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INTRODUCCION

1.— Definicidn

La Tricomoniasis bovina es una enfermedad venérea provo—
cada por un protozoo que ocasiona essterilidad temporaria en la
hembra, abortos esporddicos y piémetras, con severos perjuicios e-

condmicos en las explotaciones ganaderas.

La enfermedad en el macho cursa en forma inaparente ac-
tuando éstos como portadores pasivos y cumpliendo por ende un pa-

pel muy importante en el aspecto epizootioldgica.

Antecedentes e incidencia en nuestro pais

Existen referencias de esta enfermedad esn nuestro pais
desde el afio 1939, cuando P. Rosenbusch aisldé el pardsito de un fe-
to abortado. Posteriores trabajos efectuados por Gelormini con mate-

rial de matadero confirmaron este hallazgo (13).

Desde esa fecha, existen numerosas referencias sobre la
presencia de la enfermedad, las que fueron expuestas en el Primer

Cong?eso de Ciencias Veterinarias por Hriano y col. (13).

A partir del afio 1967 Roberts y col. (92) efectuaron el
hallazgo en toros que habian servido rodeos con baja fertilidad y
abortos. Desde ese momento el grupo de trabajo del INTA-Balcarce
comenz6 a efectuar tareas de relevamiento en distintos campos con
problemas de baja fertilidad en la Pcia. de Bs. As. Dichos autores
pusieron a punto la técnica diagnSstica haciéndola accesible a nues-—

tro medio (93).
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t0s datos citados por Briano y col. (13) con respecto a
181 rodeos de cria con antecedentes de baja fertilidad examinados
poﬁ el INTA, el 60.1% fueron positivos a Tricomoniasis mientras
que 77 rodeos de fertilidad desconocida el porcentaje de positivos

fue del 29.9%.

Cordero (30) en 1975, analizando 1.899 toros de 33 esta-
blecimientos de cria, la mayoria de la Pcia. de Bs. As, encontrd 26
(78.9%) de ellos positivos a T. foetus, pero en todos los casos

trabajé en establecimientos con antecedentes de baja fertilidad.

Bustingorri y col. (15) efectuando un relevamiento en
establecimientos del centro de la Pcia. de Bs., As.; sur de Cérdoba
y Santa Fe, comprobaron la presencia de Tricomoniasis en 19 estable-
cimientos y al revisar 1.204 toros encontraron que 253 (21%) de ellos

eran positivos.

Allende y Miquet (4) revisaron 25 rodeos de las Pcias.
de Santa Fe, C6rdoba y Bs. As., siendo 12 (48%) de ellos positivos

y de 1.396 toros muestreados 133(10.49%) presentaron la infeccién.

Avila y col. (5) ponen de manifiesto la enfermedad en un
rodeo Absrdeen Angus de un establecimiento de crfa en el sur de La
Rioja.

Ultimamente Villar y Spina (122) recopilaron datos de un
periodo de 10 afos, sobre 6.149 toros de 351 establecimientos de
cria de la Pcia. de Bs. As. y encontraron que 191 (54.4%) de sllos
presentaban la infeccifn y 926 toros (14%) resultaron positivos;
mientras que en 37 establecimientos de otras provincias (Santa Fe,
Cérdoba, La Pampa, Entre Rios, Corrientes) 8 (21.6%) de ellos pre-
sentaron el problema y de 356 toros revisados 39 (11%) resultaron

infectados.
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Dadas las caracteristicas de dicho trabajo, especialmen-—
te por el significativo ndmero de establecimientos revisados es
destacable la alta incidencia de esta enfermedad, considerando que
mds del 50% de los establecimientos muestreados en la Pcia. de Bs.

As. presentaron Tricomoniasis bovina.

Baenz Kohn (6), revisando 776 toros pertenecientes a 48
rodeos de carne, en la Provincia de Corrientes, obtuvo 7 rodeos

(14.58%) positivos & la infeccidn.

En el drea de explotaciones tamberas, los informes pre-
liminares de la Facultad de Ciencias Veterinarias de Esperanza, men-
cionadas en el PRACIVE (13) fueron para 62 rodeos de baja fertilidad
19.3% de positivos mientras que de 234 rodeos de fertilided descono-

cida 5.9% resultaron infectados (96).

Los estudios efectuados sobre sanidad animal en sl noroes-
te en rodeas lecheros, Habich y col. (55) encontraron que de 37
establecimientos muestreados en Catamarca, con 43 toros revisados,
J animales presentaron la infeccién. En tambos del drea de Salta
(56) de 61 establecimientos lecheros revisados, observaron que
29,5% de ellos estaban infectados y de 107 toros muestreados 20.6%

de ellaos eran positivos.

En la zona de Tucumdn, Spath y col. (104) hicieron un re- .
levamiento sanitario de 141 tambos, siendo positivos 18 de ellos y

de 176 toros examinados 22 (12.5%) presentaron la infeccidn.

3.- Incidencia en otros paises

Luego de los trabajos de Riedmiller (1528) que puso en
evidencia en Europa a la Trichomoniasis bovina, fue Mc Nutt quién la

cité en los Estados Unidos de Norteamérica en el afio 1933 (117).
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En dicho pais Fitzgeraldy col.(50) examinaron 8 éreas de las monta-
Aas Rocosas y encontraron le infeccidén en la mitad de ellas, mien-
tras que de 383 toros examinados 23 (6%) portaban la infeccién.
Johnson (63) examinando 34 rodeos de carne comprobd que 9 (26%)

de ellos presentaron este problema y de 828 toros revisados obtu-

vieron 62 (7.4%) infectados.

Wilson y Kocan (123) en Okclahoma efectuaron un relesvamien~
to en 280 toros de diferentes razas de carne, encontraron que 22

(7.8%) portaban la infeccién.

Kimsey y col.(65) en el valle de California examinaron

328 toros con 19 positivos (5.8%)

Abbitt y Meyerhalz (2) en el sur de Florida (EEUU) revi-
saron 109 toros de diversas razas de carne y encontraron 8 (7.3%)

animales infectados con T. foetus.

En Brasil, Guida y col. (54) analizaron 202 estableci-
mientos lecheros con 847 toros, 57 (28.3%) de los tambos y 124

(14.6%) de los toros estaban infectados.

Santos y col. (100) muestrearon toros pertenecientes a
centros de inseminacidn artificial y de 490 animales obtuvieron

17 (3.4%) positivos.

Stoessel (111) cita el informe de sanidad animal de FAD
sobre 168 paises informantes en 61 (36%) de ellos la enfermedad esté

confirmada o se sospecha.

Akinboade (3) en Nigeria examinando 400 toros de razas
autdctonas enviados a faena, encontrd una incidencia de Tricomonia-

sis bovina del 8.5%.



En Australia, la enfermedad fue revelada por Dumaresq sin embargo

no es bien conocida hasta afios despuds (81).

Murnane (81) examind S0 rodeos lecheros, en Victoria,

y encontréd la infeccién en sdlo 1 de ellos.

Mylrea (82), en la costa sur de Nueva Gales del Sur, de
70 rodeos lecheros revisados con antecedentes de baja fertilidad

encontrd 11 de ellos con infeccidn (16%).

Sutherland y col. (112) la diagnosticaron en Queenslend,
posteriormente trabajando con genitales de hembras faenadas pro-
venientes de rodeos de cria con antecedentes de fallas reproducti-

vas, de 74 genitales revisados encontré en 9 de ellos T. foetus.

Rogers y col. (95) examinaron genitales de 581 hembras de
rodeos de crias faenados en el Noreste de GQueensland y encontraron

30 positivas a T. foetus.

Ladds (67) realizé un relevamiento de genitales de toros

en mataderos, de 265 animales faenados obtuvo 80 positivos (30.2%)

Dennett y col. (41) efectuaron en el Noreste de Australia
un relevamiento en 47 rodeos en 19 de ellos obtuvieron Trichomonia-
sis y de 689 muestras de genitales extraidas, encontraron 122 posi-

tivos (17.7%).

Cockram y Stephens (28) examinaron 80 toros provenientes

de 67 establecimientos, solo 1 toro fue positivo a T. foetus.

Christensen y Clark (33) encontraron en el drea central
de Queerdand una prevalencia del 9.4% en toros de rodeos de carne

afectados con T. foetus.

Bruere (14) menciond la presencia de T. foetus en un ro-

deo Aberdeen Angus en la costa este de Nueva Zelandia.
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4.~ Agente etioldgico

4,1 Clgsificacidn

La Trichomoniasis bovina es causada por un protozoario fla—
gelado perteneciente al subphilum Sarcomastigophora, superclase
Mastigophora, Clase Zoomastogophora, orden Trichomonadida, familia
Trichomonadidae, subfamilia Tritrichomonadinae, y especie Tritricho-

monas foetus (Riedmiller) (61).

4.2 Morfologia

Tritrichomonas foetus (T. foetus) tiene un tamafio variable
segin las mediciones se hayan efectuado sobre organismos fijados y
colareados (protargol, eosinato de Azul de Metileno, hematoxilina

férrica, Giemsa o Leishman) o bien sobre pardsitos vivos (36).

Para el primer caso las medidas mds comunes son de 9-25 x
3-15 micras mientras que sobre organismos vivos, con microscopia

de contraste de fase han sido de 18 x 8 micras.

Posee una forma alargada o piriforme cuando se trata de
un organismo recientemente aislado, pero en medios de cultivos

enve jecidos toma un aspecto globosa.

Sus movimientos son zigzagueantes, energicos y no son fijos
en un lugar determinado del campo microscépico, son realizados gra-
cias a la presencia de membrana ondulante y sus tres flagelos ante-
riores y uno posterior. Estas formaciones son evidenciadas mediante
microscopia con 300 aumentos o mds. Los 3 flagelos anteriores miden
10 micras de largo por 0,25 a 0,32 micras de diametro, el flagelo

posterior es mds largo, mide 16 micras y corre sobre el borde la mem-



brana ondulante, quedando su extremo posterior libre sobresalien~
te. La membrana ondulante es casi tan larga como el pardsito en si,
posee 3 6 4 ondulaciones y se apoya en el citoplasma mediante una
formacifn llamada costa. El borde externo de la membrana ondulante
forma el llamado "Filamento accesorio", el cual estd formado por
los puntos de unién entre dicho borde y el flagelo posterior o

cuarto flagelo.

Existe una formacién a modo ds eje denominada axostilo
que recorre como columna vertebral a todo lo largo del pardsito
haciendo protusidénen la parte final posterior del pardsito, gejan-
do el citoplasma por un anillo cromdtico. Mediante técnicas tinto—
riales especiales pueden verse abundantes grdnulos en el interior
del axostilo. La parte anterior del axostilo tiene forma de copa,
denominado capitulo,antiguamente llamado citostoma, los flagelos

anteriores se proyectan de esta érea.

El nicleo es oval O elipsoidal de 5 a 7 micras y estd ubi-

cado en la parte superior del tercio anterior del pardésito.

En la extremidad anterior del axostilo existe un organulo
con forma de medialuna denominada pelta, de escaso desarrollo,
seria una protuberancia anterior del capitulo axostilar. E) Guerpo
parabasal, de 3-4 micras tiene forma de bastén doblado y estd si-
tuado arriba y a la derecha del nicleo, se lo ha aceptado como el

complejo de Golgi (61).

4.3 Ultraestructura

Mediante la microscopia electrénica se ha ampliado el cono-
cimiento de las formaciones estructurales y asi poder estudiar con
més profundidad los aspectos fisioldgicas y bioquimicos de este

flagelado.



€l origen de los flagelos se hace en la parte anterior del
pardsito a partir de unos orgénulos denominados cinetosomas de los
que existen 4, uno pare cada flagelo. El cuarto flagelo o posterior
se inserta en forma perpendicular y distal con respecto a los 3
anteriores. Estos cinetosomas se encuentran unidos al citoplasma
por ldminas filamentosas que los relacionan entre si y con otros
orgénulos como el llamado filamento sigmoideo, el cual solo estd
presente en la subfamilia Tritrichomonadinee. La presencia de éste
y otros orgénulos ha permitido clasificar y diferenciar a este paré-
sito como Tritrichomonas foetus, de miembros de la subfamilia Tricho-
monadinae (Trichomonas gallinae) y que sélo la microscopia electréni-
ca ha revelado. El tipo de costa es otra caracteristica diferencial,
se origina en el cinetosoma del flagelo posterior y es del llamado
tipo A por estar formado por unidades lineales repetidas para Tri-
trichomona foetus; mientras que el género Trichomona as del tipo

B, con otra morfologia.

Existe otra formacifn denominada peine por tener un aspecto
similar, se extiende entre la base de la costa y el cuerpo infraci-
netosomal. El peine contribuye a formar la lémina marginal y proxi-
mal de la membrana ondulante, ésta es un pliegue citoplasmético como
una alsta, tiene una ldmina marginal muy estirada y una porcidn dis—
tal doblada sobre si misma, esto es lo que da la imagen de filamento

accesorio.

El flagelo posterior estd adherido por un material electré-
nico denso & bien suelto, pero siempre adyacente a la membrana on-

dulante.



La pelta es una 1ldmina con forma de medialuna constituida

por microtdbulos y conectada al capitulo.

La membrana celular del flagelado mide de 50 a 65 X y la
seccifn transversal de los flagelos deja ver una estructura forma-—
da por un par de fibrillas centrales y 9 pares periféricos simila-
res (61, 76, 103). Se han descubierto unas finas estructuras en
la membrana que rodea a los tres flagelos anteriores, denominadas
rosetas de 7 nm de tamafio las que no se observaron en el flagelo
posterior. Las mismas jugerfan un papel importante en la interac-
cién del flagelado con el medio ambiente, serian los flagelos ante—
riores los que, cominmente inactivos, determinarfan los cambios di-

reccionales del pardsito al encontrar obstécules en su marcha (10).

La costa es muy rica en glucosa (95%), jugarfia un papel
muy importante en la génesis de energfia o bien como reserva, exis-—
tiria una estrecha relacidn entre este orgénulo con los cinetoso-

mas, y los flagelos para la motilidad del pardsito (103).

Se han encontrado abundantes grédnulos de glucdgeno distri-
bufdos en el citoplasma y axostilo y su proporcién (10 - 30%) va-
riaria segin condiciones de crecimiento, existiria un rédpido in-

tercambio del glucSgeno celular.

No se han encontrado mitocondrias en el citoplasma de T.
foetus, sin embargo Lindmark y Miller (70) establecieron la presen—
cia de orgénulos paracostales y paraxostilares de matriz granular,
capaces de producir hidrdgeno, razdn por la cual les impusieron

el nombre de Hidrogenosoma, los que cumplirian importantes funcio-

nes en el metabolismo energético en condiciones anaerfbicas y

aerébicas (18, 19, 70).
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4.4 Propiedades bioguimicas

T. foetus es considerado un anaerobio aerotolerante (73).
El alto metabolismo energético enddgeno del T. foetus depende de
las concentraciones de glucégeno, el cual es sintetizado en un gra-
do considerable bajo condiciones angrdbicas, partiendo de difaren-
tes substratos. Los glicidos més fdciles de metabolizar son:glucosa,
maltosa, galactosa y sacarosa, pero el protozoo es capaz de metaboli-

zar hasta 21 carbohidratos diferentes.

4.4.1 Metabolismo anaerdbica

Los productos mds abundantes del metabolismo endégeno

son C02, H, y Acidos orgénicos, tales como succinatos y acetatos,

2
. &
en menor proporcion lactatos.

En una atmésfera del 5% de 002 y 95% N, la utiliza-
cién del glucégeno endégeno produjo niveles similares de acetatos,
succinatos e H2 molecular, mientras que en ausencia de 002, grandes

cantidades de acetato y 002 fueron eliminados.

Bajo condiciones anaerdbicas la formacién de succina-
to ha demostrado ser el metabolito mas coman, fijando el 002 por ac-
cidn de diferentes enzimas como la maleato deshidrogenasa, piruvato
guinasa y otras, las que se encontrarian en el citosol del pardsi-

to.

Las enzimas piruvato sintetasa y las hidrogenasas son
sensibles al oxigeno declinando su actividad, asi T. foetus funcio-
na como anaerobio. La sobrevivencia del parésiéo en prasencia de
02 seria debido a que éste es consumido por ciertos substratos: se
ha demostrado la presencia de catalsa (Miller, 1973), la misma con-

tribuirfia a la aerotolerancia de T. foetus. La superfxido dimutasa

fue evidenciada por Lindmark y Miller (1974), esta enzima seria
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de gran importancia por el papel protector que cumple en la aero-
proteccidn, por convertir los perdxidos téxicos en 92 y quz,
actuaria ademas en conjuncién con la catalasa y ambas enzimas se

han encontrado en el citosol del pardsito (61).

Lindmark y Mjiller (70) propusieron el nombre de Hi-
drogenosomas para aquellas formaciones citoplasméticas que tienen
un comportamiento citobioquimico basado en el uso del protén como

aceptor del electrdn terminal y producir hidréfgeno molecular.

4.4.2 Metabolismo aerdbico

Existen evidencias de la falta del ciclo de dcidos
tricarboxilicas en T. foetus y otras Tricomonas. Si bien no exis-
tirian grupos citocromo-oxidasas, tienen actividad respiratoria
en presencia de 02 (73). se ha mencionado el incremento de la
formacién de acetato en condiciones aerdbicas y la reduccién del
succinato, la produccién de H2 molecular cesa en presencia de oxi-
geno lo que se deberia a la conversién oxidativa del piruvato a ace-
tato mientras que se suprimiria la reduccién del oxal acetato a

succinato en dichas condiciones.

Las enzimas involucradas en el metaboclismo carbo-
hidrogenado aerdbico de T. foetus estarfan ubicadas en el citosol,
sin conacerse gl lugar exacto, los sitios de fosforilacidn aerdbi-
ca también son poco conaocidos. Las principales enzimas son catala-—

L d ” ] +
sas, NADH, NADHP, oxidasa, éstas serfan estimuladas por el Mg (80).

Existirfan activas oxidasas, quizés flavoprotefnas,
que jugarian un papel importante en el transporte electrdnico bajo
condiciones aerébicas. Estas ferredoxinas tendrian Fe y S junto a

proteinas y participarian en la transferencia electrénica. Este
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serfia uno de los lugares de accién de los nitroimidazoles usados

como tricomonicidas (76).

Cerkasovova y col.(18) comprobaron en los hidrogeno-
somas la existencia de grénulos oxidativos que contienen comple-
jos enzimdticos del tipo superdxido dismutasas, piruvato oxidasa,
adenilquinasa, mas complejos estos compuestos que las catalasas,

presentes en los peroxisomas.

Cerkasov y col.(1?) estudiaron también el comporta-—
miento de las hidrogenosomas en condiciones aerfibicas y comproba-—
ron la presencia de complejos enzimdticos que les permitirfia funcio-

nar de igual forma en esas condiciones.

Los hidrogenosomas son diferenciables de las mitocon—-
drias por tener la habilidad de formar H2 bajo condiciones anaerd-
bicas, por no tener el complejo necesario para efectuar el ciclo de
Krebs, ni tener enzimas citocromaxidasa y por presentar morfaologfia

y densidad especifica.

Se ha detectado la presencia de hidrolasas en T. foe—
tus, algunas con actividad proteolitica, localizadas en orgénulos
citoplasmdticos (72, 78). Algunas enzimas como hialuronidasa y
neuraminidasa tendrian un papel importante en la patogenia del

protozoo.

Se ha estudiado el efecto de divarsas tensiones de

02 y Cﬂb sobre la fisiologfa y crecimiento de T. foetus y Trichomo-

na vaginalis en el medio de Diamond. Cuando no existfa 02 en la mez-
cla gaseosa el tiempo generacional fue corto, mientras que al au-
mentar las tensiones de 92 la sensibilidad de T. foetus fues mayor

inhibiendo su crecimiento (74).
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Tiempo generacional {(en horas) de Trichomonas en cultivos con

mezcla gaseosa de diferente composicidn (74).

Mezcla gaseosa

02% COZ% T.vaginalis T.fostus

o o 4.6 26.7

o 5 4.6 3.7

1 5 5.2 5

10 5 7.8 26.8
20 5 13 No crece

4.5 Serotipos de T. foetus

En esta especie existen tres serotipos antigénicamente
bien diferenciables: T. foetus var. Belfast, var. Manley y var.
Brisbane (45). Mylrea (82) comprobd que nueve rodeos presentaron

la variedad Belfast y en un rodeo encontré la var. Manley.

Dennet y col.(41l) y Christensen y col.(31) en Australia
obtuvieron similares resultados: el 80% de las cepas tipificadas

correspondieron a la var. Brisbane y el 20% a la var. Belfast.

No es posible la diferenciacidén morfoldgica de las tres
variedades siendo indistinguibles también por cultivo y presentaron

igual patogenicidad (21, 41).

WosU sefald un cambio de serotipo en un toro, habiendo ais-
lado inicialmente la var. Brisbane y posteriormente la var. Belfast;

lo que se deberfa a una infeccién mixta (125).
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Existen determinante antigénicos comunes que explicaria
la resistencia cruzada en las hembras inmunizadas por una cepa
como lo demostrd Florent (1957), hay otros antfgenos diferencia-
bles. Robertson (1960) sostuvo que los pasajes mediante cultivos
"in vitro" no cambiarian las caracteristicas antigénicas mientras
que Honigerg (61) pore en duda la invariabilidad de serotipos, en

buse 4 expsrienciuy efectuuduy con Ilrichomona gallinas.

Los serotipos aislados en Polonia por Stepkowski (1960)

parecen ser distintos a las variedades Belfast o Manley.

Existirfan antigenos comunes entre Trichomonas suis y T.
foetus cemprobados por inmunofluorescencia indirecta, inmunodifu-

siédn en gel e inmunoelectrofaresis (34, 35, 37).

Las morfologias de ambos flagelados son similares aunque
se encuentran en distintas especies, la presencia de identidad
antigénica comin indicaria un origen filogenético comin (35). Sin
embargo, las diferencias de patogenia, epizootiologfa y huésped las

hacen perfectamente diferenciables (61, 76).

En nuestro pais, el autor y col. (16) realizaron una sero-
tipificacién de cepas aisladas de toros A. Angus que resultaron
resistentes a la terapia con un tricomonicida, resultando ser

todas ellos de var. Belfast.

De todas formas, la demostracién de tipos antigénicos no
jugarfa un papel importante en la adquisicién de inmunidad ni en

la epizootiolagfa de la enfermedad.
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4.6 Patogenicidad de T. foetus

En estudios hechos con cepas de Trichomona vaginalis y
Trichbmona gallinas que habian perdido su patqgenicidad luego de
7 a 9 semanas de multiplicarse en los medios.de cultivo, era de-
bido al agregado de estreptomicina a dichos medios. Cuando las ce-
pas se mantuvieron congeladas en atmdsfera de nitrdgeno liquido
retuvieron la virulencia ain por periodos de 18 afios. La multipli-
cacién celular en medios no vivos seria responsable de la atenua-—

cién de la virulencia.

Dohnalova y Kulda (1975) sostienen que los cultivos in
vitro de cepas T. foetus no pierden su patogenicidad al ser inocu-
ladas en ratones y Honigberg menciona que la misma ssircrementaria

(62).

Se ha comprobado que los aislamientos recientes de cepas
de T. vaginalis crecen con menor intensidad en los cultivos axéni-
cos cuanto més patégenas son para el ratén; sin embargo ésto no

ha sido confirmado para T. foetus (61).

4,6,1 Inoculaci6bn en ratdn

Esta prueba se ha usado ampliamente para evaluar

la patogenicidad de cepas en aislamientos frescos.

La misma consiste en inocular a ratones por via
subcutdnea, un ndmero conocido de flagelados de un cultivo axénico.
Luego de 6 dias de inoculados se necropsian evaluando la patogenici-
dad de la cepa en base a las lesiones locales especialmente por la
formacidén de abscesos. Este ensayo se ha hecho también usando la

via intraperitoneal, donde se formarian abscesos & nivel hepdtico
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sin embargo, es preferible la via subcuténea por ser méds estandari-

zable el tipo de lesidn producida.

No se puede esperar una perfecta correlacién entre
las alteraciones abservadas en el sitio normal del huésped natural
infectado con cepa patfgena de trichomona y los cambios causados
al ser inoculados en el tejido subcuténeo del ratén, donde muchos
de los factores ambientales del tracto urqgenital estdn ausentes

(62).

4.6.2 Hallazgos citoldgicos y citoguimicos

Se ha estudiado la patogenicidad de cepas median-
te la siembra directa en cultivos celulares, para ello se han em-

pleado cultivos de células epiteliales, fibroblastos y macréfagos.

Honigberg (1964) demostré que cepas patfgenas
de T. foetus se multiplicarfan dentro de los macréfagos y los des—

truirian.

La naturaleza de las sustancias téxicas de T.
foetus no son conocidas, aungue actuarian por via indirecta, me-
diante toxinas difusibles y la via directa, por contacto, las que

serfan responsables del dafio en el huésped.

Las cepas patdgenas ejercen una accidn inhibito-
ria sobre la divisidn celular en cultivos de fibroblastos, por in-

hibir estadios de la mitosis (62).

Miller y Seathoff (1972) demostraron en cultivos
de aislamientos frescos de T. foetus grandes cantidades de una en-

zima neuraminidasa, ésta tendria accidn sobre una amplia gama de

glucoproteinas del suero humano. Los autores trataron de explicar

la accifn directa de esta enzima sobre el trofoblasto y placenta
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o bien estaria involucrada en cambios inmunolégicos que provoca-
rian el aborto y esterilidad. La hialuronidasa jugarfa también un
papel importante; estas dos enzimas serian activas y presentes tan-

to en cepas virulentas como avirulentas (62).

En ensayos efectuados en ratén por Budilovd y Kulda
(Lu77) mediarte la inoculacién de una cepa de T. foetus por via
intraperitoneal a la dosis de 5 x lUb, Jjunto a diferentes dosis
(5 - 200 mg/kg) de sales férricas, por igual via, encontraron un
incremento de la patogenicidad del 13% al 85%. La disponibilidad
del hierro por parte del pardsito es un factor importante para la

expresidén de patogenicidad de cepas en el ratén.
L]

Honigberg (62) demostrd que cepas patSgenas de T.
gallinae fueron poco inmundgenas en conejos y viceversa; no existen

trabajos con T. foetus y se desconoce su comportamiento.

5.- Aspectos inmunoldgicos

Hammond y Bartlett (1945) indicaron que la activi-
dad fagocitica era el principal mecanismo de defensa del huésped
y la reduccién del ndmero de pardsitos en el curso de la infeccidn

se deberia a esa actividad.

Kulda y Honigberg (1969) demastraron en cultivos
de células hepdticas de pollos (61) que era muy comin la ingestién

de flagelados por macréfagos.

Stepkowski (1961) sugirid que el incremento de acti-
vidad fagoc{tica leucocitaria en conejos inmunizados con antigenos
de T. foetus y T. vaginalis se deberia a la formacién de opsoninas
especificas y sugirié que similar mecanismo ocurria en las infec-

ciones del tracto genital animal y humano(6l). Kerr y Robertson
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(1943) y Morgan (1947) sugirieron que cierto grado de proteccién
contra T. foetus puede esperarse luego de la administracidén repeti-

da de este pardsito par via intramuscular o endovenosa.

ka (1967) administrd a ratones por via intraperitoneal
fracciones de T. foetus con adyuvante de Freund completo y comprabd
que protegia a los animales contra posteriores descargas de antige-

nos vivas (61).

Ito (1975) y Hayashi (1975) inmunizaron ratones con T.
foetus vivas; al incubar células derivadas de los linfonddulos de
estos animales con una suspensién de T. foetus vivas provocaron la
destruccién de los flagelados. Los leucocitos presentes en el exu—
dado peritoneal de esos ratones fagocitaron répidamente a los paré-
sitos y los linfocitos destruyeron a las tricomonas en forma similar

a lo ocurrido in vitro con el cultivo celular.

El papel de la inmunidad mediada por células en la pro-

teccidn del organismo contra T. foetus merece futuros estudios.

Se encontraron anticuerpos aglutinantes contra T.foetus
en el suero normal de muchos vertebrados; en el equino es donde se
obtuvieron los tftulos més altos (1:1024); en el conejo (1:4 a 1:25)
mientras que en el bovino los titulos hallados veriaron (1:25 a
1:200) (61).

Por ssto se deben inactivar los susros por calentamienta

cuando se los emplea para enriquecer los mediaos de cultivos.

No existirian anticuerpos naturales contra T. foetus
en fetos ni en terneros recién nacidos; pero los mismos serfan in-

corporados en forma pasiva al ingerir el calostro.



Los tftulos séricos suben rdpidamente durante los primeros 6 dias

de vida pero luego caen logaritimicamente entre 15 a 55 dias de edad,
Esta inmunidad pasiva es reemplazada, entre 30 y 60 dias de vida,

por la produccién de anticuerpos autfgenos naturales los que llegan

a los méximos niveles entre 63 y 113 dias (61).

La presencia de anticuerpos circulantes a T. foetus en vacu-~
nos natural y experimentalmente infectados fueron demostrados por
pruebas, como fijacién de complemento, aglutinacién, hemoaglutina-=
cién pasiva; también se encontraron en animales de laboratorio ex—
perimentalmente infectados como conejos y ratones. La produccién de
anticuerpos humoraeles puede ser inducida experimentalmente por ilnocu-
lacién de pardsitos vivos o bien por preparados de T. foetus inacti-

vados, obteniendo tf{tulos séricos elevados en conejos (1:10240).

En vacunos natural o artificialmente infectados no exce-
dieron de 1:3000; estos anticuerpos humorales estarfian en la frac-
cién gamma~globulinica del suerc y en las lactoglobulinas calostre—

les (60).

5.1 Inmunidad en el macho

Los procesos inmunitarios naturales en el macho
no se producen y por ello el toro permanece infectado de por vida
(21). La recuperecién esponténea es rara aunque puede existir (20)
pero de todas formas no tiene importancia en la epizootiologfa de

la enfermedad (13, 21, 68, 94).

Los resultados preliminares efectuados en toros
mediante el emplea repetido de vacunas hom6logas darfa una inmunidad
artificial que si bien no es completa ayudaria a controlar la infec-

cién.
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Para ello Clark y col. (27) emplearon en toros una
vacuna de T. foetus var. Brisbane aplicada por via subcuténea en
tres oportunidades con un mes de intervalo entre s{ y una repeti-
cién de una sola dosis anual en los otros 2 afios posteriores. Los
toros tenian inicialmente entre 2 y 3,5 afios de edad y fueron pues—
tos a servicio con vacas infectadas o bien]lgg efectuaron una des-
carga de un cultivo intraprepucial de T. foetus var. Brisbane en
6 oportunidades entre octubre de 1977 y marzo de 1980. De 19 toros
controles sin vacunar se infectaron 12, mientras que de 21 toros
vacunados sélo se infectaron 4 ,siendo las diferencias estadisticae-

mente significatiwvas.

5.2 Inmunidad en la hembra

La infeccidn experimental de T. foetus en vagina
solamente no forma anticuerpos circulantes mientras que cuando se
instilan en el dtero solucién salina conteniendo extractos de T.
foetus aparecen aglutininas detectables en suero. La absorcidn de
antfgenos del Gtero a sangre explicarfa la génesis de anticuerpds
humorales incrementados en los casos de pidmetras y abortos. Estos
anticuerpos humorales permanecerian por un tiempo limitado no supe-

rior a los 6 meses.

Robertson (1963) sostuvo que los anticuerpos hu-
morales no entrarfan en contacto con los pardsitos confinados en
dtero y vagina y no jugarian ningdn papel en el curso de la enfer—

medad.

Los anticuerpos circulantes son incapaces de contribuyfir
a la proteccién del huésged contra T. foetus (76). Al contraer la

hembra la infeccién formaria anticuerpos locales Ig A dentro de las
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6 semanas posteriores al coito infeccioso. Estos anticuerpos se;ian
responsables del fendmeno autolimitante en la hembra mediante el

1Y
cual se inmuniza contra la infeccidn.

Los anticuerpos vaginales serian responsables
de eliminar a los flagelados por tener un efecto aglutinante e
inmovilizador sobre T. foetus, fueron estudiados por Florent (1949);

Kerr y Robertson (1953) y Pierce (1959).

El pasaje de T. foetus al Gtero acarrearia la
formacién de anticuerpos uterinos los que parecen tener algin efecto
en la gliminacidén del pardsito de las infecciones en las cuales
la prefiez no se interrumpe. Las aglutininas encontradas en el (tero
tendrian menor persistencia que los anticuerpos vaginales, debido
a la destruccién ciclica de la mucosa uterina asociada a los perio-

dos de cela. Los anticuerpos vaginales serian los responsables de
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eliminar a los pardsitos de vagina,adonde llegarian como resultado del

contfnuo pasaje a través del Gterao.

La técnica de mucoaglutinacidén se basa precisa-

mente en la deteccifin de anticuerpos presentes en el mucus cervico-
vaginal; .la misma seria capaz ds demostrar sdlo el 60% dg las vacas
que estén infectadas. Es usada dnicamente como prueba de infeccién

de rodeo y no tiene valor para el diagndstico individual.

Se han encontrado antfgenos comunes con Campylo-
bacter fetus, los que fueron sefalados inicialmente por Florent
(1954) y Mylrea (82). Reece y col. (91) afirmaron que la vacunacifin
con Campylobacter fetus subsp. venerealis con un adyuvante oleoso
puede inducir aglutininas activas contra T. foetus lo que confirma-

ria la presencia de algunos antfgenas comunes.



Mmurnane (81) detectd la presencia de aglutininas
en vagina, mediante la prueba de mucoaglutinacidn en 29 vacas infec-

tadas, entre 5 y 15 semanas posteriores a la infeccién, para desa-
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parecer entre 3 y 4 meses posteriores; cita trabajos donde este per{o-

do se prolongd hasta 10-12 meses.

Entre 2 y 5 meses posteriores a la infeccidn ini-
cial, las hembras que han mostrado celo se recuperan sin tratamien-
to (21). Las vacas con pidémetras se recuperan al regresar el cuerpo
liteo y expulsar el contenido uterino. Los ciclos estrales posterio-
res provecarian la salida de los tlagelados los que serian destrui-
dos en vagina por las Ig A; el mecanismo inmune seria efectivo sdlo

durante el celo.

La inmunidad adquirida seria s6lida por un perio-
do de 2 a 6 meses para ir decayendo luego de 1 afio de la infeccidn
inicial; posteriormente la vaca podria reinfectarse caracterizando

ésto a los rebrotes de Tricomoniasis en los rodeos.

La reinfeccién ocurriria durante un corto lapso
de tiempo (no mds de 2 semanas) por la presencia de una sélida inmu—
nidad cuando se efectda entre 4 y 6 meses posteriores a la recupera—
cién (8, 46). Murnane fracasd al querer reinfectar hembras a los 4
meses posteriores de la recuperacién de su infeccién inicial, lo

que confirmarfa una buena inmunidad inidal. (81)

Clark y col. (27) sefalaron una cafda de la in-
munidad luego de los 12 meses de la infeccidn inicial, a los dos
afios la susceptibilidadera casi igual al de las vacas sin exposicidn
previa al protozoo. Aquellas hembras que adquirieron inmunidad con=-
tra un serotipo de T. foetus adquieren resistencia cruzada hacia
oFros serotipos, este punto es de capital importancia para el con-

trol de la enfermedad.



23,~

6.- Susceptibilidad en el macho

No se han encontrado diferencias de susceptifbilidad entre

Bos Taurus y Bos Indicus y sus respectivas cruzas (2, 41).

Baez Kohn (6) al examinar 776 toros de razas de carne de
48 rodeos obtuvo en 304 toros Cebld revisados 2 rodeos infectados,
de 45 toros Brangus con 1 rodeo afectado,de 80 toros Santa Gertru-
dis 1 rodeo afectado, 52 toros A. Angus y un solo rodec afsctado,

295 toros Hereford y 2 rodeos afectados.

No se conaocen los factores que gobiernan la susceptibilidad
en el macho, pero en un brote severo de la enfermedad, hasta un 50%
de toros pueden encontrarse infectados (21), aungue lo usual es que

sea menor del 15% (122).

Oiversos autores comprobaron una mayor incidencia de la
enfermedad en los animales adultos y viejos con respecto a los
joévenes, lo que podria deberse a que poseen mayor oportunidad de
adquirir la infeccién (21, 122) o bien por el mayor desarrollo de
criptas y pliegues prepuciales, lo que crearia condiciones ideales

fara que la infeccién se instale (94).

La susceptibilidad de los toros jévenes es baja, Clark y
col. (24) pudieron infectar en forma experimental toros de 3 a ?
anos pero los animales de 1-2 afios fueron poco susceptibles, la

infeccidn seria més dificil y de corta duracidn.

Ladds y col. (67) obtuvieron una incidencia del 34,9%
en toros viejos, mientras que no encontraron infeccidn en toros

con edades de 9 meses & 3 anos.
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Dennett y col. (4l) examinaron 425 genitales de
toros faenados y hallaron porcentuales de infeccifn mayores en ani-

males viejos.

Hammond y Bartlett (57) al intentar infectar
experimentalmente a toros comprobaron que los méds jévenes fueron
dificiles de infectar. Existirian diferencias individuales en la

resistencia natural y en la anatomia y fisiologfa prepucial.

Clark y col. (23) efectuaron un ensayo con 8 toros
Hereford, de distintas edades y libres de iﬁfeccién y los hicieron
servir a vaquillonas infectadas con T. foetus; necesitaron para con~-
tagiarse mayor cantidad de servicios a medida que la edad de los to—
ros era menor. Emplearon 2 toros de 6 afios que se infectaron luego
de 4 saltos, 2 toros de S afios que necesitaraon S y 6 saltos respec-
tivamente, 2 toros de 4 afios que se contagiaron luego de 3 y 4 ser—
vicios, 2 toros de 3 afios de los cuales se infectd sdlo 1 luego de
nueve servicios, mientras que el otra, con igual ndmero de servicios

no se infectd.

Christensen y Clark (33) encontreron que.el 78%

de los toros afectados de T. foetus eran de 4 afios o mayores.

Kimsey y col. (65) informaron que cuatro toros de
2 afios portaban la infeccifn sospechando que pudieran existir dife-
rencias de susceptibilidad entre razas de origen Europeo y ganado

autéctono,
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7.~ Susceptibilidad en la hembra

Toda hembra no expuesta es altamente susceptible, Parsonson
y col.(89) lograron infectar 19 de 20 vaquillonas servidas con un
toro infectado, mediante un sélo servicio a cada una, similares con-

ceptos, fueron postulados por Bartlett (8) y otras qqtores'(Z}, 26, 89).

Elder y Hall (46) lograron infectar a 5 vacas enla primera
exposicién las que nunca habian tenido contacto previo con la enfer—
medad. Utilizaron cepas de T. foetus de aislamiento reciente y tam-

bién mantenidas in vitro durante B2 pasajes.

Roberts (94) sostiene que entre un 5 y 20% de vacas y va-

quillonas serfan naturalmente resistentes a la infeccién.

8.- Sintomas
8.1 En el macho

Los machos actdan como portadores inaparentes no observéindose
signoa glinicos. No existen cambios en la calidad seminal y la fer-

tilidad del macho no se ve afectada (9, 13, 21, 41, 64, 68).

Roberts (94) menciond la presencia de una leve balanitis
y postitis en los toros recién infectados aunque no suelen detectar—
se clinicamente.Las infecciones crénicas no tendrian signos clfini-

cas.

8.2 En la hembra

El signo més importante es la esterilidad temporaria, con

prolongacién inicial del ciclo estral (28-35 dfas)(21). La esterilidad
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es perceptible por las repeticiones de servicios, en muchos casos

son necesarios hasta 6 servicios para obtener la prefez (94).

Al examinar la vagina puede notarse una vaginitis que pue-
de ser catarral, aunque este signo no fue visto por Simmons y Laws
(101), el mucus vaginal era indistinguible al comparerlo con el de

animales sin infectar.

Las lesiones de endometritis media provocadas en el ltero
pueden prolongar el perfodo de infertilidad por periodos de 3 a

5 meses (11, 64).

Otros de los signos presentes son los abortos esporddicos

y pibmetra.

El aborto suele ocurrir antes de los 4 meses de gestacidn y
no supera el 5%; en rodeos con reinfecciones este porcentaje puede

“aumentar.

Luego del aborto puede existir descarga de material uterino
por 24-48 hs. Otras veces se produce la pidmetra con muerte del
feto y persistiendo el cuerpo liteo puede macerarse con el consi-
guiente acdmulo de pus inodora, de color amarillento pélido y en

voldmenes variables de 300 ml a 1.500 ml.

La pidmetra es post coito y puede detectarse al efectuar

el examen ginecolégico.

Esta puede persistir hasta 8-9 meses o bien desaparecer
cuando el tapén cervical se licda y el contenido uterino se libera.
La pidmetra suele presentarse en menos del 10% de los casos. La
retencidn de placenta es una complicacidn rara del aborto trico-

monidsico (94).
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Cuando existe muerte embrionaria precoz con reabsorcién
o eliminacidn, ésto no suelé ser observado y la anica manifeste—

cibén puede ser el reinicic del ciclo estral.

Si en una vaca infectada se emplea inseminacién artifi-
cial, con semen libre, la relacidn servicio/concepcién llega a 1:

5 & més.

8.3 En el rodeo

El signo mds visible es la caida del porcentaje de
prenez que disminuye a 40 - 50%, especialmente en vaquillonas con
servicio estacionado (3 meses). En vacas que nunca han estado en
contacto con la enfermedad, el porcentaje de prefiez también es

bajo. (50 - 60%). (12, 21).

Si el servicio es mds largo, esta enfermedad puede per—
manecer enmascarada pudiendo existir prefeces muy chicas corres-
pondientes a vientres que lograron cumplir el proceso de autoinmuni-
dad, prefidndose al final del servicio. Esto ocasiona pariciones
muy desparejas existiendo varias "colas" de paricidn. Los abortos

pueden ser dificiles de detectar por ser de poca edad.

En los rodeos tbnde la infeccién es crénica, los porcen—
tajes de prefez en el lote de vacas pueds llegar hasta 70 - 75%
por existir animales que ya se han inmunizado, pero las vaquillonas

tendrdn porcentajes de prefiez bajos (40 - 60%).



9.- Epizootiologia

T. foetus tiene una localizacidn estrictamente genital

tanto en el macho como en la hembra.

La transmisibén se hace del macho a la hembra o viceversa,
también si se emplea la inseminacidén artificial con semen infecta~

do o utensillos contaminados {21).

9.2 Importancia del macho

T. foetus es encontrada en mayor cantidad en el glande,

pene y prepucio adyacente.

Hammond y Bartlett (58) estudiaron las cargas de proto-
2z00s en cavidad prepucial y los promedios fueron de 9.529/ml. en

pene hasta 288/ml. en la parte media del prepucio.

Bartlett y col. (7?) realizaron una serie de conside-
raciones sobre las variaciones poblacionales de T. foetus en to-
ros infectados, tales como: 1) la vecindad del coito disminuye la
poblacién por arrastre mecénico, 2) agentes quimicos introducidos
en cavidad prepucial, 3) contaminacifn de la cavidad prepucial
con cambios de flora; cambios en la fisiologia de pene y prepu-

cio, cambios de pH, etc.

Hammond y Bartlett (59) efectuaron recuentos de proto-
zoos y obtuvieron variaciones entre 486.000/ml y 20.000/ml; se
producirian fluctuaciones poblacionales importantes con interva-

los de 5 - 10 dias.
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Clark (21) mencicna que la poblacién es muy variable y
oscila entre 200 y 80.000/ml. La poblacién en cavidad prepucial

de T. foetus es mayor cuando el toro tiene descanso sexual (81).

Clark y col. (24) comprobaraon que la infeccidn experi-
mental necesita, ademds de una edad adecuada del toro, uma concen—
tracidn minima de pardsitos establecida en 2 x 106 aunque mencio-
nan el caso de 2 toros de 3 y 5 afios respectivamente que se infec-
taron con s6lo 102 células viables. T. foetus crece en medios de
cultivos con orina y plasma seminal y dicho medio se lo utilizd

para infectar a un toro (24).

Clark y col.(25) controlaron la infeccién en un rodeo
de 11.000 vacas sustituyendo la poblacién de toros adultos (mds
de 4 afos) por toros libres de 1-3 afios los que serian menos sus-

ceptibles.

Christensen y col. (31) reemplazaron 300 toros de raza
Sharthorn de 8 afios de edad por 325 toros Brahman de 2 afios; cuan-
do examinmaron 30 toros viejos reemplazados encontraron 14 animales
infectados (47%) con T. foetus. Luego de 2 afos en servicio revisa-
ron 80 toros Brahman y obtuvieron 3 animales positivos (4%). Poste-
riormente Christensen y Clark (32) examinaron en ese mismo rodeo
112 toros pero luego de 4 afios de permanecer en servicio (6 afias
de edad) obtuvieron 15 positivos (13,4%). En rodeos infectados los
toros de 4 afios o0 méds de edad deberfan ser eliminados del servi-
cio, como yna de las normas a seguir para controlar la enfermedad,
basdndose en la menor susceptibilidad del toro jowen a infectarse

(a2).



La posibilidad del contagio entre machos- puede ocurrir
cuando existe algin animal infectado y se encuentran agrupados
en excesivo nimero, pudiéndose montar entre sf y adquirir la in-

feccidn por accidén mecdnica (111).

9.2 Importancia de la hembra

Luego de un servicio infectante T. foetus pusde persis-
tir en vagina de 1 a 5 meses, invadiendo en ese lapso el Utero(8, 21,
81); posteriormente no puede ser puesta en evidencia excepto du-
rante el final del diestro cu;ndo las descargas uterinas pasan ha-

cia la vagina,

La infeccidn inicial seria detectable en el mucus cer—
vicovaginal entre 4 y 18 dias post servicio infectante, siendo més

frecuente entre 2 y 3 semanas posteriores (81).

La transmisién a la hembra se hace por el macho. Andrews
y MUller (1938) suponian que mediante el contacto directo de la
wlva o cola de hembras infectadas podria transmitir la infeccién

o bien mediante moscas (Morgan 1944).

Clark y col. (26) demostraron la imposibilidad de reproducir
la infecci6n en 10 vacas al aplicar en los labios wulvares 2 x 10
células viables de T. foetus bar. Brisbane, lo que sugiere la
incapacidad del protozeo de migrar desde esa localizacidn. Cuando
el inéculo fue colocado en la parte anterior de vagina se infecta-
ron todas las hembras. Con s6lo 100-200 células viables de T. foe-
tus depositadas en la parte anterior de vagina es posible infec-

tar una hembra sensible (@1, 27).
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Clark y col.(26) comprobaron la posibilidad de causar la
infeccidn genital pasiva mediante el servicio de un toro libre
de T. foetus gue hubiera servido con anterioridad a vacas infecta-
das y asf{ infectar a otra hembra, para ello deben transcurrir menos
de 20 entre un salto y otro, lo que lo hace poco factible en térmi-

nos de servicio a campo.

10.- Hallazgos patoldgicos

10.1 Macho

Hammond y Bartlett (58) no pudieron demostrar la presen—

cia de T. foetus en la parte baja de la uretra peniana.

Parsonson y col.(88) estudiaron la distribucidén de T.
foetus en el tracto genital de 15 toros infectados en forma natu-
ral y 9 en forma experimental. En todos los casos aislaron el paré-
sito de cavidad prepucial y pene y en 4 toros en orificio uretral

externo.

Los cultivos de testiculos, vesiculas seminales, epidfdi-
mo, ampollas y uretra pelviana fallaron en detectar el pardsito.
El estudio micro y macroscépico de los genitales de los 24 toros
no revelaron lesiones, teniendo el pardsito exclusivamente locali-
zacidn en pene y prepucio a nivel superficial, sin invadir el epi-
telio. Esto ya habfa sido mencionado por Clark (21) al estudiar la
influencia de las criptas prepuciales con respect6 a la mayor con-
centracién de flagelados, lo que no pudo. ser confirmado por estudios
histoldgicos. T. foetus al no penetrar en el epitelio no produce

lesiones histopatolégicas.
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Las 57 muestras de semen extraidas de dichos toros, con la
precaucidn de evitar toda contaminacién en prepucio, fueron negati-

vas al cultivo.

10.2 Hembra:
|

Dennett y col. (41) efectuaron aislamientos de T. foetus
variedades Brisbane y Belfast del tracto reproductor femenino sin
encontrar diferencias entre las patologias provocadas por dichas
variedades.De 264 genitales de vacas examinadas obtuvieron T. foe-
tus en 17 de ellas (6.4%); encontrando lesiones en 5 consistentes
en perimetritis, endometritis, vaginitis, hidrosalpinx y en dos

encuentran fetas macerados con endometritis catarral o purulenta.

Murnane (81) de 14 vacas servidas por un toro infectado
obtuvo prefisz en solo 3 animales luego de 1 mes de servicio, sin

encontrar lesiones visibles en sus genitales.

Parsonson y col.{8Y9) efectuaron un estudio eobre las le-
siones del tracto genital femenino en wvaquillonas infectadas con
T. foetus en forma natural y enviadas a faena en un tiempo méximo
de 100 dias. Hubo un 61% de prefiez (11 sobre 18); a la necropsia
de 15 vaquillonas encontraron T. foetus en vagina o cérvix y en
11 de ellas ademds en Utero y oviducto.En 8 animales faenados en—
tre 15 y 50 dias post servicio aislaron T. foetus de \jtero, oviducto,
cérvix y vagina sin encontrar lesiones macro ni microscépicas, pese
a estar prefiadas 5 animales. El resto de las 12 vaquillonas se
faenaron con 60 a 100 dias post-servicio; en 7 de ellas se encontra-
ron lesiones agudas o crénicas consistentes en: salpingitis y endo-
metritis crdnica; vaginitis sewveras con presencia de células plas-
mdticas, linfocitos y macrdfagos en el tejido epitelial y subepi-

telial. De los 11 animales prefados, dos tuvieron evidencias de
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aborto, con hemorragia en los placentomas y separacidn de cotile-
dones con infiltracidn de neutrdéfilos y macréfagos. Los liquidos
fetales eran de color amarillento pdlido y con aspecto de fina
suspensidn coloidal. Los restantes 9 fetos eran normales. Encontra-
ron pidémetra en una vaca con 77 dias de servicio y presencia de ma-
terial amarillento pdlido semisdlido en cuernos, cérvix y oviducto,
con severa endometritis e infiltracidn de macréfagos y neutréfilos.
En las secciones histoldgicas de tejidos observaron el pardsito en
la superficie de las secrsciones del tracto genital, enla luz de
las gldndulas endometriales o entre los componentes materno feta-
les de las placentomas. Esta localizacién en las secreciones muco-
sas del tracto genital femenino y la absorcién de antf{genos a nivel
epitelial seria la explicacidn de la respuesta inflamatoria vista

en dichos tejidos.

Del presente trabajo surge que T. foetus no produce le-
siones reconocibles en el tracto genital hasta los 50 dias post-

infeccidn.

Existiria una presencia precoz del pardsito en oviducto
ya a los 15 dias post-infeccién, lo que indica la répida progre-

sidn del pardsito (81, 89).

T. foetus se aisld de vagina hasta 95 dias post infec-
cién (89) aunque Simmons y Laws (101) encontraron en 3 vaquillonas
infectadas en forma natural que la infeccidn persistié durante 47

dias, 136 y 163 dias respectivamente.

Donaldson y col. ‘44) examinaron los genitales de 74 vacas
siendo positivas a T. foetus 9 (12%). El exudado vaginal fue muco-
purulento en 3 vacas y 3 tuvieron exudado uterino de tipo acuoso,

mucoide 0 purulento.



Stalheim y @1.(105) efectuaron un estudio con microsco-
pia electrdnica mediante cultivos in vitro de oviductos de vacas
los que fueron expuestos a cultivos de T. foetus. No observaron
lesiones en el epitelio ciliado del oviducto mientras que otros

microorganismos como Campylobacter foetus produjo alteraciones.

11.- Diagndstico

Los antecedentes reproductivos del rodeo permiten sospechar
la enfermedad los que ya fueron citados al describir los sintomas

individuales del rodeo.

La confirmacién de la enfermedad se efectia poniendo en eviden-
cia al protozoo mediante observacién microscépica directa, el uso
de coloraciones especificas o bien la siembra en medios de cultivos
especificos. Para ello los materiales sospechosos pueden extreerse

tanto del macho como de la hembra o de fetos abortados.

11.1 Método de muestreo en el macho

Generalmente se utiliza el macho para confirmar una sos-
pecha de enfermedad en el rodeo, por razones de practicidad existe

més probabilidad de evidenciarla.

Para ello existen distintos métodos que tienden todos a
detectar el protozoo del material extraido de cavidad prepucial.
Es fundamental partir de una buena muestra para un eficie&te diag-

ndstico.
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La viabilidad de los microorganismas cambia al sacarlos
de su habitat normal para condicionarla al medio donde son colocados
y caracteristicas de transporte hasta su observacidén 6 cultivo

ulterior.

Existen diferentes métodos para poner en evidencia la

infececidén en el tora.

11.1.1 Método de la vaguillona virgen

Consiste en hacer servir al toro sospschoso con
3-4 vagquillonas virgenes, y posteriormente efectuar 2 muestreos
semanales de vagina entre la primera y segunda semana post-servicio

para evidenciar al pardsito por observacién directa o cultivo.

Si bien este método es seguro, resulta engorrosa,

poco préctico, lento y costoso.

11.1.2 M8todo de la pipeta

Hammond y Barlett (57, 58) utilizaron una pipeta
de vidrio de 21 pulgadas de largo por 8 mm de diémetro, con una par-
te anterior recta y la parte final con uma curvatura de 15° la cual
lleva adosada una pera de goma. La parte anterior es introducida en
la cavidad prepucial tratando de aspirar el exudado presente en los
alrededores del glande y prepucio adyacente mediante compresién y
relajacién sucesivas de la pera de goma, luego la muestra era colo-
cada en un tubo con escasos ml de solucién fisiolégica; del material

sedimentado efectuaban la observacién microscdpica directa.



El método es llamado también método_de Bartlett

pues este autor 1a empled en 1947 (?7) sefialando que un esquema

de la pipeta fue publicado previamente por Hammond y Bartletf (57).
Bartlett publicd en 1949 (9) un trabajo donde describe en detalle

la técnica, mostrando un diagrama de la pipeta usada; a partir de
alli es que muchos autores posteriores lo citan como Método de Bart-

lett.

El autor aconseja el area del glande y prepucio
adyacente como el lugar ideal para efectuar la aspiracién del esmeg-
ma pues segin un trabajo anterior (58) era la zona de mayor concen—
tracién de flagelados. El volumen recogido oscila entre 0,5 y 1,5 ml,
el cual es enjuagado en 5-10 ml de solucién fisioldégijca al 0,85%,
para ser examinado la capa superficial del sedimento, por microsco-

pia directa luego de 1-2 horas de repaosc.

La técnica fue también descripta paor otros autores
(99, 101, 111, 124). Hammond y col. (59) emplearon este métoda y so-
bre 242 muestras obtenidas, el volumen promedio de esmegma recolecta-
do fue de 0,52 ml; los autores objetan el riesgo de rotura de alguna
pipeta dentro de cavidad prepucial.Fitzgerald y col. (48) emplearon

también este métoda.

Todorovic y Mac Nutt (117) utilizaron el Método
de Bartlstt (9) al ensayar el comportamiento de diferentes medios
de cultivo a base de leche. Para ello utilizaron una pipeta de
pléstico unida a un bulbo de goma, el cual es comprimido y relajado
15 a 20 veces una vez que la pipeta es colocada en cavidad prepucial
ubicando el drea del glande y prepucio adyacente, sembrando el material

recolectado directamente en los medios de cultivo.
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Clark y col.(20) utilizaron una pipeta de pléstico
unida a una pera de goma de 90 ml de capacidad. La pipeta era diri-
gida al drea del glande efectuando movimientos durante 1°, en ese
lapso el bulbo era comprimido de 15-20 veces, como Todorovic y Mc
Nutt (117), obteniendo as{ de 0,5 a 2 ml de esmegma el cual era co-
locado directamente en 8 ml de caldo nutritivo, luego de 3-4 horas
de reposo extraian 1 ml del fondo del tubo el cual era sembrado

en el medio de Plastridge modificado por Sutherland (112).

Clark (21) describié nuevamente el método pero
enjuagando el material recolectado en 3-4 ml de solucidn fisioldgica

o caldo nutritivo.

Garcia y col. (51) utilizaron también este método

sembrando las muestras en caldo thioglicolato.

Abbitt y Meyerholz (2) emplearon una pipeta de
inseminacién artificial unida a una pera de goma y sembraron el ma-

terial en el medio de Diamond.

Kimsey y col. (65) utilizaron una pipeta de plés-—
tico de las empleadas en vacas para infusiones uterinas, a la cual
le adosaron una jeringa de 12 ml, con la cual aspiraban volimenss
de 0,2 - 1 ml de esmegma, este era colocado en 3 ml de solucibn

fisioldgica o bien directamente en diferentes medios de cultivos.

El método de la pipeta ha sido usado por diferen-

tes autores con buenos resultades (26, 41, 68, 75, 88, 115).



11.1.3 MEtado del Hisopo

Inicialmente fue descripto por Morgan en 1944,
Consiste en un hisopo de algoddn absorbente enroscado en una vari-
1lla metédlica de 60 cm de largo y 4 mm de espesor; en uno de los ex-—
tremos llewvael algoddn con una superficie absorbente defl a 2 cm.
Se introduce en cavidad prepucial muestreando alrededor del glande
y luegdb es colocado dentro de un tubo con 1 ml de solucién fisiold-
gica donde se enjuaga comprimiéndolo ?ontra las paredes para despren—

der el material extraido y luego se efectla ohservacidn microscépica

directa ( 99, 124).

Fitzgerald y col. (48) lo emplearon en un estudio
comparativo con otros métodos. Estiman que puede quedar material en
el algoddn, aunque en su trabajo se comporté en forma eficiente;
también fue empleado por Marquez y col. (75). Wilson y col. (123)
utilizaron este método pare muestrear 280 toros. Para ello emplea-—
ron un hisopo de algoddn de 6 pulgadas introducido en cavidad pre-
pucial y masajeédndolo externamente para luego ser colocado en caldo
thioglicolato y cultivado a 37°C. Coinciden que si bien el método

es simple no es el ideal.

Aikinboade (3) lao empled en 400 toros efectuando

posteriores frotis con ese material y coloracidn para su observacidn.

Una variacidn del método fue hecha por Witherspoon
y Walker (124) y consiste en efectuar un hisopado directo del pene
extendido, ya sea por masaje o bien mediante el uso de tranquilizan-
tes. Una vl extrafdo de cavidad prepucial se lo hisppa directamente
mediante una gasa embebida en solucidén fisioldégica, luego se hace
observacidn directa o bien centrifugado del material recolectado

para examinar en forma directa el sedimento obtenido (99 ).



11.1.4 Método de la ducha

Inicialmente fue utilizado por Fitzgerald y col.
(48), posteriormente es empleado por Fitzgerald y col. (49) pero
utilizan ademds de la observacién directa el cultivo sn medio
Plastridge modificado por les autores con un 8,1% més de eficien~
cia que con la observacidn directa sola. En otro trabajo también
empled este método (50), &l igual que Murnane (81) al examinar ro-

deos lecheros en Australia.

Consiste en introducir en la cavidad prepucial
de 50 a 250 ml de solucién fisioldgica estéril, manipulando de tal
forma que con una mano se oblitera la abertura prepucial y con la
otra se hacen masajes vigorasos en sentido antero posterior por
varios minutos y luego el material es recogido colocéndolo en un
envase estéril para ser examinado en el laboratorio. Alli la mues-
tra se centrifuga por 2.000 R.P.M. por 10 minutos descartando el sobre—
nadante, el sedimento es homogeneizado para ser observado en forma

directa o bien sembrado en medios de cultivas (49, 63, 99 , 124).

Johnson (63) efectud una variacién utilizando una
pera de goma de 8 onzas de capacidad unida a un tubo de goma por el
cual introdujo 125 ml de solucidn fisiocldgica en cavidad prepucial
haciendo de 75 a 100 masajes; lusgo e liquido era colectado y re-
frigerado hasta ser sembrado en sl medio descripto por Fitzgerald
y col.(49). Laing (68) describid este método empleando una pipeta
metdlica unida a una manguera de goma por la cual introduce 50 ml

de solucién fisioldgica al 0,85% o bien caldo Douglas.



Santos y Amaral ( 99) describieron el método usan—
do una pipeta de pldstico de inseminacidn artificial por la cual
introducen 60 ml de solucibén fisioldgica, mediante una jeringa
de 100 ml, masajeando durante 2-3"la cavidad prepucial pare después
sembrar el material colectado en el medio de Rieck, Santos y col.

(100) emplearon similar metodologia.

Roberts y col. (92) emplearon el método de la
ducha aconsejando que no transcurran mds de 8 horas entre la extrac-—

cién de la muestra y la observacién microscépica o cultive (93).

Stoessel (107) describid una pequefa variante,
reduciendo el volumen de solucidn fisioldégi-a en 30 ml, efectuando
de 100 a 120 masajes de la cavidad prepucial en sentido antero-—
posterior; el material eracolectado en envases estériles para
luego centrifugarse y ser observado en forma directa o bien sembra-

do en los medios de leche descremada o Trichomona Medio OXO0ID.

Este método es empleado por otros autores (13,
30, 58, 56, 85, 104, 109). Dennet y col. (41) emplearon sclucidn
fisioldgica tamponada pH 7,2 suplementada con suero fetal bovino
al 5%, introducen mediante jeringa y pipeta de I.A., 20 ml en cavi-
dad prepucial; el material extrafdo luego del masaje es centrifugado

y sembrado en el medio de Plastridge modificado por Sutherland (112).

11.1.5 Método del Raspador

La técnica consiste en introducir en el prepucio
un instrumento metédlico y asi desprender el esmegma para ser ino-

culado en solucidn fisiolégica o en medio de cultivo.



Sutka y Katai (1131 lo emplearon basados en tra-
bajos efectuados en Ucrania por Kortchak, si bien no detallaron
las caracteristicas del instrumento. Previo lawvado de la abertura
prepucial con agua y jab6n y posterior secado, introducfan el ins-
trumento efectuando de 21 ad movimientos en sentido antero-posterior
para arrastrar el esmegma. Una gota del material era abservada bajo
microcopia directa y el instrumento era colocado en un tubo con
2 ml de solucibn fisiolégica para cultivo de la muestra. El instru-
mento era esterilizado colocédndolo en agua hirviendo durante 5-10°
y luego enfriado en solucidn fisioldgica. Del Campo y col, (40).

lo describieron como método del resorte. El instrumento tenia un

mango de S0 cm de largo por 3 mm de didmetro, llevando en uno de
sus extremos un cilindro rodeado de un resorte de acero inoxida-
ble. Este cilindro mide 2,5 cm de largo por 5 mm de diémetro pre-
sentando estrias que estdn dirigidas en sentido opuesto a las es-
trias del resorte; tendria ademds un tope anterior y otro posterior

romo y liso; estas piezas son desarmables para facilitar su higiene.

Los autores indicaron efectuar con diche instrumen-
to 12 movimientos dentro de la cavidad prepucial en sentido créneo
caudal, la muestra extraida era colocada en un tubo con 2 a 5 ml de
solucidn fisioldgica girando el instrumento para desprender el ma-
terial colectado, el instrumento sra nusvamente introducido para
repetir una vez el muestreo de forma similar.lLa desinfeccién del
instrumento la efectuaban por flameado con alcohol. Las muestras
eran sembradas en el medio de Plastridge obteniendo asi buenos

resultados.



Ostrowsky y col.(84) fueron los primeros en em—
plearlo en nuestro pais, detallando las caracteristicas del instru-
mento, el cual era un raspador a resorte similar al descripto por

los chilenos Del Campo y col.(40).

Posteriormente Ostrowsky y col.(85) efectuaron
un estudio comparativo de metodologia de muestreo ampleando toros
infectados y usaron 2 tipos de raspadores; uno llamado torneado
y 8l otro a resorte. Los autores no han detallado el primero de
los instrumentes, citando que es similar al del resorte ya descrip-
to (84), cambiando sélo su cabezal. La esvaluacidn la hacfan median-
te observacifn microscdpica directa y los resultados fueron nulos
(0%) para el raspador torneado y de 41,6% para el raspador a resor-

te.

Stoessel y Haberkorn (110) emplearon el citado
raspador & resorte en un estudio comparativo con el lavado prepu-

cial.

Tedesco y col. (115) utilizaron en Uruguay este

métoda con éxito, el instrumento descripto es un raspador torneado

y consta de un mango metdlico de 70 cm de largo y 3 mm de diémetrao,
llevando soldado en uno de los extremos un cilindro metédlico de 13 cm
de largo y 8 mm de diémetro, con 31 ranuras que permiten recolectar

el esmegma (114).

Una vez colocado el instrumento dentro de la ca-
vidad prepucial, se gira con la otra mano tratando de frotar el
érea dossal y anterior del pene mediante 15-20 movimientos en sen-
tido antero—posterior para luego extraerlo y ser enjuagado en un
tubo con 8ml de sol. peptonada; este procedimiento era repetido por

segunda vez efsctuando otra serie de raspajes. Luego era sumergido
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en agua hirviendo durants jfy atar ormente enfriado entre cada
. 4 . .
muestreo en solucidn peptonac. Jcr esta técnica obtuvieron exce-

lentes resultados.

Baez Kohn (6) lo empled en forma similar a la
descripta por Tedesco y col. (115) con la diferencia de enjuagar
el instrumento en 10 ml de solucién fisioldgica tamponada, luego
centrifuga el material para efectuar observacidn directa y cultivo

en Trichomona Medio 0OX0ID.

11.1.6 Comparacidn entre métodos de muestreo

Hammond y col.(59) compararon la eficiencia del
método de la pipeta con el del hisopo propuesto por Morgan. Efectua-
ron a un toro positivo 9 muestreos en dias alternados y la evalua—
cién la realizaban mediante recuentos de pardsitos en cémara hema-
tométrica. E1 comportamiento del método de la pipeta fue superior

al del hisopado.

Fitzgerald y col. (48) evaluaron los métodos
de la pipeta, ducha e hisopado mediante recuento de parésitos/ml,

efectuando los muestreos en dias alternados.

N° de toros N© Métodos Promedio % negativos
muestreados muestras recuento de
pardsitos/ml
? 62 Hisopo 4,200 8,1
63 Pipeta 20.600 6,3
3 119 Pipeta ?7.100 34,4

Ducha 13.500 18,5




Las diferencias entre métodos estaria supeditada
a las variaciones individuales de poblacidn en prepucio. Los autores
sostienen que el método de la ducha seria mds eficaz cuando existe
baja poblacién en prepucio, sin embargo, en condiciones précticas,
tanto el método de la ducha como el de la pipeta tendrian un com—

portamiento similar, en dltimo lugar quedaria el método del hisopo.

Sutka y Katai (113) compararon el método del ras-

pador con el método de la ducha, siendo més eficiente el raspador.

Del Campo y col. (40) efectuaron una comparacidn
entre el método del raspador y el de la ducha en 14 toros. Las mues—
tras eran sembradas en el medio de Plastridge y observadas a las

24-48 y 96 hs de incubacidn.

La totalidad de los toros fueron detectados me-
diante el método del raspador en tres muestreos, mientras que se
necesitaron 6 muestreos con el método de la ducha para obtener el

100% de animales positivos.

Mirquez y col. (75) evaluaron diferentes métodos
de diagndstico mediante el andlisis de cuatro toros infectados
examinados en 5 oportunidades con intervalos de 3 dias; en todos
los casos emplearon observacidén directa y cultivo en el medio

Diamond. Los resultados se expresan en porcentaje de eficiencia.

Método Observacidn directa% Cultivo %
Hisopado 30 65
Pipeta 65 75
Ducha 20 95

De los 3 métodos evaluados, el de la ducha fue

el mejor.



Ostrowski y col. (84) compararon tres métodos:
lavaje prepucial, pipeta de Bartlett y raspador torneado. Para ello
muestrearon 8 toros positivos a T. foetus, las muestras fueron sva-
luadas mediante observacidn directa y cultivo en el medio de Plas-

tridge, sin encontrar diferencias entre los tres métodos.

Dennett y col.(4l) efectuaron su trabajo emplean—
do el método del lavaje prepucial y el de la pipeta, sin embargo,

no evaluaron los métodos empleados.

Ostrowski y col.(85)emplearon 24 toros infectados para

evaluar mediante la observacién directa, los siguientes métodos de

muestreos:

Métodos % positivos
Lavaje prepucial 62,5
Pipeta de Bartlett 50
Raspador resorte 41,6
Raspador torneado 0

Stoessel y Haberikorn (110) compararon el método
del lavado prepucial con el del raspador a resorte empleado en dos
formas: suave y enérgica, para ello muestrean a 22 toros en S5 opor—
tunidades con 1 semana del intervalo. Concluyeron que el raspador
a resorte debe ser usado en forma enérgica para obtener similares

resultados que con el lavado prepucial.

Tedesco y col.(115) muestrearon 3 toros semanal-
mente durante 33 semanas empleando como métodos la aspiracidn me-
diante pipeta y el raspador torneado, las muestras eran observadas
en forma directa, dentro de las 2 horas extrafdas y ademés eran

sembradas en el medio de Sutherland (112).



La observacidn directa fue superior para las mues-
tras extrafdas con raspador, mientras que al evaluar ambos métodos
mediante la observacién del medio de cultivo, los resultados eran

similares.

Al mismo tiempo,emplearon un medio de transporte
para evaluar ambos métados luego de refrigeracién de 24, 48 y 72hs.
Las diferencias no fueron significativas, entre ambos métodos, para
las muestras mantenidas por 48 hs, mientras que las conservadas por
72 hs, el método del raspador obtuvo una eficiencia del 89,8% con-

tra 70,8% por parte del método de la pipeta.

Villa (119) compard el método del raspador torneado
con el método de la pipeta. Para ello muestred 175 toros en dos
oportunidades para cada método con 10-15 dfas de intervalo. Obtuvo
as{ 28 toros positivos los que fueron evidenciados en su totalidad
por el método de la pipeta mientras que mediante el raspador la

Ve

eficacia para los dos muestreos fue del 85,7%.

11.2 Métodos de muestreo en hembras

El momento ideal para hacerlo seria entre 2-4 dias antes
del celo, donde los flagelados migrarian del dtero a vagina, para ser

posteriormente destrufdos por los anticuerpos aglutinantes locales.

El método de la pipeta fue empleado por Murnane (81)
y Mylrea (82) en Australia, en hembras de rodeos con baja fertili-
dad. Este método fue detallado por Laing(68), Simmons y Laws(101),
Santos y Amaral ( 99). La técnica original se basd en los trabajos
de Andrews y Miller (1938) y empleado luego por Bartlett (9) quién
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reproduce un dibujo sobre el tipo de pipeta de vidrio empleado.

La pipeta se introduce en vagina sfectuando un lavado con 5-7ml

de solucidn fisioldgica al 0,85% y aspirando ese material con una
pera de goma adosada en la parte externa. El material extraido puede
ser ohservado en forma directa o sembrado en medio de cultivo, den-
Lru do lus (=8 horas de extrafdus. Lste método fue también usado

por Clark en Australia (21, 26) y Santos y col. (100) en Brasil.

Abbit y Ball (1) efectuaron un trabajo empleando para
la extraccién del mucus vaginal pipeta de I.A. unida a jeringa
mediante la cual aspiraban el mucus (1-5 ml), el cual era sembrado

en el medio de Diamond.

Otro método es el del hisopo, descripto por Morgan
(1944) y diltimamente por Santos y Amaral (99).

Dennet y col. (41) lo emplearon, hisopando vagina y
luego transfirienda dicho material a un tubo de 5 ml de sol.fisio-
1légica tamponada con 5% de suero fetal bovino. También utilizaron en
hembras que iban a faena el raspado con bistur{ del cérvix, endo-
metrio o vagina., Las muestras provenientes del tracto genital feme—

nino se incubaban entre 10~14 dfas a 38°C.

Parsonson y col.{(89) cultivaron muestras de mucus
cérvico-vaginal extraidas mediante hisopado y posterior siembra en
el medio modificado de Sutherland, examinando los cultivos entrs

los 4 a 10 dias de incubacidn.

Akinboade (3), en Nigeria, empled el hisopado al exa-
minar genitales de hembras, haciendo un frotis y coloracién con

dicho material.



11.3 Procesamiento de otros materiales

La eventual presencia de fetos, placenta o liquidos fe-
tales pueden ser excelentes materiales para el diagnéstico, toman-
do las precauciones del caso, por desconocer la presencia de otra

enfermedad infecciosa.

El liquido de abomaso del feto es una excelente muestra

para el diagnéstico, o bien el hisopado de sus fauces.

En los casos que se obtenga material de alguna pidmetra

puede hacerse observacién directa o cultivo.

11.4 Examen por microscopia directa

Consiste en extender el material a analizar sobre un
portaocbjeto y se lo observa bajo microscopia con 80~-100 aumentos.
La presencia de flagelos y membrana ondulante se efectlda con 300-

400 aumentos.

Si bien este método tiene como ventaja su bajo costo
y diagnéstico inmediato resulta poco seguro debido a los cambios
poblacionales a nivel prepucial y a la concentracién de flagelados
en la muestra, habilidad del opererio, condiciones de temperatura
y deshidratacién del extendido que restan finalmente movilided dl
pardsito, fundamental para su visualizacidn (21). Cuando se deben
revisar varias muestras, el tiempo empleado en cada una de ellas

es largo, siendo poco préctico.

Hammond y Bartlett (57, 58) utilizaron la observacién
directa en sus trabajos, efectuéindola siempre dentro de las 2 horas

de extraidas las muestras y suspendidas en solucidén fisiolégica.



Los trabajos de Bartlett y col.(7) permitieron confirmar la baja
poblacidn de pardsitos en cavidad prepucial as{ como la variabili-
dad de la misma. Los autores insisten en que la solucién fisioldgica
empleada para recolectar las muestras deberia ser al 0,85% para una
correcta tensién osmética; de 800 muestras prepuciales observadas

obtuvieron 68,8% de positivas a la observacién directa.

Hammond y col. (59), en un estudio poblacional de T.
foetus en prepucio sobre 241 muestras encontraron 90% de positivas

mediante la observacidn directa.

Fitzgerald y col.(48) compararon diferentes métodos de
muestreo haciendo observacidn directa y recuento de pardsitos en

c8maras hemocitométricas.

Laing (68) sugiere el centrifugado de las muestras ex~
traidas mediante lavado prepucial, para luego observar el sedimen—

to entre porta y cubre.

Witherspoon y Walker (124) centrifugan las muestras a
2.000 R.P.M. durante 3 a 5, para observar luego el sedimento bajo

microscopia directa.

Roberts y col.(92, 93) efectuaron el centrifugado
del material de lavaje prepucial a 2.000 R.P.M. por 15"y examina-

ron el sedimento por este método.

Ostrowski y col.(85) la utilizaron al evaluar dife-
rentes métodos de muestreo, las muestras fueron centrifugadas a
2.500 R.P.M. durante 5°y luego de eliminar el sobrenadante colo-
caron el sedimento entre porta y cubre y observando con 100-135

aumentos, recorriendo por cada muestra, 64 campos microscépicos.
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La posibilidad de confundir a T. foetus con otros
protozops que pudieran existir en muestras prepuciales, especial-

mente si estén contaminadas con heces, es factible.

Los protozoos con los cuales debe diferenciarse son
Bodo foetus, Monocercomonas ruminantium, Pentatrichomonas spp.,
entre otros. Estos se caracterizan por carecer de membrana onddlan-
te, morfologia diferente y distinta movilidad y generalmente no de-

sarrollan en los medios de cultivo para T. foetus (12, 13, 61).

11.4.1 Comparacidn entre observacidn directa y cultivo

Varios autores la han empleado como complemen—
to unido a la siembra en medios de cultivos (6, 30, 84, 104, 113,

115).

Fitzgerald y col.(49) examinaron 152 muestras
dentro de la hora de extraidas, mediante centrifugado y observacidn
directa obteniendo 110 muestras positivas, mientras que cuando uti-

lizaban cultivo encontraban 8,1% mis de muestras positivas.

Simmons y Laws (101) examinarpn un toro infecte—
do durante dos afios, mediante observacidén microscépica directa y
cultivo en el medio de Sutherland modificado (112). La eficiencia
de cada método por separado fue del BO%, mientras que al emplear-

los juntos, el 90% de las muestras eran positivas.

Fitzgerald (50) encontré més eficiente al cultivo

que la observacién directa de las muestras.

Stoessel (107) confirma una mayor eficiencia

empleando el cultivo que con la obserwvacién directa.

Stoessel y Haberkorn (109) demostraron la supe-

rioridad del cultivo de las muestras frente a la obssrwvacién directa
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directa sola (90% y 70% respectivamente) existiendo diferencias
significativas entre cualquiera de los medios empleados y la obser—

vacidn directa.

12.~- Medios de transporte

Bartlett y col.(?7) musstrearon a toros infectados mediante
el método de la pipeta y cada muestra fue puesta en 7 ml de sol.
fisiolbgica al 0,7% y refrigerado entre 4 y B8 hs posteriores a su
extraccién. Algunas muestras fueron conservadas a 7,2°C durante

una noche, para ser luegu observadds al otro dia en forma directa.

Los autores sostienen que es preferible refrigerar las mues-
tras antes que agregar preservativos para controlar el desarrollo
bacteriano y con esta medida seria suficiente para un tiempo méximo

de 18 hs.

Posteriormente Bartlett (9) recomendd refrigerar el material

que no va a ser observado en forma inmediata.

La proteccién debe ser extrema por los efectos deletéreos
del calor y la desecacién, factores que disminuyen la poblacién

de flagelados en la muestra inicial.

Fitzgerald y col.(49) efectuaron un estudio sobre la influen—
cia de la temperatura y tiempo de conserwvacién de muestras en la

sobrevida del flagelado.

Compararon dos formas de transporte de las muestras, a 4°C
'y a temperatura ambiente. Las mismas fueron extraidas de toros

positivos por el método de la ducha, empleando para evaluar los



resultados la observacidn directa y el cultivo en el medio de

Plastridge modificado por los autores.

Refrigeracién a 4°C

N° de muestras Horas Cultivo Observ.Directa
18 12 18 18
20 24 20 8
20 48 17 2

Temperatura Ambiente

N® de muestras Horas Cultivo Observ.Directa
21 12 19 12
21 24 12 2
20 48 5 0

Cuando la forma de conservacién fue a temperatura ambiente
existid una disminucién progresiva de flagelados, 1o que fue en
detrimento de la observacién directa y se necesité el cultivo para

evidenciarlos.

Las muestras refrigeradas tuvieron un mejor porcentaje de
recuperacidn, especialmente cuando se utilizd el cultivo complemen—

tario.

Niak (83) evidencid que T. foetus puede ser mantenida a tem—-
peratura ambiente por varios dias empleando el medio de Stuart.
Cuando ensayd pruebas de supervivencia a temperatura ambiente los

me jores resultados fueron obtenidos con un medio compuesto por:



dgar 0,075%, glucosa 0,25%, peptona 0,2%, extracto de higado 0,2%
y extracto de carne 0,2%. En este medio la supervivencia fue su-

perior a los 9 dias a temperatura ambiente. La baja concentracidn
de dgar disminuiria la actividad flagelar y la demanda metabdlica
seria menor; la adicidn de glucosa proveeria los requisitos ener—

géticos minimos.

Todorovic y Mc Nutt (117) utilizaron la leche como medio
de cultivo a temperatura ambiente y en condiciones de refrigera-
cién inicial y posterior incubacién a 37°C Obtuvieron 31 muestres
prepuciales de 5 toros positivos muestreados por el método de la
pipeta con los que sembraron 124 medios, tres de ellos a base de
leche y los compararon con el medio de Plastridge modificado por
los autores. Las muestras se mantuvieron entre 1 y 10 dias a tem—

peratura ambiente (22-24°C).

En otro ensayo, empleando 6 toros infectados y muestreados
de igual forma les efectuaron 43 muestreos prepuciales. De los mis~
mos fueron sembrados 174 muestras, las que se mantuvieron refrigera-
das 24 hs a 3-5°C, para luego ser incubadas a 37°C comparando nue-
vamente tres tipos de medios a base de leche con el medio de Plas-

tridge modificado, mientras que 124 muestras de 5 toros quedaron a
temperatura ambiente.

Medios % %
Cultivo a temp. ambiente Refrigeracién por 24 hs
(22-24°C) a 3-5°C y cultivo poste-
rior a 37°C
Leche cruda 54,7% 41,6%
Leche homogeneizada 48,3% 45,3%
Leche en polwvo 67,6% 58,6%

Plastridge modificado

(control) 76 ,5% 68,8%
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De los tres medios a base de leche empleados, el que mejor

comportamiento tuvo fue el de la leche en polva, para ambas condi-

ciones de transporte el medio Plastridge modificado fue el supe-

rior de todos.

Stoessel (107) menciond el empleo del medio Trichomonas
OX0ID, el cual una vez sembrado es factible dejarlo hasta 72 hs
sin colocarlo en estufa; manteniéndolo refrigerado a 5°C, fueron
obtenidos resultados similares comparando con muestras incubadas

en forma inmediata,

Guida y col.(53), emplearon el medio de Rieck modificado,
conservaron muestras a temperatura ambiente, entre 16 y 25 dias

después de colectadas.

Dennetty col. (41) efectuaron un amplio relevamiento en
Australia y utilizaron como medio la solucidn fisioldgica tampona-
da pH 7,2, enriquecida con suero fetal bovino al 5%, siendo las
muestras transportadas a temperatura ambiente, para luego ser sem—

bradas en el medio de Sutherland y col.(112).

Tedesco y col. (115) muestrearon a 3 toros por 33 veces,
mediante la aspiracidén con pipeta y el raspador torneado. Las
muestras fueron recogidas en 10 ml de solucién peptonada de donde,
luego de 10 ‘de reposo, se mojaban tres hisopos de algoddn del
sedimento asi obtenido, los que eran introducidos en el medio de
transporte utilizado por Clark y col. (22). Los hisopos eran re-
frigerados por 24, 48 y 72 hs a 4°C y posteriormente cada uno fue
sembrado en el medio semisdlido de Sutherland y col.(112). Los
resultados obtenidos fueron halaglerios, especialmente con aquellas
muestras extraidas mediante raspador, donde la eficiencia fue del
98%, 96% y 89,8% para las mantenidas por 24, 48 y 72 hs respectiva-

mente. Cuando emplearon la aspiracidn con pipeta los porcentajes
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de recuperacibn pare los mismos tiempos de transporte antedichos

fueron 98%, 83,3% y 70,8%.

Kimsey y col.(65) ensayaron diferentes medios de transporte
y dos temperaturas de mantenimiento; a 4° C y a temperatura ambiente
(26°C). Las muestras fueron extraidas seginla técnica de la pipeta
(20) y colocadas en los medios,de Kupferberg, Diamond, solucién
salina tamponada, solucidén salina tamponada més 5% de suero fetal
bovino y solucién de Ringer Lactato. Una alicuota de 1 ml era ex-
traida de cada medio y cultivada con intervalos de 12 hs hasta
un médximo de 120 horas. Los mejores resultados se obtuvieron cuando
la temperatura de mantenimiento era de 4°C y los medios de trans-
porte mids eficientes fueron Kupferberg, solucidn de Ringer Lactato
y solucidn salina tamponada enriquecida con suero, no existiendo

diferencias, entre estos medios en las primeras 48 horas.

villa (119) utilizé el medio Trichomonas OX0ID el cual fue
una vez sembrado mantenido hasta 36 hs a temperatura entre 5 y
25°C para ser luego incubadas las muestras a 37°C, con buenas

resultados.

13.- Medios de cultivo

El cultivo de este protozoo en condiciones axénicas se
efectda en diversos medios y los requerimientos minimas son apor-
tados por substratos variados siendo ellos: una fuente proteica,
tales como lisados (tripticasa, triptona, peptona, etc.) un gldcido
(maltosa, dextrosa, etc.) una sustancia reductora de la tensidn de
oxIgeno: L. cisteina, thioglicolato, ionagar, etc. y suero de varia-

das especies o yema de huevo; pareceria que la presencia del &cido
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linoleico seriu un tuctor importante para estimular el crecimiento

(76).

Las técnicas de crioconservacidn en atmdsfera de nitrdégeno
liguido han permitido conservar al pardsito en condiciones fisio-
légicas similares a aislamientos frescos, especialmente empleado

para estudios fisiolégicos (&) .

Plastridge (90) desarrolldé un medio de cultivo que fue em-
pleado en Chile por Del Campo y col.(40) y por Ostrowski y col.(84)
en nuestro pais, con buenos resultados. Este medio fue modificado
por Sutherland y col.(ll?) agregdndole suero bovino al 50% inacti-
vado y esterilizado, adicionado de 200 UI Estreptomicina y 500 UI
Penicilina por ml; el medio lo incubaban a 33°C, haciendo las

observaciones luego de 3 dias.

Fue usado también por Simmons y Laws (101), Clark (21) des-
cribié la preparaci6n del mismo medio, aumentando los niveles de
antibiéticos (Apéndice S), y utilizando como temperatura de incu-

bacidn 37°C.

Dicho medio fue ampliamente usado por diversos autores con
muy buenos resultados (20, 24, 26, 28, 44, 4S5, 62, 88, 89, 104,
115, 118, 125).

Dennett y col. (41) emplearon el medio de Sutherland pero
con las siguientes concentraciones de antibidticos: penicilina
800 UI/ml, estreptomicina 0,8 mg/ml, polimixina B 160 U/ml, kana-

micina 0,32 mg/ml y anfotericina B 0,010 mg/ml.



57.~

Fitzgerald y col.(49) efectuaron una modificacidén al medio
de Plastridge 8 incubaron a 39°C durante 3 a 5 dias, obteniendo
buenos resultados; esta modificacidn fue también usada por Johnson

(64).

Mylrea (82) empled un eficiente medio el cual estaba compues-—
to por tryptosa 1%, dextrosa 2%, ambos en infusién de higado, suero
bovino inactivado al 40%, penicilina 1.000 U/ml y estreptomicina
1 mg/ml. T. foetus crecié en concentraciones de 4-6 x 106/m1
luego de 2-3 dias de cultivo para los aislamientos primarios, los

subcultivos se efectuaron cada 14 dias.

Diamond (42) basado en los resultados del medio C.P.L.M.
(cisteina, peptona, extracto de higado, maltosa) de Johnson y
Trussel (1943) y en el medio S.T.S. de Kupferberg y col.(66) de-

sarrolld un medio que fue ampliamente utilizado.

Marquez y col.(?S) obtuvieron con el medio de Diamond una

eficiencia del 95% al examinar toros positives.

Martinez Ferndndez (76) lo probd con suero al 10%, sin
suero y reemplazando el suero por yema de huevo al 10% y 20%. La
duracidn fue mayor cuanto menor era la proporcién de yema, por el
contrario, la densidad de tricomonas fue mayor cuando el porcentaje
de yema aumentaba. Los mejores resultados se obtuvieron con suero
al 10% a pH 7 y a 37°C. En estas condiciones T. foetus demuestra
una fase inicial de crecimiento retardado de 2 hs, comienza luego
el desarrollo dentro de las 4 horas posteriores, para luego dupli-
carse a intervalos generacionales de 5,3 hs. Esta fase logaritimi-
ca se extiende entre 5 y 33 hs. posteriores a la siembra. Dicho
autor logrd obtener crecimiento en el mismo medio con 10% de suero,

pero mantenidos a temperatura ambiente (20°C).



Abbitt y Ball (1) sfectuaron una modificacién del medio
original de Diamond sustituyendo el suero ovino por bovino inacti-
vado, y le agregaron fosfatos para estabilizear el pH a 7,2 - 7,4 ,

en trabajos posteriores también fue empleado (2).

Fernidndez y Dutra (47) emplearon como medio liquido amnidti-
co obteniendo buen crecimiento con 48 hs de incubacidn a 37°C, la

supervivencia a temperatura ambiente fue buena hasta 15 dias.

Kupferberg ycnl.(BG) desarrollaron un medio con buenos resul-
tados para T. vaginalis, el mismo medio lo utilizaron para T. foetus,

elevando el pH a 7.

Este medio fue empleado también por Kimsey y col.(65), Santos
y col.(1C0) con buenos resultados. Santos y col.(98) lo comparan
con una solucién de Harks enriguecida (97) encontrando un mejor
desarrollo en el medio de Kupferberg ocurriendo el pico méximo a

las 182 hs de incubacién con 1.676.250 células/ml.

Lyle y col. (71) emplearon el thioglicolato caldo enriqueci-

do con 10% de suero bovino inactivado, adicionado de antibidticos.
Este medio fue usado también par Sledge y col.(103), Garcia y col.
(51), Wilson y col.(123), Palladino y col.(87) y es recomendado
también por el Comité Americano de Veterinarios Laboratoristas

guienes le adicionan ademés anfotericina B (79).

De Carneri y col.(39) utilizaron el medio llamado C.P.L.M.
(cisteina, peptona, extracto de higado y maltosa) al cual le agre-
garon como antibidticos cloranfenicol S50 ug/ml, 1 mg/ml de sulfato

de estreptomicina y 1.000 UI/ml de penicilina G potédsica.

Roberts y col.(93) emplearon en nuestro pais con éxito el
Trichomonas medio de OXOID (116) (Apéndice 4), al cual le agrega-

ron suero equino o bovino al 10%, incubando por 6 dfas a 37°C y



haciendo las observaciones microscépicas cada 48 hs.

Stoessel (107) lo usé, junto conk leche descremada, como

dos medios de buena eficiencia diagndstica.

Stoessel y Haberkorn (109) compararon este medio con otros
dos a buse de dif'erentas leches descrsmadas en polvo, no encontran-
do diferencias con respecto a la sensibilidad diagndstica, siendo
superior al 90% para los tres medios; apareciendo las muestras po-
sitivas dentro de las primeras 72 hs de incubacién (109, 110). E1
medio Trichomanas OXOID fue utilizado por otros autores y tiene am-

plia difusién (6, 30, 55, 110, 119, 120).

De Carli y De Carli (38) emplearon el medio desarrollado por
Feinberg y Whittington para T. vaginalis y tuvo buen comportamien-
to para el cultivo in vitro de T. foetus. La movilidad de los flagela-
dos se mantuvo hasta 72-84 hs de incubacién, su composicidn es si-

milar al Trichomonas medio OX0ID (116).

Este medio fue usado por Benchimol y col.(10) para estu-
dios de ultraestructura de T. foetus; los autores le adicionaron

suero equino al 10%.

Wosd (126) empled con buenos resultados el medio 199, utili-
zado usualmente para cultivos celulares, enriquecido con suero fe-
tal bovino inactivado a 65° 30"y adicionado de antibidticos: Penici-
lina 800 UI/ml, sulfato de Poliximina B 160 UI/ml, sulfato de estrep-

tomicina 0,8 mg/ml, kanamicina 0,32 mg/ml y anfotericina B 0,010 mg/ml.

Santos y col.(97) lograron buenos resultados con solucién
balanceada de Hanks, adicionada de lactoalbimina al 0,5% y égar
al 0,5% enriquecida con suero bovino al 20% y penicilina G sédica
1000 UI/ml, sulfato de estreptomicina 500 mcg’ml, fraccionado a ra-

z6n de 10 ml en tubes de ensayo. Los autores consideran que este



medio es adecuado por ser barato, tfdcil de preparar y eficiente

tanto para el mantenimiento como para el aislamiento de cepas.

Santos y col.(100) utilizaron la selucidn salina balancea-
da de Harnks, sembrando en ella 1-2 gotas del sedimento de muestras
prepuciales obtenidos por lavaje y efectuaron las lecturas a las

24-48 y 72 hs de incubacidn.

Los trabajos iniciales de Abelein y Ginzler, Andrews y col.
Avery y Garlick, Bartlett y col., Diamond, le permitieron a Todoro-
vic y Mc Nutt (117?) probar la utilidad de trece medios a base de
leche, empleando el medio de Plastridge modificado por ellos, como
comparacién, el cual era sembrado en primer lugar. Asi, trabajando
con 7 toros infectados en forma artificial y natural, a los cuales
les efectuaron 464 extracciones mediante el método de Hammond y
Bartlett (57), de los 1166 muestras cultivadas a 37°C los porcenta-
jes de eficiencia fueron: leche fresca 77,4%, leche homogeneizada

74,8%, leche en polwvo 87,1% y medio de Plastridge modificado 92,4%.

Los medios a base de leche fueron fraccionados a razén de
6 ml agregdndoles 10.000 UL de penicilina y 10 mg de estreptomici-
na a cada tubo, en algunos casos emplearon sulfato de polimixina

B a razén de 5.000 U por tubo.

En nuestro pais, Stoessel (107) usd la leche descremada al
10%, siendo un medio barato y eficiente para el cultivo in vitro
de T. foetus (Apéndice 6). Sugiere en dicho trabajo, la posibili-
dad de adicionar el antibidtico a cada frasco con medio de cultivo,
a partir de lo que levanta un ansa bacterioldgica de 3 mm de didme-
tro de abertura, de una mezcla que contiene: 1 millén UI de penici-
lina G sédica, 1 gr sulfato de Estreptomicina y 500.000 UI de Nista-
tina. Se indicaba inicialmente la incubacidén a 37°C durante 6 dias

con observaciones cada 48 hs.



Stoessel y Haberkorn (109) compararon la eficiencia de dos
medios de cultivo a base de leche en polvo descremada al 10% enri-
quecidas con suero equino al 10% y antibidticos con respecto al
Trichomona Medio OX0ID, siendo los resultados satisfactorios para

los tres medios.

Los medios a base de leche descremada dan una imagen mds
opaca al microscopio, la misma no dificulta la observacidn. La
leche debe ser descremada para que no interfieran los glébulos de

grasa en la visualizacidn microscépica.

Entre las 24 y 48 horas de producirse el maximo de crecimien-
to muchos medios coagulan y se cortan, pero ésto no puede tomarse
como indice de crecimiento, pues la contaminacidn bacteriana tam-

bién produce el mismo efecto.

Por la practicidad, eficacia y bajo costo, este medio se

usa ampliamente en nuestro pais (30, 55, 56, 85, 104).

Martinez Ferndndez (76) menciond la posibilidad de reempla-
zar el suero equino o bovino por yema de huevo en similares porcen-

tuales.

14.- Tratamiento

Considerando los mecanismos autoinmune que se producen en
la hembra los tratamientos se han orientado hacia sl macho, por
sus caracter{sticas epizootioldgicas y la carencia de formacidn

de inmunidad para esta enfermedad.

Inicialmente se utilizdé la via local, pero la misma ademds
de impréctica demostré ser poco segura y con ciertos riesgos debido

a las lesiones dejadas sobre pene y prepucio con algumas drogas.



La via sistémica es la mds utilizada, existiendo abundante
experiencia en el empleo de los 5 nitroimidazoles., Se basan en la
capacidad de los anaerobios para reducir los grupos nitro por fe-
rredoxina y flavodoxina, productos reducidos que se comportan como
citotéxicos, siendo uno de los mds empleados el Dimetridazole (76).
Esta droga fue usada por la via oral bajo la forma de bolos a la
dosis de 50 mg/kg durante 5 dfas seguidos con eficacia probada
por varios autores (13, 30, 106, 107). La eficiencia de la
droga no es absoluta, por ello se han efectuado reiteradas reco-

mendaciones, entre otras, las de hacer controles post-tratamiento

(13, 107).

El advenimiento de las sales de Dimetridazole (metano-
sulfonato y clorhidrato) permitid su utilizacidn por la via subcu-
ténea e intramuscular con probada eficacia (108). Una serie de
factores han hecho que esta eficiencia haya disminuido a lo largo
de los aros, los mismos fueron enunciados por Villar y col.(121)
guienes alertan sobre la presencia de cepas de T. foetus quimiore-

sistentes.

Estas consideraciones actualizan un concepto vertido por
Bartlett (9) hace més de tres décadas "aguellos toros infectados
gue no superen al menos tres veces su valor en carne debgrédn ser

faenados".

15.,~ Control

Los principios tedricos fueron expresados por Stoessel

(107) y Briano y col.(13); pudiéndose insistir en:
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El empleo de la inseminacidn artificial serd el sistema de

eleccidn para erradicar esta enfermedad venérea, aunque las condi-
ciones de nuestros establecimientos de cria no la hacen adoptable

en forma masiva por razones de infraestructura y econdmicas.

En los rodeos con servicio na;ural se basa en el estaciona-

miento del servicio, con un tacto posteriaral mismo; las vacas vacias

deberian apartarse y tener como destino final la venta a faena.

Toda vaca dada como prefada al tacto, que no tenga su ternero
al pie, finalizada la paricidén deberia ser eliminada. El riesgo
de existir una vaca portadora que lleve su prefiez a término pese a
alojar T. foetus, si bien es bajo, podria eliminarse mediante un
reposo sexual de 90 dias post parto, lo que altera totalmente
el manejo de un servicio estaciomado dificultando la coincidencia

de requerimientos nutricionales con la disponibilidad forrajera.

El hecho de manejarse en el mismo establecimiento con dos

rodegs: uno limpio y otro sucio, hacen demasiado riesgoso e insegu-

ro este método, pues una mezcla de vientres o toros es muy factible
en las condiciones extensivas de nuestra ganaderia aunque en deter—

minadas circunstancias puede ser Gtil (12, 13, 14).

Si se introducen vaquillonas o vacas vacias, a un rodeo
deberian tener un descanso sexual minimo de 5 meses a los fines

de asegurar el proceso autoinmune.

Los toros deberan controlarse mediante diagnéstico indivi-
dual evaluando la posibilidad de tratamiento en base a costos,
antecedentes de quimioresistencia y tiempo disponible, teniendo la
seguridad de que a todo toro que se medique deberd efectuarse cuatro

controles post tratamientos para constatar la eficacia terapéutica.



Otras consideraciones de importancia son:

- No efectuar tratamientos masivos pues se medican hasta un

75% de toros inutilmente (122),
~ No rotar los toros en servicio.
- Emplear toros jévenes, libres de infeccidn (2 afios)
- Reemplazar los toros luego de 3 anos de servicio.

~ Efectuar 4 controles post tratamientos para considerar

a un toro libre de infeccidn.
— Enviar los toros positivos con destino exclusivo a faena.

~ Controlar el ingreso de los toros haciendo las revisacio-

nes carrespondientes.

- Asegurar el buen estado de los alambrados para evitar los

servicios por robos.

- Educar al personal del establecimiento sobre la importancia

del control de esta enfermedad.
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TRABAJO EXPERIMENTAL

La carencia de laboratorios oficiales o privados ubicados
a una distancia accesible para procesar en forma adecuada los di~
versos materiales empleados en el diagnfstico de la Trichomoniasis

bovina constituye un factor limitante,

Las circunstancias econfmicas que han motivado el despla-
zamiento de las freas de crfa a zonas marginales agrava afin méAs el
problema diagnéstico, La escasa sobrevida de T. foetus fuera de su
medio natural obliga a que se deban extremar los cuidados para que

las muestras sean Gtiles a los fines diagnfsticos.

Los plazos criticos con los cuales una muestra debe ser
procesada con 8xito son exiguos si se consideran las distancias a

recorrer para llegar a los centros de diagnéstico,

Todas estas circunstancias perjudican e interfieren con el
aislamiento de T, foetus y lo tornan dificultoso en nuestras condi-

ciones de campo.

Una de las formas de contribuir a solucionar este problema
es mediante el empleo de medios de transporte, los que ademfis de e-

ficientes, deben ser de fécil preparacifn y bajo costo.

Un mejor control de estos aspectos facilitarfa el diagnSs—

tico posterior de la enfermedad,



OBJETIVOS

1) Establecer los niveles de recuperacifn de T, foetus en toros
infectados mediante la utilizacifn de cuatro medios de trans—

porte conservados a 4°C durante 24 y 48 hs,

2) Evaluar los medios Kupferberg y Leche Descremada, ya sea como

medios de transporte o como medios de cultivos.
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MATERIALES Y METODOS

1, Animales

Se emplearon dos grupos de seis toros cada uno, E1 primer
grupo (I) estaba formado por 5 toros de raza Aberdeen Angus y un
toro de raza Hereford infectados con T.foetus var. Belfast en forma

artificial; las edades oscilaron ertre 5 y 10 afios.

El segundo grupo (II) estaba compuesto por toros de raza
Aberdeen Angus infectados en forma natural con T. foetus var. Bel-

fast; las edades variaron entre 3 y 6 afos,

Ambos grupos fueron identificados mediante numeracibn a
flego. LOos animales permanecieron en dos potreros de 10 has, de pas—
tura cultivada, uno por cada grupo dentro de la Reserva N° S de INTA

EERA Balcarce, distante a 4 km de los laboratorios donde se procesa—

ron las muestras.

1.2. Infeccibn artificial de los toros

Los animales del grupo (I) fueron infectados en forma ar-
tificial mediante el empleo de una cepa de T. foetus var, Belfast

proveniente de un toro con infeccibn natural,

Dicha cepa fue cultlvada en el medio Trichomona Oxoid

(Apéndice 4) y subcultivada por dos veces consecutivas en dicho me-
dio para su purificacién. Conseguido ello, se efectyﬁ un cultivo ma-
dre en el mismo medio incubado durante tres dias a 37°C., Se efectub
recuento de flagelados empleando la cémara de Neubauer, siguiendo la
metodologfa descripta por Palladino y col. (86). El inbculo fue es-
tandarizado a razbn de 2 x 106 células de T. foetus viable por ml.
de medio, empleando 20 ml del mismo para cada toro. Dicho cultivo
fue introducido en la cavidad prepucial mediante el emplec de pipe-

ta de inseminacibn artificial y jeringa, efectuando masajes en sen—



68.~
tido 8ntero-posterior durante 3 minutos por animal,

A los 10 dfas posteriores de esta descarga inicial se hi-
cieron otras dos inoculaciones con 10 dias de intervalo entre si.
En las dos oportunidades se utilizaron vol@menes de 3 ml por toro
de un cultivo de 72 hs, de T, foetus conteniendo 5 x 106/ml. c8lu-
las viables en el medio de Sutherland descripto por Clark (Apéndi—
ce 5). Dicho inbculo fue introducido y manupulado en forma similar

a lo ya expuesto,

Las cepas empleadas (T. foetus ver. Belfast) fueron obte—
nidas siempre del mismo toro dador infectado en forma natural, efec-—
tuando un primoaislamiento y dos subcultivos posteriores, para su pu-

rificacibn, en el mismo medio que el utiligado para la inoculacifén.

La infeccifn artificial fue confirmada a los 10 dias pos—
teriores de la @Gltima descarga intraprepucial empleando para ello
la técnica de la ducha con solucifn fisiolb6gica tamponada y cultivo
en leche descremada (Apéndice 1, 2} descripto por Stoessel y Haber-

korn (109).

La totalidad de los seis toros del grupo (I) resultaron

infectados luego de dicho control,

1.3. Método de muestreo

1.3.1. Contencibn de los animales

Los taros fueron encerrados en la manga momentas pre-—
vios al muestreo, efectuando la contencifn mediante el uso del cepo

(Fotografia N° 1), sin empleo del apreta vacio.

Se trabajé del lado izquierdo de los animales (Fotografia N° 2)
sin higiene previa de la abertura prepucial y con la Gnica precaucién

de cortar los pelos que rodean dicha abertura (Fotograffa N° 3).



1031 2. Técnica

Se utiliz6 el método del raspador torneado empleando
un instrumento de bronce* de 59 cm de largo por 0,5 cm de espesor,
presentando en la parte anterior un cilindro de 6,5 cm x 1 cm com-

puesto por 28 ranuras circulares de 3 mm de profundidad (Fotografia

N° 4),

£l instrumento fue introducido en la cavidad prepucial
mientras que con una mano se lo palpaba a través de la piel verifi-
cando gque el extremo anterior 'del raspador contactara con el glan—
de del pene (Fotografias No 5 y 6). Se efectumron 10 movimientos
en sentido &ntero posterior en la cavidad prepucial y posteriormen—
te el aparato fue extraido y enjuagado mediante rotacién para des-—
prender el esmegma recolectado en un tubo de ensayo conteniendo 10
ml, del medio de transporte correspondiente. Luego el raspador se
introdujo en un balde conteniendo agua para su limpieza y posterior
mente se esteriliz6 a la llama directa de un mechero a gas durante
2', Para ello el instrumento fue colocado en forma vertical para
gue el calor actuara no solamente en la parte anterior activa sino
también en el resto del raspador, (Fotograffa N° 7). Posteriormen-
te se enfrif introduciéndolo en una probeta conteniendo solucibn

fisiol6gica tamponada (Fotografias N° 8 y 9).

Esta maniobra fue realizada en 4 oportunidades para cada

toro en cada muestreo.

1.3.3. Frecuencias de muestreos

Los grupos de toros I y II se muestrearon en forma
alternada con una semana de intervalo entre si, durante 6 oportuni-
dades para cada uno. De esta forma transcurrfan dos semanas para

gue el mismo grupo de toros fuera nuevamente muestreado,

* Siluform, Angel J. Carranza 999, Buenos Aires.
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1.4, Medios de Transporte

Se emplearon cuatro diferentes medios de transporte los
que se envasaron estérilmente en vollmenes de 10 ml en tubos de
ensayo de 160 x 10 mm tapados con taepbn de goma estéril (Fotogra-

fia No 10).

1.4.1. Solucibn fisiol6gica tamponada (Medio de Transporte A)

E1l mismo estaba constitufdo por solucibfn fisiolégica
tamponada estéril (Apé&ndice 2), con pH 7,4 y adicionada de suero fe-

tal bovino estéril al S% (65).

1.4.2. Solucifn Ringer Lectato(Medio de Transporte B)

Se utilizé una solucibn comercial estéril* cuyo pH

era controlado a 7,4 (Apéndice 3) (65, 69).

1.4.3. Leche descremada (Medio de Transporte C)

Se la prepar seglGn figura en Apéndice 6.

1.4.4. Medio Kupferberg Bacto Trichomona base (Medio de Trans—

porte D)

Se preparf segln figura en el Apéndice 7.

1.5. Secuencia de Medio de Transporte utilizado por muestreo

La cantidad de esmegma prepucial recolectado durante el
muestreo es mls abundante para la'primera extraccifn del raspador,
b gue implica la posibilidad de mayor centided de T. Foetus én di
cho material, Esto beneficiaria aquel medio de transporte que recibe
a dicha muestra, por lo que se decidif cambiar el orden del medio
de transporte empleado en primer lugar en cada muestreo. De asta
forma todos los medios de transportes tendrian las mismas oportuni-

dades & lo largo de la totalidad del trabajo. (Ver esquema adjunto).

* aboratorio Roux-0Ocefa.
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Grupo N° de

de muestreos 1 2 3 q 5 6
Toros
I Orden del
trans.empleado ABCD BCDA CDAB DABC  ABCO BCDA
II DABC CDAB BCDA , ABCD DABC  CDAB

Se efectuaron asi un total de 12 muestras con una semana
de intervalo. En todos los casos se anotaba el estado de log corra-

les con respecto a presencia de tierra, barrao, heces, stc.

E1l proceso del muestreo se efectuaba en un tiempo de 30
minutos. Las muestras fueron trasladadas al laboratorio inmediata—
mente de extraidas, siendo transpartadas en una conservadora de

telgopor a temperatura ambiente.

1l.6. Medios de cultivos

Se utilizaron tres medios fraccionados esté&rilmente en vo-
ldmenes de 4 ml en envases de tapa a rosca de 7 ml de capacidad co-

rrectamente identificados.

l.6.1. Medio Thiqglicolato

Se utiliz6 el medio comercial Oxoid, cuya composicién

figura en el Apéndice 8 (Fotograffa N° 11).

1.6.2. Leche descremada

Su preparacibn es similar a la expuesta en el punto

1.4.3. (Fotograffa ne 12).

1.6.3, Medio Kupferberg Bacto Trichomona base

Fue descripto en 1.4.4. (Fotografia N° 13),

Se utilizé el medio comercial Difco.
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Los sueros de feto, bovino y equino empleados tanto
para enriquecer medios de cultivo como medios de transporte fueron
filtrados & través de membranas filtrantes Seitz grado 53 tipo L6
de 0,22 u de poro. La inactivacifn se hizo calentando a Bafio Maria,

a 56°C durante 30°',

1.6.5., Antibifticos

Los antibi6ticos empleados en los medios de cultivos
fueron pesados en una balanza electrfnica Mettler H20 y agregados

a los mismos en las cantidades especificadas para cada caso*,

1.7. Temperatura y tiempos de transporte

Las muestras una vez en el laboratorio eran puestas inmedia
tamente a refrigeracifn a 4°C, Los plazos de tiempo que se emplearon

como transporte fueron de 24 y 48 hs, a dicha temperatura,

1.8. Técnica de siembra

Cumplidas las 24 hs, de refrigeracifn las muestras se colo-
caron en tubos de vidrio cbnicos estériles de 15 ml de capacidad, cen
trifugfindose a 2,500 A.P,M, durante 15', Se extrajo 0,5 ml del sedi-
mento del medio de transporte mediante pipeta estéril de 1 ml. Este
inSculo fue sembrado en cada medio de cultivo por duplicado, E1 rema—
nente del medio de transporte fue colocado nuevamente en el tubo ds
ensayo original para ser refrigerado nuevamente 24 hs., y repetir si-
milar procedimiento de siembra al cumplirse las 48 hs. de transporte

refrigerado (Fotograffa N° 14).

Todos los medios de transporte (A-8—C~D) fueron sembrados
en medio Thioglicolato. Las muestras recolectadas en los medios de

transporte C y D fueron ademfis sembradas en sus respectivos medios

* Penicilina G. S6dica 1,000,000 U.I,Squibb, Estreptomicina Lepetit
por 1 gr y Nystatin Sigma Chemical Company.
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de cultivo por wupliicado (leche descremada para C y medio Kupferberg

para D).

De =@std forma cada muestreo de un toro fue sembrado en 16
mediosmth;cg&isaié@oljafmsdios de leche descremada y 4 medios Bacto
Kupfearbery ?Eétc“ﬁaciu un total de 144 muestras sembradas para los
6 torcs muostresdot por semana (ver a continuacifn Esquema de siembra

Tiempa de ‘Medios de Transporte

refrigeraciln.y |

4°¢ X- B C D

24 hg, 2 NTH & MTh 2 uTh 2 MTh
2 WD 2 MK

48 hs 2 MTh 2 MTH. 2 MTh 2 MTh
2 WD 2 MK

TOTAL 4 4 8 8

MTh : Medio Thisclicoleto,
MLD Madiﬁztenﬁa descromada,

MK+ Medio Kupferberg,
14

LoF, Ot cervesibr de los cultivos

wne' vez sembradas les muestras, los cultivos fueron incu-

badDSaﬁﬁQ7§S~mﬂ aerobiosis durante B dias. En dicho lapso se efectud

gunéﬁ}eéturahdiariaumadientel&§~axtracciﬁn de un ansa del medio de cul-
tivbfﬁﬁ;glamgnta»hnmogeneikgdqg'ga'abartura dei ansa empleada fue de
2 mm-de dlame;nqiﬂgx;Tatprialipeﬁogidd fue extendido sobre una super-
ficié“dﬁﬂﬁ,Eﬁc@“ﬁp«un portaobjeto realizendo la observacién mediante
un miaﬁaécapim cag montraste de fase con 100 aumentos., Cuando un cule-

tivp,resuité negativc se estandarizb el tiempo de observacifn en 1 mi-
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nuto , La confirmacifn de T. foetus se efectuf mediante la observa-
cifn de la membrana ondulante y los flagelos con lente microsclpi-

ca de 1000 aumentos (Fotograffa Ne 15),

Para svaluar la intensidad del desarrollo de T. foetus
en los diferentes medios de cultivo se utilizé una escala subjstiva
del cero al 4 gque era eguivalente a porcentajes de protozoos esti-
mados por campo microscépico del O- 25 - 50 - 75 y 100 % (Fotogra-
fia N° 16).

Se efectuaron asi 13.824 ebservaciones microscbpicas de
los 1,728 medios de cultivos sembrados durante los 12 muestreos

realizados.

1.10, Método Estadistico

La totelidad de las observaciones microschpicas de los res
pectivos cultivos fueron evaluadas segln lo expuesto en 1,9 y dichos
datos se codificaron y tabularon, Esta informacibén fue procesada me-—
diante el empleo de una computadora marca Digital modelo PDP 8/E con
que cuenta la Estacifn Experimental del INTA Balcarce, Los resultados
obtenidos de este procesamiento fueron analizados estadisticamente

mediante el método del "Ji cuadrado" (29).
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RESUWL.TADOS

l.- Anélisis total de datos para 24 y 48 hs de transporte refrige-

rado.

La totalidad de los 1728 medios de cultivos ssmbrados
carrespondieron a 1152 medios Thioglicolatos, 288 medios de leche
dascremada y 288 medios Kupferberg, los que al ser observados du-

rante 8 dias totalizaron 13824 observaciones microscépicas.

El andlisis del total de los cultivos para cada dia de
incubacién considerando los plazos de 24 y 48 hs de transporte re-
frigerado se observa en la tabla siguiente:

TABLA N° 1: Nimero y porcentaje ( ) de observaciones de cultivos

positivos para todos los Medios de Transporte segun
tiempaos de refrigeracidn y dias de observacién.

Tiempos ds
refrigeracién Dfas de observacién _
a 4°C. 1 2 3 q 5 6 7 8 X

308 517 608 636 583 454 345 247
24 hs (3s,6) (59,8) (70,3) (73,6) (67,4) (s2,5) (39,9) (e8,5) (83,%0)
a c bc b bc ad as

105 300 449 496 482 415 a3 243
48 hs  (12,1) (28,7) (51,9) (57,4) (55,7) (48 ) (@8,4) (28,1) (40,83)
a b bc bcd ked ae af

P [/ 0.05; letras iguales no difieren estadisticamente, leer en sentido ho-~
rizontal.

n = 864 cultivos para cada uno de los plazos de refrigeracién.
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El mayor numero de cultivos positivos se obtuvo en los
dias 3, 4 y 5 para las muestras previamente refrigeradas en trans-
porte por 24 hs, aunque las diferencias no fueron significativas.
Cuando el transporte fue de 48 hs los dias de mayor nimero de cul-
tivos positivos corraspondieron a 3, 4, § y 6, sin encontrarse
diferencias significativas entre ellos; aunque el dia 4 fue el de

mayor ndmero de observaciones positivas.

El promedio de cultivos positivos para las muestras con
24 hs de transporte fue de 53,50% y 40,83% para las 48 hs, siendo
las diferencias significativas (P / 0.05). Los porcentuales fueron
menores para todos los dias de incubacién cuando sl transports

de los medios se hizo por 48 hs.

Anélisis de Ji cuadrado de los datos de la Tabla N° 1

( ) Fuente de variacién Grados de libertad valor Ji cuadrado
*
Factor 1 1 117,70
Factor 2 ? 626,68*
Interaccibn 1 x 2 ? 60,32*

* P [_0.0S. Total general de datos 13824; total general de positi-
vos 6520.

(¥#) Las fuentes variaron segin las combinaciones empleadas para ca-
da caso siendo los dias de incubacién, plazos de refrigeracién
o0 medios de transporte y cultivos y las diferentes interaccio-

nes entre si.
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Grafico N21 - PORCENTAJE DE OBSERVACIONES DE CULTIVOS POSITIVOS PARA
TODOS LOS MEDIOS DE TRANSPORTE EN DOS PLAZOS DE
REFRIGERACION SEGUN DIAS DE OBSERYACION.

7 I]]]]]ﬂht REFRIGERACION
ZEIY B

4
Digs de obgervacidn

€l Gréfico 1 permite apreciar las diferencias entre los
plazos de refrigeracién y la evolucién de los cultivos segun los

dias de incubacién.

2.~ Comparacién de los cuatro Medios de Transporte svaluados en

medio Thioglicolato.

Cada uno de los cuatro medios de transports (A, B, C, D)
refrigerados a 4°C durante 24 y 48 hs, fueron sembrados en 144 me-
dios Thioglicolatos y se incubaron durante 8 dias, lo que ﬁizo un
total de 1152 observaciones para cada medio de transporte y en ca-
da plazo de refrigeracién (24 y 48 hs). Al analizar los promedios de
las observaciones positivas para los cuatro medios de transporte,
se obtuvo 50,53% para el periodo de 24 hs de refrigeraci6n y 36%
cuando el mismo fue de 48 hs, siendo ambas diferencias estadistica-

mente significativas (P / 0.05).

La Tabla N° 2 muestra el total de observaciones positivas
de los cuatro medios de transporte, evaluadas segun el medio Thiogli-

colato.
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TABLA N¢ 2: Comparacidn de cuatro Medios de Transporte (A, 8, C,

D) refrigerados por 24 y 48 hs a 4°C, evaluados segin

ndmero y porcentaje ( ) del total de observeciones mi-

croscépicas positivas en medio Thioglicolato durante

8 dias.
Medios de Tiempo de refrigeracién a 4°C
Transporte. 24 hs 48 hs
A 505 (43,84) 390 (33,85)
B 479 (41,58) 184 (15,97)
C 680 (59,03) 572 (49,65)
0 655 (56,865) 513 (44,53)
X = (50,33) (3 ) |

P /_ 0.05; n = 1152 observaciones para cada Medio de Transporta y

en cada plazo de refrigeracidn.

Las diferencias fueron significativas entre cada Medio

de Transporte y en los dos plazos de tiempos (P /_0.05).

De la misma surge que el medio de transporte leche des—-

cremada (C) fue el més eficiente para los dos plazos de refrigera-

cibn, siguiéndole luego el transporte en medio Kuperferberg (D);

luego la solucidn fisioldgica tamponada (A), siendo la solucién

Ringer lactato (B) el de menor eficiencia, especialmente al emplear—

lo como transporte durante 48 hs.

En la Tabla N° 3 se observa la distribucidén de muestras

positivas para cada transporte, con 24 hs de refrigeracién, segin

dias de observacién.



TABLA N° 3: Comparacién entre Medios de Transparte (A, 8, C, D)
refrigerados por 24 hs a 4°C, sxpresadas como obser-

vacionas positivas en medio Thioglicolato.

— D ™

Medios de Dias de ops?rvacién . ;
Transporte. 1 2 3 4 5 6 97 8
A 81 83 90 91 77 56 33 24

ab a ab ab _a a a a

B8 34 59 80 87?7 78 65 47 29

a a a a a ab a

c 69 102 117 124 112 73 51 2

b a b c b a b a

D 59 99 112 118 109 73 50 35

b a b bc b a ab a

P [_0.05; letras iguales no difieren estad{sticamente, leer en sen=
tido vertical.

n = 144 cultivos para cada uno de los Medios de Transporte

Asf en el primer dfa de lectura los medios de transporte
A y B no difieren entre si{ como tampoco D, C y A. El cuarto dia
correspondié al de mayor ndmero de cultivos positivaos para todos
los transportes, mientras que al 8° dfa todos los transportes
llegaron con un nimero de cultivos positivos similar y no signifi-

cativo.

La Tabla N° 4 permite ver los resultados de cultivos po-
sitivos con 48 hs de transporte refrigerado. Se observa un compor—
tamiento similar entre los medios de transporte C y D, los que no
difieren entre si en ninguno de los 8 dfas. Nuevaments el cuarto
dfa fue el de mayor nimero de cultivos positivos para los cuatro

medios de transporte. El medio B difiere de todos los demés hastg
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el 6° dfa inclusive. (P / 0.05)

TABLA N° 4: Comparacién entre Medios de Transporte (A, B, C, D)
refrigerados por 48 hs a 4°C, expresados como observa-

ciones positivas en medio Thioglicolato.

Medios de Dias de observacidn

Transporte. 1 2 3 4q 5 6 7 8
A 24 44 69 75 69 53 35 21

a a a a a a a a
B8 2 16 31 36 34 27 23 15

a a
(0 19 66 96 102 100 a3 62 a4
a b b b b b b b
D 29 58 a2 91 87 73 56 3?7
a ab ab ab ab ab b b

P [/ 0.05 letras igualss no difieren estadisticamente, leer en sen-
tido vertical.

n = 144 cultivos para cada uno de los Medios de Transparte.
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Andlisis por Ji cuadrado de las Tablas Nos. 2, 3 y 4.

Fuente de variacién Grados de libertad Valor Ji cuadrado
*
Factor 1 3 215,72
Factor 2 1 108,83*
Interaccidn 1 x 2 3 22,74*
Factor 3 ? 487094f
Interaccién 1 x 3 21 a1,77
Interaccién 2 x 3 ? 52,73*

* P [_0.05 total general de datos 9216, total general de cultivos

positivos 3978.

Los datos de las Tablas Nos. 3 y 4 se graficaron, lo que
permite apreciar la mayor eficiencia del Medio de Transporte C
en ambos plazos de transporte. La tendencia de todos los cultivos
fue similar para cada transporte, dando curvas con pico mds marca—
do para el plazo de 24 hs, correspondiendo al mayor ndmero de culti-

vos positivos.

Grfioo N2 - MEDIOS DE TRANSPORTES (A-B-C-D) REFRIGERADOS POR 24 hs, y 48 hs.,
CULTIVADOS EN MEDIO THIOGLICOLATO, EXPRESADOS COMO CULTIVOS POSITIVOS
DURANTE 8 DIAS DE OBSERVACIONES.

wo{  Refrigerseion a 49C duarie 24 b wo{  Befrgeracicn a4+ C durante 48hs,
130 4 30
120 70
10 10 4

N® de Cultivos positives
s3e28
N
\

N? de Cultivos positivos
$3%%8

.
\)

l

!/
V/
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3.~ Medio de Transporte Leche Descremada (C) sembrado en medio

leche descremada y en medio Thioglicolato.

Cuando el medio de transporte C (Leche Descremada) fue
sembrado en el medio leche descremada se obtuviaron los datos con-
signados en la Tabla N° S, los que incluyen también &l tipo de

desarrollo obtenido.

81 bien no existieron diferencias significativas sntre
los cultivos positivos de los dies 2, 3, 4, 5, 6 y 7 para mues-
tras transportadas durante 24 hs correspondi§ al cuarto dfa el de
mayar ndmero de cultivos positivos. Cuando el transporte fue de
48 hs 8l ndmero de cultivos positivos no tuvo diferencias entre

los dfas 3, 4, 5, 6 y 7, aunque los dias 4 y 5 tuvieron el mayor
ndmera- (P $0.08).

La intensidad de crecimiento 100 (+++) fus méxima en el
4° dia para ambos plazos de transporte, siguiéndole sl quinto dia

de observacifin.
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Al emplear el Medio de Transporte "C" sembrado an sl
medio Thioglicolato los datos obtenidos as{ como los diferentes

tipos de desarrolloc se expresan en la Tabla N° 6.



*BuI0g TenSt
ap sy gy A Is aIjua sy 2 ap sojep SOl uogqeJedwod 3s {a3usawedT3STpe3sa ualaT4Ip OU saTenSt SBJI3aT SO0°0 lw d

*sy gy A p2 eaed SOATITNA ppT = u

%OOT(+++) '%6e 7 (+++) os 7 (++) sz~ ] (+)

(=)

ou uw 1 w ] w > w E] E] ~ 1 *sonT3Tsad
144 ct a9 15 €8 A 00T 2IT 2ot vct 96 LTT 99 c0tT 6T 69 SoAT3IN3 TBj0)

2 - 9 € €T S 6T 61 S2 9 8 (T - - = == (++++)
6 S vT 9 €T vt 8T 8l 02 €& 2& 66€e — 11 29— @ -— (++)
2 6 1)§ Tt 91 €T L2 8T 82 02 ST ve L 92 - —_ (++)

1€ 8T P 1€ 187/ 187 o€ LS 62 GE 1S LE 65 9 61 69 ()

5174 ve By ve =174 ve 15174 ve 1514 ve av ve 51% ve 517 ve *OTTo4IeS3p
8 A 9 S v £ v T
upToesabTa4ad ap sozeTd A ugTIBNdasqo sp sBIQ] 3p pepisuajuy

*UQTOBNAJISSqO Sp SEIp g US OTTOJJEesSp ap pepIsusjuy 3 sSonT3TSod SoNTRTNI ap oJgawnu unbas

038T09TTB0TY] OTPaw us OpeNTBAd Job ® SY 8y A p2 400 opedaabtajag 0, 83J0dsusal ap OTpay :9 oN Vvl



86.~

E1l nimero de cultivos positivos fue méximo en el dia
4°, sin embargo no existieron diferencias significativas entre
los dias 2, 3, 4 y 5 para muestras transportadas durante 24 hs;
cuando el transporte fue de 48 hs tampoco existieron diferencias

significativas entre los dfas 3, 4, S5y 6 (P $0.05).

Fl Grdfico N° 3 permite apreciar el comportamiento

del Medio de Transporte leche descremada (C) ewvaluado en los dos
medios de cultivos utilizados. En la parte superior se aprecia

el total de cultivos positivos para cada medio de cultivo, notan—
do un mayor ndmero en el medio leche descremada para ambos plazaos
de refrigeracién. La intensidad de desarrollc varia en cada medio,
pero es marcada la mayor permanencia de los cultivos con (+++) y
(++++) en los plazos de 24 hs para la leche descremada. El1 medio
Thioglicolato en la méxima intensidad (++++) hace una curva en

pico y luego cae por agotarse mucho mds répidamente.
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Los cultivos con intensidad de desarrollo 100 fueron mé-

ximos en el dia 4° de incubaci6n.

Al comparar el total de cultivos del Medio de Transporte
C sembrado en medio leche descremada con respecto al sembrado an
el medio Thioglicolato, para cada dia de observacién y tiempo de
transporte, s6lo se obtuvieron diferencias significativas
(P /_0.05) pare los dias 6, 7 y 8 con transporte de 24 hs, mien-
tras que al emplear 48 hs de transporte las diferencias fueron sig-

nificativas los dfas 7 y 8 de observacién (P / 0.05).

Al analizar la totalidad de las cbservaciongs positivas,
el Medio de Transporte leche descremada (C) fue significativamen-
te mas eficiente al ser sembrado en el medio leche descremada que
en medio Thioglicolato para los daos plazos de transporte. Asi se
obtuvieron 1561 chserveaciones positivas (67,75%) para el Transpor-
te C cultivado en leche descremada contra 1252 observacionss posi-
tivas del medio Thioglicolato (54,34%) de un total de 2304 obser-

vaciones hechas para los dos plazos de transporte (P /_ 0.05).

Andlisis por Ji cuadrado da los datos de las Tablas Nos. 5 y 6,

Fuente de variacién Grado de libertad Valor Ji cuadradp
Factor 1 1 33,94*
Fagtor 2 1 23,12*

Interaccifn 1 x 2 1 0,54
Factor 3 7 227,99*
Interaccién 1 x 3 ? 25,89*
Interacci6n 2 x 3 7 31,11*

* P / 0.05 total general de datos:4608; total general positivos
2813.
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4.- Medio de Transporte Kupferberg [D) sembrado en medio Kupferberg

y en medio Thioglicaolatao.

El Medio de Transporte D al ser cultivado en el medio
de Kupferberg arrojd los resultados que se aprecian en la Tabla

N° 7.
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Los dias de mayor nlmero de cbservaciones positives para
24 hs de transporte correspondieron al 2, 3, 4, S y 6, siendo el
40 dia el de mayor nimero, aunque las diferencias entre dichos dias
no fueron significativas. Cuando el tiempo de transporte fue de 48
hs los dias de mayor nlmerc de positivos fuerori el 3, 4, 5, 6 y 7 sin
existir diferenclas entre ellos, sunque el 5° dia fue el de superior

némero de positivos (P} 0.05).

La intensidad de crecimiento se caracterizé por ser pocos
los cultivos con 50% o més de desarrollo y sflo dos cultivos llega-

ron al méximo de crecimiento en los dfas 4 y 6 de incubacibn.

Cuando el medio de Transporte "D" fue sembrado esn el me—

dio Thioglicolato los datos aobtenidos se muestran en la Tabla N 8.



92,-

*BWJo §

TenSt ap ‘sy By A JS aa3ua Sy p2 3p SO3Ep SOT uogededwoa as f3qusweoTylSIpe}Se ualaTyTp ou satenfit sed3aT S0°0 Mm

sy gp £ p2 vaed SOATITNI tHT =u

%00T (+++) ‘6e 7 (+++) ‘dos 7 (+) ez 7 (*)

u 3 3 wt T T y T y T y w y u ft

LE =) 95 oS €¢ €L L8 60T 16 oIt 28 2IT 8Ss 66 62 65 sonT3tsod
SOAT3TNI Te30L

- 1 v 2 S ¢ 9 ST 6T v 0T 9t - - - - (++++)

S 2 9 1 ¢ S €T 9T B8 ¢2 9T 8 1 v - - (+++)

9 S AT vT €1 Lt 6T s2 8T €2 ot G2 6 ve - - (++)

92 2 62 €€ av o 6v €S sy v = £p =1 T 62 65 (+)

gy 2 8y ve 8Y e gy ve gy 2 = ve =) v2 ev e

8 A OTT0IIBS3p 3p
ugToeJabtagaa ap sozeld A ugroenzasqo ap seyd peptsuajul

‘UgTOBAISSqO 3p SEJp g U3 OTTOJLJESap 3p PepTSuUajuUT @ SONT]ITSOd SOATITM ap oJ3wnu
upBas ojerTooTTboTyl OTPaw 138 ua opentens Jep B 'Sy gy—p2 J0d opesablajax =op 33Jodsund) 3p OTPSW g oN YIBVL



93.-

Los dias de mayor ndmero de cultivos positivos para
24 hs de transporte fueron 2, 3, 4 y 5; sin existir diferencias
significativas entre si (P j}jJJJS), cuando el transporte se efec-
tué por 48 hs dichos dias correspondieron al 3, 4, 5 y 6 sin exis~
tir diferencias sstadisticas entre s{. Ds todas formas, para ambas
plazos de transporte, el cuarto dia fus el de mayor nimero de cul-

tivos positivos.

El Medio de Transporte D al ser sembrado en medio Thio-~
glicolato tuvo mejor desempsfio ubteniéndose mayor nUmero de culti=
vos con intensidades del 100%, los que correspondisron al 4to. dia

de incubacidn para ambos plazos.

Cuando se analizaron la totalidad de los datos del
Transporte D sembrados en medio Kupferberg tuvo menor eficiencia
que al sembrarse en el medio Thioglicolato, asi de 2.304 observa-
ciones microscépicas efectuadas se abtuvieron 977 positivas
(42,40%) en el medio Kupferberg,contra 1.168 (50,69%) al ser sem—
brados en el medio Thioglicolato siendo ambas diferencias signi-
ficativas (P / 0.05). Los mismos corresponden a la sumatoria de

los cultivos de ambos plazos de transporte empleados.

Cuando se analizaron individualmente los datos para
24 y 48 hs el Transporte D sembrado en medio Kupferberg no tuvo
diferencias significativas, se obtuvieron 525 observaciones posi-
tivas (45,57%) contra 452 (39,24%) para 24 y 48 hs respectiva-
mente, de un total de 1.152 observaciones hechas para cada plazo

de tiempo (P » 0.05).



94,

El Medio de Transporte D sembrado en medio Thioglicolato
tuvo una eficiencia mayor, siendo mejores los resultados para 24 hs
de transporte, 655 (S6,80%) que para 48 hs, 513 (44,53%), siendo
ambas difersncias significativas (P /_0.05), de un total de 1152

observaciones para cada plazo de transports.

Finalmente al comparar los cultivos positivos para sl
caso de sembrarse el Medio de Transporte D en sl medio Kupferberg
0 en el medio Thioglicolato y analizarse por dia,las diferencias
fueron significativas en los dias 1, 2, 3 y 4 para las muestras
transportadas durante 24 hs, mientras que en el transporte por

48 hs lo fueraon en el primer dia solamente.

Andlisis por Ji cuadrado de los datos de las Tablas N® 7 y 8

Fuente de variacién Grados de libertad Valor Ji cuadrado
*

Factor 1 1 17,01

Factor 2 1 21,55*

Interaccién 1 x 2 1 2,22

Factor 3 7 211,57*

Interaccién 1 x 3 ? 21,61*

Interaccién 2 x 3 ? 16,06*

* P [_D.DS, total general de datos 46b8, total gensral positivos
2145,

El Grédfico N° 4 permite ver las curvas de los cultivos
del Medib de Transporte D al ser sembrado en los medios Kupferberg

y medio Thioylicolato.
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En la parte superior del gréfico se observan los tota-—
les de los cultivos para ambos medios, siendo evidente el mayor

ndmero en el medioc Thiogylicoluto.

Al comparar las diferentes intensidades de desarrollo
se observa escaso crecimiento en el medio Kupferberg donde casi
no existieron cultivos con el méximo de desarrollo. En el medio
Thioglicolato en cambio la eficiencia fue superior, especialmente
en las intensidades de (++), (+++) y (++++) para ambos plazos de

transporte refrigerado.
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Grafico N24- MEDIO DE TRANSPORTE ‘D' REFRIGERADO POR 24y48hs,
A 48C EVALUADO EN DOS MEDIOS DE CULTIVOS (MK yMT)
SEGUN NUMERO DE CULTIVOS POSITIVOS E INTENSIDAD
DE DESARROLLO EN 8 DIAS DE OBSERVACION.
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5.~ Combinaciones de Medios de Transportes y medios de cultivos

L]
analizados segun dia de mayor nimero de cultivos positivos.

Al efectuar el andlisis de datos teniendo en cuenta
las combinaciones posibles de Medios de Transporte con los medios
de cultivos, pero evaluados segin el dia de incubacién de mayar
nimero de cultivos positivos, se obtuvieron los resultados e>pre—

sados en la Tabla N° 9.



TABLA N° 9:{N6mero y porcentaje ( ) de cultivos positivos resul-

tantes de la combinacién de Medios de Transporte (A,

B, C, D) refrigerados por 24 y 48 hs a 4°C en tres

medios de cultivo. Se evaldan considerando el dia de

mayor nimero de cultivos.positivos.

98.-

Combinaciones de
Medios de Trans.
y medios de cul-

Plazos de refrigeracién a 4°C

tivos. 24 hs 48 hs

A/MTh 91 (63,19) abc 71 (52,08) e
B/MTh 87 (60,42 ac 36 (25 )

C/MTh 124 (86,11) b d 102 (70,83) efg
C/MD 130 (90,28) d 113 (78,47) g
D/MTh 118 (81,94) bcd 91 (63,19) efg
/MK 86 (59,72) ¢ 79 (54,86) ef

n = 144 cultivos para cada combinacifn y plazo de transporte efec—~
tuados; P /_ 0.05; letras iguales no difieren estadisticamente;
deben leerse en sentido wvertical.
MTh = Medio Thioglicolato; MLD = Medio Leche Descremada; MK = Medio

Kupferberg.
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Al comparar los datos de cada combinacifn para los cultivps
de 24 hs. de transporte con los de 48 hs., la Gnica combinacién que

difirié fue el Transporte B en el medio Thioglicolato (FjFO.DS).

Del mismo surge que si bien la combinacifén del Medio de Trans
porte C cultivado en leche descremada obtuvo el mayor porcentaje de cul
tivos positivos, las diferenclas no fueron significativas al compararle
con el transporte C/medio Thioglicolato. ni con el Transparte D sembrado
en medio Thioglicolato, tanto para las 24 como para las 48 he. de trans

porte (P)0.05).

Anflisis por Ji cuadrado de los datos de la Tabla 9.

Fuente de variacién Grados de libertad valores de Ji cuadrado
Factor 1 5 53,77%
Factor 2 1 17,31*
Interaccifn 1 x 2 5 6,05

* PL 0.05; total general de datos 1728; total general de positivos
1132,

El Gr&fico N° 5 muestra las distintas combinaciones en los
dos plazos de tiempo de refrigeracifin. Aunque los mejores porcentajes '~
se obtuvieron con las combinaciones de los transportes C/MTh, C/MLD
y D/MTh las diferencias no fueron significativas para ningunc de e~

1llos en ambos plazos de tiempo.
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Grafico N5 - PORCENTAJE DE EFICIENCIA DE LAS COMBINACIONES DE
MEDIOS DE TRANSPORTE (A-B-C-D, REFRIGERADOS POR
24y48hs. a 42C) Y MEDIOS DE CULTIVOS,
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Combinacion de M.de Transportes y Medias de Cultivos

6.— Grupos de toros con infeccidn natural y artificial. Datos re-

feridos a medios de transporte y cultivos.

Considerando las mejores combinaciones de Medios de
Transporte y medios de cultivos, se analizaron los datos corres-
pondientes a los grupos de toros I (Infeccidn artificial) y II
(Infecci6n natural). Para ello se emplearon las observaciones
positivas de los Medios de Transporte C sembrado en leche descrs—
mada y en medio Thioglicolato para ambos grupos de toros, solo
en las primeras 24 hs de transporte, par considerarse el perfodo

de tiempo de mayor eficiencia.

Los datos referentes al grupo de toros con infeccidn

artificial se detallan en la Tabla N° 10.
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IABLA NS 10: Grupo I (Toros con Infeccién Artificial). Evalua-
cién segln ndmero de observaciones positivas duran-
te 8 dias de dos Medios de Transporte (C y D) refri-
gerados a 4°C por 24 hs-y sembrados en dos mediocs

de cultivos (M.D y MTh)

Cominaciones

de Medios de Dias de observacidn
Trans. y cul-

tivo. 1 2 3 4 5 6 7 8 n
C/MTh 14 35 49 56 83 42 30 17 72
c/MD 14 47 61 65 64 59 53 a5 72
D/MTh 19 47 58 61 60 45 33 12 7

MTh = Medio Thioglicolato.
M_.D = Medio Leche Descremada

El Grupo II (Infeccién Natural) se evalud segin lo
refleja la Tabla N° 1l.



TABLA N° 11: Grupo II (Toros con Infeccidn Natural). Evaluacién

segdn numero de observaciones positivas durante 8
dfas de dos Medios de Transporte (C y D) refrigera-

dos a 4°C por 24 hs. y sembrados en dos medios de

cultivos (M.D y MTh).

102.-

Combinaciones

de Medios de Dias de observacidén
Transporte y

cultivo. 1 2 3 4 6 ? 8 n
C/MTh 55 67 66 68 59 3l 21 15 72
C/MLD 50 64 66 65 60 55 50 a5 72
D/MTh 40 52 54 55 49 28 17 13 72
M_D = Medio Leche Descremada

MTh = Medio Thioglicolato

Al analizar la totalidad de las observaciones positivas

para cada grupo de toros segin los dfas de observacién se obtu-

vieron diferencias significativas (P / 0.05) en los dfas 1y 2,

siendo mayor el numero de cultivas positivos en sl grupo de toros

con infeccién natural lo que indicaria una mayor poblacién de

flagelados en dichos animales.
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En el Grdfico N° 6 se observan las curvas para ambos
grupos de toros, noténdose el mayor nimero de cultivos positivos
con due inicia el desarrollo para el grupo con infeccidn natural,
lo que indicaria mayor poblacién de flagelados, esto hace que
luego de logrado el médximo de crecimiento en las combinaciones
que tienen medio Thioglicolato la caida es brusca, mientras que
en leche descremada es mds tenue dicho descensa. Para ambos

grupos este hecho ocurre luego del quinto dia de incubacién.

Grraifico N6 - EVALUACION SEGUN NUMERO DE OBSERVACIONES
POSITIVAS DURANTE 8 DIAS DE DOS MEDIOS DE
TRANSPORTE (CyD) REFRIGERADOS A 49C POR
24 hs Y SEMBRADOS EN MEDIO LECHE DESCREMADA
Y MEDIO THIOGLICOLATO (MLD yMT)

GRUPO 1 (Toros con Infeccién Artificial )
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Cuando se compararon la totalidad de las observacionas
positivas de las tres combinaciones analizadas del Grupo I (In-
feccién Artificial) con el Grupo II (Infeccién Natural) sobre
un total de 1728 observaciones efectuadas para cada grupo se
obtuvieron 1039 (60,13%) observaciones para el Grupo I y 1148
(66,44%) para el Grupo II, siendo ambas diferencias significati-
vas (P /_ 0.05). Esta diferencia confirmarfa la mayor poblacién
de T. foetus existente en toros con infeccién natural con respec-

to a aguellos infectados artificialmente.

En la Tabla siguiente se expresan los resultados ds
576 abservaciones microscdpicas correspondientes a los 72 medios
de cultivos observados.durante 8 dias, para cada combinacién de

medios y para cada grupo de toraos.
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TABLA N° 12: Nimero y porcentaje ( ) de observaciones microscé-
picas positivas durante 8 dias, de dos medios de
transporte (C y D) refrigerados por 24 hs a 4°C

y sembrados en dos medios de cultivos (MLD y MTh).

Grupo de toros Combinacién de Medios de Transporte
y .medios de cultivos
C/MTh C/M.D D/MTh
Grupo I 296 (51,39) 408 (70,83) 335 (58,16)
(Infeccidn Artif.) a b abe
Grupo II 384 (66,67) 456 (79,17) 308 (53,42)
(Infeccidn Nat. ) c c e

n = 576 para cada combinacién y grupo de toros.

P [_ 0.05 letras iguales nao difieren estadfgticamente entre si;
deben leerse en ambos sentidos.

MO = Medio Leche Descremada

MTh = Medio Thioglicolata

Para el Grupo I no existieron diferencias significativas
(P »0.05) entre las combinaciones del Medio de Transporte C/M.D
con el Medioc de Transporte D/MTh, aungue el mayor porcentaje co-
rrespondié a la primera combinacién citadajtampoco existisron di-

ferencias entre C/MTh y D/MTh.
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En el Grupo 11 en cambio no existieron diferencias
significativas entre las combinaciones C/MTh y C/MLD siendo esta
Gltima la combinacién de mayor porcentaje de positivos, &l Medio
de Transparte D/MTh fue el de menor eficiencia.

Cuando se compararon los comportamientos de cada combi-
nacidn segin grupo de toros las combinaciones C/MTh y C/MLD difi-
rieron estadisticamente (P [_0.05) entre los Grupos I y II; mien-
tras que no se obtuvieron diferencias significativas entre ambos

grupos con la combinacién D/MTh (P 3 0.05).

Andlisis por Ji cuadrado de los datos de las Tablas N° 10, 11 y 12.

Fuente de variacién Grado de libertad Valor Ji cuadrado
*
Factor 1 1 5.95
Factor 2 2 39,43*
Interaccién 1 x 2 2 9,04*
Factor 3 ? 186,40*
Interaccidén 1 x 3 7 49,13*
Interaccibn 2 x 3 14 2?.95*

% p / 0.05; total general de datos 3456; total general de positi-
vos 2187

7.- Consideraciones sobre condiciones de muestreo y comportamisnto

de medios de cultivos.

Cabe consignar algunos datos referentes a los muestreos
y medios de cultivos. La totalidad de los muestreos se sfectuaron
con buenas condiciones climédticas y por ende no existié barro en
los corrales. E1 ndmero de muestras con heces o tierra fue escaso
aunque no se disponen de datos que estadisticamente se puedan

correlacionar con el comportamiento en los medios de cultivos.
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Algunos medios de leche descremada solian coagular
luego de llegar a la médxima intensidad de crecimiento y perma-
necfan asf durante dos dfas, aungue otros lo hacian por accién
bacteriana. La contaminacién con Pseudomona aeruginosa, se observd
en pocos cultivos dédndole una coloracién verde tipica especialmen-—
te sobre el final del periodo de incubacién,; cuando las concen—

traciones activas de antibidticos habian decaido.

Con el medio Thioglicolato se obtuvo sismpre una imagen
microscépica clara; la maxima intensidad de desarrocllo era manteni-
da por 48 hs, agotdndose répidamente. Asi mismo los contaminantes
bacterianos competian con los protozeos, y por ser un medio muy
rico en nutrientes no siempre los antibidticos lograban una

buena inhibicidn.

El medio Kupferberg daba una buena imagen a la observa-
cidn microscépica aunque la intensidad de crecimiento fue siempre

baja, algunos cultivos se contaminaron @n hongos.

El comportamiento atipico de algunos cultivos ocurrié

Cdn una incidencia baja, sobre 1728 medios de cultivos sembrados

solamente 11 (0,63%) dieron positivo Unicamente en un dfa de incu-
bacién. Asimismo, 61 cultivos (3,53%) fueron positivos recién a
partir del 5° dia de incubacién con el siguiente detalle: 38; 14,6

y 3 respectivamente para los dias 5, 6, 7 y 8 de incubacién.

De los tres medios de cultivos empleados el Kupferberg
tuva 7,29% de cultivos que dieron positivos luego del 5° dia de
incubacién; mientras gue para los medios Thioglicolato y leche

descremada ese porcentaje fue del 2,77%.
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DISCUSION

La infeccidn experimantal en taros con T. foetus ha
tenido resultados dispares segin los autores, existiendo diversos
factores como susceptibilidad individual, tipo de cultivo emplea-
do, cantidad de pasajes de las cepas, caracteristicas del inéculo,

etc., que pueden hacer fracasar el intento.

En este trabajo la totalidad de los toros se infecta-
ron luego de tres descargas intraprepuciales con cultivos de cepas
de aislamiento reciente, coincidiendo con lo expresado por Clark
y col.(24) que se necesita un minimo de 106 células viables para
infectar a toros de 3 a 6 afios de edad; aungue dichos autores em—
plearon menores voldmenes que en este ensayo. Todorovic y Mc Nutt
(117) tuvieron éxito al infectar artificialments a 4 toros emplean—
do voldmenes de 50 a 120 ml con 106/m1 células viables de T. foetus,
efectuando también inoculaciones repetidas para lograr tal fin.
Stoessel y Haberkorn (109) infectaron a 12 de 15 toros A. Angus da
3a 9‘aﬁos de edad, mediante la primo descarga de un cultivo de
20 ml de Trichomona medio Oxoid con 2 x 104/m1 células viables.

Las sucesivas reinfecciones en los otros 3 toras fracasaron, auin
cuando los indculos llegaron hasta 2 x 107 células viables de T.

foetus. \

Parsonson y col. (88) establecieron la infeccién en 12
toros Hereford de 2 a 7 afios de edad mediante la introduccién de un
cultivo intraprepucial. Hammond y Bartlett (57) infectaron sélo a
2 da 6 toros luego de introducir material de lavajs vaginal de hem-

3 6
bras infectadas conteniendo 3 x 10 a 3 x 10 /ml de células viables.
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En otro trabajo pudieron infectar a 3 toros sobre 3 con similar

técnica (58).

Murnane (8l) fracasé al querer infectar 3 toros j6ve-
nes con cepas de T. foetus variedad Belfast y Manley repicadas
durante un afo in vitro, dichos toros adquirieron la enfermedad
al servir hembras infectadas . Gasparini y col. (52) lograron in-
fectar a 1 de B toros, mediante la introduccién de cultivos de
T. faetus intraprepucial. Sin embargo al inocular material de lava-
Jje prepucial de un toro infectado lograron establecer la infeccién
en el resto, necesitando para ello un promedio de 2,75 inoculacio-
nes. Elder y Hall (46) infectaron sdlo 1 toro de 8 (7 Shorthorn de
2 afios y 1 Hereford de 8 afios) mediante la introduccidn de cultivos
de T. foetus variedad Brisbane a razén de 2 a 7 x 106 viables con

24 hs de crecimiento. Emplearon cepas de aislamiento reciente y

otras con 80 pasajes in vitrao.

Segin Clark y col. (23, 24) los toros j6venes (1-2 afios)
serfan menos susceptibles. Estos autores sélo lograron infectar a
3 toros de 19 de 1 a 2 afos, mientras que T. foetus fue establecida
en 12 de 13 toros de 3 a 7 afios. Sin embargo otros autores estable—

cieron la infeccién en animales de 2 afios (46, 58, 88, 117).

La duracidn de la infeccién seria menor en animales j&6-
venes e incluso temporaria (21), aunque Hammond y Barlett (58) ci-
taron que toros de 16 a 18 meses de edad experimentalmente infecta-
dos, permanecieron positivos durante 6 meses y 1 afo respectivamente
Elder y Hall (46) citaron el caso de un toro de 2 afios de adad gue

porté la infeccién durante 59 semanas.



110.~

En este trabajo los toros artificialmente infectados
permanecieron positivos durante el tiempo que demandaron los mues—

treoa.

La poblacién de T. foetus a nivel prepucial es muy va-
riable y estd sujeta a diversos factores; Bartlett y cul.(?) pu-
sieron énfasis en la escasa poblacién de flagelados lo que puede
hacer fracasar los métodos de muestreo. El comportamiento indi-
vidual de los toros seria la causa por la cual las variaciones
son tan amplias. Laos autores obtuvieron de 10 toros infectados 800
muestras, siendo el porcentaje de muestras positivas entre 45 y 85%
en 8 toros, mientras que los dos toros restantes tuvieron una con-
ducta atipica con 19,5 y 8,5% de muestras positivas respectivamen-
te. Los cambios poblacionales de T. foetus en cavidad prepucial
se producirfan cada 5 a 10 dfas (59) lo que serfa importante para
la periodicidad del muestreo y justificaria las diferencias indi-

viduales de concentracién de flagelados (7, 21, 58).

Stoessel y Haberkorn (109) mencionaron que la pablacién
de T. foetus en cavidad prepucial seria similar a la observacidn di-
recta en cada muestreo, existiendo variaciones en la poblacidn in-

dividual de los toraos.

Todorovic y Mc Nutt (117) mencionaron la costumbre de
los toros de raza Aberdean Angus de protruir su pene y prepucio,
aumentando considerablemente la contaminacidén con heces y tierra,
lo cual ss frecuente de ver y fue confirmado en este ensayo, no

habiéndose observado tal actitud en el toro de raza Hereford.
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El corte de pelos de la abertura prepucial es importan-
te cuando el método de muestreo usado es el raspador torneado, pues
se evitan contaminantes frecuentes al introducir el instrumento en
la cavidad, no siendo prédctica la higiene con agua y jabdn como fue

indicado por algunos autores (40, 84, 113).

El empleo del raspador torneado aporta un elemento préc-
tico en las condiciones de muestreo en nuestro medio siendo su uso
muy extendido en la actuallidad. Resultan llamativos los resultados
obtenidas por Ostrowski y col.(85)} al comparar distintos métodos
de muestreos, obtienen una eficiencia del 0% para el raspador
torneado y 41,6% para el raspador a resorte, contrastando estos
resultados con los mencionados en una publicacidén anterior (84)
donde la eficiencia del raspador a resorte fue similar a otros
métodos. Tedesco y col. (115) usaron un raspador torneado de
mayores dimensiones que el empleado en este trabajo y lo comparan
con el método de la pipeta; obtuvieron diferencias & favor del
raspador en las muestras observadas en forma directa pero al cul-
tivarlas en faorma inmediata los resultados fueron similares para
ambos métodos. Al refrigerar las muestras por mds de 48 hs la su-
perioridad fue para las muestras extraidas con raspador. También
Baez Kohn (6) lo empled con buenos resultados. Ultimamente Villa
(119) empled un raspador torneado similar al utilizado en este
trabajo y la eficiencia fue menor (87,5%) para el método del ras-

pador al compararlo con la pipeta (100%).
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Los resultados de otros autores estdn referidos al ras-
pador a resorte, de diferentes dimensiones y estructura (40, 84,

110).

La refrigeracidn de las muestras a 4°C luego de extrai-
das hasta su observacién o cultivo ulterior fue aconsejado por
Bartlett y col.(7, 9). Fitzgerald y col. (49) obtuvieron mejores
resultados al refrigerar las muestras a 4°C por 12, 24 y 48 hs con
respecto a otras mantenidas a temperatura ambiente, donde la eficien-
cia fue mucho menor. Contrariamente Todorovic y Mc Nutt (117), tu-
vieron mayar recuperacién al conservar las muestras a temperatura
ambiente (22-24°C) en medios de leche descremada y Plastridge modi-
ficado con respecto a otras que fueron refrigeradas por 24 hs y pos-
teriormente incubadas a 37°C. Stoessel (107) también prefirié la
refrigeracién de muestras sembradas en el medio Trichomona Oxoid
hasta 72 hs y posterior incubacién a 37°C, cuando las circunstan-
cias as{ 1o exigieron, siendo sus resultados buenos. Villa (119)
.utiliz6 temperaturas de transporte variables (S a 25°C) durante
36 hs en el medio Trichomona Oxcid con buenos resultados, aunque
no efectué estudios comparativos. Tedesco y col. (115) tuvieron
excelentes resultados al refrigerar las mugstras a 4°C durante

24, 48 y 72 hs.

Kimsey y ool. (65) también lograron una eficiencia
muy superior al refrigerar las muestras a 4°C que al transportar—

las a temperatura ambiente (26°C).
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El empleo de la solucidn fisiolégica tamponada con la
adicidn de 5% de suero fetal bovino fue también empleada por
Kimsey y col.(65) quienes obtuvieron muy buenos resultados cuando
las muestras se transportaron hasta 48 hs a 4°C; pero su eficisn—
cia disminuyd paulatinamente hasta las 120 hs de transports, y a
su vez fue superior a la solucién fisiolégica tamponada y solucidn
fisioldgica en todos los plazos. Dennstt y col. (41) la emplaron,

pero manteniendo las muestras a temperatura ambiente.

En sute trabajo el medio de transports A tuvo un desem-
pefo mediocre, ocupando el tercer lugar tanto para 24 como para
48 hs, siendo los porcentajes de cultivos positivos 43,84% y 33,85%
respectivamente (P / 0.05).

La solucidn Ringer lactato tuvo una excelsnte eficiencia
seglin Kimsey y col.(65) hasta las 48 hs de transporte, sin tener
diferencia con los resultados obtenidos con el medio Kupferberg
y la solucién fisioldgica tamponada con 5% de suero fetal bovino,
1o que contrasta caon los malos resultados logrados en el presente
trabajo donde fue el transporte de menor eficiencia (41,58%) para
24 hs y (15,97%) para 48 hs (P /_ 0.05).

No existen referencias en nuestro medio del empleo de
la leche descremada como medio de transporte. Todorovic y Mc Nutt
(117) emplearon diferentes medios a base de leche, en dichos me-
dios T. foetus se conservaria en mejores condiciones que en solu-
cidn fisioldgica. Obtuvieron una mejor eficiencia en medios a

base de leche en polvo que con leches crudas u homogeneizadas;
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los porcentajes de cultivos positivos en leche sn polvo fueron
superiores cuando las muestras se mantuvieron a temperatura ambien-

te 22-24°C (67,6%) que refrigeradas 4°C (58,6%).

La leche descremada (medioc de transporte C) fue sl mas
eficiente de todos los medios de transportes en los dos plazos de
refrigeracién analizados, siendo para las 24 hs 59,03% y 49,65%
para las 48 hs (P / 0.05). Cuando el medio de transports C fue
cultivada en medio leche descremada su eficiencia fue mayor obte-
niéndose para las 24 hs de transporte 74,13% de cultivos positivos,
mientras que en las 48 hs fue del 61,37%. Al comparar el total de
datos (24 y 48 hs) para las dos formas en que se empled este trans-
porte las diferencias obtenidas fueron significativas (P L_ 0.05)
siendo superior la combinacién del transporte C sembrado en leche

descremada.

Los valares citados por Todorovic y Mc Nutt (117) para
muestras conservadas en medio a base de leche en polvo a tempera-
tura ambiente (67,6%) y refrigeradas por 24 hs (58,6%) serian apro-

ximados a los valores obtenidos en el presente trabajo.

Con respecto al medio Kupferberg empleado como transpor-
te fue utilizado por Kimsey y col.(65) con y sin agregado de agar,
teniendo buena eficiencia en ambos casos siendo aconsejado por los
autores cuando las muestras fueran transportadas por muchas horas
(120 hs). En el presente trabajo el transporte D sembrado en medio
Thioglicolato ocupd el segundo lugar en eficiencia tanto para los

plazos de 24 hs (56,86%) como para 48 hs (44,53%).
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Sin embargo este transporte tuvo un desempefio peor adn
al ser sembrado en el medio Kupferberg, siendo su eficiencia de
45,57% para 24 hs y 39,24% para las 48 hs, sin existir diferencias

significativas entre ambos plazos (P ) 0.05).

Cuanda se compard el Medio de Transporte D cultiwvadao en
medio Thioglicolato con respecto a la siembra en medio Kupferberg
tuvo mejor desemperio la primera combinacidn, siendo las diferen-

cias significativas (P /_ 0.05)

Niak (83) mencioné la importancia de bajas concentra-
ciones de dgar que reduciria la motilidad de T. foetus durante el
transporte a temperatura ambiente. Si bien el medioc Kupferberg
cumple este requisito, la leche descremada carece de dgar y no
parece ser un factor importante en condiciones de refrigeracién

donde el frio inhibiria el metabolismo del flagelado.

Los porcentuales de eficiencia obtenidos por Tedesco
y col. (115) de 968%, 96% y 89,8% para los plazos de 24, 48 y 72 hs
de transporte al muestrear con raspador torneado fueron muy Ssupe-—
riores a los aqui expresados. De forma similar ocurrié cuando em—
plearon para dichos toros el método de aspiracién por pipeta, obte-
niendo 98%, 83,3% y 70,8% en los mismos plazos de transporte. Sin
embargo, cabe consignar gue los autores solo sacaron 2 muestras
por vez y por toro, siendo la metodologia de siembra diferente.
En el presente trabajo se extrajeron 4 muestras por toras y por
vez, siendo colocadas en los medios de transporte y refrigeradas,
luego sembradas por duplicado en medios de cultivos, donde las alfi-
cuotas empleadas para la siembra terminan par disminuir el ndmero

total de flagelados.
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Quizds la incubacidn directa de las muestras mantenidas
en aquellos medios de transporte mds eficientes (medio leche des~
cremada C y medio Kupferberg D)luego de cumplidas los plazos de
24 y 48 hs de refrigeracién hubieran dado porcentajes mayores a los

aqui obtenidos.

Sin embargo el hecho de centrifugar el medio de transpor-
te para ser posteriormente sembrado permitid cultivos con escasa
contaminacién, no interfiriendo la tierre o pelos que pudiera acom=~
pafar a la muestra y que por el centrifugado caen al fondo del tubo,
quedando el esmegma y los flagelados en la parte superior del sedi-

mento obtenido.

La importancia de la contaminacién bacteriana en las
muestras ya fue citada por Bartlett y col. (7); a su vez Mazurové
y col. (77) estudiaron la flora bacteriana de cavidad prspucial
y encontraron predominio de Proteus y Pseudomonas aeruginosa

Jjunto a E. coli, Streptococcus y Staphylococcus.

Sledge y col. (103) citaron la presencia de hemSlisinas
de Pseudomona aeruginosa capaces de lisar a T. foetus. La contami-
nacién fecal con predominio de enterobacterias seria un factor
negativo para el aislamiento de T. fostus por agotar los nutrien-—
tes del medio y también por los cambios en la tensidn de 02 del
cual dependeria el tiempo generaciomal del flagelado (74), ademéds

de la accifin té6xica de las catalasas producidas por dicha flora.
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De lo expuesto surge la necesidad de emplear combina-
ciones y concentraciones adecuadas de antibidticos. Todorovic y Mc
Nutt (117) encontraron que la Polimixina B reducirfa la superviven—
cia de T. foetus al agrgarla a razén de 833 WI/ml; mientras que
otros autores la emplearon en menor concentracién {160 UI/ml) como
parte de combinaciones més complejas, sin problemas (41, 126). La
mezcla de penicilina, estreptomicina y nistatina es una eficiente
combinacién aunque se deben agregar en cantidades adecuadas, no
siendo siempre suficientes los miligramos adicionados segin lo ex—

puesto por Stoessel (107) al utilizar un ansa de la mezcla antibidtica.

T. foetus en el medio de cultivo Kupferberg demostrd tener
una baja intensidad de desarrollo (Tabla N° 7) siendo pocos los cul=-
tivos que lograron el médximo lo que acontecid en los dias 4 y 6 de
incubacidn. Santos y col. (98) también obtuvieron el méximo de desa-
rrollo a las 182 hs de incubacién, lo que confirma el lento desarro—
1lo en este medio. El hecho de obtener en este medio 7,29% de culti~
vOs positivos recién a partir de los 5 dias de incubacién avala esta
afirmaci6n pues Te el mayor porcentaje de los tres medios de cultivos

empleados.

El medio de leche descremada fue el mas eficiente de los
tres utilizados. Todorovic y Mc Nutt (117) llegaron a similar conclu-
sién al comparar distintos medios a base de leche. Stoessel y Haber—
korn (109) mencionaron el haecho de la coagulacién de los cultivos
luego de 24 - 48 hs de haber llegado al méximo de su desarrollo
aunque este hecho no puede ser tomado como referencia pues con cul-
tivos conteminados ocurrié lo mismo, con lo que coincidimos. Todo-
rovic y Mc Nutt (117) encontraron que la coagulacién ocurria en di-
chos medios luego del 4 al 8 dia de desarrollo; siendo méds frecusnte

en medios a base de leche cruda.
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Stoessel y Haberkorn (109) obtuvieron el méximo desarro-
1llo en los dfas 3 y 4 de incubacifn, aungue los autores no efectua-
ron transporte de muestras. En éste trabajo dicho evento ocurrid al

4 dia.

Las muestras con baja poblacidn de T. foetus suelen dar
negativas en los primeros tres dias de incubacién, por lo que se
aconsejé la abservacidn diaria de las muestres durante los 8 dias
de incubacidn (109). En nuestro caso, no existieron diferencias
significativas en el medio de leche descremada entre los dias 2
al 7 para las muestras transportadas previamente por 24 hs y entre
los dias 3 y 7 cuando el transporte fue por 48 hs. Los cultivos de
leche descremada que dieron positivos recién a partir del 5 dia
de incubacién fueron 2,77%. Stoessel y Haberkorn (109) mencionaron
que sélo 1,2% de cultivos fueron positivos durante 24 y 48 hs mien-
tras que en otro trabajo este porcentaje ascendié a 6,9% (110);
en nuestro caso las muestras positivas durante 1 dia fueron 0,63%;

considerando la totalidad de los cultivos.

Al comparar los resultados de los dos grupos de toros,
con infeccién artificial y natural, la poblacién de T. foetus fue
mayor en los animales del segundo grupo sisndo las diferencias
estadfsticamente significativas (P /_ 0.05). A similar conclusidn
habian llegado Hammond y Bartlett (58) al estudiar la distribucidn

de los flagelados en la cavidad prepucial.



1)

2)

4)

5)

119,-

CONCLUSTIONES

La infeccibén artificial de toros fue factible, a pesar de la dife-

rente susceptibilidad entre individuos y entre cepas de T. foetus.

El raspador torneado resulta sficiente, préctico y cﬁmodo en con-

diciones de campo, como método de muestreo en toros.

De la comparacién entre cuatroc medios de Transparte refrigerados a
4oC durante 24 y 48 hs. surge gque los mejores resultados se obtu-—
vieron con leche descremada. Le siguen el medio de Transporte Kup=-
ferberg y la solucibn fisiolfgica temponada con Sk de suerc fetal

bovino. La solucién Ringer Lactato fue de mucho menor eficiencia.

En el medio Leche descremada se obtuvieron los mejores resultados
tanto al usarlo como medio de Transporte o como medio de cultivo.
Otras ventajas adicionales son su bajo costo y la sencillez de su

preparacifn.

El medio de Transporte Kupferberg result6 més eficiente cuando se
sembrd en medio Thioglicolato que cuando se lo hizo en al medio

de cultivo Kupferberg.

En todos los casos, la recupuracién de T. Foetus fue menor cuando

las muestras fueron conservadas por més de 24 hs. en refrigeracién

a 49C,

El cuarto dfa de observacién de los cultivos fue el de mayor nlme-
ro de positivos, sin existir diferencias con el tercaro y el guine

to, para anmbos plazos de transportie emplsados.

La poblacién de T. foetus fue mayor en los toros con infeccién

natural que aguellos infectados artificialmente.
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N° 2: Se trabaj6 del lado izquierdo del toro. La identificacifn
se hizo por numeracifn a fuego.




N° 3: Corte de los pelos prepuciales
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N° 4: Parte anterior del raspador torneado.
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N2 5; Introduccifn del instrumento por la abertura prepucial.

N 6: Raspador muestreando en cavidad prepucial. N6tese la
otra mano que ubica al pene a través de la piel prepu-
cial.
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N° 8; Enfriado en solucifn salina tamponada,
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N° 10; Medios de Transporte refrigerados e identificados,
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Ne 11l; Medio de cultivo Thioglicolato.

N° 12: Medio de cultivo Leche Descremada.
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Mediq de cultivo Kupferberg.

Giembra del material en los diferentes medios.
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Ne 15: Tritrichomonas foetus coloreados con Giemsa; se
notan claramente los flagelos, membrana ondulante,
nGcleo y extremo final libre del axostilo (1000X).

N° 16: Qbservacibn microscépica de los cultivos.



1. Solucibn tamponada Sgrensen

3.

Fosfato sfdico anhidro
Fosfato monopotésico anhidro

Agua destilada csp.

pH 7,6

APENDICE

Solucibn fisiol6gica tamponada

Solucibn fisiol6gica (Cl Na 0,85%)

Solucifn tamponada de Sgrensen

pH final 7,4

Solucién Ringer lactato (69)
Cloruro de sodio

Cloruro de potasio

Cloruro de calcio

Lactato de sodio

Agua destilada csp.

Medio Trichomona Oxoid (116)
Digestibn de Higado

Cloruro de sodio

Dextrosa

Ton Agar N° 2

8,33 grs.
1,09 grs.
1000 ml.

1,840 ml
160 ml

6 gr.

0,30 gr.
0,20 gr.
3,10 gr.
1000 ml.

25 grs.,
6,5 grs.
S grs,

1 grs.
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Pesar 37,5 gr. en 1000 ml de agua destilada, calentar hasta disolu-

cibn, llevar el pH a 7,4.

Esterilizar en autoclave a 1 atmfsfera durante 15 minutos, enfriar

a 45-509C y agregar suero equino o bovino estéril e inactivado al

10% con respecto al medioc. Al momento de su uso adicionar 1000 UI

de penicilina/ml, lmg/ml de estreptomicina y 500 UI Nistatina/ml.



129,~

Fraccionar estérilmente a r&z6n de 3 ml en tubos de tapa a rosca

de 7 ml de capacidad,

5.

6.

Medio de Sutherland descripto por Clark (21)
Infusién de Higado (450 grs,) 1000 ml

Se puede reemplazar con Bacto liver Difco 122 gr. en 1000 ml,

Bacto peptona 10 grs.
Agar 3 grs.
pH 7,4

Esterilizar por autoclave a 1 atmbsfera durante 15'., luego
fraccionar en vol@menes de 8 ml en frascos de tapa a rosca de

30 ml de capacidad,

Agregar a cada frasco en el momento de su uso, 8 ml de suero
bovino estéril e inactivado, més 1000 UI/ml de Penicilina, 1 mg/
ml de estreptomicina y 200 UI/ml de nistatina,

Leche descremada (107, .109)

Leche en polvo descremada Molico (Nestlé) al 10% en egua desti-
lada estéril, disolviendo por calentamiento suave, adicionada de
suero equino al 1l0% estéril e inactivado, 1000 UI/ml de Penici=
lina s6dica, 1 mg/ml de estreptomicina y S00 ul/ml de Nistatina,

-Fraccionar estérilmente a razén de 10 ml en tubo de snsayo al ame.

plearla como transporte o en volGmenes de 4 ml en frascos de tapa

a rosca de 7 ml de capacidad, al usarla como medio de cultivo,

Bacto Kupferberg Trichomonas base (43, 66)

Bacto Triptona Difco 20 gr.
Bacto Maltosa Difco 1l gr.
Hidrocloruro de Cisteina 1,5 gr.
Bacto Agar 1l gr,

Bacto Azul de Metileno 0,003 gr.
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Pesar 23,5 gr. en 950 ml de agua destilada, calentar hasta
disolucibn, llevar el pH & 7,4, Esterilizer a 1 atmbsfera du-
rante 15', enfriar a 50°C y agregar suero bovino estéril e
inactivado al 10%. Adicionar de penicilina 1000 UI/ml, estrep-
tomicina 1 mg/ml y nistatina 500 UI/ml,

Fraccionar estérilmente a raz6n de 10 ml en tubo de ensayo si
el medio es empleado como transporte o 4 ml en frascos de tapa

a rosca de 7 ml de capacidad si es empleado como cultivo.

Medio Thioglicolato (71, 79, 116},

Extracto de levadura 5 gr.
Triptaona 15 gr.
Dextrosa 5,5 gr.
Thioglicolato de sodio 0,5 gr.
Cloruro de sodio 2,5 gr.
L. cistina 0,5 gr.
Resazurina 0,001 gr.
Jon Agar N° 2 0,5 gr.
pH 7,2

Disclver 29,5 gr. en 1000 ml de agua destilada, autoclavar a

1 atmbsfera durante 15 minutos, enfriar a S0°C, y egregar susro
bovino estéril e inactivado al 10% y antibifticos a razén de 1000
UI/ml de penicilina, estreptomicina 1 mg/ml y nistatina 500 UI/
ml. Fraccionar en tubos tapa a rosca con vol@menes de 4 ml, en

envases tepa a rosca de 7 ml de capacidad,
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