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RESUMO

Tritrichomonas foetus ¢ um protozodario flagelado causador da Tricomonose Genital Bovina,
cujo habitat ¢ o trato genital de bovinos. A Tricomonose ¢ uma doenga sexualmente
transmissivel e infecciosa, que acomete tanto os machos quanto as fémeas. O macho ¢ o
portador assintomatico, ou seja, ndo apresenta nenhuma manifesta¢do clinica da doenga. Por
isso, o diagndstico laboratorial ¢ fundamental para um controle adequado e seguro da doenca.
Esta infeccdo possui grande importdncia econOmica em decorréncia aos problemas
reprodutivos caracterizados pelas repeti¢des de cio, elevada incidéncia de abortos e aumento
do intervalo entre partos. O estudo tem como objetivo investigar a ocorréncia de 7. foetus em
muco prepucial de touros provenientes de propriedades localizadas nos estados do Rio Grande
do Sul, Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul. O DNA genomico de 280 mucos prepuciais
foram obtidos a partir de extracdo com kit comercial. A técnica utilizada para a identificagdo
molecular foi a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional. As reacdes de
amplificacdo do material genomico de 7. foetus, foram realizadas com um par de primers
especificos para a espécie, que amplificam um fragmento de DNA de 347pb. Entre os 280
animais analisados, um animal foi positivo para a presenga de 7. foetus (0,36%). Levando em
conta a baixa prevaléncia de 7. foetus relatada em diversos paises, os resultados obtidos
indicam que também nas regides estudadas do Brasil a prevaléncia da doenga parece ser

baixa.

Palavras-chave: Tritrichomonas foetus, PCR, tricomonose genital bovina, problemas

reprodutivos



ABSTRACT

Tritrichomonas foetus is a flagellated protozoan that causes Bovine Genital Trichomonosis,
whose habitat is the genital tract of cattle. Trichomonosis is a sexually transmitted and
infectious disease, which affects both males and female. The male is the asymptomatic
carrier, that is, he does not present any clinical manifestation of the disease. Therefore,
laboratory diagnosis is essential for adequate and safe control of the disease. This infection
has great economic importance due to reproductive problems characterized by repetitions of
heat, high incidence of abortions and increased interval between deliveries. The study aims to
investigate the occurrence of 7. foetus in preputial bovine mucus from properties in the states
of Rio Grande do Sul, Mato Grosso and Mato Grosso do Sul. The genomic DNA of 280
preputial mucus was obtained from extraction with commercial kit. The technique used for
the molecular identification was conventional polymerase chain reaction (PCR). The
amplification reactions of the genomic material of 7. foetus were carried out with a pair of
primers specific to a species, which amplify a 347bp DNA fragment. Among the 280
analyzed animals, one animal was positive for the presence of 7. foetus (0,36%). Taking into
account the low prevalence of 7. foetus reported in several countries, the results obtained
indicate that the prevalence of the disease also appears to be low in the studied regions of

Brazil.

Keywords: Tritrichomonas foetus, PCR, bovine genital trichomonosis, reproductive

problems
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1 INTRODUCAO

As doengas reprodutivas em bovinos possuem grande importancia econdmica devido
aos prejuizos que trazem ao setor produtivo, caracterizados pelas repeticdes de cio, elevada
incidéncia de abortos, endometrites e outras patologias do sistema genital bovino (LOPES et
al. 1996). Com um menor numero de nascimentos € o maior intervalo entre partos, eleva-se os
custos de produ¢ao, com maior uso de s€émen, queda na producao de bezerros e produgao de

leite (GOODGER & SKIRROW, 1986; JUNQUEIRA & ALFIERI, 2006).

A Tricomonose Genital Bovina (TGB) e a Campilobacteriose Genital Bovina (CGB)
sdo doengas sexualmente transmissiveis e infecciosas, causadas pelo protozoario flagelado
denominado Tritrichomonas foetus e pela bactéria Campylobacter fetus subsp. venerealis,
respectivamente. As caracteristicas clinicas sao similares em ambas as doencgas, o que permite
formular estratégias de controle de infec¢do a serem discutidas juntamente (ALVES et al.
2011). A principal manifestacdo clinica sdo as repeticdes de cio nas fémeas (STOESSEL,
1982; BONDURANT, 2005). O macho ¢ o portador assintomatico, ou seja, ndo apresenta
nenhuma manifesta¢ao clinica. Além disso, ndo adquirem imunidade natural (STOESSEL,
1982; PELLEGRIN et al. 2003) e sdao considerados os responsaveis pela disseminagao dos
agentes infecciosos (PELLEGRIN et al. 1998; JESUS et al. 2004). Com isso, a identificagdo
dos touros infectados ¢ fundamental para um controle adequado e seguro da doenca nos

rebanhos.

Existem diferentes métodos para identificacdo de 7. foetus, o exame direto ¢ realizado
através da microscopia Optica com a observagao de trofozoitos, porém o tempo necessario
para a cultura do parasito e analise, bem como a baixa sensibilidade sao considerados uma
desvantagem. Por outro lado, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) mostra-se altamente
eficiente para o diagnostico devido ao aumento na sensibilidade de detec¢do, sendo capaz de
detectar a presenca de um unico organismo. De acordo com Yao (2013) o teste de PCR se
mostrou mais eficiente do que a técnica de exame direto para identificagdo de 7. foetus. A
partir desse método ¢ possivel o processamento de inimeras amostras em apenas uma reagao,

possibilitando um resultado rdpido (CHEN & LI, 2001; OIE, 2012).

A TGB tem distribuicao mundial, tendo seus primeiros relatos no Brasil ocorrendo no
Rio Grande do Sul em 1947 por Roehe (1948). Segundo Alves et al. (2011) e Oliveira et al.

(2015) a prevaléncia de 7. foetus em animais varia de 0 a 33,4% no Brasil. Regides que
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utilizam montas naturais como manejo reprodutivo possuem uma alta prevaléncia da TGB

(LAGE, 2001; BONDURANT, 2005; RAE & CREWS, 2006).

No Brasil, existem poucos relatos desta infeccao e estudos relacionados (JESUS et al.
2004; SILVA et al. 2009; LEAL et al. 2012). Para Alves et al. (2011) a auséncia de
diagndstico em conjunto com os problemas no envio de amostras, analise laboratorial das
amostras clinicas ¢ o pequeno numero de laboratérios com capacidade técnica para a
realizacao do diagnostico da TGB, fazem com que a situagao permanega desconhecida para a
maioria dos técnicos e proprietarios. Desse modo, o presente trabalho propde um
levantamento da ocorréncia e 7. foetus nos estados brasileiros que representam os principais

produtores de bovinos do pais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tritrichomonas foetus

Tritrichomonas foetus ¢ um protozoario piriforme, unicelular e ativamente moével.
Pertence ao filo Sarcomastigophora, classe Zoogomastigophorea, ordem Trichomonadida,
familia Trichomonadidae e género Tritrichomonas (LEVINE, 1985). Quanto a sua
morfologia, apresenta aproximadamente 10-25mm de comprimento e 3-15mm de
largura,possui quatro flagelos, dos quais trés sdo localizados anteriormente, enquanto o quarto
flagelo posteriormente (HAYES et al. 2003). A membrana ondulante, ao longo do corpo, é
considerada uma caracteristica importante para a diferenciacdo de 7. foetus (ERA & CREWS,
2006). Possui estagio de trofozoita e reproducdo assexuada por fissdo bindria, sendo a

reproducao sexual desconhecida (OIE, 2019).

Tricomonose genital bovina (TGB)

Estabelecida pela Organizacdo Mundial da Satide Animal, a TGB faz parte da lista de
doengas notificaveis, a fim de manter os indices de incidéncia da doenca ao redor do mundo
atualizados (OIE, 2021). Apesar de a TGB possuir uma baixa prevaléncia e incidéncia, ela

esta disseminada em todo o mundo (Figura 1).

Figura 1. Mapa das notificagdes de Tricomonose Genital Bovina realizadas a OIE.

CABI, 2021. bovine venereal trichomenosis. In: Invasive Spedes Compendium. . T
Wallingford, UK: CAB International. https://www.cabi.org/isc @ CABI Summary Data
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E uma doenga sexualmente transmissivel e infecciosa, causada pelo protozoario T.
foetus. Os bovinos sdo os hospedeiros naturais, tanto os machos quanto as fémeas. As
manifestagdes clinicas sdo caracterizadas pela repeti¢do do cio em intervalos aumentados e
irregulares, endometrite e aborto precoce. As fémeas geralmente eliminam a infec¢ao depois

de trés a seis ciclos (STOESSEL, 1982; FELLEISEN, 1999; BONDURANT, 2005).

Por outro lado, os machos sdo clinicamente assintomaticos. Touros mais velhos sdo
considerados o principal reservatorio da doenca durante toda vida reprodutiva (WALKER et
al. 2003; YAO, 2013; OIE, 2018). A transmissdo ocorre do touro infectado para fémea
durante a copula ou vice-versa, através da monta natural (ALVES et al. 2011). O contégio
também pode ocorrer por meio da inseminagdo artificial ou exame ginecoldgico (RIET-

CORREA et al. 2007; OIE, 2018).

Diagnostico da Tricomonose genital bovina

Para o diagnostico correto da TGB, devem ser observados os sinais clinicos, o
desempenho reprodutivo do rebanho e o histérico dos animais. A identificagdo e isolamento
do protozoario 7. foetus pode ser realizado a partir de amostras do lavado prepucial ou
esmegma prepucial de touros. Nas fémeas, amostras de muco vaginal ou fetos abortados
(ALVES et al. 2011). O diagnodstico através do exame direto permite observar a
movimentagdo caracteristica dos trofozoitos vivos de 7. foetus (BONDURANT, 1997),
porém, sua visualizagdo pode ser dificultada devido a existéncia de outros protozodrios
semelhantes. A identificagdo por métodos moleculares tem sido usada com sucesso, sendo
que a reacdo de PCR traz vantagens, como o aumento da sensibilidade, diagnostico mais

rapido, permitindo detec¢do mesmo se o parasito ndo estiver mais viavel (OIE, 2019).

Controle da Tricomonose genital bovina

O controle da TGB ¢ realizado por um conjunto de medidas, os animais utilizados na
reproducao devem ser testados regularmente para a presenca de 7. foetus. O manejo dos
animais positivos baseia-se na retirada desses animais da reprodugdo, para que haja a
eliminag¢do do protozodrio da propriedade. Deve-se evitar a utilizagdo de touros de repasse e

os sistemas de monta natural. A inseminacdo artificial ¢ uma medida segura, desde que o
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sémen seja de qualidade e a sua procedéncia seja de touros confiaveis (BONDURANT, 2005;

ALVES et al. 2011).

Embora existam estudos isolados de vacinas experimentais, a protecdo apresenta
niveis baixos de eficacia, estimulada em 45% de protecio (KVASNICKA, 1992;
BONDURANT, 2005). Apesar da existéncia dos estudos de vacinas experimentais, ainda ndo
ha vacinas disponibilizadas no mercado nacional para promover protecdo e reduzir a

propagacao da doenca (SINDAN, 2021).
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3 MATERIAIS E METODOS

Obtencido das amostras

Neste estudo, foram analisados muco prepucial de touros, previamente coletados por
médicos veterinarios e encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia Veterinaria (LaBacVet)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As amostras eram remetidas ao LaBacVet
para diagnostico de agentes infecciosos causadores de problemas reprodutivos bovinos. No
periodo de janeiro/2019 a dezembro/2020 foram recebidas 280 amostras de touros, sendo 267
amostras provenientes do estado do Rio Grande do Sul, trés amostras do estado de Mato
Grosso ¢ 10 amostras do Mato Grosso do Sul. O DNA genomico dos mucos foi previamente
extraido com o emprego do kit comercial (Biopur Mini Spin Plus, Biometrix, Curitiba, Brasil)

e armazenado a -20°C até o momento do uso.

Reacio de PCR para identificacdo de Tritrichomonas foetus

Para identificagdo de 7. foetus, os DNAs foram submetidos a reacdo de PCR
convencional com 0 par de primers nomeados TRF3 (5
CGGGTCTTCCTATATGAGACAGAACC 3%) e TRF4 (5
CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA 3°), especificos para o gene ribossomal 5.8S e as
regides interespacadoras transcritas ITS-1 e ITS-2 de trichomonadideos (Felleisen ef al.
1998), cujo fragmento de DNA corresponde a 347pb. Como controle positivo, DNA de T.

foetus isolado de campo foi empregado.

Cada reacdo foi composta por um volume final de 12ul contendo 5U de Taq DNA
polimerase (Quatro G, Porto Alegre, Brasil), 10x tampao de reacdo, S0mM de MgCl,, 10
pmol de cada primer, ImM desoxinucleotideos trifosfato (INTPs) e 30ng de DNA.

Os ciclos de amplificagdo foram conduzidos sob as seguintes condi¢des: desnaturagdo
inicial de 05 minutos a 94°C, seguidos por 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30
segundos, e 72 °C por 90 segundos, e uma etapa de extensdo adicional 72 °C por 05 minutos,
descritas por Felleisen et al. (1998). Todas as reagdes foram realizadas em termociclador

(Applied Biosystems, MiniAmp Thermal Cycler, Waltham, EUA). Os amplicons foram
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visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com Sybr Green para a
visualizacdo dos acidos nucléicos em um transiluminador com iluminagdo ultravioleta. A
voltagem aplicada para corrida de eletroforese foi de 100 V, e o tempo variou de 20 a 30

minutos.

Analise do controle positivo

O DNA do controle positivo utilizado nas reagdes de PCR foi amplificado de acordo
com as condi¢gdes citadas anteriormente. Em seguida, purificado com o kit comercial
(PureLink, Invitrogen, Carlsbad, EUA). A quantificagcdo foi realizada por espectrofotometria
utilizando o aparelho NanoDrop Lite (Thermo Scientific, Waltham, EUA), conforme
instrugdes do fabricante. Apds, o amplicon foi enviado para o sequenciamento de Sanger e as
sequéncias recebidas foram analisadas usando o software Geneiousv10.2.3 (Biomatters Ltd.,

Auckland, Nova Zelandia).
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4 RESULTADOS

Amostras de muco prepucial de touros provenientes de fazendas com relatos de
problemas reprodutivos, especificamente, infertilidade das fémeas, foram recebidas no
LaBacVet, de modo aleatério. As amostras recebidas foram previamente coletadas por
médicos veterinarios, e todas as amostras de touros recebidas dentro do periodo de
janeiro/2019 a dezembro/2020 foram incluidas neste estudo. Ao todo, muco prepucial de 280
touros foram estudados. Os animais foram provenientes de trés estados brasileiros: Rio
Grande do Sul, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. A Tabela 1 apresenta o numero total de

propriedades avaliadas em cada um dos estados estudados.

Tabela 1. Numero total de propriedades avaliadas em cada um dos estados brasileiros estudados.

Estado Numero de Propriedades
Rio Grande do Sul 18

Mato Grosso 1

Mato Grosso do Sul 2

A reacdo de PCR foi aplicada a 280 DNAs de muco prepucial dos touros. Dentre todos
os animais analisados, um foi positivo para 7. foetus (0,36%), sendo esse animal pertencente a
uma propriedade localizada no estado do Rio Grande do Sul (Tabela 2). O restante das
amostras foram negativas para a identificagcdo de 7. foetus. A Figura 2 apresenta uma imagem

ilustrativa de um gel de agarose 1% com resultado de uma das reacdes de PCR realizadas.

Tabela 2. Resultados dos ensaios de PCR convencional a partir das amostras de muco prepucial de touros.

Resultado da PCR Estados

Rio Grande do Sul Mato Grosso Mato Grosso do Sul

Positivos 1 0 0

Negativos 266 3 10

Total de amostras 267 3 10
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 1% de produtos de PCR convencional para deteccdo de 7. foefus.
Amostras sem amplificagdo — negativas para 7. foetus (colunas 1-13); Controle positivo (coluna 14); Controle

negativo (coluna 15). A seta indica um fragmento de 347pb.

<«— 347 pb

Fonte: arquivo pessoal.

O amplicon gerado a partir do isolado de 7. foetus empregado como controle positivo
das reagdes de PCR foi sequenciado. O resultado do sequenciamento foi alinhado e montado,
e apods, comparado com o auxilio da ferramenta BLASTn, no banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information/EUA), apresentando 99% de similaridade
com 7. foetus. A sequéncia parcial sequenciada e analisada foi depositada no banco de dados

Genbank do NCBI, sob numero de acesso MW726033.
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5 DISCUSSAO

A Tricomonose Genital Bovina (TGB) tem sido relatada em diversos paises. No
Brasil, ainda ha poucos relatos e estudos relacionados a essa infeccdo (GOMES et al 1991;

JESUS et al. 2004; SILVA et al. 2009; LEAL et al. 2012).

Os resultados obtidos nesse trabalho, 0,36% (1/280) dos animais infectados, estao
abaixo dos relatos por Gomes et al. (1991) que observaram, a prevaléncia média anual de
1,88% (43/2286), no estado do Rio Grande do Sul entre o periodo de 1972 a 1987. Vale
destacar, porém, que o estudo supracitado foi realizado por microscopia direta, o qual
diferentemente dos ensaios moleculares, pode gerar resultados falso-positivos, com
identificacdo de Trichomonas saprofitas, devido a dificuldade de interpretagdo, sendo, o

exame direto, descrito como menos especifico para identificacao de 7. foetus.

No estado da Paraiba, a prevaléncia de infec¢do por T. foetus usando ensaio de PCR
foi de 3,7% (FILHO et al. 2018). Em Pernambuco, a prevaléncia relatada foi de 33,4% em
amostras positivas com base na reagdo de PCR (OLIVEIRA et al. 2015). No entanto, na
regido do Médio Paraiba, pesquisadores utilizaram a técnica de exame direto a partir do
lavado prepucial para identificacdo de 7. foetus, e ndo foram detectadas amostras positivas
(ROCHA et al. 2009). Da mesma forma, Leal et al. (2012) no Distrito Federal ndo isolaram

T. foetus nas amostras por eles testadas através de exame direto.

Botelho et al. (2018) pesquisaram a prevaléncia de 7. foetus no estado de Minas
Gerais, e mostraram que os testes moleculares identificaram 8% dos animais positivos para 7.
foetus, enquanto o exame direto realizado para as mesmas amostras falhou para deteccdo do
protozoario. Também, Jesus et al. (2004), relataram em um estudo realizado em propriedades
rurais localizadas no Estado do Rio de Janeiro, que a prevaléncia de 7. foetus encontrada foi
de 1,6%. Além disso, os mesmos autores realizaram uma analise por sexo, onde nos machos a

prevaléncia foi 14 vezes maior do que em fémeas (JESUS et al. 2004).

Estudos com rebanhos bovinos demonstraram uma oscilacdo na frequéncia de T.
foetus de 0 a 14,4% em animais americanos (RODNING et al. 2008; OKAFOR et al. 2017,
COKER et al. 2018; MOLINA et al. 2018). No continente europeu a ocorréncia variou de 0 a
32% (MENDOZA-IBERRA et al. 2012; BERNASCONI et al. 2014). Pesquisas recentes da
Espanha relataram a reemergéncia da tricomonose em touros variando de 12,7 a 32%

(MENDOZA-IBIRRA et al. 2012; COLLANTES-FERNANDEZ et al. 2019).
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Destacamos novamente que a grande variagao de resultados encontrados entre os
estudos com 7. foetus pode estar relacionada as diferengas de metodologias empregadas.
Apesar de algumas técnicas apresentarem resultados diferentes, deve-se considerar, também
na interpretagdo dos resultados, importante todo o processo, desde a coleta, transporte do
material, tipo da amostra a ser analisada e por fim o método utilizado para identificacao do
parasita. Neste sentido os métodos moleculares de identificagcdo de 7. foefus ganham destaque
por proporcionarem alta especificidade e sensibilidade. Além do mais, ndo ha necessidade de
manuten¢do do organismo vidvel para a obtencdo dos resultados, o que facilita o transporte

das amostras suspeitas.

Ainda, outra diferenga entre o presente estudo e os anteriormente publicados e citados
que deve ser levada em conta ¢ o nimero de animais testados. No nosso estudo analisamos o

numero amostral bem acima da média anteriormente publicada.

Finalmente, outros agentes envolvidos em falhas reprodutivas de bovinos,
especialmente a infertilidade, podem ser os causadores das desordens descritas pelos
produtores e veterinarios que encaminharam as amostras dos animais suspeitos. Bactérias
como Campylobacter fetus subsp. venerealis, Ureaplasma diversum, Mycoplasma
bovigenitalium e Mycoplasma bovis sao comumente relacionadas a quadros similares, sendo,
assim como 7. foetus carreadas pelos touros de modo crénico e assintomatico
(BONDURANT, 2005; VAN DER GRAAF-VAN BLOOIS et al. 2013; AZEVEDO et al.
2017; PARKER et al. 2018).

Portanto, o diagndstico diferencial das bactérias citadas e 7. foetus é essencial para a
correta e precisa identificagdo dos agentes causais de perdas reprodutivas em bovinos. No
caso dos animais testados neste presente estudo, paralelamente C. fetus subsp. venerealis, M.

bovis, U. diversum e M. bovigenitalium foram também pesquisados.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu observar a ocorréncia de 7. foetus no estado do Rio
Grande do Sul. Nos estados do Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul ndo foram detectados
animais positivos, deve-se levar em conta o nimero de animais analisados nos estados serem
significativamente menor comparado ao estado do Rio Grande do Sul. Em resumo, a

prevaléncia de TGB parece ser baixa nos estados brasileiros estudados.

Ainda assim, destaca-se a importancia da preven¢do e manejo do rebanho com
problemas reprodutivos, sendo que o diagnostico laboratorial tem papel fundamental para o
controle da doenga. Além disso, ¢ imprescindivel que haja maiores estudos sobre a

prevaléncia do protozoario nos estados brasileiros.
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