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73/ «.(/\ O EVALUACION DEL DIAGNOSTICO DE LA TRICHOMONIASIS

GENITAL BOVINA*

INTRODUCCION

La TRICHOMONIASIS genital bovina, es una entidad limi-
tante al desarrollo ganadero del pafs, de frecuente presentacion
dentro del grupo de enfermedades del tracto reproductivo de los
hovinos.

La identificacion de la enfermedad exfge, un diagnbstico pre-
ciso mediante la correcta caracterizacion del agente etiolGgico.

En el presente trabajo, se hace la evaluacién de tres medios de
cultiva para TRICHOMONAS en comparacién con la inocula-
cién en animales de laboratorio y el exdmen directo de los sedi-
mentos de lavados prepuciales.

REVISION DE LITERATURA

El diagnéstico de la TRICHOMONIASIS, reguiere la demos -

tracién microscépica del parésito tanto en la vagina de hembras
infectadas después de la infeccion inicial (12), 6 en las secrecio-
nes vaginales, moco cervical, Ifquidos amnidticos, placenta, con-
tenido estomacal del feto, Ifquidos orales y otros tejidos fetales;
y en el machg a partir de lavados prepuciales. Rara vez se en-
cuentra en el semen 6 en 8l Ifquido seminal {8). En el toro los
gérmenes se encuentran en el prepucio, con frecuencia en nime-
ro tan pequeiio que es posible fracasar en los esfuerzos por ais-
larlos, pero si se concede atencion especial a los detaltes de
diagnéstico puede tener una precision de méas del 90% (10)
siempre se debe identificar morfologicamente las TRICHOMO-
NAS FOETUS, llevando a mds de 500 didmetros de aumento
para visualizar los flagelos y la membrana ondulante. En culti-
vos viejos, ciertas formas de T. FOETUS, llamadas pleomorfi-
cas, pueden aparecer inméviles y muy esféricas {2).

Para la observacién de muestras procedentes del tora cpn la
finalidad de demostrar la presencia de T. FOETUS,se cono-
cen cinco métodos: Lavado prepucial, de |a pipeta, de la torunda
de gasa, del raspador metélico y del resorte (2).

Un solo examen no es suficiente para garantizar un diagnosti-
to negativo. Una vaca puede considerarse libre de Trichomo
nas si después de tres exdmenes negativos tiene dos periodes
estrales normales y a continuacién concibe un ternero en condi-
ciones normales. Un toro puede considerarse negativo, si después
de seis exdmenes negativos con intervalos de una semana, sirve
dos 6 més novillas virgenes y éstas permanecen negativas (7).
Después que los especimenes sean colectados, es escencial que
* ) Gomez Vesga H. - Comunicacion personal.
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sean examinados inmediatamente antes de que pierdan su movi-
lidad. Los frotis para colorear preparaciones, y los cultivos de-
ben ser hechos al tiempo de la toma de las muestras para ser
examinados posteriormente, sin embargo, deben ser considera-
dos como métodos secundarios al exdmen directo de prepara-
ciones himedas y material clfico. E! cultivo es demorado y se
requieren materiales y equipos especiales, sin embargo, ofrece
mayor nGmero de resultados positivos desde que se reciban
muestras recién tomadas y aumenta el nimero de organfsmas
para ohservacién y puede revivir formas que hayan perdido su
morfolagia diagnostica (6).

Respecto al emplea de animales de laboratario, para el diag-
néstico de la enfermedad, Levine (5) menciona gue muchos
animales de laboratorio pueden ser infectados experimentalmen-
te por diferentes vfas con T. FOETUS, y cita.varios autores los
cuales han ohtenido éxito con infecciones vaginales en conejos,
siendo el HAMSTER DORADO el animal de laboratorio de
escogencia para infecciones experimentales.

MATERIALES Y METODOS

En el laboratorio de Investigaciones Médicas Veterinarias
(LIMV.), se ha empleado como medio de cultivo para TRICHO-
MONAS, el medio Plastridge (11). Sin embargo, na se dispone de
un medio alterno que ofrezca las mismas & mejores garantfas
para el diagndstico. En el presente trabajo se compar6 en medio
Plastridge (el que se escogié como medio patrén), con el medio
Conwey*, empleado para el cultivo de TRICHOMONAS VAGI-
NALIS, y el Triptic Soy Broth (T. S. B.), recomendado para el
crecimienta  de  MICROCOCCUS, PNEUMOCOCCUS,
STAPHYLOCOCCUS y STREPTOCOCCUS (3).

Se evaluaron también el método de inoculacién en animales
de laboratorio vy el exémen directo del sedimento de lavados
prepuciales. De acuerdo a Brooke (1), los protozoarios uroge-
nitales deben ser identificados por sus caracter(sticas morfo-
ldgicas.

Toma de muestras - Se tomaron 246 lavados prepuciales de
bovine, mediante la técnica de Rodriguez y col. (9}, con el ob-
jeto de disponer de cepas de T. FOETUS, para realizar la eve-
luacion de medios de cultivo, exdmen-direcfo a inoculacidn en
animales de laboratorio.

Siembra de muestras - Los lavados prepuciales se sembraron
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después del examen directo en medio Plastridge, medio Conwaey
y medio T.S.B. segin las técnicas de los mismos autores men-
cionados anteriormente {9). Se emplearon cinco tubos de cada
medio por muestra tomada y se hicieron observaciones cada 24
horas por 3 dras. Las muestras se procesaron en un término no
mayor de tres horas de obtenidas.

Medios de cultivo - El medio Conwey se preparé en el labora-
torio de -acuerdo a la siguiente férmula: Agar nutritivo 1.5 gra-
mos; extracto de carne 3.0 gramos; peptona 5.0 gramos; clorure
de sodio 8.0 gramos; glucosa 6.0 gramos; agua destilada csp.
1000 ml. El medio Plastridge se preparé en el laboratorio asf:
Agar 3.0 gramos; caldo nutritivo 8.0 grs; cloruro de sodio
8.0 grs; v agua destilada csp. 1000 ml. E| T.S.B. se prepard de
acuerdo a las normas de la casa fabricante (3). La adicién de sue-
ros y antibidticos se hizo segtin Wosu (11).

Curvas de crecimiento: Una vez obtenidos cultivos positivos, se
hicieron sub-cultivos, hasta obtener todas las cepas sin contami-
nantes; dichas cepas se sembraron en 5 tubos de 4 ml. de medio
en estudio con 6 x 10[.} TRICHOMONAS. A cada tubo se le adi-
ciond una capa delgada de aceite mineral estéril v se llevaron a
incubacion a 37° C., haciendo recuentos individuales cada 24
horas , con un total de 11 recuentos para Conwey, vy 14 para
Plastridge. Los protozoarios se cuentificaron por el método de
la camara de Neubauer (1},

[noculacién en animales de laboratorio - Se inocularon ratones
de 60 dfas de nacidos, 10 hembras prefiadas v(a vaginal y 10ma
chos v(a intraperitoneal, con una concentracion de 6 x 10% TRI-
CHOMONAS cada uno. El mismo precedimiento se realizd en
cobayos de 4 meses de edad y HAMSTER DORADOS de 2 me-
ses de edad.

Resultados examen directo y cultivos - De los 246 lavados exa-
minados se obtuvieron 39 positivos al examen directo, lo mismo
que mediante la inoculacion en los tres medios de cultivo (tabla
1). Los resultados de los examenes realizados hechos a las 24,48
72 y 96 horas, arrojaron los resultados que se anotan en la tabla
2. Los resultados demuestran que el examen directo y el cultivo
con lecturas a las 24 y 48 horas, ofrece la misma sensibilidad pa-
ra la deteccion de los casos positivos. A las 72 horas, disminu-
yen las posibilidades para deteccion de muestras positivas y a
tas 96 horas, ya,no se encuentran organismos en los medios de
cultiva. El medic Plastridge, parece ofrecer una ligera ventaja
sobre los otros dos medios, en el sentido de encontrar mayor
nimero de observaciones positivas a las 96 horas de cultivo.

Curvas de crecimiento en medios de cultiva - En la tabla 3,
se presentan los resultados al inocular los medios para hacer la
curva de crecimiento del parasito. El medio Plastridge permite la
supervivencia del gérmen durante los 14 dias de observacion y
con el mayor nimero de parasitos en cada lectura, siendo el
T.8.B., el que soporta durante menos dfas el crecimiento del pa-
résito. E! medio Conwey presenta un rendimiento superior al
T.8.B., en cuanto a supervivencia del pardsito, y mayor nimero
de éstos en los recuentos, permitiendo afirmar que ocupaun lu-
gar intermedio entre el Plastridge y el T.S.B. (figura1).

Inoculacién en ratones - En s6lo cuatro ratones machos pu-
do observarse el microorganfsmo a las 24 y 48 horas de inocula-
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dos en cantidad inferior a la inoculada. Los demds animales fue-
ron negativos.

Inoculacion en cobayos - En ninguno de los animales se pu-
do aislar el parésito,

Inoculacién en Hamster.- En s6lo dos hamsters machos se
pudieron observar Trichomonas en un nimero tan pequefio que
no permitié recuento satisfactorio.

TABLA 1 Correspondencia de 39 diagnosticos al ex4-
men directe y cultivos en tres medios dife-

rentes por 48 horas de observacitn.

CULTIVOS

+ —  Total
Examen + 39 — 39
- 0 207 207
Total 32 207 246 = n

TABLA 2 Comportamiento de 39 muestras positivas

a Trichomonas foetus en tres medios de
cultivos.

o

“Horas Plastridge Conwey T.S.B.
24 39 39 32
48 39 39 39
72 18 12 12
96 0 0 0

Recuentos diarios de Trichomonas foetus,
en tres medios de cultivo.

TABLA 3

RESULTADOS

Néamero de Trichomonas (Miles -/ ml.)

Dfa Plastridge T.8.B. Conwey
1 217.187 155.416 149.615
2 560.312 501.250 495,576
3 825,000 700.000 677.692
4 967.968 585,833 83b.384
5 992,968 486.904 762.916
6 1.021.000 476.764 554,583
7 599,821 391.964 362916 - .-
8 470.416 264.166 262.000.:
9 366.111 - 176,937 215.937,
10 208.437 157.600 119.375.
11 131.666 96.600 98.750
12 112.500 —— - 1.250
13 78.750 —_ =
14 - 38,750 —_ ———
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FIGURA 1

DISCUSION

Los tres medios evaluados pueden ser utilizados para el
diagnbstico de la Trichomoniasis, ya que en condiciones iguales
ofrecen suficiente garant(a parael aislamiento del gérmen duran-
te las primeras 48 horas. El ex&men directo de la muestras recien
tomadas y sus cultivos ofrecen posibilidades similares de éxito
en las primeras 48 horas a pesar de la creencia generalmente
aceptada, en el sentido de que el cultivo detecta mayor nimero
de casos positivas. El cultivo ofrece ventajas sobre el exdmen di-
recto en el diagnbstico de muestras de més de 10 horas de toma-
das, cuando la movilidad del gérmen tiende a perderse es nece-
sario cultivarlas para recuperar su movilidad. {6).

En cuanto a las ventajas de los medios para cuitivar los
microorganfsmos, el Plastridge ofrece condiciones 6ptimas com-
parandolo con los otros dos medios ya que los gérmenes sobre-
viven més tiempo y alcanzan cifras mds altas de crecimiento. Sin
embargo, para el diagnéstico corriente, el T.S.B. ofrece mejores
ventajas, ya que solamente es necesario rehidratarle y agregarle
el suero y los antibi6ticos manteniendolo congelado hasta su uso.
{11).

Puede notarse una discrepancia en el presente trabajo: Al
cultivar las muestras, los gérmenes no sobreviven maés de 48 ho-
ras, pero al comparar los 3 medios de cultivo se observaron hasta
14 dfas de recuento. La diferencia radica en que para observar el
comportamiento de los medios, las cepas de Trichomonas no es-
taban contaminadas y el diagnostico a pesar de utilizar antibioti-
cos, no se logra una descontaminacion 6ptima que impida la su-
pervivencia del gérmen mas alla de 48 horas.
ilidad
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A causa de la efectividad del cultivo para revelar infecciones
debido a trichomonas, es aconssjable hacerlo rutinariamente
como complemento del examen directo de preparaciones hd-
medas de materiales urogenitales.

Originalmente se pensd, que si los animales de taboratorio
soportaban el crecimiento de los trichomonas, podrian ofrecer
una garantia para aquellos jaboratorios que no disponen de posi-
bilidades, para el cultivo, sin embargo, se encontro que tanto el
cobayo como el raton y el hamster, macho 6 hembras elimi-
nan la infeccién rapidamente e impiden utilizar este sistéma como
método alterno en diagndstico. Los datos obtenidos en este tra-
bajo estdn en contraposicién con los encontrados por otros au-
tores y mencicnados por Levine (5), segan el cudt el hamster
dorado es el animal de escogencia para la produccién de la enfer-
medad.

RESUMEN

Con el objeto de evaluar los métodos de diagnastico de la
Trichomoniasis; se exadminaron 246 lavados prepuciales, encon-
trando 39 positivos a Trichomonas foetus, tanto en el exdmen
directo como el cultivo en tres medios diferentes. En el traba-
jo se encontré que tanto el cultivo comao el exdmen microse6-
pico directo son igualmente sensibles y especfficos, para mues-
tras obtenidas en forma correcta y procesadas antes de tres horas
de tomadas.

Se hicieron recuentos en fos tres medios de cultivo previa
inoculacion con cepas de T. Foetus, libres de gérmenes contami-
nantes. Los hallazgos permiten recomendar para diagnostico ru-
tinario el medio Plastridge, seguido por el Conwey y el Trip-
tic Soy Broth.

RECOMENDACIONES:

1 E! diagn6stico de la trichomaniasis, mediante el exdmen
directo debe hacerse en muestras tomadas en periédos no
mayores de tres horas.

2 EJ exdmen de los cultivos de trichomonas no es confiable
después de las 48 horas de incubacion especialmente si se
abserva contaminacion.;

3 Los medios Conwey, T.S.B. y Plastridge; pueden mantener-
se en congelacidn hasta el momento de la siembra, cuando
se les ha agregado previamente sueroy antibi6ticos.

4  E! diagnostico de la trichomoniasis por inoculacion en ani-
males de laboratorio no es recomendable porque el pardsi-
to no sobrevive en ellos.

SUMMARY

“THE EVALUATION OF TECHNIQUES FOR THE DIAGNO-
SIS OF BOVINE GENITAL TRICHOMONIASIS™.

This work was undertaken in order to compare the methods
by which trichomaoniasis can be diagnosed.
Two hundred forty six preputial washings were examined



and 39 were found to be positive for Trichomonas foetus as well
as direct examination. Attempts were made to culture the orga-
nism on 3different media. it was found that culturing was as sen-
sitive as direct examination providing the samples were obtained
correctly and processed within 3 hour of being taken.

Counts were made of the number of organisms found in the
three different media, previously inoculated with strains of T.
foetus free of other organisms. the counts showed that Plastridge
was the best medium four routine diagnosis, Followed by Con-
wey and Triptic Soy Broth.
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