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'INTRODUCCTON

La vibriosis es una enfermedad vénérea’dél‘ganado causada por Vibrio
fetus, las vacas se infectan principalmente de dos maneras natural o arti
ficial con un toro infectado. Los toros pueden infectarse durante la co-

pulacién con vacas infectadas.

El contacto del pene con secreciones infeectadas de'anim@les que pre-~
viamente han sido servidos, puede ser considerado suficiente para produciy
la infeccibn, los toros estabulados en un centro de inseminacidn artificial

pueden infectarse de alguna otra manera.

La suceptibilidad de los toros j8venes a la infeccidn natural o expe-
rimental con Vibrio fetus es marcadamente mis baja que en los toros viejos
(mayores de ciﬁco afios). Estos son altamente suceptibles y retienen la in-
feccibn permanentemente, esta suceptibilidad esti relacionada con el aumen-
to en nlmero y tamafio de las criptas en el epitelio del penesg. En las
hembras la infeccibn va seguida por un perfodo de infertilidad, esto usual-
mente es el sintoma mésléredominante. Los ciclos estruales son irregulares

y es probable que el aborto pueda ocurrir en cualquier estado de la prefiez.

Clinicamente un hato eon vikf;asiS’no se puede diferenciar de un hato
con trichomoniasis, en la maypnia de los hatos la infertilidad puede ser
limitada a los animales que hag gida apareados con toros infectados, cuando
la infeccibn ocurre previamepte eh un hato no expuesto esto tiende é ser

severo debido al gran nﬂaeré,ds animales suceptibles3’.



.

Por la gran importancia que siempre se ha dado a la brucelosis, el
problema de la vibriosis ha recibido poca atencibn sin tener en cuenta que
este también trae grandes pé&rdidas econdmicas a la ganaderfa colombiana y
por ende al pafs que la posea, igualmente desde el punto de vista de pro-
duccidn pecuaria este es un gran incoveniente para aumentar la natalidad

pecuaria.,

En vista de que el diagndstico de la vibriosis no puede ser hecho
solamente en base a la historia clinica del hato, sino que estd debe ir
‘acompaﬂada por el aislamiento del agente causal, y que un solo aislamien-

to de Vibrio fetus var venerealis constituye un diagndstico positivo de

vibriosis en un hato; se estudid cual era el medio de cultivo mis satis-

factorio y que ofreciera la mayor confiabilidad posible.

Igualmente debido a la poca viabilidad que el Vibrio tiene en el
medio usado (solucidn salina) para el transporte de las muestras del
campo a2l laboratorio, se evaluaron dos medios de transporte, que reﬁedia«
ran en parte los problemas que tienen de recolectarlas y llevarlas opor-
tunamente al laboratorio debido a las grandes distancias conque muchas

veces troplezan.

Se hizo también un estudio comparativo de técnicas por cultivo y
anticuerpos fluorescentes para averiguar la posibilidad de usar esta

Gltima como una manera de diagnosticar la vibriosis.

-



REVISION DE LITERATURA

La vibriosis fue primero asociada con aborto en ovejas por McFadyean

39

y Stockman~”, ellos reportaron un promedio de abortos de 23.2% y un pro-

medio de esterilidad del 107 de hatos de ovejas infectadas por Vibrio

fetus.

Durante el perfodo de 1918 y 1923 Smith y sus asociados?> 96 11ama-

ron y establecieron el V. fetus como causa de aborto infeccioso en ganado.

5

Barger” aisld V. fetus de un feto de cinco meses de edad y en el cual

hubo retencibn de placenta, en adicidn a causa de aborto e infertilidad en

63

ganado Moore - reportd que la infeccién por V. fetus es también causa de

retencidén de placenta. Fuera de los casos humanos reportados por

76. Segiln Spink97 el V. fetus fue aislado de la sangre de tres

12

Plastrige
mujeres, dos de las cuales abortaron. Bokkenheuser™“ reportd diez nuevos
casos humanos en el estado de Nueva York, el organismo fue aislado mez-

-elado con la flora normal del hombre.
De acuerdo con el manual Bergeys15 el V. fetus estd clasificado as{:

Divisidn I Protophyta Sachs, 1874, Emend Krassillnikov, 1949
Clase 1II Schizomycetes von Naegeli, 1857 |

Orden IV Eubacteriales Buchanam, 1917

Familia VII  Spirillaceae Migula, 1894

Género Vibrio Miller, 1773



Especie Vibrio fetus

El diagn6stico de 1la vibriosis bovina esti basado a mis de la historia
clinica del hato por el aislamiento del agente causal»en el laboratorio, el
cual es uno de los principales, pruebas seroldgicas tales co&o inmunof luo-
rescencia, la sero y muco-aglutinacidn, inoculacidn en animales de labora-

torio o por el empleo de novillas virgenes.

La identificacidn esti basada en la morfologfa de la colohia; carac-
ter{sticas de coloracién, requerimientos de crecimiento, produccidn de ca-
talasa, habilidad para crecer en cloruro de sodio al 3.5%, crecimiento en

glicina al 1% y produccién de HpS.

Dgfty24 recomienda la centrifugacidn de la muestra A 1.200 x g por
ciqco minutos extender 0.5 ml de 1£quido sobrenadante sobre un agar sangre
(é1 recomienda ires cajas por muestra) también ﬁomar 0.5 ml 2 1.0 ml de
liquido sobrenadante y pasarlo a‘través de un filtro Millipore de 0.65 .

Las cajas pueden ser examinadas a los tres y siete dfas.

El concluyd que si los cultivos tienen una alta contaminacidn, pueden

ensayarse testigos. Las siguientes recomendaciones son dadéé por Seamon91
para prepafar cultivos de las muestras de Vibrio. En caso de cotiledones
cortar §equeﬁos pedazos de estos m4s o menos 0.5 g y macerarlos en un mor~
tero, afiadir 10 ml de solucién salina fisioldgica y hacer una.emulsién

luego esta es vaciada asepticamente dentro de un recipiente y se agregan

0.5 ml de solucibn salina estéril, el fluifdo es luego colocado en una in-



cubadora a 37 C por dos horas para que todas las células y residuos sedi-
menten, un minimo de 2.0 ml del liquido sobrenadante es colocado dentro
de una jeringa y se pasa a través de un filtro directamente. sobre el agar

triptosa conteniendo 10% de sangre de ovino.

Winter et 2110~

sugilere que la técnica de filtracién puede ser usada
solamente si los intentos de aislamiento inicial fallan debido al creci-
miento de muchos contaminantes que no son inhibidos en el medio con anti-

bidticos. Algunos autores?’ dicen que la filtracién,pQ; filtro Millipore

puede ser Gtil para el alslamiento de V. fetus venerea?;g de muestras al-
‘tamente contaminadas; el método se encontré ser aceler;éo aunque en ocasio-
nes el bloqueo de los filtros parecé que re&uce la cantidad de filtrado y
por coﬁsiguiente hay una reduccién de Vibrio, esto puede ser usado en

unién con otras técnicas en toros excretando pequefias cantidades de V.

fetus venerealis. Este mismo sistema de aislamiento del V. fetus fue rea-
179

—

lizado por Plummer et

Muchos medios de cultivo se han utilizado para el aislamiento, man-
tencidén y propagacidén a grande escala de gérmenes de V. fetus. Para la
preparacidén de antfgeno Jansen y Kunst®3 obtuvieron un buen crecimiento
en embridn de polilo de siete a nueve dfas de edad en tres dfas de incuba-
cibn. Se lograron fuertes crecimientos en caldo tioglicolato, mis 3% de
agar reemplazando el 10% de aire por C0243,44' Kusdas y Morsed2 descri-
bieron un medio semisblido con bilis de bovino, etil violeta y agar agar

con antibibticos. Masta 1949 todos los intentos que se hicieron para de-



sarrollar el E-.£2£2£ en medio sblido o en caldo f:acasaron. Plastridge“
25:2174;76 se idearon para la preparacidn de ant;geno susggnder la supeff
ficie de los medios semisSlidos usando cuatro voldmenes de solucién sali-
na formalinizada, el agar se separaba por centrifggacién a baja velocidad
se agregaba suero wis solucifn salina, filtrando luego por lana de vidrio
y almacenando a 5 C este procedimiento no fué muy.ﬁtilhpgra la prepara-

cibén de antfgeno a grande escala.

Segln Plastridge77 el mantenimiento de cepas para la preparécién de
antigeno durante el perfodo de 1941 a 1948 se hizo en un agar semisdlido
que consist{a en una infusidén de caldo mis 0.3% de agar. El agar semi-
s6lido fue més tarde substitufdo por el medio thiol debido a los hallaz-
gos de-I-Iudrl,eacm"-0 quien encontrb que este medio daba mejores resultados

para el crecimiento de Vibrio.

Para el aislamiento primaric un medio conteniendo sangre o suero
son superiores, agar sangre bovino fue el medio mds comunmente usado, la
sangre debe ser tomada de un animal que nunca haya estado infectado con

V. fetus y que nunca haya dado positivo a la sero ni mucoaglutinac16n53.

Una evaluacidén del método por filtraciém y el uso de medios con an-
tibibdticos fue realizado por Shepler et 31?2 ellos cultivaron muestras
prepuciales utilizando el medio con antibidticos y filtrando a través
de filtros Millipore. E1 medio con antibidticos fue una combinacidn de
bacitracina (150/ml) polimixina (1U/ml) y novibiocina (5mg/ml) se adi-

cionaron al medio basal consistiendo en agar infuso de corazdn y cerebro
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més 10% de sangre de bovino, fue el medio mids efectivo para el aislamiento

'de V. fetus de muestras prepuciales de bovinos, este medio con antibidti-

cos elimind el esparcimiento de Proteus y otros microorganismos pero

-Fletcher

Pseudomonas zeruginosa no siempre fueron inhibidas. Ni Proteus ni Pseudo~

_ monas interfirieron con el aislamiento de Viprio cuando se usd la téenica

de filtracisn. No se obtuvo crecimiento de Vibrio bubulus en medio;con

antibibticos pero; fue usualmente encontrado por la té;nica de filtracidnm.
Ambos métodos aumentaron la posibilidad de aislar V. fetus de fluidos pre-
puciales. Los requerimientos de vitaminas y aminoécidbs fue estudiado por

29, usé va:iés medios pero no did conclusiones claras,'algunas vie

“taminas parecen estimular el crecimiento del V. fetus.

Wianter et 21103 hicieron una evaluacién de varios medios para el ais-
lamiento de V. fetus, esos medios fueron: Agar sangre con y sin antibid-

ticos. Usaron agar cistina corazdn para preparar el medio usando los si-

:guientes antibibdticos: 24 Ude Bacitracina y 20 Ude micostatin. Agar
‘Brucella. El medio fue preparado con 28 g de caldo Brucella 37.5 mg de

glutation y 20 g de agar disueltos en un litro de agua destilada. Medio

e thiol semisélido 30 g de thiol y &4 g de agar fueron disueltos en un
1itro de agua destilada. Medio Brucella semisflido 28 g de caldo Brucella
y 1.6 g de agar fueron disueltos en un litro de agua destilada.. Algﬁnos
medios conteniendo 0.02% de cistina, 1% de glicina, 3.5% de cloruro de
sodio. Ellos dicen que el medio conteniendo sangre y antibidticos es su-

perior y mucho mds efectivo que el -cultivo de muestras fiitradas.
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Un trabajo similar fue realizado por Dumn gg,gl?s, ellos compararon
varios medios de cultivo: Agar cistina corazén, agar cistina corazén con
300 U de micostatin, 20 microgramos de albamicina y 2.5 microgramos de
verde brillante, Medio thiol. Ellos concluyeron que el procedimiento
mds simple fue inoculado el medio thiol con semen filtrado. Un medio 1{-
quido conteniendo caldo, carne, peptona, higado y 20% de suero de caba-

2

llos fue utilizado por Alfimova® y asegurd una méxima rata de reproduc-

cibén. E1l uso de muestras congeladas fue estudiada por Dufty24 quien en-

contr6 que por este método el aislamiento de V. fetus es considerable-

mente reducido, sin embargo, &1 encontrd una reduccidn de los contaminan-

tes.

Keshava et glﬁs usaron medio bacto thiol para primer cultivo de
cepas de 212532 y para la produccién de ant{geno, ademis para el creci-
miento de Vibrio, el medio de Florent o una modificacién fue usado. Los
dos medios los cuales fueron usados dieron aproximadamente la misma po-
sibilidad de aislamiento de V. fetus, Roberstad y Morrison®® ensayaron

un método de agitacidn constante para obtener mayor cantidad de células

de Vibrio en més poco tiempo y encontraron las siguientes ventajas: Un

mayor contacto de las células con los nutrientes, una remosién més efi-
ciente de los productos téxicos y un medioc ffsico constante para cada cé-

lula.

107

Zemjanis Y Hoyt estudiaron el efecto de varios factores en el

crecimiento de V. fetus, utilizaron un total de 21 factores y encontraron



que estos aumentaron el crecimiento del Vibrio cuando se adiciomaron al

medio basal.

Estudio del efecto de 19 enzimas inhibitorias en varias concentracio-

nes para V. fetus, Proteus y Pseudomonas fue estudiadalo8 y encontraron

que gggudomonas es mis resistente que Proteus vulgaris a algunas de las
enzimas, esta diferencia de sensibilidad pudo ser utilizada para aisla-

miento de V. fetus, Pseudomonas agerugingsa de material contaminado con

Proteus. Trueblood y TuckerlOo encontraron que cuando se adiciona flufdo
amnidtico al agar Brucella en una concentracién de 5% aumenta el creci-

miento del ¥. Fetus,.

Fletc:her29

utilizé para aislamiento de V. fetus y para otros vibrios
microgerofilicos un medio semisdlido cémpuesto pot extracto de levadura
0.7%, cloruro de sodio 5%, agar 2% pH 8.0. Los principales aminodcidos
encontrados en el extracto de levadura fueron dcido aspértico, dcido glu-

timico, glicina isoleucina, leucina, fenil alamina, treonina y valina que

estimulan el crecimiento del Vibrio.

Firehammer28 y Border en 1968 utilizaron para obtener ‘un bacteribfago
moderado de V. fetus un medio basal compuesto por caldo Brucella con adi-
cién de las siguientes sustancias 0.5% de extracto de levadura, 0.01% de

cloruro de calcio y 0.1% de cloruro de magnesio.

Hansen35 reportd que utilizando medio tioglicolato modificado de

Brewer resultd ser altamente satisfactorio tanto para el aislamiento pri-
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mario como para el mantenimiento de cultivos de Vibrio, los cultivos
pueden mantener su viabilidad por muchos meses cuando se almacenan a

temperatura del laboratorio.

Bryner y Frank!® describieron técnicas de laboratorio usadas para
el aislamiento y propagacibn del Vibrio de la vagina, Gtero, placenta,
fetos abortados de vacas, nuestras ptepucialés, semen y Organos genitales

39

de animales al tiempo de la necropsia. HUrter”” estudid la suceptibili-

dad a la neomicina de V. fetus, Pseudomonas, E. coli y otras bacterias y

encontrb que a una concentracifm de 0.005% son inhibidas cuatro cepas de

Vibrio.

Mamedov56 estudid la viabilidad del Vibrio en diferentes medios, el
mejor resultado fue obtenido en tarozzi con 0.5% de glucosa y 20% de suero

de ganado.

Agar higado semilfquido, medio tioglicolato,medio de Bre&ér y caldo
tarozzi sin azucar fueron usados para aislamiento inicial de V. fetus ob-

teniéndose mejor resultado en el medio tarozziso.

Munday et glés usaron el medio de thiol como medio de rutina en casos

3 dice que el Vibrio puede desarrollarse

de abortos en Tasmania. Alfimova
en un medio liquido que contiene: carne, peptona, higado y 20% de suero
equino. El mejor ctecimiento'fué'obtenidd:en un medic semiliquido con gli-

cotala.
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36 para el aisla-

El medio de cultivo utilizado por Hoerlein y Kramer
miento de V. fetus de hembra fue agar cistina corazén con 10% de sangre

de bovino desfibrinada,verde brillante 1:40.000 y 300 U de micostatin.

Mundt5® uri1iz6 para el diagnbstico de V. fetus y Irichomonas foetus
de lavados prepuciales un medio especial que contiene peptona, fosfato de
sodio, glutation, glucosa, levadura, estreptomicina sulfato y una solu-.
cién de Ringer modificada éjustando a un pH 7.4 con hidréxido de sodio al
10%. El1 dice que ambos organismos sobreviven almacenados en el medio por
112 horas a temperatura de refrigeracidn, y por cuatro dias a températuta

del laboratorio antes de ser incubados a 37 C.

O'Berry69 hizo una comparacidn de fraccionamiento del suero. Utili-
2z etangl, sulfato de amonio y etoidina, &l encontré que la comparacidn
del conjugado preparado con suero fraccionado con sulfato de amonio fue

superior a la de otros conjugados.

Mellick ﬁE.El§0 hicieron un estudio para el diagnéstico de la vibrio-
sls por la técniéa de anticuerpos fluorescentes, los problemas principa-
les encontrados fueron la fluorescencia no espec{fica y detritos en nmues-
tras prepuciales coloreadas con el conjugado. Reacciones cruzadas en

esta técnica fueron observadas con cepas de V. fetus venerealis y V.

fetus instestinalis perc no con V. bubulus ni con otras 17 especies de
bacterias probadas. Los resultados de ests experimento indicaron que la

prueba de anticuerpos fluorescentes es un método seguroc para la deteccidn

de toros portadores de V. fetus.
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Schmmelplenning y Mitscherlich90 describieron un método simple y

rapido para diferenciar V. fetus y Vibrio Eltor utilizando la €&cnica de
anticuerpos fluorescentes. 71 cepas fuera de Vibrio y V. bubulus fueron

diferenciadas.

Belden y Robertstad® utilizaron 1a técnica de anticuerpos flurescen-
tes, ellos concluyeron que esta pruecba es mis sensible que la prueba de
aglutinacién y que se detectaron reacciones cruzadas entre cépas.de V.
fetus aisladas. La intensidad de fluorescencia fue dada de cero a cuatro
cruces, la fluorescenétn con conjugado normal y la inhibicibn de colora-
cién usando un antisuero no marcado indicd 1la especificidad de 1la reac-

cién.

Una comparacibn de inmunofluorescencia y técnicas de cultjvo fue
hecha por Winter et 21106 para la deteccifn de V. fetus en muestras
prepuciales de toros. De 269 muestras de 145 toros, 202 fueron juzgadas
negativas por ambos métodos. De los 67 diagndsticos positivos, 44 fueron
obtenidos por ambos procedimientos, 12 por la técnica de inmunofluores-

cencla, y ocho solamente por métodos de cultivo.

Ambos procedimientos estan sujetos a ciertas limitaciones y estan
considerados como satisfactorios para la demostracién de animales porta-
dores, aunque una demostracidén de los no portadores no puede ser estable-
cida‘éoncluyentemente por ningln método en base a un solo resultado ne-
gativo. La complementac{fn de estos dpS:proceﬁimientos da una indicacidn

de combinar su uso cuando sea posible.
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Duftyza describid la siguiente técnica que el usd en el diagnbstico
de la vibriosis bovina. Para la preparacidn del conjugado y el uso de
isotiocianato de fluoresceina siguib la técnica descrita por Mellick et
gl?o, la mayor diferencia fue usando Sephadex G200 para la purificacibn

final del conjugado en lugar de cromatografia de intercambio iénico.

La preparaci6n de la muestra la hizo tomando 2 ml del lfquido so-

_brenadante centrifugado a 2.700 x g por una hora, el sobrenadante fue

descartando y el sedimento resuspendido en 0.2 ml de agua destilada,
los frotis fueron hechos colocando 0.03 a 0.04 ml de cada muestra, se-
cando al aire, fijando con etanol absoluto por 15 minutbs, la ldmina
fue otra vez secada y 0.05 del conjugado fue cclocado sobre el frotis e
incubada a 37 C por 30 minutos en camara hdmeda. La lémiﬁa fue luego
sumerjida en una solucién salina buferada por 20 minutos y Iuégo cu-
bierta con una solucidén bufer fosfato glicerol como liquido de mohtaje,
a todas las ldminas les hizo dos o mis controles, las preparacién fue

luego examinada microscdpicamente bajo luz ultravioleta por 40 minutos.

Usando esta técnica el autor concluys que fue la mis réﬁida y sen-
sitiva de su experimento, ninglin V. bubulus ni tres aislamientos de
vibrios aerfbicos fueron coloreados y reacciones cruzadas no fueron ob-
servadas con bacterias aisladas de las muestras de lavados prepuciales

de bovinos.

La tipificacifn de nuevas cepas de V. fetus por la técnica de anti-

CUErpos fluorescentes fue sugerida por Kitaag. Ellas fueron divididas
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en tres grupos, un grupo de cepas venereas solas y dos grupos de cepas
intestinalis; el autor dice que la proporcidn de detectar V. fetus por
este método fue casi el mismo que el obtenido por el método de cultivo

utilizando un medio conteniendo compuestos quiﬁicos.

Taul y Kleckner99 aplicaron la coloracidn por inmunofluorescencia
para la identificacifén de V. fetus de semen bovino, descamaciones prepu-

ciales. Ellos encontraron reacciones cruzadas entre V. fetus var vene-

realis y V. fetus var intestinalis, esto indicd que estas variedades de

vibrios no pueden ser diferenciadas en base a inmunofluorescencia.

Reacciones cruzadas entre V. fetus y V. bubulus no se encontraron

en este experimento; reacciones cruzadas con Staphylococcus aureus ocu-

rrieron pero las formas cocoides pudieron ser facilmente diferenciadas

de cepas de V. fetus y su presencia no fue obstéiculo para la interpre-

tacidn,

La falta de coloracién cruzada con las bacterias mds comunes que se
encuentran en el prepucio pueden no ser causa de interferencia en la ins
terpretacifn. El probléma de coloracidén no especifica de espermatozoides
y restos celulares fue reducida por fraccionamiento del suero hiperinmune
con sulfato de amonio 1.56 M y por remosibn del exceso de fluoresceina

por filtracidn por gel en lugar de dialisis.

En 1968 la diferenciacién de diferentes tipos de vibrios tanto patd-

genos como saprofitos fue sugerida por Polyakovaao. Los cultivos ferti-
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les de Vibrio fueron divididos en dos serotipos, aunque de cada uno de
estos serotipos se encontraron cepas con variaciones ancigénicas. Es-

pecies saprofitas de Vibrio, Brucella, Listeria y Leptospira y las es-

pecies patSgenas que causan aborto en ovejas no tuvieron afinidad sero-
16gica con vibrios patégenos., La presencia de varios serotipos dentro
de las especies saprofitas se encontrd V., bubulus. El uso de la téenica
de anticuerpos fluorescentes hizo posible el diagndstico de la vibriosis

en material contaminado por otra flora o almacenado por 12 dias,

Lein et g;§4 examinaron 294 muestras de toros de nueve meses a
siete afios en un centro de inseminécién artificial por inmunofluores-
cencia y métodos de cultivo como parte del programa de erradicacidn de
la vibriosis, 67 (23.0%) de toros de tres afios o mas fueron portadores

de V. fetus; V. bubulus fue aislado de 86% de los toros.

Algunos autores han reportado reaccidn cruzada entre Vibrio y Bru-

cella entre ellos Morse et glﬁ“ y también Robertstadag, pero Kiggins et

g}é7 dicen que la infeccidn por V. fetus no interfiere con la prueba de

aglutinacién para brucelosis y que la infeccidn por Brucella abortus
puede interferir en la prueba de aglutinacidn para vibriosis si el an-
tigeno para V. fetus es preparado con cepas, las cuales poseen componen-~

tes antigénicos parecidos a los de Brucella abortus.
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_ Ristic g_.g_§5'86 hicieron un estudio comparativo de las aglutini-
nas en el moco cervical y en‘la sangre y encontraron que utilizando un
‘antlgeno preparado a partir de cepas aisladas de sus‘fetos_abortados,
los anticuerpos en el moco cervicovaginal persistieron por un perfodo
.més largo que los anticuerpos del suero. La prueba de aglutinacidén del
moco pérsistié positiva por un perfodo de 70 a 182 dfas. Las pruebas de

aglutinacidén del suero persistieron positivas por un periodpvde 24 a 54

di{as seguidos del aborto.

Wint:erlo4 demostré anticuerpos paré‘Vibrio en ganado normal de di-
ferentes edades. Los anticuerpos conﬁra V. fetus fueron seme jantes a
los anticuerpos descritos por otras endotoxinas de otras bacterias. Cram
negativas, en su especificidad, uniformidad, distfibucién y concentra-
cién en el suero. El report$ que con la presencia de V. fetus en el
toro no se observan cambios detectables en la calidad o cantidad de an-

ticuerpos.

Una prueba hemoliticg fue realizada por Ristié y;Walker87 y conclu-
yeron que esta prueha es superior a la prueba de aglutinacién en tubo y
tiene la habilidad de detectar pequefias cantidades de anticuerpos. Sus-~
tancias antigénicas por acidificacién de un filtrada libre de células a

un pH 3.2 fue aislado por Nageswararac y Blosbe1168,

Hoerlein et a138 probaron bacterinas de V. fetus con adyuvante en
ganado infectado experimentalmente y en hatos infectados por vibriosis

bovina. Ellos dicen que estas bécterinas pueden ser usadas satisfacto-
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riamente para la proteccidn de hatos no infectados o los expuestos a la
infeccibn por otros hatos. Fixehammer y Bergz7 también utilizaron una
bacterina emulsificada en aceite mineral y encontraron que la rata de

concepeidn alcangada fue de 91.5% en 353 vacas vacunadas comparada con

la rata de concepcidn de 45.5% en 407 vacas controles.

Camblos de la sensibilidad antigénica en cultivos viejos fue estﬁ-
diada por Bibersteinlo y encontrd en estos gran disminucidn en dicha sen-
sibilidad. Plastridge73 concluyS que la prueba de aglutinacién es de
valor en el diagnéstico del aborto y puede determinar una posible infec-
cibén en un hato. Aycard£4‘report6 que el diagndstico serolégico puede
ser usado en un programa de erradicaciédn o tratamlentc general de hatos
Pero no en animales individuales dentro de esos hatos debido a la natu-

raleza transitoria de la reaccidn.

_Kaylov46 reports que el método de microaglutinacién con el uso de un
suero de tipo especifico es simple y ofrece la posibilidad de diferenciar
cultivos del agente causal de la vibriosis de los vibrios no patdgenos en

20 y 30 minutos.

Un lipopolisacérido aislado de una cepa de V. fetus venerealis por

Winterl05 fye ensayada intradérmicamente en conejos sin obtener ninguna

reaccida.

Transmisibn experimental de V. fetus ha sido estudiada en animales

de laboratorio tales como crisetos, cur£e384 y ratas preﬁadas71 utili-
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zando la via tanto intravaginal como intraperitoneal encontrindose una
mejor respuesta de aglutininas en el suero cuando se usaba 1la via intra-
peritoneal. También se han hecho estudios para verificar la patogenici-
dad del V. fetus utflizando huevos embrionados de 7, 8, 9 y 12 dfas de
edad y han encontrado®4-2 las mismas lesiones encontradas en la placen-
ta de fetos bovinos abortados igualmente una excelente multiplicacidn
del Vibrio en el flufdo alantdico y en la mayorfa de los casos la muerte
de embribn mis o menos a las 72 horas. Este sistema no es recomendado
por los autores para aislamiento de V. fetus de material altamente con-

taminado.,

McEntec y Hughess8 inseminaron novillas virgenes con semer de toros
infectados, el tftulo del moco vaginal vino positivo aproximadamente 60
dias después del servicio con semen infectado, la mayorfa de las novi-
llas infectadas tuvieron ciclos estrales largos de 27 a 53 dfas término

medio 32 dfas.. Similar experimento fue realizado por Clark gg_g_?l‘zzf

Adler et gll concluyeron que la prueba bacteriolégica o serolégica
para detectar infeccién por V. ggggg en toros no es adecuada,. ellos
sugieren inseminar novillas virgenes con semen de toros sospechosos y
examinar el moco vaginal para la presencia de aglutininas espec{ficas y

esto debe hacerse 30 y 50 dfas después de la inseminacién.

Winter et 21103 encontraron que las colonias de ¥. fetus en agar-
Brucella eran tipicamente redondeadas, translficidas con una superficie

lisa. Varias variantes de colonia fueron encontrados por Bond14 varian-
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tes lisas, rugosas y mucosas. Bryner et 3118 en su estudio de disocila-
cidn de vibrios del tracto genital bovino, encontraron que el tipo I
presentaba una colonia lisa y cuatro variantes, tipolII ocurrid en forma
de colonia lisa y ocho'variantes, el subtipo I ocufrio en colonias lisas
y colonias como vidrio esmerilado y los cultivos siguientes fueron esta-
bles, el v. bubulus ocurrid en tres tipos de coloniés lisas y cuatro va-

riantes wés,

En cultivos jévenes, V. fetus tiene ‘forma de coma o de ese, midiendo
de 0. 2 a 0. Sﬁde ancho, 1554/de largo, en cultivos viejos algunas formas
ge aproximan a otras formando grandes espirales que pueden atravesar todo

el campo abarcado por el objetivo de inmersidn.

Tanto en cultivos j6venes como en los viejos se observan granulos
tingibles por el azul de toluidina al 1% o por el método de Wright o
Giemsa y localizados en uno de los polos de la bacteria. El germen se
muéve gracias a un‘solo flagelo polar, no pfoducen capsula ni esporas,

V. fetus se tifie intensamente con el azul de metileno alcalino®l,

Cultivos de V. fetus de origen bovino requieren ambos oxigenoc y
Co, para el crecimiento82-37, La mayor{a de las cepas son microaeroff-
liéas aunque algunas pueden crecer aerdbicamente cuando se adaptan a
condiciones de laboratdrio. Fletcher?9 cultivé el V. fetus de toros y

ajustdé la atmdsfera a 2.5% de oxigeno, 5% de CO2 ¥y 92.5% de nitrdgeno.
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ClarE21 cultivS las cepas a 37 € Eajo una atmbsfera de 5% de CO2 y
95% de nitrégeno. Firehammer y Bordef26 cultivaron las cajas en 10% de
€02 0 en una mezela especial de gases 90% de nitrbgeno, 5% de Cbz y 5%
de oxigeno. Una atmSsfera conteniendo aproximadamente 40% de nitrdgeno

y 10% de CO; fueron utilizadas por Keshava et g_l_‘*s.

Reich et gl?l comprobéron que el crecimiento del Vibrio de origen
bovino aumentaba al disminuir la tensidn de oxigeno por debajo de la del
aire corriente pero la relacibdn entre las diferentes concentraciones de
oxigeno y COp faltaba por determinar, por lo cual Kiggins y Plastridge48
estudiaron 34 cepas diferentes de Vibrio y comprobaron que todas necesi-
taban COp y oxigend ¥ que el crecimiento optimo lo logfaron en una at-
mésfera que contenfa 5% de oxigeno y 10% de CO, afiadiéndose en un vacio
péféial o bien con hidrégeno o nitrSgeno siendo wds prdctico utilizar el

nitrégeno que quede en una concentracidn de 85%.

Para determinar la actividad de la catalasa del Vibrio se usa una
variante de la prueba de la catalasa en la forma descrita por Blom y
Christensenl3 o sea midiendo un milimetro el desplazamiento del lfquido

por el gas, utilizando agua oxigenada al 3%.

Jakovljevic y Beattle®2 detectaron que hay diferencia en la activi-
dad de catalasa entre diferentes tipos de crecimiento, esto fue observa-
do utilizando agar semisb6lido a diferentes concentraciones, la més im-
portante conclusibn de este experimento fue que algunas cepas de Vibrio

pueden ser clasificadas como muy patdgenas o no dependiendo del sitio del
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crecimiento examinado.

Frank et 5131 hicieron una comparacidn de vibrios catalasa positi-
vos y negativos, ellos reportaron que vibrios catalasa positivos no son
aislados de toros ni novillas virgenes, este es transmitido de un toro
infectado a novillas susceptibles y de novillas infectadas a toros sus-
ceptibles. La mayorfa de toros infectados con vibrios catalasa negati-
vos ha dado satisfactorios records de crianza en contraste con los in-
fectados por vibrios catalasa positivos, esto fue similar a lo observado

por Bryner y Frankl?,

Leing53 utilizé para la produccién de H28 un medio compuesto de
peptona: 10 g, cloruro de sodio 5 g, infusién de carne 1.000 ml y tiras
impregnadas en acetato de plomo. Un apreciable ennegrecimiento de la
tira en 24 horas fue considerado como positivo. Dunn et 21?5 detecta-
ron la producc;én de HZS por insertar tiras de acetato de plomo dentro
de tubos de albimin o thiol y observando por cinco dfas. Medio de

triple azucar hierrol03 y medio sim? también ha sido utilizado.

Firehammer y Berg26 utilizaron para esta prueba un medio semisd-

11do conteniendo 0.027% de cisteina.

Park et 170

chequearon 72 cepas de V. fetus catalasa positivos y
los dividieron en dos grupos en base a la produccifn de H2S y toleran-

cia a la glicina, las dos cepas de V. fetus fueron venerealis e intes-

tinalis. V. fetus var venerealis no crece en medio conteniendo 1% de
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glicina lo cual si lo hace V. fetus var intestiﬁéiiszs.

20 observaron fendmenos de transduccidn y mutacidén de

Chéng y 0gg
caracter tolerancia a la glicina utilizando un donador glicina negativo
y un receptor glicina positivo, ellos dicen que la caracteristica tole-
rancia a la glicina no puede ser segura para separar el agente etiold-
gico del aborto vibribnico en el ganado, ovejas y humanos dentro de las
variedades intestinalis y venerealis, igual a lo reportado con respecto

23, la accidn de la peni-

a cepas Vibrio resistentes a la estreptomicina
cilina y glicina no pueden contarse para la separacidén de las cepas ve-

néreas e intestinalis por estas sustancias3?,

La prueba de tolerancia al cloruro de sodio al 3.5% fue estudiada

42, 99, 52

Mahanty et gl§1 separaron los cultivos de V. fetus en tres tipos
as{: Tipo I catalasa pesitivo H2S negativo no tolera glicina 1%, tipo
IT catalasa positivo, trazas de HpS y tolera la glicina al 1%, tipo III
catalasa positivo, trazas de HyS pero no toleran la glicina al 1%. El
V. bubulus fue clasificado en el tipo IV y es catalasa negativo, produ-

ce abundante HpS y tolera cloruro de sodio a una concentracidn del 3.5%.

93,94

Smibert clasificd el V. fetus var intestinalis en base a su

crecimiento en condiciones aerfbicas, anaerdbicas y en jarras contenien-
do 16% de oxigeno, hidr8lisis gelatina y caseina, hidrdlisis de hipura-

to de sodio y esculina y habilidad para utilizar carbohidratos.
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Winter et 21103 reportaron que los criterios para clasificar V.
fetus son: presencia de caracterfsticas coloniales, morfologfa celu-
lar y la produccifn de catalasa. Otro método utilizado para la iden-
tificacién de V. fetus fue estudiado por Firchammer y Berg26 y fue
en base a tolerancia a la temperatura, ellos dicen que V. fetus var
venerealis como causa de infeccidn y esterilidad en ganado es comple-
tamente intolerante a ¢recer a: 42 C, ellos dicen que esta pruchba es

de valor pero tiene ciertas limitaciones.

Basden et 317 concluyeron que las pruebas bioquimicas y seroldgi-
cas no son suficientes para clasificar bacterias clasificadas como
vibrios, dicen que deben hacerse pruebas bioquimicas y andlisis de la
composicién de las bases del DNA y deteccién de la homolofia del dcido
nuclefco, el aislamiento bovino el cual tuvo diferencia substancial en
el porcentaje de guanina y el de citosina mostrd ser genéticamente di-

ferente de las sobrantes cepas de Vibrio.

Berg et al.9 hicieron la siguiente clasificacién del V. fetus en
base.a pruebas bioquimicas y serolégicas as{: Grupo A-1 (serotipo A
bilotipo 1) glicina negativo HyS negativo; Grupo A sub 1 (serotipo A
biosubtipo 1) glicina negativo HpS positivo; Grupo A-2 (serotipo A bio-
tipo 2) glicina negativo HyS positivo; Grupo B (serotipo B) y Grupo C

(serotipo C).
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En los dos primeros grupos estan inclufdas las cepas venereas, y

en los tres restantes las cepas de V. fetus var intestinalis; de las

cepas de V. fetus var intestinalis que fueron capaces de transferir en-

fermedad venérea y vivir en el ﬁrgcto genital del ganado fue el sero-
tipb B.

Ringen y Frank83 usaron un medio para diferenciar V. fetus y V..
bubulus, el medio basal fue agar Brucella adicionandole 0.1% de FeS0, .-

Hy0.  Mohanty et 3152 dicen que el V. bubulus (tipo IV) los cultivos

son catalasa negativos, producen abundante HpS y crecen en presencia

de cloruro de sodio ai 3.5%.

El Vibrio sputorum aislado comunmente de residuos gingivales hu-
manos no produce catalasa y es capaz de crecer anaerSbicamente, y no
crece en 3.5% de cloruro de sodio””. Kundas y Morse®! estudiaron
ciertas actividades fisiolbgicas y caracteristicas de crecimiento de
66 cultivos de vibrios patSgenos y no patdgenos. Todos los cultivos
fueron catalasa positivos excepto ocho cepas de vibrios las cuales fue-

ron aisladas de la mucosa vaginal y secrceclones bovinas.

Doza?3 hizo un estudio relacionado con el efecto del V. bubulus
sobre el endometrio bovino y encontrd que los cambios histopatoldgicos
fueron minimos y envolvian principalmente la superficie del epitelio,
estroma y glindulas uterinas y encontrd que la infeccién por V. bubulus

disminuye la actividad fosfatasa alkalina en el endometrio.



MATERIALES Y METODOS

Cepas Vibrio fetus

Para realizar este experimento se utilizaron tres cepas de V. fetus
las cuales habfan sido aisladas en el laboratorio de Microbiologfa del
Laboratorio de Investigaciones M&dicas Veterinarias (LIMV) del Imstituto
Colombiano Agropecuario (ICA). De muestras de campo, tanto de lavados
prepuciales como de fetos abortados e identificadas con los nlmeros 079,
138, 145 y clasificadas porvpruebas bioquimicas tales como: actividad de
la catalasa, produccibn de dcido sulfhidrico, prueba de tolerancia a la
glicina al 1.0% y al cloruro de sodio al 3.5% que se describen a continua-

cibn:

Acttvidad de lavcatalasa. La determinacién de la actividad de 1la

catalasa se hizo con un cultivo de V. fetus en medio de €hiol después

de una incubacifn de 48 horas a 37 C en una atmbsfera que contenfa 10%
de COy siguiendo una modificacidn en la forma descrita por Blom y
Christensenl®, Se determind primero el crecimiento y pureza del cul-
tivo y a continuacién se afiadib a este una solucidn de agua oxigenada al
3% (preparada mezclando una parte de agua oxigenada comercial al 30% en
nueve partes de agua destilada) utilizando un volumen equivalente al del

medio.

La tapa del tubo se sustituy$ por un tapdn especial el cual estaba
provisto de un tubo capilar, se invirtis la posicidn del tubo marcandose

con un 18piz de cera el nivel del contenido, se agitd varias veces vy se
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dejd invertido por 20 minutos tiempo en el cual se leyd en mm el volumen
del liquido desplazado por el gas y se anot$ este dato como actividad de

la catalasa.

Produccidn de Acido sulfhidrico. Para determinar la produccién de
HZS se utilizaron a;s pruebasg. La primera, la llamada prueba insensi-
‘tiva para la cual se utilizd el medio de SIM, y la segunda la prueba sen-
sitiva en la cual se utilizd un medioc que contiene 0.02% de cisteina,
insertandose en cada tubo una tira de papel de filtro impregnada en una
solucibn saturada de acetato de plomo, Una reaccin positiva se mani-
fiesta por ennegrecimiento de la tira, la reaccién fue observada a las
24, 48 y 72 horas de incubacién a 37 C bajo una atmésfera de 10% de

Co,.

Todos los inSculos anteriores se hicleron a partir de un cultivo
de V. fetus en medio de thiol y otros a partir de cultivos en medio s6-
lido, todos los cultivos fueron incubados a 37 C en una atmbésfera que

contenfa 10% de €0y por un perfodo de 72 horas.

Medios de cultivo. Se estudiaron cinco medios de cultivo para
buscar cual favorecia mejor el crecimiento del V. fetus y ﬁostraba una
me jor inhibicién de los contaminantes que se encuentra comunmente en la
cavidad prepucial de los bovinos; dichos medios fuerom: agar Brucella,

agar cistina corazln, agar infuso de corazbén y cerebro*.

* Difco Laboratorios, Detroit, Michigan.
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Medio Florent

Extracto de carne S
Peptona 10 g
Clorurc de 8>dio 5¢g
Agar 20 é
Agua destilada 1000 ml

Medio Florent Modificado

Tioglicolato 24 g
Agar 20 ¢
Agua destilada 1000 ml

A todos los medios anteriormente citados, se les agregd antes de su
esterilizacifn 0.3% de thiol; despud$ de la esterilizacidn y cuesndo la

temperatura bajd a 45 C se le agregd verde brillante a una concentracién

final de 1:50.000 y sangre desfibrinada al 10%. A todos se les hizo

prueba de esterilidad incubdndolos por 48 horas a 37 C y se almacenaron

a 4 C antes de su uso.

Para el mantenimiento de las cepas y su clasificacién bioquimica se

utilizaron los medios de thiol y medlo tioglicolato de Brewer (Difco).



.Medio Brucella semisélido (Difco). Se preparé-pesandg 10 g de
agar Brucella, 0.57 de extracto de levadura en un litrp de agua desti-
lada y esterilizando en tubos. Este medio se usd para hace; las res-
pectivas clasificaciones bioquimicas; se prepararon varios lotes de tuboe
los cuales contenfan glicina al 1%, cloruro de sodio al 3.5%, cisteina al

0‘0270.

. .P?ri£i¢ac16n de cepas. La purificacibn de las cepas se hizo en
agar sangre al 10% sin ninguma sustancia inhibitoria y se inocularon
huevos embrionados de siete, ocho y nueve diés de incubacidn por via
corialantoidea con 0.1 ml de cultivo de V. fetus. Estos fueron inseu-

lados en la forma descrita por Webster101.

Los cinco medios antes mencionados fueron estudiados para saber
cual favorecia mejor el erecimiénto del V. ggggg. Se usé un cultivo es-
tandar de V. fetus utilizando diferentes diluciones desde 1073 2 105,
Estas diluciones fuerom hechas en caldo tioglicolato sembrando cada di-
lucién en cantidad de 0.1 ml a cada uno de los medios a estudiar y usan-

do tres cajas por cada dilucibm.

Para saber cual mostraba mejor inhibicidén de contaminantes comun-
mente encontrados en la cavidad prepucial, se hicieron también dilucio-
nes a partir de un lavado prepucial conocido, ﬁositivo av. ffEEE; este
fue procesado en la aiguign:e forma: el lavado se centrifugd a 3.500 rpm
(7.146 x g) durante,zo_m;qucco, se descartd el liquido sobrénadante y a

partir del sedimento se hicieron las respectivas diluciones en caldo tio-
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glicolato 10'2 a 10’4, semibraddo también tres cajas por cada dilucidn de
cada uno de los medios g estudiar; el sedimento fue también sembrado en

los respectivos medios sin diluir.

Todas las cajas fueron incubadas a 37 C por 72 horas en una atmds-
fera que contenfa 10% de COZ’ el recuento de las colonias se hizo en un

zuenta colonias#*, '

Medios de transporte. Para el transporte de muestras del campo al

laboratoric se ensayaron dos medios.

Medio tioglicolato’el cual fue'preparado pesando 40.5 g de tiogli-
colato en un litro de agua destilada, antes de su esterilizacidn se re-
partid en frascos de 250 ml en cantidad de 150 ml y se esterilizd en el
autoclave. Se le hizo prueba de esterilidad por un periodo de 48 horas

a 37 C y luego se almacend a temperatura ambiente antes de su uso,

66

Medio recomendado por Mundt =~ el cual se modificd en la siguiente

-

forma: se prepard una solucidén de Ringer como sigue:

Clorurc de sodio (NaCl) 7 g
Cloruro de calcio (CIZCa) 0.3 ¢
Cloruro de potasio (ClK) 0.25 g

raret——

* Spencer, American Optical Company.
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Estas sales se disolvieron en un litro de agua destilada y a esta

solucifn se le adicionaron las siguientes sustancias:

Peptona 10 g
Fosfato de sodio 1g
Glutation 0.5 g
Glucosa 2.5 g
Extracto de levadura 6 g

Esta mezcla se calentd hasta disolucidn completa, se ajusts el pH
a 7.4 uvsando una solucifn de hidréxido de sodio al 10%. El medio se
repartid en frascos de 250 ml en cantidad de 150 ml y se esterilizd en
el autoclave; se le hizo prueba de esterilidad por un perfodo de 48
horas a 37 C y se guardd tanto a temberatura ambiente como en refrige-
racifén y antes de su uso se le adicionaron 50 unidades de sulfato de

¢ -limixina y 550 unidades de bacitracina.

La eficacia de los medios se estudid primero infectando experi-
- meéntalmente un btovino de tres aflos de edad, raza Holstein con cepas

de V. fetus var venerealis y se comprobd su eficacia analizando un to-

tal de 100 muestras procedentes de diferentes hatos tanto de la Saba-

na de Bogotd como fuera de ella.

Infeccifn experimental del bovino. Se prepard un inbSculo que con-

tenia aproximadamente 3 X 108 células del Nefeldmetroestandar 10 en

medio de tioglicolato, se diluyb este en 90 ml de caldo de tioglicolato,
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se homogenizd bien el inBculo y se pasd a un frasco estéril de 250 ml.

Se lavs muy bien con agua y jabdn el orificio externo del prepu-
Acio, se introdujo un tubo de caucho estéril por este orificio y a &sta
se adhirid un venoclisis también estéril, este se conectd al frasco
que contenfa el inbculo y una vez el lfquido en la cavidad prepucial
se hicieron masajes fuertes durante 30 minutos; se dejd el toro en re-

posc por 30 minutos y luego se hizo otro masaje por 20 minutos mis,

Toma de muestras. A los quince dlas después de haber sido infec-
tado el toro se tom® una muestra para comprobar la infeccidn en el ani-

mal y comprobado esto se tomaron las siguientes muestras:

Lavados prepuciales. Se utilizd la técnica de Sierra Ferndndez*

que consiste en hacer orinar completamente el animal y esquilar si es
necesario, lavar muy bien con agua y jabdn el orificio exterpo del pre-
pucio, secarlo bien e introducir umn tubo de caucho estéril de poca
flexibilidad de aproximadamente 30 centimetros por este orificio, atar
el orificio prepucial con una banda de caucho sugetfindolo con una pinza
hemostdtica, luego el tubo se conecta a un venoclisis también estéril
el cual se adhiere al frasco que contiene el medio con el cual se va a
hacer el lavado, Figura 1. Se deposita tode el liquido en la cavidad
prepucial y se sujeta el otro estremo del tubo con una pinza hemosti-

tica para impedir la salida del liquido.

#* Comunicacidn personal. Sierra Fernédndez Plinio (1970). Laboratorio
de Investigaciones Médicas Veterinarias (ICA).
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Se hacen masajes de abajo hacia arriba por espacio de 20 minutos,
teniendo la precaucidn de que otra persona haga presién sobre la uretra -
para evitar que el toro orine en el momento en el cual se esté haciendo

el lavado, Figura 2. Se recoge luego el material en el mismo frasco,

- se identifica wuy bien la muestra para ser llevada al laboratorio. .Tam-

bién se tomS esta misma muestra siguiendo el fétodo descrito por Bartlettb.

Muestras.de semen. Estas se tomaron por medio de electroeyacula-

cibn.

Raspado de pene. Se hizo en la forma descrita por Gibson et 51?3

o sea produciendo la protrusidn del pene utilizando un electropgyaculador,
frotando vigorosamente el pene con un apiitador plano hasta producir des-

camacibn.

Procesamiento de las muestras. Los lavados prepuciales se centri-

figaron a 3.500 rpm (7.146 x g) durante 30 minutos, se sembrd tanto del
sedimento como del sobrenadante tres cajas por cada muestra. Una vez
procesados los lavados prepuciales se repartieron en frascos pequefios y
se dejaron a diferentes temperaturas as{: temperatura del laboratorio
aproximadamente 19 y 20 C; refrigeracidn mis o menos a 4 C y congela-

cién a -20 €. Se siguieron procesando cada 24 horas en forma sucesiva

hasta el momento en el cual no se observé crecimiento de V. fetus. Se

dejaron dos muestras en congelacifn y la una se descongeld a 37 Cy la

- ‘otra a temperatura ambiente.
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Las muestras de semen y de raspado de penc se recolectaron en los
mismos medios y fueron procesadas en igual forma que los lavados pre-

puciales,

Despuds de haber estudiado un total de 41 muestras del bovino in-
fectado experimentalmente y conoclida ya la viabilidad que dichos medios
proporcionaban al V. fetus conservindose las muestras a diferentes tem-
peraturas, se procedid a estudiar los mismos medios de transporte (el
tioglicolato y el medic modificado de Mundt) perc ya en muestras de
campo de diferentes hatos tanto de la Sabana de Bogot§ como F¥ERA.

de ella,

Se estudiaron un total de 100 muestras repartidas en 77 lavados
prepuciales, 15 muestras de semen y 8 secreciones vaginales, el proce-
80 seguido con dichas muestras fue exactamente igual al seguido con

las muestras tomadas del bovino infectado experimentalmente.

Aqticugrggs fluorescentes. Cepas de V. fetgs mantenidas en medio

tioglicolato y las cuales hablan sido aisladas de fetos bovinos y de la-
vados prepuciales fueron utilizadas para inmunizar conejos. Del medio
tioglicolato fueron sembradas en agar sangre y después de tres d{as‘de
incubacidn a 37 C en una atmbsfera que contenfia 10% de €0, fueron exa-
minados para confirmar su pureza teniendo en cuenta la worfologfa de la
colonia y caracterfsticas mor£616gicas observadas con la coloracidn de

Gram.
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Las células fueron colectadas en solucidn salina fisioldgica que
contenfa formol al 3%; se hicieron dos suspensiones de células que co-
rrespondieron la primera a una dilucibn de 3 X 108 y la segunda 2.7 X
_107 del Neféllmetro estandar 10 y 8 respectivamentell. Se inmuniéaron
tres conejos de aproximadamente cinco libras de peso. Los conejos re-
cibieron simulténeamente una mezcla de 1.0 ml de la dilucidn de cé;u-
las con 1.0 ml del Adyuvante de Freund completo, se inocularon 0.25 ml
en cada miembro via intradérmica y 1.0 ml fue repartido en pequefias

dosis en el dorso tambiéfi via intradérmica.

De los tres conejos dos recibieron dosis intravenosas ascenden-
tes con la primera dilucifén de células por un perfodo de diez dfas y
con cuatro dfas de intervalo asf: dfa primeroc y segupdo 0.1 ml, dfa
tercero 0.2 ml, dfa cuarto 0.4 61, dfa quinto y sexto 0.6 ml, dfa sep-

timo y octavo 0.8 ml, dfas noveno y decimo 1.0 ml.

Estos dos conejos fueron sangrados diez dfas después de la dltima
inoculacibn por via cardfaca. El otro conejo fue inmunizado con la se-
gunda dilucién utilizando las mismas dosis pero con intervalos de tres
dfas y fue sangrado sfete dfas después de la Gltima inyeccidn también

por via cardiaca,

A cada uno de los sueros se les hizo prueba de aglutinacién uti-
lizando diluciones de factor cinco obteniéndose aglutinacibdn completa

en la dilucitn 1:3.125.
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Prepa;aciﬁn del Conjugado. La fraccidn globulinica fue obtenida

por precipitacifn del suero con sulfato de amonio saturado siguiendo la
técenica de Goldstein et 51?4 0 s8ea que todos los sueros fueron fraccio-
nados a 6 C utilizando solucidén saturada de &ulfato de amonio al 50%,
adicionando un volumen de salina y 1.33 volimenes de sulfato de amonio
saturado frio. Bl precipitado fue separado en una centrifuga refrige-
rada y luego se lavd dos veces ms con sdlucidn saturada de sulfato de
amonio al 40%. El precipitado fue suspendido en solucifn salina y dia-
lizado por 72 horas en la misma solucidn, con el fin de remover los

iones suifato.

El contenido de protefna fue determinado ysando un refractémetrok..
La fraccibn globulinica fue marcada con Isotiocianato de Fluoresceina
(0.05 mg por mg de protefna) siguiendo el procedimiento de Marsha1167,
0 sea que la protefna para marcar se diluy8 con una solucifn tamponada

0.15 M carbonato bicarbonato (pH 9.0) hasta obtener una solucidn al

10%.

El conjugado fue pasado a través de una columna de Sephadex G 25%*,
utilizando para lavar la columna, solucidn salina con pH 8.0; esto con
el fIn de remover la fluoresceina no conjugada72. Para preservar el con-

jugado se adiciond timerosal a una concentracidn final de 1:10.000, el

* American Optical Company. Kleene, N.H., U.S.A. .
%% Sephadex G 25 Pharmacia Fine Chemicals Inc. New Msrket, N. J.
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conjugado fue repartido en viales en cantidad de 1.0 ml en cada uno y al-

macenado a -20 C.

Comprobacién de la especificidad del conjupado. Para comprobar su

especificidad se utilizaron cepas distintas a V. fetus aisladas comun-

mente de lavados prepuciales tales como Staphylococcus gg;iPseudomonas

sp, Escherichia coli, y Proteus sp; ademis se usd un suero normal de co-

nejo y un antisuero no marcado.

Coloracidn de lavados prepuciales, muestras de semeny secreciones -

vaginales para fluorescencia. ~Para determinar la eficacia de la técni-

ca de anticuerpos fluorescentes en la identificacifn de V. fetus var
venerealis se examinaron un total de 72 muestras repaftidas asf: 58
lavados prepuciales, 10 muestras de semen, 4 secreciones vaginales y um
raspado de pene de bovinos de diferentes razas y edades procedentes

tanto de la Sabana de Bogotd como fuera de ella.

Procesamiento de las muestras. Los lavados prepuciales fueron cen-

trifugados a 3.500 rpm (7.146 x g) por 30 minutos; descartando el lfqui-
do sobrenadante y a paréir del sedimento se hicileron los respectivos
frotis. Las muestras de semen y las seéreciones vaginales se colorearon

directamente sin hacerles ningln proceso.

Coloracisn de las muestras. Los portaobjetos se demarcaron con

freas circulares y en cada Area se colocS la respectiva muestra a probar

estas se dejaron secar al ambiente y luego se fijaron con etanol por 30
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minutos a -20 C; una vez secas se les agregb el conjugado en cantidad de
- 0.05 ml, se incubaron en una clmara himeda a 37 C por 30 minutos, luego
se lavaron por-:tres veces con solucidn salina fosfatada de pH 7.4 (20
minutos cada lavada) y una Gltima lavada, tambidn por 20 minutos, con
agua desmineralizada con el f£In de remover los isnes fosfaté; las 13mi-~
nas se dejaron secar y una gota de liquido de montaje para fluorescen-
cia se coloeS en cada portaobjeto, se cubrieron con un cubreobjetos y

se observaron al microscopio de fluorescencia, marca Carl Zeiss equipado
con limpara de mercurio Osram HBO, 200 W, condensadér de campo oscuro,
filero protector de color, filtro excitador UG-l en combinacién filtro
barrera 41. Los objetivos utilizados fueron 10 X y 40 X secos, 100 X

inmersidn con diafragma y oculares 12 y 5 X.

A este se adapt8 clmara fotogfifica y se uti1lizd pelicula Kodak,

tri-X de 400 asa haciendo exposicidnm 120 y 180 segundos.



RESULTADOS

Las caracteristicas de las cepas usadas como referencia se presentan
en la Tabla 1, en la cual se observa que todas fueron catalasa positivas

y no produjeron HpS.

Los resultados del estudio de cinco medios de cultivo utilizando una
cepa estandar de V. fetus se muestran en la Tabla 2, en la cual se obser-
va qué todos los einco medios usados mostraron un buen crecimiento del
Vibrio. Se encontraron colonias contables a partir de 1la dilucién 1073,
todos mostraron crecimiento en la dilucidn 10°° a excepcidn del agar
Brucella el cual fue negativo a esta dilucifn; los mejores resultados
_fueron obtenidos en los medios agar infuso de corazfn y cerebro, Florent
y Florent modifiéado,ren los cuales se obtuvo un recuento superior g 250
colonias en la dilucidn 10'3, no asi en los mediog agar cistina corazén

y agar Brucella.

En cuanto ¢l estudio de los mismos medios utilizando un lavado pre-
pucial positivo a V. fetus tal como estf consignade en la Tabla 3, se
encontrd.que todos son buenos medios para el aislamiento inicial del V.
fetus, pero no todos mostraron una igual inhibicién de los contaminan-

tes que se encuentran normalmente en la cavidad prepucial,

Los mejores recuentos fueron obtenidos en los medios agar infuso
de corazén y cerebro y en el medio de Florent donde en la dilucién 1072

se obtuvo un recuento de 115 y 108 colonias respectivamente, mientras
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que en el agar Brucella el recuento a esta dilucidn fue de 72 colonias.

Al utilizar un cultivo estandar de V. fetus no se encontrd dife-

renclia muy warcada en cuanto al crecimiento del Vibrio en diferentes

medios; en cuanto a Proteus y Pseudomonas sp se encontrd que estos pue-

den ser controlados pero no eliminados.

En lo referente al resultado de los dos medios de transporte se en-
contrd que en el medio modificado el V. fetus sobrevive conservando la
muestra a -20 C por un miximo de 96 horas y un mfnimo de 48 horas. Al
conservar la muestra a una temperatura aproximada de 4 C, el organismo
alcanzl a sobrevivir, en la mayorfa de los casos, un tiempo comprendido
entre 24 y 96 horas, logridndose algunas veces obtener vibrios viables a
las 120 y 144 horas (seis y siete dias respectivamente), pero la viabi-

lidad fue m&s o menos estandar a las 96 horas en la mayorfa de los casos.

A tewperaturas comprendidas entre 19 y 20 C aproximadamente, su
viabilidad fluctud entre 24 y 96 horas y en algunos casos se obtuvieron
vibrios viables hasta las 120 horas. La viabilidad del Vibrio a esta
temperatura, en la mayorfa de los casos fue mds marcada a las 96 horas.

Todos los datos anteriores estan consignados en la Tabla 4.

En cuanto al medio de tioglicolato como medio de transporte se en-
contrd que al conservar las miestras a -20 C el Vibrio alcanzé a sobre-
vivir hasta 72 horas y conservidndolas a una temperatura aproximada de

4 C su viabilidad estuvo comprendida entre 24 y 96 horas. Datos simila-
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res fueron obtenidos al conservar las muestras entre 19 y 20 C, Tabla

3.

Al utilizar los dos medios de transporte la baja viabilidad del
Vibrio que en ocasiones fue de 24 horas, estuvo relacionmada con un alto
grado de contaminacién que se observs a medida que las muestras se fue-

ron procesando.

De las 100 muestras de campo colectadas con el objeto de probar la
eficacia de los medios de tramsporte, 91 fueron tomadas utilizando el
medio de transporte modificado como se observa en la Tabla 6. Usando

este medio se encontraron 21 casos positivos a Vibrio fetus var vene-

realis.

Su identificacidn fue hecha con base en la morfologia de la colo-
nia las cuales fueron tipicamente redondeadas, translicidas y de super-
ficie lisa, Figura 3. La morfologfe celular fue estudiada utilizando
1a coloracifn de Gram observandose cuerpos bacilares en forma de ose,
en eoma y algunas veces en espiral, Gram negativo, tal como lo indica

la figura 4.

La actividad de la catalasa fue determinada por el desplazamiento
del 1liquido por el gas y estas mostraron un desplazamiento superior a
5 mm. Ninguna de las cepas produjo 8cido sulfhidrico, ni crecieron
aerdbicamente ni en medio conteniendo glicina al 1% ni cloruro de sodio

al 3.5%.
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De las nueve muaestras de campo tomadas utilizando como medio de
transporte el medio tioglicolato no se obtuvo ningin caso positivo a

V. fetus, como se observa en la Tabla 7.

Después de examinar un total de 141 muestras se sacd un promedio
permitiendo observar el nGmero de horas en las cuales el Vibrio perma-
necid viable en los dos medios usados para el transporte de muestras,
conservindolas a diferentes temperaturas procesindolas con intervalo de
24 horas después de la toma y sembrando tanto del sobrenadante como del

sedimento.

En lo raeferente al medio modificado los resultados estfin consigna-
dos en la Tabla 8 observidndose que al conservar la muestra a -20 C el
nimero aproximado de colonias esBuvo entre 25 y 50 colonias, mientras
que comservéndolas a 4 y 19 C el nmero aproximado de colonias fluctud

entre 75 y 100, esto se encontrd 24 horas después de haber sido tomada

la muestra.

A las 48 y 72 horas se obtuvieron datos parecidos a los obtenidos
a las 24 horas, no asi a las 96 horas donde ya2 el nlGmero de vibrios via-
.les empez6 a descender y solo se lograron obtener aproximadamente unas

50 colonias y en casos excepcionales mis o menos 25 colonias a las 144

horas.

Como sc observa en la Tabla 9, se encontrd que la viabilidad que el

medio tioglicolato proporciond al V. fetus fue inferior a la obtenida en
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el medio modificado, ya que en el medio tioglicolato el nfimero de
vibrios viables 48 horas después de la toma de la muestra fue de 50
colonias aproximadamente al conservar la muestra a -20 C y a 4 C;
mientras que a temperatura de 19 C fue de mds o menos 25 colonias y

a las 96 horas no gse obtuvo ninguna colonia dejando la muestra a 19 C.

Anticuerpos Fluorescentes

Suero hiperinmune. Todos los sueros fueron negativos para agluti-
ninas contra V. ggggg antes de su inmunizacién. Para determinar el ti-
tulo de anticuerp&s en los sueros, se hicieron diluciones de factor 5
y cuando se obtuvo una aglutinacibén en la dilucién 1:3125, se usd esté

suero para ser conjugado.

Bapecificidad del conjugado. Al colorear las cepas controles de

V. fetus identificadas con los nGmeros 079, 138 y 145 mostraron una alta
fluorescencia (++-). Estas toméron un color verde manzana y la perife-

ria de los organismos se colored mAs intesamente que el centro.

Al tratar cepas de V. fetus con antisuero de congjo no ﬁarcédo
antes de #oloreatlas con el antisuero de conejo tmarcado (prueba de in-
hibicién) no se observd fluorescencia mientras que los frotis tratados
con suero normal de conejo antes de ser coloreados con el antisuero mar:

cado mostraron muy buena fluorescencia () .

Las cepas de Proteus sp, Pseudomonas sp ¥y E. coli no colorearon al

usar el antisuero marcado, por el contrario cepas de Staphylococcus al
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ser tratadas con este antisuero mostraron fluorescencia con bastante in-

tensidad ().

Coloracisn de las muestras. En frotis de lavados prepuciaies mﬁes—
tras de semen, raspado de pene y secreciones vaginales, el V. fetus mos~
trd muy buena fluorescencia con una intensidad bastante marcada noténdo-

se las formas en coma, ese y en espiral, Figura 5.

Se examinaron por ambos procedimientos 74 muestras, encontrindose
44 negativas, de las 29 restantes positivas 18 lo fueron por ambos pro-
cedimientos (1hmdnof1uotescencia y cultivo) y 11 por inmunofluorescen-

clia solamente.

No se obtuvieron resultados positivos por cultivo y negativos por
inmunofluorescencia. No se contd el nfimero de microorganismos presen-
tes en cada muestra, pe%d si se observd mayor cantidad en unas que en

otras. Todoe los datos anteriorés estan consignados en la Tabla 10.



DISCUSION

De los cinco medios de cultivo estudiados para el aislamiénto del

Vibrio fetug a partir de muestras tales como lavados prepuciales, secre-

ciones vaginales y semen,dos fueron mis efectivos a saber: los medios
agar infuso de corazén y cerebro y el medio Floremt., Estos fueron los
que mostraron un mayor crecimiento del organismo en cuestidn y una mayor
inhibicidn de los contaminantes que comunmente se encuentran en la cavi-

dad prepucilal.

Se confirmaron los resultados que Shepler et g;?9 obtuvieron con
los medios agar infuso de corazbn y cerebro con la diferencia de que en

su trabajo ellos le adicionaron antibidticos.

Al comparar el medio Florent modificado con los demds se encontxs
que actua casl en igual forma que el medio de Florent; en este medio se
observé un ficil y répido desarrollo de varios contaminantes, esto es de-
bido posiblemente a que el medio Florent modificado tiene como componen-
te principal el tioglicolato, medio excelente para el aislamiento de
cualquier tipo de microorganismo bien sea bajo condiciones aerbbicas,

seminersbicas o anaerbbicas.

Los resultados obtenidos con los medios Florent y Florent modifica-

do confirman lo cdnclufdo por Keshava et 3145

.
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Resultados similares o los reportados por Hansen33 fueron obtenidos
al utilizar el medio de tioglicolato para el mantenimiento de cepas en el
laboratorio, este medio proporciona una viabilidad al V. fetus superior

a la observada al utilizar el medio de thiol con el mismo objeto.

Con el medio agar cistina corazbn los resultados no fueron muy sa-
tisfactorios en lo referente a aislamiento inicial e inhibicidn de conta-
minantes. Estos hallazgos contradicen en parte los resultados que Munday
y Kramer36 obtuvieron, sginembargo, esto no indica que el medio deba des-

cartarse cuando se trate de aislar V. fetus.

Procesando los lavados prepuciales y sembrando tanto del sobrenadan-
te como del sedimentosse obtuvo una proporcidn de aislamiento mids o menos
similar, notindose que al sembrar el sedimento se encontr$ un mayor nd-
mero de vibrios que cuando se sembrd del scbrenadante; con la ventaja de

que con el sobrenadante se obtuvo un menor nGmero de contaminantes.

En lo referente a los dos medios de trameporte, los mejores resulta
dos se obtuvieron con el medio modificado de Mundt, en el cual la viabi-
lidad de Vibrio es mucho mAs marcada que en el medio de tioglicolato, en
el primero se obtuviercn vibrios viables hasta las 144 horas no ocurrien-

do esto con el tioglicolato.

Pudo observarse que las muestras dejadas a temperatura ambiente y
tomadas en el medio de tioglicolato tienden a contaminarse mucho mfs ri-

pldamente que las tomadas en el medio modificado, contaminacidn que em-

~
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pezb a observarse 48 horas después de la toma y debido a esta alta conta-
minacifn se dificultS el aislamiento del Vibrio en una forma completamen-

te pura;

Al conservar las muestras a temperatura de refrigeracifn se observd
una baja en el nGmero de contaminantes acompaflada también de una baja del
Vibrio pero se obtuvieron cultivos mucho m&s puros predominando esto en

las muestras que habfan sido tomadas en el medio modfficado.

A temperatura de congelacidn el nlimero de contaminantes fue minimo y
el nlmero de vibrios fue inferior que conservando la muestra en refrige-

racidn.

Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Mundt quien
encontrb v;brﬁos viables hasta las 112 horas al conservar la muestra en
refrigeracifn y hasta cuatro dfas a temperatura del laboratorio, de
acuerdo con el autor este medio fue efectivo tanto para Vibrio como para
Trichomonas. Se considera que la modificacién hecha al medio de Mundt

dib buenos resultados.

Al realizar este trabajo se encontraron resultados muy similares a

16,37,89 quienes afirman que un solo resultado negati-

algunos reportados
vo a Vibrio no indica que el animal no sea un portador, pues aunque el

toro este infectado no siempre hay igual posibilidad de aislamiento del

Vibrio.
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El raspado de pené, siguiendo la técnica descrita por Gibson gg_gl?3
fue el prodedimiento que di8 mayor proporcién de aislamientos del Vibrio,
obteniéndose mayor nfimero de microorganismos. Este método es superior a
los lavados prepuciales pues se obtiene parte de la mucosa y se llega
hasta las criptas epiteliales, sitio donde el Vibrio se encuntra mds con-
centrado. esto comprueba los resultados del autor, Aunque en este tra-
bajo no se hizo un estudio muy detallado en cuanto a la viabilidad de las
Trichomonas en el medio modificado se obtuvieron mejores resultados a los
obtenidos por Mundtb6 pues se logra la répida multiplicacién y la viabi-
lidad dé las Trichomonas hasta por ocho dfas comservando las muestras a

temperatura ambiente.

La técnica de anticuerpos fluorescentes fua aplicada con éxito para
la identificacidn del V. fetus de lavados prepuciales, secreciones vagi-
nales, raspado de pene y semen y a la vez como comparacidn con las téc-

nicas de cultivo,

Aunque en este trabajo no se probd la especificidad del conjugado
con cepas de V. fetus var intestinalis algunos invesugadores99 han en-

contrado reacciones cruzadas entre V. fetus var venerealis.

Las formas cocoides de Stabhylococcus encontradas al colorear las

muestras con el conjugado no fueron causa de interferencia en la inter-
pretacifn, pues estas formas pueden ser facilmente diferenciadas de las
formas de V. fetus. Otras bacterias encontradas en la cavidad prepucial

tampoco fueron causa de interferencia pues no colorearon con ¢l conjuga~
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do para V. fetus, tampoco lo fueron los espermatozcides que fluorescieron

con una intensidad bastante marcada.

Los resultados de este estudio indicaron que la técnica de énticuer-
pos fluorescentes o la técnica de cultivo son satisfactorias como t&cni-
cas de rutina para detectar toros portadores aunque los no portado:es no
pueden ser demostrados con nihguna de las dos técnicas en base a um solo

raesultado negativo.

La ventaja mfs grande de esta prueba es la de que puede hacerse de
material altamente contaminado y ademfs no es necesario que se encuen-

tren vibrios visbles.

La técnica de cultivo es adecuada para detectar V. fetus en la ma-~
yorfa de los toros portadores. En los casos positivos a iﬁmunofluores~
cencia y negativos al cultivo se puede pensar que ¢l no aislamiento de
Vibrio pudo ser debido al hecho de que los animales hubieran recibido un
tratamiento y solo se encontraban pocos vibrios viables o todos muertos
o tambi&n el material altamente contaminado el cual no permitid hacer su

aislamiento como en casos en que la muestra contiene orina.

Al comparar las diferentes muestras procesadas se encontrd que las
muestras que habfan sido tomadas en el medio de transporte modificado
dieron resultados positivos por cultivo e inmunofluorescencia, por el
contraric las muestras tomadas en solucifn salina casi todas fueron ne-

gativas por cultivo y positivas por inmuncfluorescencia lo que indica
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que la técnica de anticuerpos fluorescentes es mhs sensible que la tée-

nica de cultivo.
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RESUMEN

La eficacia de cinco medios de cultivo para el aislamiento inicial
del Vibrio fe;us y de dos medios para el transporte de muestras de campo

al laboratorio fue estudiada.

Los medios que mostraron una adecuada multiplicacisn del V. fetus
y a la vez permitieron una marcada inhibicisn de contaminantes fueron

los medios agar infuso de corazdn y cerebro y ¢l medio Plorent.

La viabilidad que el medio de transporte modificado proporciond al
V. fetus en cualquier tipo de muestra de origen bovino fue de aproxima-
damente 96 a 120 horas cuando la muestra se deja a temperatura ambiente;

o de 96 horas dejindola en refrigeracién.

En el tioglicolato como medio de transporte puede dejarse la mues-
tra a temperatura ambiente hasta por 76 horas; se comprobd que la efi-
cacia de este medio estd relacionada con la asepsia que se tenga duran-

te la toma de la muestra.

El V. fetus fue identificado en muestras de lavados prepuciales,
semen, raspado de pene y secreciones vaginales al usar conjuntamente la

téenica de cultivo e inmunofluorescencis.

Antisueros de V. fetus preparados en conejos y marcados con isotio~
c¢ianato de fluoresceina fueron usados para colorear frotis preparados de

cepas de V. fetus. Coloraciones no especfficas ocurrieron con esperma-~

2372
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tozoides y algunas veces con detritos celulares, pero no fueron causa de

interferencia para la interpretacifm de los resaltados.,

Reacciones cruzadas no se observaron con otras tres especies de bac-
terias probadas, pero si ocurrieron comn Staphylococcus 8p diferenciando

fécilmente estas por su morfologfa.

El conjugado fue usado para colorear 72 muestras de toros y novi-
1llas, los cuales incluyeron toros conocidos portadores y toros de dife-

rente raga y edad a los cuales nunca se les habia aislado V. fetus.

Los resultados de estos ensayos indicaron que 12 téenica de anti-
cuerpos fluorescentes puede ser utilizada para detcotsr toros portado-
res. Sinembargo, un sélo resultado negativo utilizando las dos técni-

cas no indica que el animal esté libre de la enfermedad.

QT
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TABIA 1. Caracterfsticas de tres cepas de Vibrio fetus usadas como
referencia para el estudio de medios de cultivo y trans-
porte.

_ Prueba Tolerancia  Tolerancia  Creci-

Identif. Origen Catala~ Produc. Glicina al Cloruro de miento

sa H2S 1% Sodio al aexrd-
3.5% bico
079 Feto + - - - -
bovino
138 Lavado + - - - -
prepu~
cial
145 Feto + - - - -

bovino
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TABIA 4. Viabilidad del Vibrio fetus en muestras tomadas del bovino in-
fectado experimentalmente. Medio Modificado.

Identif. . - . Temperaturas Aprox.
- de Clase de Muestra Resultados -20C 4C 19¢C
Muestra : Viabilidad en horas
2 Raspado de pene + 48 72 72
3 2 lavados prepuclales + 72 36 96
5 1 lavado prepucial + 96 96

8 1 lavado prepucial -

10 1l lavado prepucial + 120 120
11 1 lavado prepucial + 96 96
13 1 lavado prepucial -
15 1 lavado prepucial + 120 120
17 1 lavado prepucial + 96 96
18 1 lavado prepucial + 96 96 2
20 1 lavado prepucial + 72 96 96
22 1 lavado prepucial -

23 1 lavado prepucial + 72 96 96
25 1 lavado prepucial + 72 48

y semen

26 1 lavado prepucial + 72 48
28 1 lavado prepucial + 120 96
29 1 lavado prepucial + 72 72
31 1 -

labado prepucial

(continda)
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Continuacidn Tabla 4.

Identif. — Temperaturas Aprox:
de Clase de Muestra Resultados -=20C 4C 19¢C
Muestra — Vigbili@ad_en hggas
32 1 lavado prepucial + : (-. 144 96
33 1 lavado prepucial + 24 24
34 1 semen + 24 24
35 1 lavado prepucial + 120 48
38 1 lavado prepucial + 144 120
y raspado de pene
39 1 lavado prepucial + 96 26
40 1 semen + 96 96

41 1 raspado de pene + 96 96
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TABLA 5. Viabilidad del Vibrio fetus en muestras tomadas del bovino in-
fectado experimentalmente. Medio tioglicolato.

Identif. o Températuras”AprOx_
.. de Clase de Muestra _ Resultados ~-20C 4C 19¢C
Muestra : . ‘ - ; ~_.Viabilidad en horas
1 | 1 lavado prepucial + | 72 96 96
4 1 lavado prepucial i 72 72 72

” 6 1 lavado prepucial -
7 1 lavado prépucial -
9 'i raspado de pene -
: 12 1 raspado de pene + 24 24
14 1 lavado prepucial -
16 lllavado prepucial -
19 1 lavado prepucial + 48 48
21 1 lavado prepuci~l -
24 'lllavado prepucial + v 96 96 ’
27 1 lavado prepucial + .72 72
30 1 lavado prepucial -
36 1 lavado prepucial -

37 1 lavado prepucial -




59.

TABLA 6, Muestras de campo utilizando el medio modificado para el trans-
porte de las muestras.

Identif. .
de Clase de Muestra Procedencia Rana i Bdad Resultados
Muestra
1 1 lavado prepucial Ubaté Holst. 3a.* +
2 1 lavado prepucial Ubaté Holst. 3a. +
3 1 moco vaginal baté Holst. 2ka. -
5 1 moco vaginal Ubaté Holst. Ad, %% +
6 1 moco ve.ginal Ubaté Holst. Ad. -
7 1 moco vaginal Ubaté Holst. Ad. +
8 1 moco vaginal Ubaté Holst. Ad. -
9 1 moco vaginal thaté Holst. aAd, +
10 2 lavado prepucial Facatativd Normando 4-6a, -
11 4 moco vaginal Bosa
12 ? lavado prepucial SoAcha Holst,. 2a.. -
13 1 lavado prepucial Ubaté Holst. 3a. -
14 1 lavado prepucial = Chocontd Holst, 3a. +
15 1 lavado prepucial Subachoque Holst. 3a. -
16 6 lavado prepucial Zipaquiri Holst. Ad. -
17 1 moco vaginal Zipaquird Holst. ~ Ad. -
*  Afios

** Adulto (continda)



Continuacidn Tabla 6.

600

Identif.
de Clase de Muestra Procedencia Raza Edad Resultados
Muestra

| 18 1 lavado prepucial Sogamoso - Halst. Ad. -
20 1 lavado prepuciél Soécha Holat: ‘3a. -
21 3 moco vaginal Soacha Holst.. . Ad. -
22 1 lavado prepucial Albén Holst. 3%a., -
23 1 lavado prepucial Granada Holst. Ad. -
24 3 lavado prepucial Madrid Holst, 4a. ~
25 1 lavado prepucial Madrid Holst. Ad. -
26 6 lavado prepucial  Mosquera varias Ad. +
26 6 semen Mosquera varias Ad, +
27 1 lavado prepucial Fusagasugi P. Suizo Ad. -
30 1 semen Fusagasugi Ceb Ad. -
31 1 semen Fusagasugd  CebG Ad, -
32 1 lavado prepucial Bosa Holst. 3a. -
34 1 lavado prepucial Gachanciﬁé Normando Ad. -
as 1 lavado prepucial Facatativd Holst. 2ka, -
36 1 lavado ptepﬁcial Holst, Ad. -
37 3 lavado prepucial Honda Cebd Ad. -
38 1 lavado prepucial  Choconti Holst. 3a. -

(continda)



»

Continuacidn Tabla 6.

61.

Identif.
de Clase de Muestra Procedencia Raza Edad Resultados
Muestra
39 1 lavado prepucial Subachoque Holst. 3a. -
40 1 lavado prepucial Bosa -
42 1 lavado prepucial Tenjo Holst. Ad. +
43 1 lavado prepucial . Mosquera Red Poll Ad. -
44 6 lavado prepucial Nemocdn Holst, y‘ Ad. +
’ Normando
46 2 lavado prepucial Mosquera Red Poll Ad. -
47 4 lavado prepucial Honda Cebd Ad, -
48 5 lavado prepucial Mosquera A. angus Ad. -
49 1 lavado prepucial Nemocén Holst. Ad. -
30 2 lavado prepucial Funsa y Holst. 2-3a, -
B Madr{d
gi 1 lavado prepucial Madrid Holst. Ad. -
52 4 lavado prepucial Subachoque  Normando Ad. +
53 1 lavado prepucial Chocontd Holst. 5a. -
54 1 lavado prepucial Madrid Holst. Ad. -

" Las muestras identificadas con el n@mero 26 fucron todas

V. fetus

var venerealis.

positivas a
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TABLA 7. Muestras de campo utilizando el medio tioglicolato para el
transporte de las muestras.
Identif,
de Clase de Muestra Procedencia Raza Edad Resultados
Muestra :
4 1 moco vaginal Ubaté Holst. 2a.%* -
19 2 lavado prepucial Cota Holst. 2Xa. -
28 1 lavado prepucial Chia Holst. 3a. -
29 1 lavado prepucial Zipaquirs Holst. ~ Ad.** -
33 2 lavado prepucial Facatativi Holst. Ad. -
41 1 lavado prepucial Holst. Ad, -
45 1 lavado prepucial Mosquera Red Poll Ad. -
* Afios

*k Adulto
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TABLA 8. Promedio de viabilidad del Vibrio fetus en el medic modificado.

- Temperaturas Aproximadas
- -20C - 4C - 19¢C
Horas Sobre-  Sedi- Sobre~  Sedi- Sobre-  Sedi-
nadante mento . nadapte mento nadante mento
24 + ++ RTINS e
48 + + ++ +i+ ++ -+
72 + + + -+ + ++
96 - + + ++ + +t
120 - - + + - -
144 - - - + - +

+++ 100 colonias aproximadamente
+++ 75 colonias aproximadamente
+t+ 50 colonias aproximadamente
+ 25 colonias aproximadamente

- Creclmiento negativo
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TABLA 9. Promedio de viabilidad del Vibrio fetus en el medio de tiogli-

colato.
Teﬁperééuras Aproximédas
-20C 4C \ 19¢C
Horas Sobre-  Sedi- ~ Sobre-  Sedi- Sobre-~  Sedi-
' nadante _mento nadante mento nadante mento
24 + +H ++ + + At
48 + ++ + + + -
72 - + + + + -
96 - - - + - -
120 - - - + - -
144 - - - - - -

S ———————

+H+ 100 colonias aproximadamente -
+++ 75 Colonias aproximadamente
++ 50 colonias aproximadamente
+ 25 colonias aproximadamente
- Crecimiento negativo
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BLA 10. Inmunofluorescencia y cultivo del Vibrio fetus en laymados
prepuciales, semen, raspade de pene y secreciones vagina-

les.

Clase de Muestra Cultivo Inmunofluorescencia
40 lavados prepuciales - -
10 lavados prepuciales + +

7 muestras de semen + +

3 muestras de semen - -

2 secreciones vaginales - +

1 raspado de pene + o+

8 lavados prépuciales - +

2 mocos cervicales - +
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Fig. 1. Técnica y aquipo utilizado en la toma de

lavados prepuciales.

66.



Presién que debe hacerse en la uretra en el

momento de toma de la muestra.

67.
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Colonias de Vibrio fetus en agar sangre.

Flg. 3,

2X



Fig. 4,

Morfologfa del Vibrio fetus de un cultivo de

semen en agar sangre. Coloracidén de Gram.

2.000X

69.



Fig. 5. Frotis de una cepa de Vibrio fetus conservada
en medio tioglicolato, coloreada por la tée~.
nica de anticuerpos fluorescentes. Negativo,

3.300X%

70.
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