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RESUMEN

La tricomonosis bovina es una enfermedad venérea que afecta seriamente la economia de la industria ganadera causando
muerte embrionaria y disminucion de la eficiencia reproductiva del hato. Se tomaron muestras de esmegma prepucial en 504
toros reproductores con experiencia sexual previa. Cada muestra se cultivo e incubd inmediatamente en el medio InPouch TF®
para la deteccidn de Tritrichomonas foetus. Los cultivos se examinaron diariamente a intervalos de 24 horas bajo microscopia
de contraste de fase durante siete dias. Posteriormente, se utilizd el método de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional para confirmar o descartar la presencia del ADN del parasito. Todos los toros examinados fueron negativos para
la infeccion por T. foetus en ambos métodos de diagndstico. Estos resultados difieren del informe previo en 1992, en el cual se
reporto la prevalencia de esta enfermedad en el pais diagnosticada en muestras de esmegma cultivadas. Es probable que la
aplicacién de herramientas de control productivo y de salud de hato en las fincas incorporadas en el presente estudio, pueda
haber contribuido al resultado obtenido, en contraste con el manejo mas extensivo en las explotaciones evaluadas en 1992. El
presente estudio incorpord por primera vez en Costa Rica técnicas de diagndstico molecular por ADN de Tritrichomonas foetus.

Palabras clave. Reproduccién bovina, Tritrichomonas foetus, diagndstico de laboratorio, InPouch TF®, PCR.

ABSTRACT

Bovine trichomonosis is a venereal disease affecting seriously the economy of livestock industry due to embryo losses and
decreasing the reproductive efficiency of the herd. Preputial smegma samples were collected from 504 breeding bulls and
immediately cultured and incubated in InPouch TF® media for detection of Tritrichomonas foetus. Cultures were examined daily
at 24 hours interval under phase contrast microscopy for seven days. Thereafter, a conventional Polymerase Chain Reaction
(PCR) was used to confirm or discard the presence of the T. foetus DNA. All the bulls tested negative for T. foetus. These results
differ from the previous report published in 1992 regarding the diagnosis of trichomonosis in Costa Rica using smegma cultured.
However, the current study incorporated for the first time in Costa Rica the use of molecular diagnosis for T. foetus. It is likely
that the application of current sanitary and husbandry conditions in the farms could have contributed to the output reported,
in contrast to the more extensive management practices in the farms tested in 1992.
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Introduccién

La tricomonosis bovina (TB) es una enfermedad de
transmisidn exclusivamente venérea (Peter 1997, Collantes-
Fernandez et al. 2019). La infeccion es causada por el
protozoario flagelado Tritrichomonas foetus, que coloniza los
pliegues del epitelio prepucial y mucosa del pene en los toros,
los cuales se convierten en portadores crénicos asintomaticos
(BonDurant 1997). Los machos infectados no muestran

Recibido: Marzo 2024
Aceptado: Mayo 2024

cambios histopatoldgicos en sus drganos reproductivos ni en
la calidad del semen (Clark 1971; Campero et al. 2017), no
obstante, se ha demostrado mediante trabajos in vitro una
citotoxicidad sobre los espermatozoides por parte de
productos extracelulares secretados por T. foetus, la cual
genera una reduccidon de la motilidad progresiva, aunque
sin afectar la viabilidad espermatica (Ribeiro et al. 2010). La
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disminucion de la fertilidad en las hembras bovinas,
caracterizada por pérdidas tempranas de embriones y ciclos
estrales irregulares son signos comunes en los rodeos
infectados, asi como abortos en menor frecuencia (Felleisen
1999; Anderson 2007; Campero et al. 2017). La TB se
considera una de las principales causas de reduccién de la
eficiencia reproductiva en los rodeos bovinos, teniendo una
distribucion global en donde se manejen las pasturas
compartidas y donde la monta natural es el principal sistema
de reproduccion (Pérez et al. 1992; Mshelia et al. 2010; Yao
2013). Los tratamientos farmacoldgicos y vacunas se
consideran usualmente ineficaces para el control de T. foetus
(Campero y Cobo 2006; Cobo et al. 2009; Baltzell et al. 2013).
Por lo tanto, los toros infectados deben ser eliminados del
rodeo, siendo el principal reservorio y diseminador de la
enfermedad por su caracter de portador asintomatico
(BonDurant 1997). En el caso de las hembras se consideran
capaces de eliminar la infeccidn de T. foetus si permanecen en
reposo sexual durante al menos tres ciclos reproductivos
(BonDurant 1997; Peter 1997; Rae et al. 2004). Sin embargo,
se ha demostrado que algunas hembras permanecen
infectadas durante mas de un afio, siendo una fuente de
infeccidn en el rodeo. Esta persistencia de la infeccion en las
hembras podria depender de la patogenicidad y de los
mecanismos de evasion de las cepas de T. foetus frente a la
respuesta inmune del huésped (Corbeil et al. 1998)

La prevalencia reportada de TB a nivel mundial es variada
dependiendo de la zona, registrandose tasas de infeccidn
desde 0% hasta 44% (Kyasnicka et al. 1989; BonDurant et al.
1990; Pérez et al. 1992; Rae et al. 2004; Filho et al. 2018).
Estas diferencias se han atribuido a la sensibilidad vy
especificidad de la técnica de diagndstico, el genotipo del
ganado y la presencia en mayor o menor grado de ciertos
factores de riesgo para la TB (Pérez et al. 1992; Rae et al.
2004).

Para el diagndstico de TB tradicionalmente se ha utilizado
la deteccidon por microscopia de T. foetus en al menos 3
raspados o lavados prepuciales (Kimsey et al. 1980; Kittel et
al. 1998). No obstante, el método de diagndstico mas
comunmente utilizado es el cultivo de esmegma prepucial o
de secreciones vaginales en medios como el Diamond’s
(Parker et al. 2003a), Plastridge (Martinez et al. 1985) o
InPouch TF® (Borchardt et al. 1992). En el caso del InPouch
TF® es un medio selectivo que permite el mantenimiento,
transporte y multiplicacion del patégeno, mientras que inhibe
el crecimiento de microorganismos contaminantes (Rodning
et al. 2008), reportandose una sensibilidad aproximada del
82%, incluso en toros sexualmente activos en el momento del
muestreo (Pérez et al. 1992; Grahn et al. 2005). Un
inconveniente ocasional de las técnicas de cultivo ha sido el
diagndstico de falsos positivos por la presencia de tricomonas
no patégenos en muestras prepuciales, usualmente de origen
intestinal (Taylor et al. 1994; BonDurant 1999; Hayes et al.
2003; Parker et al. 2003b; Cobo et al. 2003; Corbeil et al.
2008; Kennedy et al. 2008; Yao 2013; Michi et al. 2016; Irons
et al. 2022). También se ha descrito que el diagndstico
utilizando Unicamente los medios de cultivo y su observacién
al microscopio poseen una limitada sensibilidad, ya que a
pesar de que esta puede estar entre el 84% al 96% en

condiciones experimentales (Parker et al. 2003a), la misma
puede reducirse bajo condiciones de campo (Mukhufhi et al.
2003). En la actualidad para el diagnéstico del T. foetus se
utiliza la combinacién de los cultivos con métodos
moleculares de deteccion de ADN como lo es la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) con una sensibilidad vy
especificidad alta (Felleisen et al. 1998; Campero et al. 2003;
Michi et al. 2016; Rodning et al. 2008). El empleo de ambos
métodos de manera complementaria ha demostrado ser
idéneo para el diagnéstico de TB (Mukhufhi et al. 2003; Michi
et al. 2016; Irons et al. 2022).

El Unico estudio para determinar la prevalencia de TB en
rodeos bovinos de Costa Rica fue en 1992, utilizando el medio
InPouch TF®. Se determind una prevalencia por rodeo de 6,7%
(6/89) y 15,9% (10/63) y por toro de 3,9% (6/153) y 6,2%
(14/225) en las zonas de Tilaran y San Carlos, respectivamente
(Pérez et al. 1992). Ante la ausencia de datos actualizados
sobre el diagndstico de T. foetus en Costa Rica, el objetivo del
presente estudio fue estudiar su presencia mediante cultivo y
PCR en muestras de esmegma prepucial de toros
provenientes de rodeos lecheros, de doble propdsito y
dedicados a la cria de ganado para carne en las zonas Huetar
Norte (HN) y Pacifico Norte (PN) del trépico costarricense.

Materiales y Métodos

Sitio de estudio

El estudio se realizd en establecimientos ganaderos ubicadas
en las zonas Huetar Norte (HN) y Pacifico Norte (PN) de Costa
Rica, durante el periodo 2018-2020. Ambas regiones
concentran la mayor poblacién bovina del pais (333.566 y
281.500 cabezas, respectivamente) (INEC 2015).

Seleccion de los establecimientos y tamafio de muestra

Los establecimientos participantes en el muestreo
corresponden a explotaciones ganaderas pertenecientes a
programas de salud de rodeos ejecutados por la Universidad
Nacional de Costa Rica y cdmaras de productores adscritas, y
contemplé en todos los casos el interés y previo
consentimiento de estas para participar en el estudio. El
calculo de la muestra minima de toros a evaluar (n=379) se
determind con base en un margen de error de 0.02, con un
intervalo de confianza del 95% y una prevalencia esperada en
toros del 5%, con base en el Ultimo informe de TB en la misma
region geografica (Pérez et al. 1992). La muestra supero el
tamafio minimo en un 33%, permitiendo examinar 504 toros
distribuidos en 157 establecimientos. Todos los toros
muestreados estaban en monta natural.

Encuesta y toma de las muestras para el diagndstico de TB

Se registré informacion sobre el manejo productivo y
reproductivo en los establecimientos, edad y raza de los toros,
numero de animales por rebafio, relacion vaca-toro, asi como
si estaban en reposo sexual o no al momento del muestreo.
Para la recoleccion de las muestras de esmegma prepucial,
cada toro fue inmovilizado en un cepo de trabajo.
Posteriormente se cortaron los pelos del orificio prepucial y
se limpidé el mismo con gasa estéril, hasta aproximadamente
5 cm de profundidad en la cavidad (BonDurant 1985).
Seguidamente, se aplicd un vigoroso masaje manual externo
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a lo largo de la vaina del prepucio, dando énfasis a la zona
caudal cercana al cuello escrotal. La muestra de esmegma se
colectdé mediante succiéon con una vaina de plastico rigido
desechable introducida hasta el férnix provocando un vacio
con una jeringa estéril de 30 ml. Una vez tomada la muestra,
se cultivd inmediatamente en el medio InPouch TF®
(Biomedical diagnostics), acorde con Pérez et al. (1992) e
instrucciones del fabricante. Cada medio fue identificado e
incubado a 37°C y transportado al Laboratorio de Andrologia
de la Universidad Nacional para su posterior observacion.

Cultivo y observacion microscopica de Tritrichomonas foetus
Todos los medios InPouch TF® se examinaron a intervalos de
24 horas durante siete dias consecutivos, comenzando el dia
posterior al muestreo. En cada cultivo se buscé la presencia o
no de protozoarios flagelados viables mediante observaciéon
directa del InPouch TF® bajo microscopia de contraste de fase
(400x%, Zeiss®, modelo 872E, Alemania) de la misma forma
descrita por BonDurant et al. (1990) y Pérez et al. (1992).
Posterior al periodo de observaciéon de 7 dias, todos los
cultivos fueron enviados al Laboratorio de Zoonosis de la
Universidad Nacional para realizar el diagndstico molecular
mediante la prueba de PCR, utilizando el protocolo descrito
por Felleisen et al. (1998).

Extraccion y deteccion de ADN de Tritrichomonas foetus
mediante PCR

Para la extraccién de ADN se utilizaron 500 pl de cada medio
de cultivo. Las muestras se centrifugaron (1500 g) (Beckman
JE6B, Alemania) durante 10 min y el ADN se extrajo de los
sedimentos utilizando el kit Dneasy Blood & Tissue® (Qiagen
Laboratories, Maryland, EEUU), segin el protocolo del
fabricante. Cepas de T. foetus y Tetratrichomonas spp.
mantenidos en cultivos InPouch TF® se utilizaron como
controles positivos y negativos, respectivamente, las cuales
fueron identificadas, cultivadas y facilitadas para este trabajo
por parte del Laboratorio Azul de Balcarce, Argentina.

Los primers utilizados para la PCR fueron el TFR1 (5'-
TGCTTCAGTTCAGCGGGTCTTCC-3") y TFR2 (5°-
CTAGGTGAACCTGCCGTTGG-3") que amplifica un segmento de
372 pb comun en Trichomonas spp., asi como el TFR3 (5 -
CGGGTCTTCCTATATGAGACGAACC-3") y TFR4 (5-
CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA-3) que amplifica un
segmento de 347 pb especifico de T. foetus (Felleisen 1997;
Felleisen et al. 1998), y permite la diferenciacién de este
protozoario de otras Trichomonas comensales habitantes del
tracto gastrointestinal (Campero et al. 2003). La PCR se llevd
a cabo en un termociclador 2720 de Applied Biosystems. La
reaccion de amplificacion se realiz6 en un volumen de
reaccion de 25 pl, (5 pl de 2X Dream Tag PCR Master Mix®
(Thermo Fisher Scientific, Whatman, MA, EEUU), 2 ul de cada
uno de los primers, 13 ul de agua y 5 ul de muestra de ADN),
1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 902C durante 5 minutos,
seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 949C durante 30
segundos, alineacion a 672C durante 30 segundos, extension
durante 30 segundos a 729Cy un ciclo de extension final a

729C durante 7 segundos. Los productos de amplificacion se
visualizaron en gel de agar al 2%.

Resultados

De los 157 establecimientos muestreados, 79 (50,2%) y 78
(49,8%) estaban en las regiones PN y HN de Costa Rica,
respectivamente. Al desglosar las explotaciones segun el
sistema de produccion, el 55,4% (n=87), 24,2% (n=38) y 20,4%
(n=32) pertenecian a rodeos bovinos lecheros, doble
propdsito y cria de carne, respectivamente. La mayoria de los
productores reportaron el uso de registros productivos y
reproductivos (95,4% versus 86,8% y 81,3%; p<0,05) vy
asistencia veterinaria (83,9% versus 47,4% y 50%; p<0,0001)
en lecherias en comparacién con doble propdsito y hatos de
cria de ganado de carne, respectivamente.

Acorde al sistema de produccién, de los 504 toros
evaluados, el 29,3% (n=148), 29,8% (n=150) y 40,9% (n=206)
se distribuyeron en rodeos lecheros, de doble propdsito y
carne, respectivamente. El nimero promedio de cabezas de
ganado por rodeo y de vacas por toro fue de 172,8+164,1 y
53,1+46,0, respectivamente. La edad promedio de los toros
fue de 50,6+21,8 meses (rango 18-144), siendo el 52,4%
mayores a 4 afios. Ademas, la proporcién de toros acorde al
genotipo fue de 42,9% (n=216), 32,9% (n=166) y 24,2%
(n=122) para Bos taurus, Bos indicus y cruzas Bos indicus x Bos
taurus, respectivamente.

En cuanto a las practicas de manejo reproductivo, el 74,4%
(n=375) de las explotaciones reportaron monta natural
continua, mientras que estacional y controlada representaron
un 13,7% (n=69) y 11,9% (n=60), respectivamente, siendo el
periodo estacional de entre 3 y 6 meses dependiendo de la
zona. La monta controlada es cuando las hembras son
llevadas a servicio con el macho en el momento del celo. En
cuanto al sistema de empadre, 66,5% (n=335) y 31,9% (n=161)
reportaron  practicar padre sencillo 'y  multiple,
respectivamente, considerdandose empadre sencillo cuando
un solo toro se maneja con un grupo de vacas y multiple
cuando se maneja dos o mas toros por grupo. Otras practicas
como la rotacidn de toros se registraron en un 1,6 % (n=8). De
los toros que se muestrearon, 209 (41,5%) se encontraban
con al menos 15 dias de descanso sexual previo versus 295
(58,5%) que se encontraban en monta, al momento del
muestreo. La monta natural prevalecié como Unico sistema de
crianza en los establecimientos independientemente del
sistema de produccién (54,0% en lecheria, 73,7% en doble
propdsito y 62,5% en hatos de carne).

Respecto a otras practicas de manejo reproductivas, el
8,3% de los ganaderos (13/157) reportaron la costumbre de
intercambiar toros entre fincas vecinas. La compra de toros
con experiencia sexual previa fue reportada por un 35%
(55/157). Ademds, el 11,5% de los productores indico
acostumbrar a comprar toros y novillas de reemplazo en
subastas comerciales de ganado (18/157).

No se detectaron casos de TB en ninguno de los 504 toros
muestreados con los métodos utilizados para el diagndstico
en el presente estudio (tanto el cultivo utilizando medio
InPouch TF como por el método PCR).
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Discusion

La TB es una enfermedad venérea altamente contagiosa
reportada en rodeos de ganado bovino con uso de servicio
natural. En particular, se ha descrito que los toros mayores a
los 4 aios, en sistemas de empadre multiple y con una alta
proporcion hembra-toro tienen un mayor riesgo de infeccién
(Pérez et al. 1992). La profundidad de los pliegues de la
mucosa prepucial aumenta significativamente en toros
mayores de 4-5 afios, proporcionando un ambiente éptimo
para el crecimiento y persistencia de T. foetus (Clark et al.
1974; Pérez et al. 1992; BonDurant 1997; Michi et al. 2016).
Ademads, a medida que el toro envejece, aumenta el riesgo de
infeccidn asociado a la mayor cantidad de exposicidn tras
montas (Pérez et al. 1992; Michi et al. 2016). De manera
similar, compartir toros reproductores entre granjas, junto
con el habito de adquirir animales de reemplazo en remates
comerciales, también puede aumentar el riesgo de contagio
(Campero 2002; Mardones et al. 2008).

El toro, debido a su caracteristica de portador crénico, es
el principal objetivo para el diagndstico, siendo el esmegma
prepucial el material mas adecuado (BonDurant et al. 1990;
Parker et al. 2003c). Las pruebas de diagndstico actuales
incluyen el cultivo y técnicas moleculares (Felleisen et al.
1998; Campero et al. 2003; Yao 2013; Irons et al. 2022). La
capacidad de deteccion de T foetus se mejora
complementando métodos de cultivo con pruebas
moleculares (Ondrak et al. 2010; Yao 2013; Michi et al. 2016;
Irons et al. 2022). Recientemente Silveira et al. (2020), sobre
310 toros negativos mediante cultivo, 7 de ellos resultaron
positivos luego de reevaluarlos con PCR. Este mismo principio
se utilizd en el presente informe y arrojé una prevalencia del
0% en los toros muestreados para T. foetus.

Si bien la ausencia de toros positivos en el presente
estudio difiere de lo reportado previamente por Pérez et al.
(1992), quienes demostraron una prevalencia por rodeo de
6,7% Yy 15,9% en la misma area geografica, se deben tomar en
cuenta varios factores que posiblemente expliquen esta
diferencia. Un factor importante es el periodo de descanso
sexual previo a la toma de la muestra para el diagndstico de T.
foetus. En este estudio un 41,5% de los machos examinados
tenian al menos 15 dias de descanso sexual previo al
muestreo, no obstante, el restante 58,5% estaban en servicio
continuo, lo que podria influir en la no presencia del agente
en este muestreo, ya que esta condicidon puede reducir la
sensibilidad del diagndstico (Noakes et al. 2001; Ondrak et al.
2010; Rodning et al. 2008).

Otra consideracion que puede explicar los diferentes
resultados entre ambos estudios es que la mayoria de los
rodeos muestreados por Pérez et al. (1992) pertenecian a
establecimientos de ganado de carne. Estos practicaban
condiciones de manejo extensivas, incluida la falta de
registros reproductivos y una gestion deficiente en programas
de salud reproductiva, como una pobre frecuencia de
asistencia veterinaria y ausencia de controles sanitarios,
condiciones que sin duda podrian haber aumentado el riesgo
de infeccion y la consiguiente permanencia de toros positivos
en los rebafios. De hecho, los establecimientos positivos
estaban epidemiolégicamente asociados con una alta
presencia de dichos factores de riesgo (Pérez et al. 1992). La
ausencia de casos positivos en el informe actual podria

respaldarse por la menor frecuencia de préstamos de toros
entre fincas y el menor uso de empadre multiple comparado
con el estudio de 1992 (8,3% versus 25,4% y 32% versus 66%,
respectivamente). Ademds, alrededor del 88% de los
productores examinados informaron el uso de registros
productivos y reproductivos, en los cuales contaban con
parametros aceptables en su gran mayoria, asi como recibir
asistencia veterinaria de forma rutinaria, siendo ambos
factores posibles factores que influyan en la ausencia de casos
del T. foetus en los establecimientos evaluados.

Cabe destacar que similares resultados han sido sefialados
en Argentina, en donde se ha reportado una reduccién en la
prevalencia de la infeccidn por T. foetus, pasando de un 29,1%
en el afio 2001 al 9,3% para el afio 2006 en la provincia de
Buenos Aires (Rojas et al. 2011). Mientras que Molina et al.
(2020) reportan una disminucion en la prevalencia de este
agente del 7,48% al 3,06% en el periodo comprendido entre
los afios 2007 y el 2013, respectivamente, en La Pampa,
Argentina. Repiso et al. (2005) no encontraron casos de TB en
Uruguay luego de muestrear 1754 toros, y recientemente,
Silveira et al. (2020) informaron una prevalencia del 2,25% en
310 toros evaluados. Esta disminucién de la prevalencia de TB
en estos paises se ha atribuido al diagndstico temprano y
descarte inmediato de toros infectados y mejoras en los
programas de manejo reproductivo (Silveira et al. 2020;
Campero et al. 2021).

Por otra parte, se ha descrito que el tamafio de los rodeos
puede inferir en la prevalencia de T. foetus. Se ha demostrado
que rodeos de tamarfio pequefio o mediano (100-499 vacas)
presentan una prevalencia menor de TB comparado con
rodeos de gran tamafio (2500 vacas) (Rae et al. 2004). Esta
situacidon deberia ser tomada en cuenta en los resultados
obtenidos en este trabajo, ya que los establecimientos
muestreados presentaron en promedio 173 hembras bovinas.

Finalmente cabe mencionar que segun Rodning et al.
(2008) existen varios factores que pueden explicar esta
reduccién en la prevalencia de TB, en los cuales incluyen el
origen de la muestra, el tamafio de los rodeos, la técnica del
muestreo y la evaluacidn de la muestra mediante métodos
con mayor sensibilidad y especificidad. Por ende, para futuros
muestreos se debe tener en cuenta que la prevalencia puede
llegar a ser mas representativa si se muestrea una poblacién
aleatoria o en la cual se determine la presencia de factores de
riesgo, asi como rodeos en los cuales se presenten bajos
indices de fertilidad, lo cual, en conjunto con la utilizacion de
técnicas de diagndstico molecular, podria reflejar de manera
mas precisa la situacion actual de T. foetus en Costa Rica.

Conclusiones

Los resultados de este estudio sugieren que las practicas
sanitarias implementadas en los establecimientos
investigados pueden explicar la ausencia de T. foetus en los
animales muestreados en este estudio. No obstante, este
resultado nunca debe interpretarse como una subestimacién
de la importancia de la infeccién por T. foetus en los rodeos
bovinos. Por el contrario, persiste la necesidad de
implementar el diagndstico rutinario de esta enfermedad
venérea en los establecimientos de produccién bovina del
pals.
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Los autores declaran que los animales muestreados para
cumplir con los objetivos del estudio fueron manejados de
acuerdo con los requisitos de ética de bienestar y derechos de
los animales del pais (Ley 7451, CR-Gobierno del 16 de
noviembre de 1994).
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