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RESUMEN

La tricomoniasis bovina es una enfermedad capaz de
provocar abortos en bovinos, se caracteriza por presentarse
de forma asintomatica en los machos y generalmente se
transmite por via venérea. La presencia de tricomoniasis
bovina en un hato implica pérdidas econdémicas por la
disminucién de la produccion de becerros. Considerando
que Tamaulipas se caracteriza por la produccion de
bovinos, es importante evaluar enfermedades abortivas
como la tricomoniasis bovina debido a que se ha reportado
en estados colindantes como Veracruz al Sur y Texas
EUA al Norte. El objetivo de esta investigacion fue buscar
la presencia de Tritrichomonas foetus en la zona centro
de Tamaulipas mediante el uso de la PCR punto final, a
partir de muestras de cavidad prepucial de bovinos. Se
obtuvieron y procesaron 45 muestras de bovinos de razas
carnicas de Tamaulipas en un periodo de un afio; todas
las muestras fueron negativas a 7. foetus. En este estudio
es posible que la alta tecnificacion reproductiva en la
zona de estudio favorezca la probabilidad de la ausencia
de este parasito.

Palabras clave: factores de riesgo, PCR, tricomoniasis
bovina.

ABSTRACT

Bovine trichomoniasis is a disease capable of causing
abortions in cattle. It is characterized by its asymptom-
atic presentation in males and is generally transmitted by
venereal means. The presence of bovine trichomoniasis
in a herd implies great economic losses, related to the
costs of slaughtering infected males and a decrease in
production. Considering that Tamaulipas is characterized
by cattle production, it is important to evaluate abortive
diseases such as bovine trichomoniasis, whose presence
is unknown in this state, but it has been reported in neigh-
boring states (Texas and Veracruz). The objective of this
research was to determine the presence of this disease in
the central area of Tamaulipas by using endpoint PCR,
from samples of the preputial cavity of cattle. The sam-
ples consisted in 45 samples of beef breeds from Tamau-
lipas processed in a year period, all of them were nega-
tive for Tritrichomonas foetus. It is possible that the high
level of reproductive technology in the area increases the
probability of the presence of this parasite.
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INTRODUCCION

Las enfermedades venéreas en bovinos tienen gran impacto econdémico debido a que inducen abor-
tos e infertilidad en la hembra, lo que resulta en pérdidas econdmicas para los productores al no
cumplir con el objetivo de un ternero por hembra al afio (Rojo-Montejo et al., 2014). De las en-
fermedades venéreas que afectan a los bovinos se encuentran la tricomoniasis, una enfermedad
parasitaria que, a diferencia del resto de enfermedades venéreas, se caracteriza por presentarse de
manera asintomadtica en los machos. Esto facilita la transmision del parésito a las hembras a través
de la copula durante el empadre, o a través del semen contaminado al momento de la inseminacion
artificial y recientemente se ha reportado que la transmision en hembras también puede ser via oro
fecal (Martinez et al., 2023).

Debido a su diagnostico tardio, la principal forma de controlar esta enfermedad es mediante la me-
dicina preventiva, aunque, el diagnostico oportuno también permitirad evitar pérdidas econémicas
(Michi et al., 2016).

Para identificar la presencia de la tricomoniasis se pueden emplear diversas técnicas de diagnostico,
como los son: la identificacion etiologica mediante técnicas microscopicas de muestras clinicas de
exudados prepuciales en toros, la identificacion de anticuerpos mediante la serologia y la identifi-
cacion genética mediante técnicas moleculares (OIE, 2018). De las técnicas de diagndstico dispo-
nibles, las que presentan mayores ventajas son las técnicas moleculares debido a su sensibilidad y
especificidad. La reaccion en cadena de la polimerasa es ideal para llevar a cabo el diagnostico y
determinar la presencia de la tricomoniasis debido a que se basa en la amplificacién de zonas gené-
ticas 100% especificas del agente en cuestion y presenta una gran confiabilidad, asi como también,
reduccion de tiempo para obtener los resultados comparada con las otras técnicas que dependen de
factores como la experiencia del analista y posibles falsos positivos (Riegler, 2023).

Actualmente no se cuenta con informacion documentada sobre la frecuencia de Tritrichomonas
foetus en Tamaulipas, aunque se tiene referencia de su presencia en dos estados colindantes: Vera-
cruz al sur (Villareal-Ruiz, 2020) y Texas al norte (Szonyi et al., 2012).

) MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Se realiz6 un muestreo por conveniencia, no probabilistico, en sementales bovinos mayores de dos
afos y de diferentes razas en Unidades de Produccion Pecuaria (UPP) ubicadas en la region centro
de Tamaulipas, México (CEAT, 2023). La duracidon del muestreo fue de un afio, de agosto del 2023
a agosto del 2024.

Material biolégico

Para la colecta de muestra se emplearon dos métodos de recoleccion en cavidad prepucial. Uno
fue el método de raspado prepucial, el cual consiste en introducir un raspador metalico dentro
del prepucio del animal, preservando debidamente el bienestar animal, hasta alcanzar la zona del
fornix, donde se lleva a cabo un raspado vigoroso de atras hacia adelante sobre el epitelio prepucial
y del fornix, el cual se repite de 30 a 45 veces. Por tltimo, se colecta el material introduciendo la
cabeza del raspador con el material en un tubo estéril de 50 mL con solucion salina estéril, donde
se realiza un enjuague para retirar el material colectado (Villalba & Villalba, 2010; OIE, 2018).
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El otro método fue el lavado prepucial, el cual consiste en introducir 50 mL de solucion salina
estéril mediante canula, una vez introducida la solucion se cierra manualmente el ostium y se lleva
cabo un masaje enérgico enfocado en toda la zona prepucial por aproximadamente 4 min, una vez
terminado el masaje se recolecta la solucidon por escurrimiento en un tubo de 50 mL estéril (Yao,
2013). El material colectado se mantuvo en congelacioén hasta su procesamiento. El resguardo y
procesamiento de las muestras se llevo a cabo en el 4rea de biologia molecular del laboratorio de
diagnostico de la FMVZ-UAT.

Purificacion de ADN

Se obtuvieron las fases solidas de las muestras mediante centrifugacion en condiciones de 3,500
rpm x 5 min. Posteriormente se pasaron a tubos de 1.5 mL y fueron tratadas con el equipo comercial
DNeasy Sangre y Tejido (QIAGEN® Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
protocolo se basa en obtener el ADN presente en la muestra mediante el empleo de distintos
compuestos organicos con capacidad de disolver los componentes celulares a excepcion del ADN,
este se separa de los otros compuestos mediante centrifugacion (3500 rpm durante 10 min). Una
vez obtenido el ADN gendmico de cada muestra, se mantuvieron en congelacion (-20 °C) hasta su
uso posterior.

Evaluacion del ADN

Una vez finalizado el procedimiento de purificacion de los acidos nucléicos, se utilizo una alicuota
de 6 uL de la extraccion de ADN mezclada con 2.5 pL de tampon de carga (5X Loading buffer
dye Bioline®), para confirmar el proceso de extraccion del ADN. Esto se realizd a través de

electroforesis en geles de agarosa (Bioline®) al 1.5%, ejecutando un campo electroforético a 80
Voltios (V) durante 30 min (Sambrook, 2001).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En la amplificacion de 7. foetus se emplearon los cebadores TRF-3(5'-CGGGTCTTCCTATAT-
GAGACAGAACC-3") y TRF-4 (5'-CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA-3"), los cuales am-
plifican una region de 347 pares de bases del gen 5.8S RNA de T. foetus, (Felleisen et al., 1997).
Como testigo positivo para la prueba de PCR se emple¢ la cepa de referencia Tritrichomonas foe-
tus (Riedmuller) Wenrich and Emerson (ATCC 50152). Cada PCR consistio en una solucién de 3
uL de tampon Taq polimerasa 10%, 2.5 pL de 50 mM MgCI2, 1.0 mM de dNTP, 2 U de Tag ADN
polimerasa, 10 uM de cada cebador, 10 L. de ADN genomico y agua libre de nucleasas hasta un
volumen final de 30 puL (Botelho et al., 2018). Las condiciones de ciclado de PCR para T. foetus
fueron: desnaturalizacion inicial 15 seg a 95 °C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion durante
30 seg a 94 °C, alineacion 30 seg a 60 °C, extension por 30 seg a 72 °C y una extension final de 7
min a 72 °C (Botelho et al., 2018).

Electroforesis y fotodocumentacion

Los productos de PCR se evaluaron por electroforesis utilizando geles de agarosa al 2%, en
amortiguador Tris-Acetato-EDTA (TAE1X Bio-Rad, EE. UU.). Las condiciones electroforéticas
fueron: 85 V constantes, miliamperios (mAh) variables por 90 min. Posteriormente los geles fueron
teflidos con bromuro de etidio durante 30 min (Promega, EE. UU.) (0.1 pg/mL) (Sambrook, 2001).
Los geles tefiidos se observaron y fotodocumentarén en un transiluminador E-Gel imager system
(Life Technologies Corporation).

Recoleccion de datos: Se obtuvieron los datos de raza, edad y municipio, utilizando a las bases
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de datos de las unidades de produccidn, esto mediante la toma de cada niimero de identificacion
interna que poseia cada animal evaluado.

RESULTADOS

Muestreo

En total se obtuvieron 45 muestras; 29 muestras obtenidas de lavado prepucial y 16 de raspado
prepucial de bovinos. El rango de edad fue de 3 a 12 afios con un promedio de edad de 6.2 afios y
las razas fueron: Angus negro, Angus rojo, Brahman, Brangus negro, Brangus rojo, Beef Master,
Charbray, Charolais, Hereford, Simbra, Simmental. En la tabla 1 se indica el nimero de animales
muestreados por municipio en Tamaulipas.

H Tabla 1. Numero de muestras por municipio.

Victoria 4
Casas 1
Giliémez 7
Soto La Marina 27
Hidalgo 6

Se establecid el protocolo para desarrollar la PCR para la identificacion de 7. foetus con la cepa de
referencia Tritrichomonas foetus (Riedmuller) Wenrich and Emerson (ATCC 50152). El tamafio
del producto de amplificacion para el control positivo fue de 347 pb, confirmando la presencia de
T. foetus en la muestra, como se ve en la figura Figura 1.

B Figura 1. Gel de agarosa al 2.5%, en el carril 1 se observa el marcador de tamafio molecular (BIOTECMOL®), en el
carril 2 el control positivo y en el carril 4 el control negativo.
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Extraccion y purificacion de ADN

Se obtuvo ADN genomico de cada muestra, el cual se confirmé mediante electroforesis en gel, en
la figura 2 se observa ejemplo de una extraccion. Las concentraciones promedio de ADN obtenidas
de las diferentes técnicas de muestreo fueron las siguientes: para raspado prepucial 75.52 ng/uL y
para lavado prepucial 87.61 ng/uL.

8 9 1011121314

1 - r

B Figura 2. Gel de agarosa 1.5% carriles 1 a 7 muestras 9 a 14 de extraccion raspado prepucial.

PCR
Los resultados en las 45 muestras analizadas fueron negativos para la presencia 7. foetus.

DISCUSION

La PCR punto final como método de identificacion para 7. foetus, ha sido anteriormente utilizada
por diversos autores (Felleisen et al., 1997; Martinez et al., 2023; Silveira et al., 2020), si bien el
cultivo microbiologico es la técnica mas empleada debido a la facilidad que puede ser realizarla
(OIE, 2018), los resultados se obtienen hasta una semana después, a diferencia de la PCR, en
donde se pueden tener los resultados en un lapso de un dia (Felleisen et al., 1997). Aunque varios
autores reportan sensibilidades altas para el cultivo comercial InPounch (Kittel et al., 1998;), esta
se puede alterar debido a que existe la posibilidad de contaminacion o por factores de manejo,
ademas la sensibilidad en otros medios de cultivo es muy variable (OIE, 2018). Silveira et al.
(2020) reportan que el medio de cultivo o de transporte utilizados en el muestreo, asi como los
cambios de temperatura y la agitacion son factores que pueden disminuir la eficacia del crecimiento
de T foetus, aunado a esto, al momento de identificar a 7. foetus en el cultivo este podria ser
confundido con otros tricomoniados considerados como saprofitos (Riegler, 2023) dando falsos
positivos, como el caso de Dgbrowska et al. (2020) quienes encontraron crecimientos en muestras
en cultivo, sin embargo en PCR no obtuvieron ningun positivo de las muestras que mostraron
crecimiento en cultivo. En contraste, la PCR al ser una técnica de identificacién exclusivamente
genética tiene menor probabilidad de mostrar falsos positivos, si bien se ha reportado que los
iniciadores TRF3 Y TRF3 también amplifican ante otras especies de Tritrichomonas, estas especies
solo se han reportado en el tracto digestivo de cerdos (Felleisen et al. 1997). Es sabido que para
un 6ptimo diagnostico de 7. foetus, lo ideal serd un cultivo con alta sensibilidad, como el inPouch,
aunado a un buen manejo y trasporte, complementandolo con PCR, asi como también, repetir los
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muestreos en los mismos animales para descartar por completo o confirmar el diagnostico (OIE,
2018). Sin embargo, ya se ha demostrado que con el solo uso de que PCR directo de la muestra
clinica es posible detectar la presencia del protozoario de transmision venérea.

Las técnicas diagndsticas utilizadas en los distintos estudios sobre 7. foetus, son variadas, suponiendo
que los métodos moleculares presentan mayores sensibilidades y especificidades (OIE, 2018). En
las investigaciones revisadas en esta discusion, se puede inferir que el uso unicamente de cultivo
no es infalible debido a los falsos positivos que ya se han mencionado, lo idéneo es utilizar en
conjunto ambas técnicas.

En este estudio en el que se evaluaron sementales de razas productoras de carne, no se detect6 la
presencia del parasito 7. foetus, resultado que coincide con los resultados de Da Rocha et al. (2009)
en Brasil donde se evaluaron 39 muestras de toros, siendo 30 de carne y 9 de leche en donde no
se encontr6 la presencia del parasito. En otro estudio también realizado en Brasil (Ribeiro, 2020),
no se encontro la presencia de 7. foetus, después de evaluar 27 muestras de sementales bovinos; al
igual que al resultado de Torres y Niflo en 2019, quienes evaluaron 37 bovinos en Colombia, en su
mayoria razas cebt en donde el resultado de la deteccion para de 7. foetus fue negativo. De igual
forma Dabrowska et al. (2020) en Polonia, donde analizaron 180 muestras de lavados y raspados
encontraron que el 100% de animales fue negativo a 7. foetus. Los investigadores no reportaron la
raza, pero asocian suresultado ala alta tecnificacion en lareproduccion en el pais; el resultado también
es similar a lo reportado en Uruguay por Da Silva et al. (2020), quienes Gnicamente encontraron
un espécimen positivo de 189 toros de carne que analizaron. Asi mismo Montafies et al. (2023) en
Espafia analizaron 216 toros para determinar la prevalencia de 7. foefus y solo encontraron un 5%
de muestras positivas, coincidiendo la baja prevalencia con el 54% de sus muestras procedentes de
bovinos de la raza limusin, que se destaca por su produccion de carne. Por lo anterior, es posible que
las razas carnicas presenten una resistencia o menor predisposicion a infectarse o portar a 7. foetus,
siendo necesario, en un futuro, investigar a nivel genético si existe algun factor que ocasione esta
resistencia, como puede ser genes de resistencia a enfermedades; también se recomienda ampliar el
estudio en ganado lechero en la region, dado que en investigaciones donde se confirma la presencia
de T foetus ha coincidido en la evaluacion de razas bovinas lecheras (Filho et al., 2018; Silveira
et al., 2020), Silveira et al. (2020) consideraron que 7. foetus esta presente con mayor frecuencia
en ganado lechero que de carne. Sin embargo, el tipo de explotacion extensiva es el factor mas
determinante para que esté presente este parasito, como lo reportaron Mendoza-Ibarra et al. (2012).
Ellos observaron altas prevalencias en ganado de carne, pero bajo un sistema extensivo.

La presencia de 7. foetus en México ha sido reportada por Villareal-Ruiz (2020), en el estado de
Veracruz, quien reportd una frecuencia de 28.21% en 39 muestras analizas, de las cuales 9 fueron
positivas en hembras y 2 en machos. El estudio no muestra las caracteristicas raciales de los bovinos.
En el estado de Sonora también ha sido reportada seglin, Aragon-Lopez (2023), sin embargo, no
reporta la cantidad de muestras ni las razas evaluadas, solo se menciona que utilizaron animales
con antecedentes de abortos. La informacion en México aun es escasa y la falta de informacion
sobre las razas o el nimero de muestras no permite comparar resultados, haciendo necesario mas
investigaciones sobre la Tricomoniasis bovina en el pais. A pesar de la cercania de Tamaulipas con
Veracruz (México) y Texas (E.U.A.), donde se ha reportado la presencia de 7. foetus, en este estudio
no se detecto la presencia de 7. foetus, esto podria deberse al nimero de muestras trabajadas, factor
que podria influir para detectar del patogeno.
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CONCLUSIONES

En este estudio preliminar no se detectd la presencia de 7. foetus en sementales muestreados en
Tamaulipas. La alta tecnificacion en los procesos reproductivos tales como como la inseminacion
artificial, fertilizacion in vitro, uso de sementales de registro, ademas del numero de animales
analizados en este estudio, son factores que influyen en la disminucion de la probabilidad de que esta
enfermedad se pueda presentar en un hato; si embargo, es necesaro continuar con mas monitoreos
aumentando el tamafio de muestra y en diferentes regiones del estado.
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