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Titulo.

Interaccién de los mecanismos de patoldgicos, hormonales e
inmunoldgicos en bovinos afectados con Tritrichomona foetus.

Resumen.

En el presente trabajo se hace una revisién de los aspectos vinculados
con la situacién actual de la de la trichomonosis en el pais y en otra partes del
mundo poniendo énfasis no soélo en las caracteristicas morfolégicas y
ultraestructurales, sino también en la patogenicidad de Tritrichomonas foetus.
Se considera el efecto de la trichomonosis sobre el tracto reproductor bovino e
interaccién con el sistema inmune. También se mencionan los factores
enzimaticos y de citotoxicidad y su vinculacion con los cambios antigénicos que
la relacion huésped-protozoo puede ocasionar. Asimismo, se citan avances
vinculantes entre los mecanismos hormonales e inmunoldgicos durante la
prefiez en el bovino, por un lado, y la interaccion de T. foetus al expresar su
patogenicidad, por el otro. Se consideran los mecanismos inmunes humorales
y a nivel mucosal que la enfermedad natural ocasiona en ambos sexos. Se
analiza la respuesta inmune inducida por vacunas contra T. foetus, haciendo
una expresa referencia a los trabajos efectuados con vacunas elaboradas con
antigenos a célula entera y a subunidades. Se describen ademas aspectos
recientes del diagndstico y la presencia de otros protozoos aislados del
exudado prepucial de toros, como también se destaca la necesidad de utilizar
otras técnicas como PCR, inmunoghistoquimica y microscopia electrénica.
Finalmente, se mencionan cuestiones vinculadas al control y tratamiento de la

enfermedad.

Palabras claves: Tritrichomonas foetus; Inmunoprofilaxis; inmunidad genital;
bovinos, vacunas.



TRICHOMONIASIS BOVINA.
Introduccién.

La trichomonosis bovina (actual denominacion de la tricomoniasis). es
una enfermedad de transmisién sexual ocasionada por el protozoo flagelado
Tritrichomonas foetus. T. foetus es un protozoo flagelado de 9 a 18 x4 a 8 ym
de tamano, piriforme, que posee una membrana ondulante la cual recorre todo
el cuerpo formando de 2 a 5 ondulaciones y presenta tres flagelos anteriores y
un flagelo posterior. Honigberg 1978; Mattos y col. 1997; Lun y Gajadhar 1999. La
infeccién afecta el area genital de los bovinos produciendo en la hembra
vaginitis, endometritis. Martin Gomez, S, et al., 1997. Mattos, A. et al., 1997 T.
foetus persiste en las secreciones genitales por 90 a 190 dias (Skirrow y
BonDurant 1990 (a); Campero y col. 1993) pudiendo persistir hasta 300 dias post
servicio (Mancebo y col. 1995). T. foetus ocasiona en las hembras bovinas
muerte embrionaria, infertilidad transitoria, descargas uterinas, pidmetra y
ocasionalmente aborto (Rhyan y col. 1988; Campero y col. 1993). Sin embargo, es
factible que T. foetus infecte el utero prefado durante toda la gestacion,
pudiendo la vaca parir un ternero a término normal y persistiendo la infeccion

en vagina por 6 a 9 semanas post-parto (Skirrow 1987).

En el macho la infeccion usualmente es asintomatica y cronica sin
afectar la libido ni su fertilidad. MARTINEZ, A. 2000. siendo mas frecuente en
machos adultos y viejos. CORBEIL, L.B. et al.,, 1998. Los toros permanecen
infectados para toda su vida. Los signos de la enfermedad en el rodeo se
basan en baja tasa de prefiez, repeticidon de servicios con celos irregulares,
prefez desuniforme y abundantes prefeces tardias. McCOOL, C.J. 1987. La
pérdida del embridn o expulsién del feto en estadios tempranos de la gestacion
(2-4 meses) motiva la repeticién del celo al finalizar el servicio. Debido al
escaso desarrollo del feto, el aborto pasa desapercibido en condiciones de
ganaderia extensiva. LUN, Z.; PARKER, S.; GAJADHAR, A.A., 2000.

La trichomonosis bovina (actual denominacién de la tricomoniasis)(130)
es una enfermedad de transmision sexual ocasionada por el protozoo flagelado

Tritrichomonas foetus. Bryan, |.A, et al., 1999.



La principal accién patdogena de este parasito es producir muertes
embrionarias y abortos tempranos. Es una enfermedad sexual. El agente se
localiza en prepucio y mucosa peniana produciendo escasa respuesta
inflamatoria, la tasa de infeccidn en los toros se incrementa con la edad por el
aumento de las criptas epiteliales del prepucio. Los machos no presentan
sintomatologia clinica.) Rhyan, J.C.1999.

Una caracteristica de la enfermedad es la repeticion de servicio por
muerte embrionaria, lo que hace que los celos se hagan irregulares hasta de 60
dias, de esta forma se puede sospechar la enfermedad cuando hay un alto

porcentaje de "cola de paricion" o "vientres vacios".

También se observan abortos entre 4° y 8° mes de gestacion con una
ocurrencia del 5 al 10 % o la produccién de infecciones purulentas en utero
(pibmetra) hasta en un 10% de los casos. La inmunidad natural de la
enfermedad en la hembra es corta pudiendo reinfectarse luego de 18 meses el
100%. Las hembras pueden ser portadoras asintomaticas, pudiendo

permanecer en utero hasta 90 dias.



Antecedentes.

La Tricomoniasis bovina ha sido controlada en la mayoria de los paises
avanzados mediante el empleo de medidas reproductivas tales como la
inseminacion artificial, control sanitario del semen y el descarte de los animales
infectados. falta de medidas sanitarias en muchos rodeos y el insuficiente o
nulo diagnostico enciertas regiones del pais donde la ganaderia de cria se ha
extendido en los ultimos afios por la presion de la agricultura, ha provocado
una movilizacion de rodeos donde no existe informacion actualizada (norte y

oeste) sobre el impacto de las enfermedades venéreas.

La enfermedad en México es estimada por la informacion proveniente de
laboratorios privados de diagndstico veterinario, no existiendo trabajos

estadisticos a nivel nacional.

La enfermedad ha sido solo erradicada en paises donde se implemento
un estricto uso de metodologias reproductivas como la inseminacién artificial, el
control sanitario del semen y el descarte de aquellos animales infectados. Sin
embargo, la mayoria de los paises con ganaderia extensiva con servicio
natural, sigue siendo un problema sanitario relevante. Se ha notificado su
presencia en el noroeste de Espafa en 2,9% de toros. Martin-Gomez, S.,
Gonzalez-Paniello, R., Pereira-Bueno, J., Ortega-Mora, L.M., 1998, Canada el 6%.
Ryley, D.E., Wagner, B., Polley, L.T., Krieger, J.N., 1995. y en México, Costa Rica y
Australia esta presente aunque no bien cuantificada. BonDurant, R.H.,
1997,144144. Perez, E.et al.,1992. En EEUU, California, el 15,8% de los hatos
presentaron al menos un toro infectado (13), Nevada, 26,7% al 44,1%.
Kvasnicka, W.G. et al., 1989.

Florida, 30,4% de los hatos estaban infectados (149), en Inglaterra solo
se reportaron dos casos en el periodo 1974-1994 (Taylor y col. 1994) y en
Suiza no se registraron casos en igual periodo (Felleisen y col. 1998). Sin
embargo, en paises con ganaderia extensiva y con la utilizacion de servicio

natural, la enfermedad continua siendo un problema.



En el noroeste de Espana se estimd una prevalencia de 2.9% toros
infectados con T. foetus Martin-Gémez y col. 199). La prevalencia de la
enfermedad en hatos carnicos de EE.UU se estimé en 15.8% en rodeos de
California (BonDurant y col. 1990) y entre 26.7% a 44.1 % en hatos de Nevada
(Kvasnicka y col. 1989). En Saskatchewan, Canada, el 6% de los toros
analizados estaban infectados con T. foetus (Ryley y col. 1995) y también se
reportd la enfermedad en establos de México, Costa Rica y Australia (Perez y
col. 1992; BonDurant 1997).

En Argentina, T. foetus se evidenci6 como responsable de pérdidas
reproductivas en hatos para cria en 1966 a partir de un feto abortado de la
localidad bonaerense de Bordenave gracias al aporte del Dr RM Roberts (29).
Desde esa instancia comenz6 a difundirse el conocimiento del diagndstico y
manejo de la enfermedad. En la Pampa humeda, Su esfuerzo y dedicacion
permitieron apoyar las acciones iniciales para mejorar el control de la
enfermedad Corbeil, et al., 1998.

Laboratorio Azul en Argentina reporta en 17 afios de trabajo los datos
siguientes: de Trichomoniasis sobre 445.585 toros analizados correspondientes
a 16.673 rodeos, el 19,1 % de los rodeos estaban infectados y el 3,1 % de los
toros y sobre 15056 vacas vacias al tacto, el 1.7 % fueron positivas, mientras el
0,8 % de los fetos analizados también fueron positivos a esta enfermedad.

Laboratorio Serivet de Balcarce aporté los siguientes datos para el
periodo 1989 - 1999, sobre 85.093 toros analizados correspondientes a 3514
hatos de cria, la prevalencia promedio ponderada para Trichomoniasis en
establecimientos fue de 123 % vy en toros fue del 1,8 %, y en
Campylobacteriosis de 19.3 % en establecimientos y un 2 % en toros. Datos
aportados por el Cedivef de Formosa e INTA en Argentina en el periodo 1995 -
1998 indican que sobre 910 toros correspondientes a 46 establecimientos para
Trichomoniasis el 19.5 % de los establecimientos fueron positivos 1,5 % de los
toros, en Campylobacter el 74 % de los establecimientos y el 17 % de los toros
de la provincia de Formosa, con respecto a la provincia del Chaco para
Trichomoniasis sobre 1513 toros correspondientes a 101 establecimientos , el
6.7 % de los establecimientos y el 1% de los toros con, y para
Campylobacteriosis, 1156 animales de 90 establos, el 41.1 % de los establos y

el 9.1% de los toros. El Dr. Rossanigo y colaboradores indican el descenso de
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las prevalencias en dos periodos analizados en la regiéon semiarida central, en
el periodo 1980-1986 para Trichomoniasis la prevalencia media fue del 37,9 %
para hatos y 4,9 % para toros y en el periodo 1994-1997 12,6 para hatos y 1,6
% para toros respectivamente y para Campylobacter en los mismos periodo fue
de 63,5 % para rodeos y 32 % para toros y de 12,5 % y 1,1 % respectivamente.

Las pérdidas anuales en la Pampa Humeda por enfermedades venéreas
se calculan en 1.8 millones de terneros, lo que equivale a 282 millones de
délares a razén de 156 pesos por ternero destetado; si a esto le sumamos
gastos de insumos veterinarios, perdidas producidas por la venta de toros
infectados, vacas vacias infértiles, la cifra supera los 300 millones de ddlares
anuales para esta zona. No hay datos nivel nacional que producen estas
enfermedades.

Ondrak JD et al., en el 2010, en la Escuela de Medicina Veterinaria y
ciencias Biomédicas de la Universidad de Nebraska., realizaron repetidas
pruebas con cultivo y PCR para detectar toros portadores de Tritrichomona
foetus en ganado infectado de Nebraska, USA. Con el objetivo de comparar los
meétodos para la identificacion de los toros que eran portadores de T. foetus
durante un brote en un rancho de carne en Nebraska, 121 animales de las
razas Angus y Hereford de 5 rebafos, fueron muetreados, lo que se Procedio
con 3 raspados prepuciales secuenciales recogidos de los toros y con
intervalos de 27 dias se cultivaron, y los cultivos fueron examinados para t.
foetus durante 5 dias. Al dia 5, alicuotas del liquido de cultivo se evaluaron por
medio de gel T foetus especificas y los ensayos de PCR en tiempo real. Las
vacas fueron una prueba de prefiez por medio de la palpacion rectal.
Veinticuatro de los 121 (19,8%) los toros fueron identificados como infectados
con T foetus, se reporta que existe una correlacién lineal positiva entre el
porcentaje de toros infectados (rango, 0% a 40%) y el porcentaje de vacas
gestantes (rango, 8.3% a 19.2%). Se concluye vy se sugiere que una
combinacion de cultivo y el ensayo de PCR en gel realizado de 3 raspados

prepuciales secuenciales es el mejor método para identificar toros que eran

~ JAm Vet Med Assoc. 2010 Nov 1; 237(9):1068-73.
portadores de T feto durante este brote rebano. ©

Slapeta J, et al.,, en el 2010, reportan, en su estudio que el

Tritichomonas Foetus de gatos domeésticos y el Tritrichomonas Foetus del
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ganado son genéticamente distintos. La relacién genética entre Tritrichomonas
feto aisladas de gatos domésticos y el ganado fue investigada por la
secuenciacion del ADN de la region interna de la unidad de transcripcién del
ADN ribosomal y la repeticion TR7/TR8 de longitud variable. Los resultados
rechazan la hipdtesis de que el T.foetus de gatos domésticos es
genéticamente idéntica a T. foetus del ganado. Se sugiere el reconocimiento de
"genotipo del gato 'y un' genotipo de ganado 'de T. foetus. En la revision de los
repositorios publicos de nucleétidos reveld que el genotipo gato no ha sido
aislado de animales, ni el genotipo ganado no se ha recuperado de los gatos.
Sin embargo, por lo menos, el aislado de un gato ha demostrado inducir la
enfermedad en bovinos infectados experimentalmente. Llegamos a la
conclusién de que estos genotipos entran en la unica especie T. foetus. Exp
Parasitol. 2010 Oct; 126(2):209-13.

JJ Lucas .Hayes GR, et al., del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Universidad Médica SUNY Syracuse, NY, EE.UU. reportan un
estudio donde se da a conocer que T. foetus secreta una proteasa de cisteina
(CP8), que induce citotoxicidad y apoptosis en las células epiteliales de la
especie bovina vaginal y uterina. (Caracterizaciéon de una proteasa de cisteina

del Tritrichomona foetus que induce la apoptosis de las células huésped.

Mallinson et al., 1995, 141, Reportan originalmente una secuencia de
ADN parcial de CP8 T. foetus sobre la base de la clonacién por PCR del ADN
gendémico de T. feto. Aqui se muestran las propiedades bioquimicas de la
enzima CP8. Propiedades cinéticas y el perfil de especificidad de sustrato de
CP8 T. foetus se estudiaron mediante analisis de posicion en bibliotecas
sintéticas combinatorias y el analisis de Michaelis-Menten de tres fluorogénicos
sustratos sintéticos. El sustrato preferido Z-Leu-Arg-MCA impide la muerte de
la célula huésped / apoptosis inducida por la CP8. Ademas, la secuencia de
ADN se completd por 3 'y ' amplificacion rapida de extremos de cDNA (RACE)
y el de larga duracion se obtuvo la secuencia de aminoacidos. Arco Biophys
Biochem. 2008 Oct 15; 477 (2):239-43.



Corbeil LB, Campero CM, Van Hoosear K, Bondurant RH. Del
Departamento de patologia, Division de enfermedades infecciosas de la

Univesidad de California San Diego, USA, reportan en su estudio la deteccion
de especies de Trichomonas en el tracto reproductivo de toros virgenes.

La tricomoniasis es una enfermedad de transmision sexual de ganado y
una enfermedad del intestino de los gatos caracterizada por grandes diarreicas
causadas por T. foetus. Recientemente, otras especies de tricomonas han sido
identificadas a partir del prepucio de los toros virgenes. No esta claro si estos
aislamientos son comunes ni es claro si también estan presentes en el
prepucio de los toros de cria. Para responder a estas preguntas, lo primero que
desarroll6 un ensayo de inmunofluorescencia (IFA) con T. anticuerpos
monoclonales especificos de T. foetus para la comparacion con un ensayo de
PCR especifico de T.foetus. Los resultados mostraron que todos los
aislamientos positivos de PCR también IFA fueron positivos, se hicieron
analisis comparativos de aislados de T. foetus de gato y de T foetus de bovinos
de la especie bovina fueron detectados por ambos métodos de analisis en 14
toros virgenes, 10 machos reproductores, 21 toros de la situacion de cria
indeterminado (presumiblemente toros de cria) y dos vacas. Estos aislamientos
de toros virgenes eran en su mayoria Tetratrichomonas spp. Considerando que
la no-Tf aislados de la mayoria de los toros de cria y las dos vacas fueron
hominis Pentatrichomonas. Todos los aislamientos de T. foetus eran de cria de
toros o toros de la situacion de cria indeterminado. Esta prueba IFA que
discrimina entre T. foetus y no Tf-puede ser utii como una prueba de
diagnostico, ya que ningun tratamiento eficaz estd disponible, los toros
positivos para T. foetus son sacrificados. Con el aumento de los informes de T.
feto infeccidn del intestino grueso en los gatos, estos anticuerpos monoclonales
también pueden ser utiles para el diagnostico de la infeccion felina. Vet Parasitol.
2008 Jul 4; 154(3-4):226-32.

Greenwell P, Younes M, Rughooputh S.de la Escuela de Biosciencias de

la Universidad de Westminster, London, UK. En su articulo publicado en 2008
realizan un purificado y analisis de DNases de Tritrichomonas foetus,
evidensiando que estas enzymas son glicoproteinas, DNasas solubles de T.

foetus, juegan un papel en la patogénesis y son potenciales dianas



terapéuticas, se extrajeron y purificaron utilizando cromatografia de afinidad de
la lectina. EI DNasas se consolidaron y enjuagado de Concanavalina A (Con
A)-sefarosa que indica que son glicoproteinas con manosa alfa-vinculados o
residuos de glucosa. La naturaleza de los glicanos realizado de las proteinas
eluidas en la fraccién que contiene la actividad DNasa se evalué mediante un
ensayo de lectina ligado a enzimas. Los estudios de la lectina de unién a
predecir la presencia de los dos N-y O-glicanos tipo. El manganeso es un
potente (33%), activador de la DNasa (s), mientras que el zinc inhibe la
actividad de la enzima en aproximadamente un 66%. La DNasa (s) tenia un pH
Optimo de 4 y un peso molecular de 160 kDa. La DNasa (s) fue capaz de
degradar completamente el ADN de animales, plantas, hongos, levaduras y
bacterias de fuentes, pero no significativamente degradar ARN. Int J Parasitol.
2008 Jun; 38(7):749-56.

Ribeiro C M, et al., 2010, del Departmento de Salud Publica e Higiene
Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria y Ciencia Animal de Sao
Paulo State University, Botucatu, Sdo Paulo, Brazil. Reportan en el 2010, que
T.foetus causa infertilidad y aborto en el ganado, sin embargo, existe escasa
informacion sobre la susceptibilidad de los espermatozoides bovinos a este
parasito. El objetivo de este estudio fue analizar in vitro la interaccion entre T.
foetus y el esperma de la especie bovina y para evaluar el efecto de los
productos extracelulares secretadas por el parasito sobre estas células
reproductoras. Los espermatozoides de los cinco toros fértiles (Bos taurus
taurus, Holstein-Friesian), seleccionados a través de un gradiente de Percoll,
se adhirieron al T. feto después de 30 minutos de interaccion, resultando en la
aglutinacion entre los dos tipos de células. Basado en la reaccion en cadena
reversa de la transcripcién de la polimerasa (RT-PCR), T. foetus expreso
continuamente su gen de la peptidasa de cisteina en la presencia o ausencia
de espermatozoides. El Analisis de semen asistida por ordenador (CASA)
reveld que, después de 1 h de incubacion de los espermatozoides en el cultivo
de T. foetus, en el extracto de los productos extracelulares secretadas por el
parasito hubo disminucién de la motilidad espermatica progresiva (P <0,05).
Aunque los productos T. feto extracelular no dio lugar a la pérdida de la

viabilidad espermatica (P <0,05) con base en el ensayo de yoduro de Annexin-



V/propidium, el porcentaje de células positivas-yoduro de anexina V-
isotiocianato de fluoresceina-positivas y de propidio se incrementd (P < 0.05)
durante la incubacién de los espermatozoides en el cultivo de los extractos de
T. foetus, en consonancia con el dano celular. En conclusion, los productos
extracelulares secretados por T. foetus fueron citotoxicos para el esperma
bovino, influyendo en la disminucion de la motilidad espermatica progresiva, tal
vez esto contribuye a la patogénesis de la T. foetus sobre la infertilidad
inducida. Theriogenology. 2010 Jan; 73(1):64-70. Epub 2009 Sep 26.

Midlej V, R Vilela, y et al. De la Universidad de Santa Ursula, Rio de Janeiro,
Brasil, en el 2009, reportan un estudio sobre los efectos Citopaticos de
Tritrichomonas foetus en las células del oviducto de la especie bovina. Para
investigar los efectos citopaticos de T. foetus en las partes mas profundas del
aparato reproductor, un sistema de atencién primaria de la especie bovina de
células epiteliales del oviducto (BOECs) fue desarrollado. El aparato
reproductor de vacas se obtuvieron y el efecto de la co-incubacién con T.
foetus BOECs se analiz6 mediante el escaneo se realizo, com microscopia
electronica de transmision y microscopia de fluorescencia y las pruebas de
viabilidad se realizaron mediante métodos colorimétricos, como el de TUNEL
(Terminaldeoxynucleotidyltransferase mediada nick dUTP extremo etiquetado),
y diacetato de fluoresceina, el yoduro de propidio, JC-1 y anexina V-. Los

resultados demuestran que:

(1) in vitro en el epitelio del oviducto es util para los experimentos de

interaccion con el feto T,

(2) T. feto se adhiere a la BOECs como unica celdas separadas, y mas

tarde en las células de su conjunto como grandes grupos,

(3) la region posterior de la célula inicia el proceso de adhesion y

filopodios formas y digitopodia;

(4) T. feto gravemente BOECs dafios dejando huellas en las células
epiteliales, los grandes espacios intercelulares, y las lesiones grandes en el

epitelio, y.



(5) T.Feto, provoca la muerte de células del oviducto de la especie
bovina por apoptosis y necrosis secundaria. Nuestras observaciones indican la
posibilidad de que T. foetus puede moverse a través del tracto reproductivo al
oviducto y que la infertilidad en las vacas puede estar mediado por un ataque a
las células del oviducto por T. foetus. Vet Méx. 2009 Nov 12; 165 (3-4):216-30. Vet
Méx. 2010 Ago 27, 172 (1-2):139-43. Fluorescencia de hibridacion in situ para la

identificacion del feto en Tritrichomonas fijado en formalina y embebidos en parafina

muestras histologicas de la tricomoniasis intestinal.

Gookin, JL, et al., del Departamento de Ciencias Clinicas de la Facultad
de Medicina Veterinaria de la Universidad Estatal de Carolina del Norte,
Raleigh, NC, EE.UU. en el 2010. Reportan un estudio de una secuencia de
oligonucledtidos altamente especifico de especie Tritrichomonas feto 18S rRNA
que se us6 para disefiar una sonda antisentido para la identificacion de T.
foetus en muestras histolégicas fijados en formalina y embebidos en parafina
por medio de hibridacion in situ fluorescente (FISH). (Fluorescence in situ
hybridization for identification of Tritrichomonas foetus in formalin-fixed and
paraffin-embedded histological specimens of intestinal trichomoniasis.) Con uso
de muestras histolégicas de archivo de varias especies con evidencia de
tricomoniasis, y bajo condiciones de hibridacion, la sonda identifica
positivamente tricomonas en las muestras de colon de los lechones y un gatito
con la PCR, confirmd la infeccion por T. feto. Ni la hibridacion positiva de la
sonda o la amplificacion por PCR del ADN de T. foetus no se observo en las
muestras histologicas de hamster (muris Tritrichomonas), el pavo, ni raton

(Entamoeba muris), las infecciones intestinales por protozoos.

La prueba FISH permite la localizacién simultanea e identificacion
molecular de T. foetus en muestras histoldgicas fijadas en formalina y parafina
de la tricomoniasis intestinal. EI método empleado es probable que sea también
aplicable a las sondas disefiadas para el reconocimiento especifico de otras
especies de tricomonas, especialmente en tejidos de mamiferos, donde se
pueden glébulos rojos de auto-fluorescencia facilmente distinguible de la senal
de hibridacion de las tricomonas. Vet Méx. 2010 Ago 27, 172 (1-2):139-43. Epub 2010.
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Huby-Chilton F, PN Scandrett, NB Chilton, AA Gajadhar. Del Centro de
Parasitologia transmitidas por alimentos y animales, la Agencia Canadiense de
Inspeccién de Alimentos, Saskatoon, Saskatchewan, Canada. Reportan en su
articulo Deteccion e identificacion de Tetratrichomonas en un lavado del
prepucio de un toro por PCR y SSCP. Tricomonas moviles, Tritrichomonas en
fetos fueron encontrados durante el examen microscopico de una muestra en
fresco de un lavado prepucial recolectado de un toro. La tincion de los
organismos con una modificacién de Wright-Giemsa revel6 que varias tenia
cuatro flagelos anteriores de longitud desigual en lugar de los tres flagelos
anteriores de la caracteristica de la misma longitud de T. foetus. Se logro una
propagacion limitada de estos organismos se logré en medio InPouch pero no
el crecimiento se produjo en medio de Diamond modificado. El gen 5.8S rRNA
y el acompafiamiento espaciadores internos transcritos fueron amplificados del
gDNA tricomonas de dos muestras de lavado prepucial y una muestra de heces
tomadas de los toros afectados. Las Ampliaciones fueron sometidas a un
analisis de polimorfismo de conformacion de cadena sencilla (SSCP). Los
patrones de bandas de SSCP de los amplicones de gDNA de las muestras de
lavado prepucial eran diferentes de los de una muestra de control de T. feto.

Estos tricomonas desconocidos no fueron detectados en la muestra
fecal. EI gDNA extraido de lavados prepuciales, también fue sometido a PCR
usando primers desarrollados para amplificar el ADNr 16S de la no-T.
tricomonas foetus, Tetratrichomonas y Pentatrichomonas spp. Amplicones
fueron producidos a partir de la gDNA de los dos lavados prepuciales, pero no
de la muestra de control de T. foetus gDNA. Las secuencias de 16S rADN
obtenidos a partir de la tricomonas en las dos muestras de lavados prepuciales
fueron del 100% similar a la de una especie Tetratrichomonas previamente

aislada de un toro Angus de los Estados Unidos.

Caracteristicas morfolégicas de Tritrichomonas foetus.

Tritrichomonas foetus, es un protozoo del género Tritrichomonas, familia
Trichomonadidae, clase Phytomastigophorea y del phylum Sarcomastigophora.
Compartiendo similar género con Tritrichomonas mobilensis y Tritrichomonas
suis. Por su parte, el agente de la tricomoniasis humana, Trichomonas vaginalis

pertenece al género Tricomonas. BRYAN, L.A., et al., 1999.
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T. foetus es piriforme y mide de 9 a 18 ym x 4 a 8 ym, aunque debido a
la plasticidad de su protoplasma adopta diversas formas segun requerimientos
fisiologicos (98, 122, 182). Como caracteristica del subreino eucariota, T. foetus
posee un nucleo usualmente esférico u ovoide (98). Se identificaron dos formas
de T. foetus: una en estado de trofozoito caracterizado por una forma elongada
que constituye la mayor parte de la poblacion normal, y otra forma
seudoquistica, oval e inmévil, que aparece en condiciones de medio ambiente
desfavorable como temperatura hostil o deficiencias nutricionales (92, 120,
143). T. foetus posee tres flagelos anteriores de 11 a 17 um de largo y un
flagelo posterior de 16 ym que conforma una membrana ondulante que recorre
todo el cuerpo formando 2 a 5 ondas (182). Warton, A., Honigberg, B.M., 1979,

anterior
flagella

undulating
membrane

nucleus

costa

axostyle

posterior
free flagellum

Courtesy of Unnarsity of Minnesota - 5WM

Morfologia de Tritrichomona Sp

Las trichomonas presentan unas organelas unicas, los hidrogenosomas,
que tienen doble membrana, se dividen por fision e importan proteinas en post

translacion (9, 60, 119). Los hidrogenosomas realizan la glicdlisis y produccion
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de ATP anaerdbica del piruvato y malato ya que este protozoo carece de
mitocondrias y peroxisomas. Mariante, R.M. et al, 2003 Si bien los
hidrogenosomas tienen una funcion similar a las mitocondrias, los primeros
carecen de genoma propio, cadena respiratoria y citocromos. Mariante, R.M., et al.,
2003 El complejo blefaroplasto es otra organela caracteristica de T.foetus,
formado por los granulos basales denominados kinetosomas que se conectan
con los flagelos (122). Mattos, A., 1997. Desde el blefaroplasto surge el axostilo,
estructura tubular prominente, delgada e hialina que se curva alrededor del
nucleo y pasa longitudinalmente a través del protozoo emergiendo en una corta
proyeccion a caudal, y la costa que es un cuerpo basal débilmente cromatico
que corre por debajo de la membrana ondulante. Mattos, A., Sole-Cava, A.M.,
DeCarli, G., Benchimol, M., 1997.

T. foetus no tiene vida libre ni formas quisticas de sobrevivencia ya que
la formacion de seudoquistes es solo un fendmeno de adaptaciéon al huésped
en condiciones desfavorables. Mariante, R.M., Lopes, L.C., Benchimol, M., 2004,
No posee huéspedes intermediarios y debe siempre habitar un huésped que
sera definitivo en el desarrollo parasitario Honigberg, B.M., 1978, El huésped de T.
foetus es el bovino, ya sea Bos taurus como Bos indicus, aunque puede
ocasional y probablemente en forma temporaria colonizar otras especies
incluyendo bufalo, equino, cerdo, roedores McCool, C.J., 1987.

e inclusive humanos, donde se lo menciona en un caso incidental

asociado a un trasplante de médula 6sea (131). Okamoto, S., Wakui, M., Kobayashi, H.,
Sato, N., Ishida, A., 1998.

T. foetus se transmite, bajo condiciones naturales, exclusivamente por
via sexual. La transmisiébn mecanica o por via pasiva, por la cual un toro libre
de la infeccion sirve en un corto tiempo a una hembra infectada en primera
instancia y luego a una segunda hembra, infectandolo pasivamente a ésta
ultima, es poco probable en condiciones naturales. Clark, B.L., Dufty, J.H.,
Parsonson, I.m., 1977. Sin embargo, trabajos realizados en el INTA Balcarce
Argentina al evaluar toros sanos mediante la prueba de capacidad de servicio
efectuada sobre hembras bovinas conocidas de estar infectadas con T. foetus,

se pudo comprobar con que facilidad algunos toros lograban infectarse al estar
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en contacto con la hembra durante no mas de 20 min. de servicio . En
condiciones artificiales, T. foetus puede difundirse por inseminacion artificial ya
que el protozoo permanece viable en el semen congelado infectado. Eaglesome,
M., Garcia, M., 1992.

En la actualidad, y mediante técnicas de biologia molecular que permiten
conocer el genoma de organismos, nuevos interrogantes se han planteado
sobre la taxonomia y huéspedes de T. foetus. Asi, T. foetus presenta una
morfologia idéntica y una secuencia genética de ARNr homdloga con
Tritrichomonas suis, habitante apatdégeno de la cavidad nasal y tracto digestivo
del cerdo. La extrema similitud entre T. foetus y T. suis sugiere que se tratarian
de una misma especie adaptada a diferentes huéspedes. Tachezy, J., et la., 2002.
Pese a ello, un reciente trabajo efectuado con una cepa de T. suis, la misma no
logré establecerse y colonizar el tracto genital de vaquillonas (58), por otra
parte, T. foetus fue identificada como agente causal de diarrea cronica en gatos

donde colonizé el epitelio del ileo, ciego y colon. Levy, M.G., et la., 2003

Estos hallazgos sugieren reconsiderar el ciclo de vida de T. foetus y
eventuales fuentes de diseminacion de la enfermedad hasta hoy no
contempladas incluyendo la coexistencia de bovinos con cerdos y gatos
debiéndose mejorar el conocimiento sobre la posibilidad de la transmisién entre

estas especies.

Patologia genital.

En los toros, La enfermedad en el macho cursa generalmente en forma
asintomatica sin afectar la calidad seminal ni la libido (BonDurant 1997). T.
foetus coloniza exclusivamente los estratos superficiales de la mucosa de la
cavidad prepucial, incluyendo las criptas peneanas, fornix y parte distal de la
uretra, menos frecuentemente las criptas prepuciales. Rhyan, J.C., 1999. Es por
ello que existe una mayor frecuencia de presentacion en los toros adultos y
viejos, pese a ello la enfermedad esta presente en toros jovenes (29).
Diferentes antigenos parasitarios son captados por las células presentadoras
de antigenos, presumiblemente macréfagos, localizados en la lamina propia,

que inducen una respuesta inmune caracterizada por IgG1, IgA e IgM
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especificas. Rhyan, J.C., 1999.T. foetus puede producir una leve balanopostitis
Parsonson, 1.M., 1974. Si bien las lesiones genitales no son patognomédnicas de
T. prepucial en forma similar a como ocurre en la mucosa genital de las
hembras siendo el tracto genital del toro una potencial via de inmunizacion
local. Clinicamente, la trichomonosis bovina en el macho cursa en forma
asintomatica y en toros mayores de 4 a 5 afos es rara la recuperacion
espontanea (50). Dicho fendbmeno hace del toro una fuente permanente de
infeccién y transmision en el hato. Campero, C.M., 2002, Comportandose el
mismo como ‘carrier’ o transmisor BonDurant 1997. Estudios realizados en
EE.UU han mencionado que toros menores de 3 a 4 afos suelen presentar una
infeccién transitoria o bien son resistentes a T. foetus BonDurant 1997. A
diferencia de ello, el hallazgo de toros infectados de dicha edad o menor es un

hallazgo comun en Argentina, Campero y Palladino 1983; Campero y col. 1987.

En la hembra, T. foetus induce a una precoz perdida de la prefiez que
se extiende desde la muerte embrionaria o fetal antes del dia 120 de gestacién,
infertilidad transitoria, descargas uterinas, pidmetra y ocasionales abortos
tardios. Rhyan, J.C., 1999. Luego del coito, T. foetus invade la vagina induciendo
una respuesta inflamatoria leve caracterizada por proliferacion de linfocitos,
macrofagos y células plasmaticas en la lamina propia vaginal. Parsonson, I.M.,
Clark, B.L., Dufty, J.H., 1976.

Persistiendo en las secreciones genitales por 13 a 28 semanas. También
coloniza tempranamente el cérvix, utero y oviductos y durante la gestacion, la
placenta y feto generando una moderada a severa endometritis con presencia
de agregado linfoideo y células inflamatorias en el estrato compacto. Parsonson,
.M., 1976. T. foetus no es invasiva y se adhieresuperficialmente al epitelio
endometrial siendo rodeada por células inflamatorias y detritus celulares.
Parsonson, 1.M., Clark, B.L., Dufty, J.H., 1976.

Por otra parte, T. foetus puede ocasionalmente infectar el utero prefado
entiempo de gestacién avanzada (Campero, datos sin publicar) e inclusive
llegar la gestacién a término y parir un ternero normal denominandose a estas
vacas carrier oportadoras crénicas llegando a persistir hasta por 6 a 9 semanas

post-parto. Skirrow, S., 1987. Este fendmeno determina que dichas vacas resulte
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una importante fuente de infeccion para el rodeo en el préximo servicio. Skirrow,
S., 1987, Mancebo, O.A., Russo, A.M., Carabajal, L.L., Monzon, C.M., 1995,

También T. foetus persiste en las secreciones genitales por 90 a 190
dias (Skirrow y BonDurant 1990 (a); Campero y col. 1993) pudiendo persistir
hasta 300 dias post servicio (Mancebo y col. 1995). T. foetus ocasiona en las
hembras bovinas muerte embrionaria, infertilidad transitoria, descargas
uterinas, piometra y ocasionalmente aborto Rhyan y col. 1988; Campero y col.
1993. Sin embargo, es factible que T. foetus infecte el utero prefiado durante
toda la gestacion, pudiendo la vaca parir un ternero a término normal y
persistiendo la infeccién en vagina por 6 a 9 semanas post-parto Skirrow 1987.
Por otra parte, ensayos realizados en INTA Balcarce Argentina permitieron
aislar T. foetus de vagina de vacas con 6 meses de gestaciéon, desapareciendo

posteriormente el protozoo y pariendo las hembras un ternero viable,

En la placenta y feto produce placentitis con presencia de infiltrado a
base de macréfagos y neutrofilos a nivel cotiledonario y en carunculas (151).
En los fetos, lalesion mas frecuente es una bronconeumonia piogranulomatosa
con ocasionales células gigantes, enteritis necrotizante y la presencia de
flagelados libres o fagocitados. Rhyan, J.C., 1995% Rhyan, J.C., 1995b. Al ocurrir el
aborto, el feto es expulsado aunque esporadicamente, puede ser retenido,
momificarse 0 macerarse y originar una piometra. Clark, B.L., Dufty, J.H.,
Parsonson, .M., 1983a

Patogénesis y mecanismos enzimaticos de T. foetus.

T. foetus posee endo y exoenzimas que incluyen beta-galactosidasas.
Vella, M., Greenwell, P., 1997. glycosidasas relacionadas con la ruptura de la
capa de mucina genital. Connaris, S., Greenwell, P., 1997. Y neuraminidasas
localizadas en la periferia del protozoo. Sin embargo, la cistein proteinasa
extracelular, es la enzima de mayor importancia en la patogénesis de T. foetus.
La cistein-proteinasa degrada diferentes proteinas del hospedador, incluyendo
fibrindbgeno, fibronectin, albumina y lactoferrina (ayuda al protozoo en la

adquisicion de hierro, adherencia celular y desintegracion de la matriz
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extracelular epitelial. Talbot, J.A., Nielsen, K., Corbeil, L.B., 1991. A su vez,
favorece al protozoo a evadir la respuesta inmune humoral degradando isotipos
de 1gG, especialmente IgG2, encargadas de opsonizar y facilitar la fagocitosis
mediada por Neutréfilo y a evadir el complemento degradando la fraccién C3 e
inhibiendo la formacion de C3b y la cascada complementaria . Kania, S.A. et al.,
2001. La accién de la cistein-proteinasa definiria una eficiente evasion de la
inmunidad humoral mucosal del tracto genital y la consecuente persistencia
parasitaria (7). Por otra parte, los anticuerpos pueden ser genéticamente
resistentes a ser degradados por la cistein-proteinasa explicando el fenbmeno
de animales naturalmente resistentes o con mayor capacidad para liberarse de

la infeccion 7).

Otra enzima importante en la patogenia de T. foetus es la neurominidasa
ubicada en la membrana parasitaria y en las vesiculas cerca de la superficie.
Dias Filho, B.P., Benchimoli, M., Andrade, A.F., Angluster, J., De Souza, W., 1999,
esta enzima hidroliza la unidn glicosidica a-2,3- entre el acido sialico y los
gliconjugados de superficie revelando los glucoconjugados celulares internos
(6). Esta remocion del acido sialico permitiria la adhesion celular de T. foetus
como prerrequisito para una posterior degradacién de glicoconjugados por

parte de otras glicosidasas o proteasas parasitarias s, 1s).

Adhesion y citotoxicidad.

La interaccién entre las membranas superficiales del protozoo y las
células huéspedes definen la sobrevivencia del parasito, el establecimiento de
la infeccion y el desarrollo de la enfermedad (68, 104). Inicialmente y favorecido
por el pH vaginal. T. foetus se adhiere al epitelio superficial queratinizado de la
vagina mediante su flagelo posterior y luego por el resto del soma. Jesus, J.B.,
Lopes, A.H., Meyer-Fernandes, J.R., 2002, siendo luego capaz de adherirse y producir
dafos citotoxicos por contacto. Singh, B.N., Lucas, J.J., Beach, D.H., Shin, S.T,,
Gilbert, R.O., 1999, En el proceso de adhesion de T. foetus intervendrian
moléculas especificas, como la fibronectina, que reconoceria la matriz
extracelular del huésped (3) y la ecto- ATPasa Mg2+ dependiente, que
desdoblaria la D-galactosa ubicada en la superficie mucosal del huésped (104).

A su vez, el proceso de adhesion se ve facilitado por lectinas superficiales de T.
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foetus que se unen especificamente al acido sialico de lasuperficie mucosa (6)
y otras moléculas superficiales de las trichomonas reconocidasgenéricamente
como adhesinas. Felleisen, R.S., 1999, Dichas adhesinas tendrian también la
capacidadde adherirse y destruir los glébulos rojos por hemoaglutinacién. A su
vez,las adhesinas se postulan como candidatos antigénicos para vacunas ya
que sus carbohidratos son reconocidos como epitopes por el hospedador e
inducen la formacion de anticuerpos in vitro los cuales previenen la adhesion y
colonizacion parasitaria. Singh, B.N., Lucas, J.J., Beach, D.H., Shin, S.T., Gilbert,
R.O., 1999,

Entre las adhesinas con potencial inmunogénico, se describen los
lipofosfoglicanos (LPG), comunmente presentes en la superficie de T. foetus y
unidos a la membrana parasitaria por una molécula de inositol-fosfoceramida.
Shaia, C.l.,et al., 1998. Los LPG son glicoconjugados ricos en fucosa y en menor
cuantia manosa, galactosa, glucosamina, glucosa y galactosamina, su
composicion lipidica incluye principalmente acido palmitico y estearico. Otra
adhesina superficial es laTf 190 denominada asi por su peso molecular
(190.000 kDa), la cual contiene 2 subunidades inmunogénicas de 140 kDa y 60
kDa mas ciertos componentes polipeptidicos. Shaia, C.I., Voyich, J., Gillis, S.J.,
Singh, B.N., Burgess, D.E., 1998, Tf 190 tiene la propiedad de inducir una
respuesta inmune caracterizada por linfocitos T los cuales pueden desarrollar

una respuesta de memoria ante un nuevo desafio. Shaia, C.I.,et al., 1998.

La adhesina superficial Tf 1.17 es otra glicoproteina altamente
glicosilada (50-70kDa) que posee un péptido extra unido covalentemente con el
resto de la molécula de lipofosfoglicano (164). Este péptido exclusivo le
otorgaria a Tf 1.17 mayor poder inmunogénico comparado con el LPG (164).
Asi, Tf 1.17 estimula anticuerpos que inhiben la adhesion parasitaria al epitelio
vaginal y favorecen la aglutinaciéon y destruccion de T. foetus mediante el
complemento (96). Estas cualidades in vitro sugieren la posibilidad del uso de
vacuna contenedora de Tf 1.17 que evite in vivo la migracién del protozoo hacia

el utero y la consecuente endometritis e infertilidad (14,

Otra adhesina de T. foetus es el antigeno soluble y glicosilado (SGA), el

cual es continuamente liberado desde la superficie del protozoo y relacionado

18



quimicamente con LPG y Tf 1.17 (164). En este caso, a pesar que el SGA
ayudaria a evadir la respuesta inmune ya que los anticuerpos estarian dirigidos
hacia las moléculas liberadas, una suficiente cantidad de antigeno permanece
adherido al parasito como para considerar al SGA un candidato vacunal (164).
Otras adhesinas, de aproximadamente 100kDa de peso molecular, fueron
descritas en la superficie del protozoo y en las vesiculas citoplasmaticas
aunque normalmente estarian enmascaradas por carbohidratos especificos y
se expondrian solo ante determinadas condiciones (74). Finalmente, la similitud
quimica y fisiolégica de varias de las adhesinas descritas para T. foetus

sugieren que, en ciertos casos, podria tratarse de una misma molécula o grupo

de ellas.
Ciclo de Infeccion.
Fuente de infeccion
Animales enfermos y/o portadores
(Toros, vacas y vaquillonas infectadas)
Vias de eliminacién Puerta de entrada
Secreciones Genital a través
Genitales y semen del servicio
Ciclo de Infeccidn
Animales susceptibles
Toros, vacas y vaquillonas
Diagnastico.

Esta enfermedad puede ser diagnosticada en los toros, vacas y
vaquillonas, o fetos mediante analisis de laboratorio. El analisis mas comun es
el que se efectia en los toros mediante la toma de muestra prepucial

empleando distintos métodos diagndsticos de rutina.
El n° de muestreos necesarios a realizar en los toros tiene mucho que

ver con los antecedentes sanitarios y reproductivos y la situacion actual del

hato.
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Muestras a obtener para el diagnostico de enfermedades venéreas en
las diferentes categorias de animales.
Toros
Material prepucial y semen
Vacas y/o Vaquillonas
Flujo de cuello uterino y vagina.
Fetos y sus envolturas
Liquido de cuajo, pulmédn, placenta envolturas y fluidos fetales.
Es conveniente utilizar animales centinelas o sensores a las hembras
con problemas reproductivos que son detectados en el tacto o muestrear los

fetos hallados.

MEDIDAS DE MANEJO y CONTROL

Para el control de estas enfermedades, particularmente en el caso de
Trichomoniasis es recomendable |la venta a faena de los animales positivos y
para el tratamiento de los toros y para ambas la adopcion de medidas de
manejo y control. El uso de la inseminacién artificial con semen procedente de

toros sanos.

MEDIDAS DE MANEJO

La implementacion de un programa de control es indispensable
muestrear todo toro que ingrese al hato independientemente de su edad y

antecedentes.

Estrategias de diagndstico en rodeos libres, infectados o de situacion
desconocida en Machos.

Hatos libres 2 muestreos negativos.

Hatos infectados o de situacién desconocida.
Liquido de cuajo, pulmédn, placenta envolturas y fluidos fetales.

Los muestreos se deben realizar a partir de 30-35 dias de finalizado el
servicio, con intervalos no menores a 10 dias.

Los toros positivos a ambas enfermedades deben enviarse a faena o

tratarse. Si se tratan, deben realizarse controles para verificar la efectividad del
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tratamiento, con 4 muestreos como minimo, comenzando 30 dias después de
finalizada la medicacion.

No repetir tratamientos en toros que hayan demostrado resistencia al mismo,
enviandolos al Rastro.

Evitar que los toros tengan contacto con hembras fuera de la época de
servicio.

No ubicar los toros destinados a servicio en potreros con inadecuados
alambrados linderos con otros establecimientos

Utilizar toros jovenes.

Llevar registros de los toros asignados a cada hato durante el servicio, no
rotarlos.

No realizar la prueba de capacidad de servicio en rodeos con enfermedades
venéreas.

No realizar la prueba de capacidad de servicio en toros que no tengan control
de enfermedades venéreas.

Vacunar contra T. foetus todos los toros que entren a servicio, y también los
utilizados en IA, repaso, marcadores de celo y aquellos destinados a la prueba

de capacidad de servicio.

EN HEMBRAS.

Realizar tacto pre-servicio para descartar prefieces.
Efectuar diagnostico de prefiez por palpacién rectal
Realizar muestreos en no menos del 10 % de los vientres vacios a la palpacion
rectal post-servicio, para efectuar los analisis de laboratorio. Estos analisis

constituyen una prueba de hato.

Estrategias de diagnodstico en rodeos infectados, o de situacion
desconocida en Hembras y Fetos Hembras.
Muestreos de hembras con problemas reproductivos (repetidoras de celo,
vacias al tacto y/o aquellas que aborten) hatos infectados o de situacion
desconocida Fetos.

Muestreos de fetos que puedan localizarse y que estén en condiciones

de procesarlos.
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Las hembras vacias se destinaran a venta para faena.

En hatos problemas se tratara de efectuar el seguimiento por tacto
rectal de las hembras prefiadas para detectar pérdidas tacto-paricion
descartando todo vientre abortado.

Al ingresar vientres al establecimiento, estos deben provenir de rodeos
libres de enfermedades venéreas y mantenerse aparte hasta finalizada la
paricion. El riesgo de vaca portadora siempre estara presente.

Las hembras utilizadas en la prueba de capacidad de servicio deberan
ser libres de enfermedades venéreas (constatar por analisis de laboratorio.

Se deberan realizar vacunaciones contra Campylobacteriosis en todas
las hembras (vacas y vaquillonas) que entren en servicio, y en las destinadas a
la prueba de capacidad de servicio.

En todo proceso de control de enfermedades debe haber una decision
de implementar medidas de control y cumplir las premisas totalmente, pues de
otro modo solo invertiremos el dinero mal y siempre tendremos presente la
enfermedad, el productor debe consultar a su Médico Veterinario y juntos
planear las estrategias de acuerdo a las premisas que ya estan planteadas,
seguramente el compromiso de ambas partes permitira el control de las
mismas. Pero también se ecomienda en todo momento al productor adoptar las
medidas correctas de control.

MEDIO CEDIVE PARA EL CULTIVO DE TRITRICHOMONA FOETUS

El medio para cultivo de Tritrichomona foetus se prepara en base a un
caldo de higado bovino (Shuterland-modificado) con componentes comerciales
de primera linea y suero estéril, lo que garantiza un alto estandar de

sensibilidad.

Muestreo de Vacas.

En vacas que se han infectado durante el servicio, la trichomoniasis
produce una infeccidn uterina que afecta la nidacion y el desarrollo de la
placenta, produciendo aborto especialmente entre los 40 dias y los 4 meses de
gestacion. Por esa razén es poco frecuente el hallazgo de los fetos en el
campo. Sin embargo es de buena expectativa el diagndstico en vacas vacias al

tacto con o sin piometra. Este diagndstico permite anticipar al productor una
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propuesta de manejo. Se sugiere el muestreo de varios animales en la

oportunidad del tacto.

Aunque en general las vacas desarrollan inmunidad post-infeccion, las
vacas portadoras (“carrier’) son mas frecuentes de lo que la bibliografia
tradicional estimaba. En rodeos infectados es muy probable demostrar la
presencia del parasito en vacas falladas por esa causa, aun después de 6-8
meses de retirados los toros, por lo que el riesgo de infeccién de los mismos
persiste en los proximos servicios. El diagnéstico se puede establecer
sembrando una muestra de moco cérvico vaginal. Conviene tomar la muestra
del cuello uterino alcanzando preferiblemente el primer pliegue y del fondo de
saco vaginal en torno al cuello.

Diagndstico en fetos.
Como se dijo los abortos en general son tempranos, sin embargo

algunas gestaciones pueden sostenerse hasta después de los cuatro meses y
un pequefio porcentaje de los abortos mas tardios, incluso a término, pueden
deberse a Tritrichomona foetus. Hay vacas infectadas que incluso paren
terneros vivos. Cuando la infeccidon afecta gestaciones avanzadas el protozoo
invade el liquido amnidtico y por via oral al feto, infectando el cuajo, pulmones y
eventualmente el higado antes de la muerte y posterior expulsion. En el feto el
lugar de eleccion para intentar el aislamiento es el liquido de cuajo (al igual que
en otras infecciones que siguen el mismo curso). Una pequefia muestra de ese
liquido se sembrara en el medio decultivo para Tritrichomona foetus.

Muestreo de toros

Instrumental para la obtencion de muestras prepuciales en el toro.
Construido con un catéter plastico, su extremo con ranuras anulares permite
remover el exudaddo que es aspirado con un frasco plastico flexible. El catéter
es descartable. El instrumento posee una empunadura que facilita su accionar

y cuenta con una valvula para interrumpir la aspiracion.

Desde que Bartlett en 1949 (1) describiera la utilizacion de una pipeta

acodada para obtener muestras prepuciales, se han utilizado distintos
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elementos para remover o aspirar material del fondo de saco prepucial. Bartlett,
D.E.etal ., 1949.

Con la intencién de simplificar la técnica sin disminuir la calidad del
material obtenido se desarrollé el presente instrumental: un aspiro raspador
descartable con una empufiadura metalica y un envase plastico para hacer
succion,

Raspador: Esta construido con un tubo plastico semiflexible de 6 mm de
didmetro exterior, 4 mm de luz y 60 cm de largo que posee la rigidez suficiente
para ser empujado hasta el fondo de saco prepucial sin inconveniente. En el
extremo que se introduce dentro del prepucio presenta un sector de 2 cm de
longitud con ranuras anulares para remover el esmegma y tres orificios de 2
mm de diametro, que sumados al del extremo de la pipeta conforman cuatro

puntos de aspiracién (Figura ).

Aspirador: La succion del material removido se realiza mediante un frasco de
poliestireno flexible de 60 ml de capacidad que se cambia con facilidad cuando
se ensucia.

Empuiadura: Se disefid una pequeia empufadura de intermediario para
conectar el frasco plastico con el raspador. Es un conjunto de cuatro elementos
que cumplen otras tantas funciones y que se desarma con facilidad para
permitir su limpieza. a) buje de goma donde se inserta el raspador, b) apoyo
para el pulgar e indice que permite sujetar el catéter y facilita los movimientos
de vaivén durante el raspado, mientras el frasco se toma con los tres dedos
restantes, e) valvula para eliminar el vacio y d) tapon de bronce donde se

inserta el frasco.

24



La movilidad se logré6 mediante una vinculacion flexible entre el frasco y la
empufiadura lo que permite no solo adaptarlo a cualquier posicion de trabajo
que convenga al operador sino también manejarlo con la mano izquierda o

derecha (Figura 2).

Se disefiaron dos modelos de empufadura segun se quiera utilizar uno o dos
aspiro-raspadores al mismo tiempo para sembrar en forma independiente un

medio de cultivo para tricomonas y otro para campylobacter (Figura 3).

TECNICA DE TRABAJO

Introducir el aspiro-raspador hasta el fondo del saco prepucial. Si el avance se
dificulta por que la mucosa esta muy seca, se lubrica la cavidad colocando con
la pipeta un pequeno volumen de la misma solucion, medio de cultivo o
transporte, que se esté utilizando.

Insuflar aire dentro de la cavidad prepucial comprimiendo el frasco plastico.
Realizar veinte raspados en sentido antero posterior en la zona del fornix y
glande del pene.

A partir del décimo movimiento de raspado comenzar a aspirar.

Enjuagar en el medio de cultivo o transporte aspirando y expeliendo con el

frasco flexible.
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Si bien la aspiracién se puede realizar con una jeringa, el uso del
intermediario aqui descripto es mas practico porque permite trabajar con una
sola mano. El conjunto es totalmente desarmable lo que facilita su limpieza.
Utilizar un frasco plastico resulté mas conveniente que la pera de goma. No se
deteriora por el calor ni se reseca con el uso; se ve cuando pasa liquido a su
interior, es lavable y muy econdémico.

La valvula permite que entre aire al sistema anulando el vacio e
interrumpiendo la aspiracién. De esa forma se evita diluir la muestra o mojar el
frasco en caso que el toro orine durante el raspado. El catéter se sujeta entre
los dedos pulgar e indice para no disminuir la sensibilidad del operador durante
el raspado. Con esto se evita ejercer una presion excesiva que podria lesionar
la mucosa prepucial o peneana. Comparado con otros métodos en uso, el

aspiroraspador presenta varias ventajas y algunos inconvenientes.

Ventajas respecto de:

1) El raspador metélico:

a) es menos agresivo para la mucosa prepucial.

b) recoge mas material porque permite aspirar el esmegma que se remueve.

c) permite obtener muestras menos contaminadas. Si la pipeta esta muy
embarrada, se puede limpiar el exterior y sélo se utiliza para sembrar, el
material aspirado contenido en su interior.

d) no se necesita calentar agua para esterilizar los raspadores. Esto no es una
ventaja menor. A menudo conseguir los elementos para encender fuego y
hervir agua es una molestia.

2) La pipeta lisa:

a) recoge mas cantidad de material porque remueve las células superficiales
que luego son aspiradas.

b) tiene mejor capacidad do aspiracién porque es de mayor diametro y posee
cinco orificios en lugar de uno solo.

c) se trabaja con una sola mano porque no se aspira con jeringa. Esto permite
tomar el prepucio con la mano libre para guiar la pipeta o sujetarlo, si es muy

péndulo, como es caso de los toros cebu.
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d) la longitud del instrumento permite llegar hasta el fondo del saco prepucial
aun en toros de razas cebuinas o en aquellas mangas donde el animal queda
lejos del operador.

3) El raspador blando:

a) no hay que esterilizar los cabezales.

b) evita armar los raspadores uno a uno.

C) es mas barato.

Valen las mismas consideraciones de los puntos b) y ¢) enunciadas arriba.

Inconvenientes:
En relacién con el raspador blando de caucho siliconado puede ser mas
traumatico si se emplea una presion exagerada y cotejado con el raspador de

bronce los muestreos se encarecen porque el catéter se descarta.

Vacunas contra la Tricomoniasis bovina:

El principal objetivo de las vacunas contra T. foetus en hembras bovinas
es evitar la cervicitis, endometritis y placentitis, las cuales ocasionan infertilidad
y pérdida de la prefiez BonDurant y col. 1993; BonDurant 1997. Las vacunas
contra la Tricomoniasis bovina deben ser capaces de generar una respuesta
inmune capaz de eliminar a T. foetus del tracto reproductivo antes que suceda
el dafo fetal (aproximadamente dia 60-70 post infeccion), sin necesariamente
evitar la colonizacion del epitelio vaginal por parte del protozoo BonDurant y col.
1993; BonDurant 1997. Trabajos donde se estudido la patogénesis de la
enfermedad, determinaron que las pérdidas fetales ocurren luego de 63 dias
post infeccibn BonDurant 1997. Por otra parte, Anderson y col. 1996
demostraron que la respuesta inmune e inflamatoria en la hembra,

correlacionado con la pérdida fetal, ocurre luego de 70 dias post infeccion.

Diversos tipos de vacunas se han desarrollado para el control de la
Tricomoniasis bovina. En principio se formularon vacunas con célula entera de
T. foetus inactivada, las cuales aplicadas por via sistémica en hembras bovinas

servidas con toro infectado, redujeron el numero de hembras infectadas y el
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tiempo de infeccion Kvasnicka y col. 1992; Hudson y col. 1993(b) (Tabla 1).
Actualmente, una vacuna a célula entera inactivada de origen importado
(EE.UU) es elaborada comercialmente y se encuentra disponible en el mercado
argentino. Ensayos realizados en Argentina con dicha vacuna comercial
evidenciaron algun grado de proteccion en las pérdidas provocadas por la
enfermedad Campero y col. 199.) (Tabla 1), aunque se desconoce su
desempeno en condiciones reales de producciéon bovina. Contradictoriamente,
la aplicacion de vacunas a célula entera en toros mayores de 5.5 afios no tuvo
efecto preventivo ni curativo de la infeccién Clark y col. 1983a. Ademas, otros
autores fracasaron al utilizar vacunas con célula entera de T. foetus tanto en

bovinos hembras como en toros Herr y col. 1991. (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las principales vacunadas elaboradas contra

Tritrichomonas foetus.

Autor | Tipo de vacuna | YA Dosis Desafio PI % P
{n*}) {dias)

Herr et, | Entera (12} M Zofaz Servicio 49 3
al, (1991} | Contral (12) dias natural a5 16
kwasnicka | Entera S 2ozl Servicio 27 6Z2.5

et.al, 5x107/dosis dias natural

(1992} (65

Cantral (65 36 31.5

Hudson [ Entera (36 SC 2ozl 49 55.5
et, al. Control (15) dias 69 13.3
(1993h)

Gault et, | Entera =C Zofzl Servicio 22 -

al, {1995) | Sx107/dasis dias natural

(10)

Entera Intravaginal 25 -

Sx107/dosis

(18]

Control (107 Servicio 75 -
natural

anderson | Tf 1,17 {1a) IM 3o/ 21 | Intravaginal 30 -
et. al. [ Control (&) dias 54 -
(1996}

Carmpero | Entera (10} =C Z ol 15 Servicio - 66,6
et, al. [ Membrana (&) W dias natural - 70
(19983 [ Contral (73 - - 85.7

Carnpero [ Membrana (12} =C 3o/ 30 | Intravaginal 35 -
et, al. Contral (13) dias i} -
{199%9)

VA: Via de aplicacion / Sc: Subcutaneo Im: Intramuscular V: Vaginal

c/: cada PI (dias): Persistencia de la infeccion %P: Porcentaje de paridas

Por otra parte, se desarrollaron vacunas con subunidades de T. foetus,
es decir con antigenos seleccionados por inducir una respuesta inmune

protectora Clark y col. 1984; BonDurant y col. 1993; Campero y col. 1998 y 1999,
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Corbeil y col. 1998. A partir de la identificacion de antigenos en la superficie
celular de T. foetus investigadores australianos utilizaron fracciones de
membrana glicoproteicas de T. foetus como inmundgeno en toros con
aceptables resultados Clark y col. 1984. Una vacuna desarrollada con similar
técnica fue utilizada en hembras desafiadas experimentalmente y permitio
acortar el periodo de infeccion Campero y col. 1999. Sin embargo, no existe
suficiente informacién sobre su desempefno en condiciones de desafio natural
de la infeccion y a su vez, otros autores mencionaron un mejor desempefio de
vacunas con célula entera comparadas con vacunas contenedoras de

fracciones de T. foetus Hudson y col. 1993a.

En los ultimos afos, gracias a la identificacion y purificacion de un
antigeno superficial de T. foetus denominado Tf 1.17 Hodgson y col. 1990. fue
desarrollada una nueva vacuna experimental BonDurant y col. 1993; Anderson y
col. 1996; Corbeil y col. 1998. Tf 1.17 es un antigeno glicoproteico presente en
cepas de T. foetus de diferentes regiones geograficas del mundo Hodgson y col.
1990; lkeda y col. 1993. Ademas, estudios in vitro mencionan que anticuerpos
monoclonales contra Tf 1.17 fueron capaces de inmovilizar, aglutinar, evitar la
adhesion celular y destruir por la via del complemento a T. foetus (Hodgson y
col. 1990). Se desconoce la eficacia en condiciones naturales de una vacuna
contenedora de Tf 1.17, pero su aplicacion en vaquillonas desafiadas
experimentalmente con T. foetus evidenci6 una pronta liberacion de la
infeccidn, proteccion contra la inflamacion y produccion de IgA especificas en

las secreciones genitales Anderson y col. 1996; Corbeil y col. 1998.

En reglas generales, hembras inmunizadas con T. foetus tuvieron un
patron de respuesta humoral similar al descrito para las infecciones naturales,
aunque la respuesta en hembras inmunizadas fue mas temprana y de mayor
cuantia Herr y col. 1991; BonDurant y col. 1993. La inmunizacion de vaquillonas
por via sistémica increment6 los niveles de IgG séricos y genitales e IgA
genital, pero el incremento de IgA genital dependié del adyuvante empleado
BonDurant y col. 1993; Gault y col. 1995; Corbeil y col. 1998. Asi, vaquillonas
vacunadas por via sistémica con adyuvante oleoso o adyuvante incompleto de

Freunds incrementaron su nivel de IgA vaginal BonDurant y col. 1993; Gault y
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col. 1995, pero no se obtuvo similar resultado utilizando un adyuvante de
saponina modificada Quil A Corbeil y col. 1998. La inmunizacion de vaquillonas
en la mucosa superficial de la vagina en forma de “booster” permitid
importantes incrementos de IgA uterinas y vaginales Corbeil y col. 1998, pero no
se determind incremento en los niveles de anticuerpos séricos, Cobo y col., La
persistencia de la infeccion genital por T. foetus fue menor en hembras
vacunadas donde la infeccion persistio6 por 3 a 5 semanas en promedio
Kvasnicka y col. 1992; Gault y col. 1995; Anderson y col. 1996; Campero y col. 1999.
Pudiendo llegar a 7 semanas Herr y col. 1991; BonDurant y col. 1993; Hudson y
col. 1993b. En cambio en hembras no vacunadas la infeccion se prolongé por 5
a 14 semanas Herr y col. 1991; Kvasnicka y col. 1992; BonDurant y col. 1993;
Hudson y col. 1993 (b); Gaulty col. 1995; Campero y col. 1999. Tabla 1.

El empleo de vacunas en un rodeo infectado con Tricomoniasis
permitiria un menor tiempo de infeccion en las hembras vacunadas y la

posibilidad de lograr un 10-15% mas de terneros destetados.

En lo referente a la capacidad de las vacunas existentes para evitar
pérdidas fetales, grupos de hembras vacunadas desafiadas naturalmente
sufrieron pérdidas reproductivas, aunque en menor cuantia que aquellas
hembras sin vacunar. En experiencias con vacunas a célula entera, mientras
que en un principio el rango de concepcion era mayor a 85% en los grupos
vacunados y sin vacunar, dicho rango se redujo al 62.5% para el grupo
vacunado y 31.5% para el grupo control, aunque cabe mencionar que los
animales tuvieron un desafio mayor al que ocurre en condiciones de campo
(Kvasnicka y col. 1992). También Hudson y col. 1993(b), trabajando con el
mismo tipo de vacuna entera, observaron que el rango de prefiez descendié de
66.6% a 55.5% para el grupo vacunado y de 33.3% a 13.3% para el grupo no
vacunado (Tabla 1). Sin embargo, se considera escasa la informacién existente
sobre el desempefio de las vacunas contra T. foetus en condiciones de
ganaderia extensiva donde el periodo de servicio puede extenderse 4 a 6
meses. Ademas, la presencia de otras enfermedades reproductivas

concomitantes comunes en Latinoamérica, tales como la Campylobacteriosis
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bovina o Brucelosis, pueden enmascarar los resultados de los animales

vacunados.

Conclusiones

La Tricomoniasis bovina continua siendo uno de los problemas
reproductivos mas importantes en la ganaderia de cria, tal cual lo demuestran

los indices de prevalencia de la enfermedad en diferentes regiones del mundo.

En los Uultimos afios se efectuaron importantes avances en el
entendimiento de la patégenesis del protozoo y en el desarrollo de diferentes
tipos de vacunas contra T. foetus. Sin embargo, aun se sabe poco sobre el
empleo de diferentes rutas de inmunizacién y tipos de adyuvantes, lo cual
podria mejorar el desempefio de las vacunas ya existentes. Futuras
evaluaciones de las vacunas disponibles en condiciones reales de desafio a
campo permitiran considerar la vacunacion como una herramienta para el
control de la enfermedad. Por otra parte, es necesario implementar el
diagnostico de la enfermedad en los rodeos de cria de Latinoamérica para
conocer el verdadero status de la enfermedad y poder programar medidas de
control sanitario. Finalmente, la implementacibn de nuevas técnicas
moleculares como el PCR y medios de cultivo mas sensibles y especificos

permitiran un mejor diagndstico de la enfermedad.
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