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Resumen

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

Tritrichomonas foetus: pathogenesis of embryo/fetal mortality,

antigenic vaccine characterization and immune induced response

The present work reviews aspects related to the diffusion of bovine trichomonosis,
emphasizing not only on its morphological and ultrastructural characteristics, but also
on the pathogenesis of Tritrichomonas foetus: its effects on bovine genital tract and
immune response. Cytotoxical and enzymatic factors and their relationship with
antigenic changes provoked by host-parasite interaction are also mentioned. The
existing link between the hormonal and immune system during pregnancy and T.
foetus' pathogenicity is also discussed in this work. In addition, humoral and mucosal
immunity is considered in male and female naturally infected with T. foetus. The
immune response against whole cell, membrane and subunit vaccines in vaccinated
cattle is regarded/ taken into account too. Recent findings related to diagnosis
problems due to non-specific protozan, isolated from preputial smegma of virgin
bulls, and the use of other test such as PCR, immunohistochemistry and electronic
microscopy, are also included. Finally, recommendations about this disease's control
and treatment are also made.
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Introduccién

La trichomonosis bovina (actual denominacién de la tricomoniasis) ("*% es una
enfermedad de transmisidn sexual ocasionada por el protozoo flagelado
Tritrichomonas foetus (' ¢ %) La infeccién afecta el area genital de los bovinos
produciendo en la hembra vaginitis, endometritis, mortalidad embrionaria y abortos
con ocasionales pidmetras 4 3% 253 142) 'En e| macho la infeccidon usualmente es
asintomatica y cronica sin afectar la libido ni su fertilidad ©" ™' > siendo mas
frecuente en machos adultos y viejos " 2. Los toros permanecen infectados para
toda su vida. Los signos de la enfermedad en el rodeo se basan en baja tasa de
prefiez, repeticion de servicios con celos irregulares, prefiez desuniforme y
abundantes prefieces tardias ®° %2 %% La pérdida del embridn o expulsion del feto en
estadios tempranos de la gestacion (2-4 meses) motiva la repeticion del celo al
finalizar el servicio. Debido al escaso desarrollo del feto, el aborto pasa
desapercibido en condiciones de ganaderia extensiva “®.

Antecedentes en el pais

Si bien T. foetus fue tempranamente identificada en nuestro pais a partir de
trabajos realizados en matadero, recién a partir de los trabajos iniciados en el INTA
Balcarce en el marco del Proyecto FAO se evidencié la enfermedad como
responsable de perdidas reproductivas en rodeos para cria en 1966 a partir de un
feto abortado de la localidad bonaerense de Bordenave gracias al aporte del Dr RM
Roberts ®°. Desde esa instancia comenzé a difundirse el conocimiento del
diagndstico y manejo de la enfermedad en la Pampa himeda ?°. En esa etapa
participaron un sinnumero de veterinarios pioneros como Stoessel, Briano, Villar y
Casaro del INTA Balcarce y colegas de la actividad privada como Mihura,
Bustingorri, Cordero, Rodriguez Dubra, Villalba, Chiavarino y muchos otros que
harian esta lista interminable. Su esfuerzo y dedicacién permitieron apoyar las

acciones iniciales del INTA de Balcarce para mejorar el control de la enfermedad “*
34)

Prevalencia
El impacto biolégico y productivo de la trichomonosis bovina radica en la
temprana perdida de la prefiez ocasionada por T. foetus ©® 2 causando perjuicios

econdmicos severos en los rodeos para carne y leche que utilizan el servicio natural
(13, 29, 31, 49, 118, 121, 147, 148, 149)

La enfermedad en la Argentina es mayormente estimada por la informacién
proveniente de laboratorios privados de diagndstico veterinario, no existiendo
trabajos de relevamiento estadistico a nivel nacional. Datos recopilados luego del
Plan toros en la provincia de Buenos Aires permitieron caracterizar parte de la
problematica en la década del 80 "). Los laboratorios privados de diagnostico
veterinario del pais estiman incidencias variables segun zonas. Si bien esta
informacion es sesgada dado que no son datos estadisticos y provienen de areas
con diferentes ecosistemas, con ingreso de muestras no sistematizadas de las
zonas de influencia, donde realizan, en no mas del 50-55% de los casos, el
seguimiento anual de los rodeos. Pese a las mencionadas limitantes, la informacion
aportada se considera de valor. En aquellas zonas donde la enfermedad se
diagndstica por primera vez, los porcentajes de infeccion son superiores (Tabla 1).
Asi, para la provincia de Bs As se mencionan guarismos desde el 7% hasta 25% de
rodeos infectados y 1% hasta 6% de toros positivos. En otras regiones de la
Argentina, la informacion es escasa y variable. Finalmente, el manejo extensivo, la
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falta de medidas sanitarias en muchos rodeos y el insuficiente o nulo diagnéstico en
ciertas regiones del pais donde la ganaderia de cria se ha extendido en los ultimos
afios por la presion de la agricultura, ha provocado una movilizacion de rodeos
donde no existe informacion actualizada (norte y oeste) sobre el impacto de las
enfermedades venéreas.

La enfermedad ha sido solo erradicada en paises donde se implement6 un
estricto uso de metodologias reproductivas como la inseminacion artificial, el control
sanitario del semen y el descarte de aquellos animales infectados. Sin embargo, la
mayoria de los paises con ganaderia extensiva con servicio natural, sigue siendo un
problema sanitario relevante. Se ha notificado su presencia en el noroeste de
Espafia en 2,9% de toros ('*"), Canada el 6% (°*® y en México, Costa Rica y Australia
esta presente aunque no bien cuantificada " 4. En EEUU, California, el 15,8% de
los rodeos presentaron al menos un toro infectado '®, Nevada, 26,7% al 44,1% (9,
Florida, 30,4% de los rodeos estaban infectados 9.

Caracteristicas morfolégicas, ciclo de vida y presencia en otras especies

Tritrichomonas foetus es un protozoo del género Tritrichomonas, familia
Trichomonadidae, clase Phytomastigophorea y del phylum Sarcomastigophora.
compartiendo similar género con Tritrichomonas
mobilensis y Tritrichomonas suis. Por su parte, el agente de la tricomoniasis
humana, Trichomonas vaginalis pertenece al género Tricomonas (12

T. foetus es piriforme y mide de 9 a 18 ym x 4 a 8 ym, aunque debido a la
plasticidad de su protoplasma adopta diversas formas segun requerimientos
fisioldgicos % 122 182 Como caracteristica del subreino eucariota, T. foetus posee un
nucleo usualmente esférico u ovoide ). Se identificaron dos formas de T. foetus:
una en estado de trofozoito caracterlzado por una forma elongada que constituye la
mayor parte de la poblacion normal, y otra forma seudoquistica, oval e inmovil, que
aparece en condiciones de medio ambiente desfavorable como temperatura hostil o
deficiencias nutricionales ® 2% '3 T foetus posee tres flagelos anteriores de 11 a
17 um de largo y un flagelo posterior de 16 pym que conforma una membrana
ondulante que recorre todo el cuerpo formando 2 a 5 ondas 3 2% 182 (Figura 1).

Las trichomonads presentan unas organelas unicas, los hidrogenosomas, que
tienen doble membrana, se dividen por fisibn e importan proteinas en post
translacion © € 9 Los hidrogenosomas realizan la glicdlisis y producciéon de ATP
anaerobica del piruvato y malato ya que este protozoo carece de mitocondrias y
peroxisomas & ° "9 Sj pien los hidrogenosomas tienen una funcion similar a las
mitocondrias, los primeros carecen de genoma propio, cadena respiratoria y
citocromos. (% 9)_E| complejo blefaroplasto es otra organela caracteristica de T.
foetus, formado por los granulos basales denominados kinetosomas que se
conectan con los flagelos Desde el blefaroplasto surge el axostilo, estructura
tubular prominente, delgada e hialina que se curva alrededor del nucleo y pasa
Iongitudinalmente a través del protozoo emergiendo en una corta proyeccién a
caudal y la costa que es un cuerpo basal débilmente cromatico que corre por
debajo de la membrana ondulante ('??.

T. foetus no tiene vida libre ni formas quisticas de sobrevivencia ya que la
formacion de seudoquistes es solo un fendbmeno de adaptacién al huésped en
condiciones desfavorables "*%. No posee huéspedes intermediarios y debe siempre
habitar un huésped que sera definitivo en el desarrollo parasitario "% %% 99 E|
huésped de T. foetus es el bovino, ya sea Bos taurus como Bos indicus, aunque
puede ocasional y probablemente en forma temporaria colonizar otras especies
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(12, 80, 97, 124) & inclusive humanos, donde

incluyendo bufalo, equino, cerdo, roedores
se lo menciona en un caso incidental asociado a un trasplante de médula 6sea (131),

T. foetus se transmite, bajo condiciones naturales, exclusivamente por via
sexual ®?. La transmisién mecanica o por via pasiva, por la cual un toro libre de la
infeccion sirve en un corto tiempo a una hembra infectada en primera instancia y
luego a una segunda hembra, infectdndolo pasivamente a ésta ultima, es poco
probable en condiciones naturales ®2) Sin embargo, trabajos realizados por nuestro
grupo en el INTA Balcarce al evaluar toros sanos mediante la prueba de capacidad
de servicio efectuada sobre hembras bovinas conocidas de estar infectadas con T.
foetus, se pudo comprobar con que facilidad algunos toros lograban infectarse al
estar en contacto con la hembra durante no mas de 20 min. de servicio “?. En
condiciones artificiales, T. foetus puede difundirse por inseminacion artificial ya que
el protozoo permanece viable en el semen congelado infectado ' 3* 78),

En la actualidad, y mediante técnicas de biologia molecular que permiten
conocer el genoma de organismos, nuevos interrogantes se han planteado sobre la
taxonomia y huéspedes de T. foetus. Asi, T. foetus presenta una morfologia idéntica
y una secuencia genética de ARNr homodloga con Tritrichomonas suis, habitante
apatoégeno de la cavidad nasal y tracto digestivo del cerdo. La extrema similitud entre
T. foetus y T. suis sugiere que se tratarian de una misma especie adaptada a
diferentes huéspedes &' 82 83.97.122.171) 'page 3 ello, un reciente trabajo efectuado
con una cepa de T. suis, la misma no logré establecerse y colonizar el tracto genital
de vaquillonas ®8) Por otra parte, T. foetus fue identificada como agente causal de
diarrea cronica en gatos donde colonizo el epitelio del ileo, ciego y colon &7 8889 9.
13) Estos hallazgos sugieren reconsiderar el ciclo de vida de T. foetus y eventuales
fuentes de diseminacion de la enfermedad hasta hoy no contempladas incluyendo la
coexistencia de bovinos con cerdos y gatos debiéndose mejorar el conocimiento
sobre la posibilidad de la transmision entre estas especies.

Patologia genital

En los toros, T. foetus coloniza exclusivamente los estratos superficiales de
la mucosa de la cavidad prepucial, incluyendo las criptas peneanas, fornix y parte
distal de la uretra, menos frecuentemente las criptas prepuciales 734 141: 159 "Eg por
ello que existe una mayor frecuencia de presentacion en los toros adultos y viejos,
pese a ello la enfermedad esta presente en toros jovenes °. Diferentes antigenos
parasitarios son captados por las células presentadoras de antigenos,
presumiblemente macrofagos, localizados en la lamina propia, que inducen una
respuesta inmune caracterizada por IgG1, IgA e I?M especificas @/ 33 1 T foetus
puede producir una leve balanopostitis ¢” 3> 41134 gj bien las lesiones genitales no
son patognomoénicas de T. foetus, los antigenos parasitarios son captados y
procesados en la mucosa prepucial en forma similar a como ocurre en la mucosa
genital de las hembras siendo el tracto genital del toro una potencial via de
inmunizacion local. Clinicamente, la trichomonosis bovina en el macho cursa en
forma asintomatica y en toros mayores de 4 a 5 afios es rara la recuperacion
espontanea 9 Dicho fendmeno hace del toro una fuente permanente de infeccion y
transmision en el rodeo " 2%31,

En la hembra, T. foetus induce a una precoz perdida de la prefiez que se
extiende desde la muerte embrionaria o fetal antes del dia 120 de gestacion,
infertilidad transitoria, descargas uterinas, piémetra y ocasionales abortos tardios ©*
142,151, 153) | uego del coito, T. foetus invade la vagina induciendo una respuesta
inflamatoria leve caracterizada por proliferacion de linfocitos, macréfagos y células
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plasmaticas en la ldmina propia vaginal * ** %2 persistiendo en las secreciones
genitales por 13 a 28 semanas. También coloniza tempranamente el cérvix, utero y
oviductos y durante la gestacion, la placenta y feto generando una moderada a
severa endometritis con presencia de agregado linfoideos y células inflamatorias en
el estrato compacto * ** %2 T. foetus no es invasiva y se adhiere superficialmente
al epitelio endometrial siendo rodeada por células inflamatorias y detritus celulares (4’
43.192) por otra parte, T. foetus puede ocasionalmente infectar el Gtero prefiado en
tiempo de gestacion avanzada (Campero, datos sin publicar) e inclusive llegar la
gestacion a término y parir un ternero normal denominandose a estas vacas carrier o
portadoras crénicas llegando a persistir hasta por 6 a 9 semanas post-parto (118 189,
Este fenomeno determina que dichas vacas resulten una importante fuente de
infeccion para el rodeo en el préximo servicio (' 2%:118. 169

En la placenta y feto produce placentitis con presencia de infiltrado a base
de macrofagos y neutréfilos a nivel cotiledonario y en cartnculas '°". En los fetos, la
lesion mas frecuente es una bronconeumonia piogranulomatosa con ocasionales
células gigantes, enteritis necrotizante y la presencia de flagelados libres o
fagocitados “& 191 1521539 Al ocurrir el aborto, el feto es expulsado aunque
esporadicamente, puede ser retenido, momificarse o macerarse y originar una
pidmetra (" 53),

Patogénesis y mecanismos enzimaticos de T. foetus

T. foetus posee endo y exoenzimas que incluyen beta-galactosidasas (7",
glycosidasas relacionadas con la ruptura de la capa de mucina genital ©® y
neuraminidasas localizadas en la periferia del protozoo ®. Sin embargo, la cistein-
proteinasa extracelular """ '® es la enzima de mayor importancia en la patogénesis
de T. foetus. La cistein-proteinasa degrada diferentes proteinas del hospedador,
incluyendo fibrindgeno, fibronectin, albumina y lactoferrina (ayuda al protozoo en la
adquisicion de hierro, adherencia celular y desintegracién de la matriz extracelular
epitelial ""?. A su vez, favorece al protozoo a evadir la respuesta inmune humoral
degradando isotipos de IgG, especialmente IgG2, encargadas de opsonizar y facilitar
la fagocitosis mediada por neutréfilos ) y a evadir el complemento degradando la
fraccion C3 e inhibiendo la formacion de C3b y la cascada complementaria '%). La
accion de la cistein-proteinasa definiria una eficiente evasién de la immunidad
humoral mucosal del tracto genital y la consecuente persistencia parasitaria ). Por
otra parte, los anticuerpos pueden ser genéticamente resistentes a ser degradados
por la cistein-proteinasa explicando el fendmeno de animales naturalmente
resistentes o con mayor capacidad para liberarse de la infeccién o,

Otra enzima importante en la patogenia de T. foetus es la neurominidasa
ubicada en la membrana parasitaria y en las vesiculas cerca de la superficie (> ’®"
Esta enzima hidroliza la unién glicosidica o-2,3- entre el acido sialico y los
gliconjugados de superficie revelando los glucoconjugados celulares internos ©.
Esta remocion del acido sialico permitiria la adhesion celular de T. foetus como
prerrequisito para una posterior degradacién de glicoconjugados por parte de otras
glicosidasas o proteasas parasitarias © 9.

Adhesion y citotoxicidad

La interaccion entre las membranas superficiales del protozoo y las células
huéspedes definen la sobrevivencia del parasito, el establecimiento de la infeccion y
el desarrollo de la enfermedad © ' |nicialmente y favorecido por el pH vaginal
(6.5), T. foetus se adhiere al epitelio superficial queratinizado de la vagina mediante
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su flagelo posterior y luego por el resto del soma ®” siendo luego capaz de
adherirse y producir dafios citotdxicos por contacto ¢ 23 163,

En el proceso de adhesion de T. foetus intervendrian moléculas especificas,
como la fibronectina, que reconoceria la matriz extracelular del huésped ® y la ecto-
ATPasa Mg2+ dependiente, que desdoblaria la D-galactosa ubicada en la superficie
mucosal del huésped ®. A su vez, el proceso de adhesion se ve facilitado por
lectinas superficiales de T. foetus que se unen especificamente al acido sialico de la
superficie mucosa (6) y otras moleculas superficiales de las trichomonas reconocidas
genéricamente como adhesinas ©%. Dichas adhesinas tendrian también la capacidad
de adherirse y destruir los glébulos rojos por hemoaglutinacion ). A su vez, las
adhesinas se postulan como candidatos antigénicos para vacunas ya que sus
carbohidratos son reconocidos como epitopes por el hospedador e inducen la
formacion de anticuerpos in vitro los cuales previenen la adhesién y colonizacion
parasitaria (¢4

Entre las adhesinas con potencial inmunogénico, se describen los
lipofosfoglicanos (LPG), comunmente presentes en la superficie de T. foetus
unidos a la membrana parasitaria por una molécula de inositol-fosfoceramida '¢".
Los LPG son glicoconjugados ricos en fucosa y en menor cuantia manosa,
galactosa, glucosamina, glucosa y galactosamina ("2, su composicién lipidica
incluye principalmente acido palmitico y estearico ('®"). Otra adhesina superficial es la
Tf 190 denominada asi por su peso molecular (190.000 kDa), la cual contiene 2
subunidades inmunogénicas de 140 kDa y 60 kDa mas ciertos componentes
polipeptidicos "®". Tf 190 tiene la propiedad de inducir una respuesta inmune
caracterizada por linfocitos T los cuales pueden desarrollar una respuesta de
memoria ante un nuevo desafio '®".

La adhesina superficial Tf 1.17 es otra glicoproteina altamente glicosilada (50-
70kDa) que posee un péptido extra unido covalentemente con el resto de la
molécula de lipofosfoglicano ('®¥. Este péptido exclusivo le otorgaria a Tf 1.17 mayor
poder inmunogénico comparado con el LPG (164). Asi, Tf 1.17 estimula anticuerpos
que inhiben la adhesién parasitaria al epitelio vaginal 3/ favorecen la aglutinacion y
destruccion de T. foetus mediante el complemento Estas cualidades in vitro
sugieren la posibilidad del uso de vacuna contenedora de Tf 1.17 que evite in vivo la
gg)igracién del protozoo hacia el Gtero y la consecuente endometritis e infertilidad ('*

Otra adhesina de T. foetus es el antigeno soluble y glicosilado (SGA), el cual
es continuamente liberado desde la superficie del protozoo y relacionado
quimicamente con LPG y Tf 1.17 "% En este caso, a pesar que el SGA ayudaria a
evadir la respuesta inmune ya que los anticuerpos estarian dirigidos hacia las
moléculas liberadas, una suficiente cantidad de antigeno permanece adherido al
parasito como para considerar al SGA un candidato vacunal (164 Otras adhesinas,
de aproximadamente 100kDa de peso molecular, fueron descritas en la superficie
del protozoo y en las vesiculas citoplasmaticas aunque normalmente estarian
enmascaradas por carbohidratos especificos y se expondrian solo ante
determinadas condiciones 4. Finalmente, la similitud quimica vy fisioldgica de varias
de las adhesinas descritas para T. foetus sugieren que, en ciertos casos, podria
tratarse de una misma molécula o grupo de ellas.

Sistema endocitico

T. foetus presenta un activo mecanismo de endocitosis que le permite
internalizar hacia los lisosomas anticuerpos adheridos a la membrana plasmatica,
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principalmente 1gG2 y en menor medida IgG1 y degradarlos mediante proteasas ¢

I, La degradacion de anticuerpos mediante uniones inespecificas es un
mecanismo de evasién por parte de T. foetus donde la respuesta inmune requiere
entre 28 a 50 dias para sobrepasar su capacidad endocitica ®. Ademas, desde el
punto de vista diagnostico, la adhesion de T. foetus a anticuerpos inespecificos
predispone la deteccion de falsos positivos en pruebas destinadas a evaluar la union

del protozoo con anticuerpos especificos 6% 71 189)

Variacién antigénica

La variacion antigénica es un mecanismo de evasién de la respuesta inmune
utilizado por organismos patdgenos que tienen como habitat los 6rganos genitales
bovinos como Campylobacter fetus ©®® y Leptospira sp. ® y que le permiten a los
organismos sobrevivir a pesar de la presencia de anticuerpos. T. foetus, luego de
una prolongada exposicion a factores adversos, como la presencia de anticuerpos,
también es capaz de alterar el nivel de expresion de epitopes y antigenos
superficiales ®". Asi, la expresion del epitope Tf 1.17 varia entre diferentes
poblaciones de T. foetus (" 1% resultando ello un desafio para la eficacia de
vacunas ya que la inmunizacion contra antigenos no protectores induce una presion
selectiva que favorece la expresion de otros antigenos no incluidos mas virulentos.

T. foetus: preiiez, inmuno-tolerancia fetal y perdida de la prefiez temprana

T. foetus es un protozoo mucosa dependiente y no invasivo desde el punto de
vista celular, puede causar inflamacién media a moderada de las mucosas de la
vagina, cérvix, utero y oviducto. Este patdogeno sobrevive lo suficiente como para
establecerse en el utero y oviducto y causar inflamacién leve pero incapaz de liberar
PGF2« y destruir al embridon en la parte inicial de la prefez. La prefiez suele
establecerse y mantenerse hasta al menos los primeros 50 dias, facilitado por las
condiciones del ambiente uterino bajo la faz progesteronica. Dado que es un agente
de transmision sexual que afecta al utero prefiado, accede al tracto genital cuando
éste se encuentra en faz estrogénica y ejerce su efecto patolégico en un ambiente
bajo influencia progesterdnica.

Este protozoo puede sobrevivir en los estadios iniciales de la gestacion donde
es factible que la capacidad de presentar antigenos de las células epiteliales
uterinas y otras (células dendriticas, macrofagos, células cebadas) esté disminuida
al igual que la capacidad de transferir componentes secretorios para IgA a la luz
uterina y vaginal. Hemos realizados trabajos al respecto donde comprobamos que
vaquillonas prefiadas con infeccién a T. foetus continuan segregando altos niveles
de IgA especifica en el lumen vaginal V. Otros autores han comunicado la
interaccion del sistema inmune del huésped y T. foetus 576567 70.71)

La respuesta inmune de la mucosa genital es el principal mecanismo
defensivo del huésped para controlar la colonizacion e inducir la liberacion genital de
T. foetus ("* '%®)_E| sistema mucosal inmune genital posee estructuras o agregados
linfoideos ubicados en la submucosa del tracto genital femenino, principalmente a
nivel de vagina y Utero, los cuales contienen células presentadoras de antigenos
N El tejido linfoide mucosal genital induce una respuesta inmune adaptativa igual
que el bazo o un linfonédulo, donde las células presentadoras de antigenos
endocitan particulas inmunogénicas de la superficie epitelial por donde ingresan la
mayoria de los agentes patégenos y las presentan a los linfocitos T y B migratorios
(103) A partir de alli, los linfocitos B son estimulados en las mencionadas estructuras
linfoideas y migran a la lamina propia para inducir el desarrollo a células plasmaticas
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productoras de IgA polimérica y opsonizantes "% ' Posteriormente, las células

epiteliales, mediante receptores superficiales basolaterales, captan la IgA del
intersticio, la transportan intracelularmente por transcitosis hacia la superficie celular
y la secretan al lumen genital %%,

Luego de la estimulacion antigénica en los sitios mencionados, los linfocitos B
productores de IgA alcanzan la circulacién sistémica y se diseminan a otros sitios
efectores del sistema mucosal, por ejemplo el tracto gastrointestinal y respiratorio
(199 La intercomunicacion entre las mucosas de diferentes 6rganos fue demostrada
utilizando T. foetus como antigeno aplicado por via intranasal provocando
incrementos en los niveles de la IgA especifica vaginal y uterina " 18 En
contraposicion, el constante contacto de las mucosas (genital, gastrointestinal o
respiratoria) con diversos organismos patégenos puede estimular y producir
fendmenos de inmunotolerancia '®. La misma se caracteriza por la presencia de
linfocitos T reguladores y gamma-delta que producen TGF-(3, IL-4 y IL-10, los cuales
inhiben la respuesta Th1 y determinan una pobre respuesta humoral con ausencia
de células T inflamatorias '°. Aunque no se han identificado poblaciones de
linfocitos T supresores en el tracto genital bovino, fendmenos de tolerancia
explicarian la tardia respuesta inmune y la mortalidad embrionaria causada por T.
foetus.

El reconocimiento y progresion de la prefiez implica un fenémeno
trascendente: la aceptacion por parte de la madre del feto semi-alogénico con
antigenos paternos, para lo cual la madre desarrolla un estado fisiolégico de inmuno-
tolerancia selectiva e inmuno-supresién conservando su inmunidad antimicrobiana
(%) Uno de los factores que determina la inmuno-tolerancia en la gestacién es la
supresion de la actividad y proliferacion de los linfocitos T y la produccion de IL-2 e
IFN-y "®)_ A su vez, la inmunosupresion en la gestacion bovina estaria dada por las
células trofoblasticas que expresan proteinas del complejo mayor histocompatible
MHC-I en baja o nula cantidad y de limitado polimorfismo, lo cual evitaria un rechazo
materno y la proliferacién de linfocitos T citotdxicos CD8+ (207994,

Por otra parte, la placenta cotiledonaria de los rumiantes, epiteliocorial y
relativamente no invasiva (79), lejos de actuar como una membrana impermeable
permite un activo intercambio materno-fetal durante la gestacién que modularia la
inmunosupresién (1'®. Ademas, el endometrio de los rumiantes presenta una
importante poblacion de linfocitos T gamma-delta intraepiteliales CD8+ que si bien
secretan IL-10, IFN-y y TNF-a son incapaces de reconocer antigenos del complejo
mayor de histocompatibilidad '* *). Esta inmunosupresion especifica en los bovinos
aumenta la susceptibilidad hacia infecciones virales y organismos patégenos
especificos intracelulares como Listeria monocytogenes ''®. Contrario a lo que
sucede con la funcidon de los linfocitos T, la actividad de los linfocitos B y la
produccion de anticuerpos seria normal durante la prefiez (119,

Otro importante aspecto en la inmunoregulacién materno-fetal son las
citoquinas, probables inductoras de una respuesta inmune relacionada con la
patogénesis del aborto a ciertos organismos. Las citoquinas son producidas por
diferentes fuentes maternas y fetales, por ejemplo las células placentarias ® En
rumiantes, la mayor fuente proviene de las células endometriales y trofoblasticas 4"

El patron de citoquinas en una gestacién normal esta regulado por las
hormonas progesterona, estradiol y prostaglandina. Altos niveles de progesterona
durante la gestacién promueve la proliferacion de una respuesta Th2 e inhibe la
produccion de 6xido nitroso, TNF-a y la actividad de células NK 9. La respuesta
inmune Th2 promueve en la madre la produccion de interleuquinas IL-4, IL-5, IL-6,
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IL-9, IL-10 y IL-13, y en el feto IL-4, IL-5 y IL-10 "*®). Por otra parte, dicha respuesta
Th2 es efectiva controlando parasitos extracelulares e induciendo una respuesta
inmune humoral ® "% %9 Contrariamente, la respuesta inmune Th1 es efectiva
controlando infecciones intracelulares pero la misma se encuentra suprimida en la
gestaciéon normal por ser perjudicial para el feto ('®®. Como ejemplo de respuesta
Th1 contra parasitos bovinos intracelulares que inducen aborto pueden mencionarse
Neospora caninum, Leishmania major, ('*> 8% y Chlamydophila abortus ®. La
supresion de la respuesta Th1 en la gestacién normal es debido a que las citoquinas
inducidas por tal respuesta, por ejemplo IL-2, IL-12, radicales libres, 6xido nitroso,
IFN-y y TNF-a, son perjudiciales para la prefiez (79). Entre estas mtoqumas TNF-q,
producida por macrofagos maternales y fetales que expresan MHC-II 25 es la mas
dafiina para Ia gestacién y el trofoblasto por inducir trombosis y contracmon del
musculo liso ?). Ademas, TNF-a induce a las células NK a producir IFN y, interferon
qgue en su turno activa aun mas a los macréfagos a producir TNF- -a y a su vez,
TNF-a estimula a las células trofoblasticas a producir IL-8 que atrae a los neutrdfilos
25 Los neutrofilos son perjudiciales para la prefiez por causar dafio placentario y
liberacion de radicales libres "® estando asociados a estadios iniciales de infeccion
por T. foetus donde opsonizan y destruyen parasitos con la ayuda de anticuerpos y
del complemento ). El hecho que T. vaginalis, protozoo emparentado con T. foetus,
incremente la producmon de TNF-q, IL-2 y IFN-y vy la exg)resmn genital de Toll
receptor 4, reconocedores de estructuras parasitarias (132 apoya la teoria de un
preponderante rol de TNF-a en la patogénesis de T. foetus.

Otra citoquina involucrada en la inmunoregulacion materno-fetal es IFN-y, el
cual perjudica la viabilidad del trofoblasto por estimulo de la expresién de MHC-I| en
células T y MHC-II en células fetales y placentarias, lo cual aumenta su antigenicidad
(25 79) IFN-y, parte de la respuesta Th1, estad asociado a abortos por Chlamydia
psittaci (20, 25) y también determinaria la mortalidad embrionaria por T. foetus ya
que antigenos sugerﬂmales del protozoo estimulan la expresion y secrecion de IFN-y
en linfocitos T Sin embargo, el rol de IFN-y seria contradictorio ya que fue
postulado como esen0|al en la gestacion temprana induciendo la remodelacion de
las arterias deciduales y la correcta vascularizacién placentaria ). Por otra parte, el
interferén IFN-T secretado tempranamente por las células trofoblasticas y reconocido
por receptores de células endometriales, determina el temprano reconocimiento
materno de la prefiez en rumiantes ("®

Durante la prenez, IFN-T bloquearia la expresién de receptores de oxitocina
en el lumen uterino antes que el blastocisto se adhiera al endometrio y tendria efecto
antiluteolitico alterando la produccion de PGF2a 79 El bloqueo de la lutedlisis le
asegura al feto alta concentracion de progesterona en el endometrio que mantiene
activas las glandulas endometriales secretando importantes factores nutricionales
para el feto ) Ademas, IFN-T favorece una respuesta Th2, reduce la respuesta de
linfocitos T intraepiteliales endometriales ®* y favorece la respuesta de linfocitos B
(") El hecho que ambos, T. foetus y IFN-T, actiien en los primeros momentos de la
gestacién sugiere que T. foetus podria inducir mortalidad embrionaria temprana
mediante modulacién de la expresion y secrecidén de IFN-1. Por otra parte, T. foetus
podria actuar a semejanza de Chlamydia trachomatis, bloqueando en las células
infectadas la expresion de MHC-I y Il en contraposicion con IFN-y . La falta de
expresion de MHC-I en células trofoblasticas favorece su destruccion por parte de
células NK ™, y si bien las células NK no han sido descritas en la placenta de
rumiantes, otras células podrian cumplir dicha funcioén.
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Ciertas enzimas también participan en la tolerancia fetal, tal es el caso de la
indoleamina 2, 3 dioxigenasa (IDO) secretada por células trofoblasticas de ratones y
humanos ®. Especificamente, IDO degrada el triptofano, activador de linfocitos T e
inhibe células T CD8+ contra los antigenos fetales MHC-I ®* - Moléculas similares
a IDO no han sido descriptas en rumiantes pero su presencia seria factible y podria
ser degradada por proteasas de T. foetus.

A pesar que T. foetus se adhiere a la zona pelucida y células trofoblasticas en
las primeras 72 horas del desarrollo embrionario, no afecta la fertilizacion del évulo
ni el proceso inicial '”. El embrion bovino migra normalmente hacia el Utero,
desarrolla como blastocisto (dia 6-7) y comienza el proceso de implantacion,
incluyendo la elongacion (dia 13), aposicién (dia 19-20) y adhesion (dias 21-22) (93).
No existen referencias de que T. foetus provoque alguna alteracion en las
mencionadas etapas. Recién luego del dia 49, T. foetus ocasiona endometritis,
cervicitis, salpingitis y placentitis * ** %2 15 jnvadiendo el feto a nivel del corion
1pflzac1:¢533r)1tario y el epitelio mucosal para acceder a los tejidos conectivos y linfaticos '°"

La mortalidad embrionaria y la interrupcion de la gestacion por T. foetus
ocurre luego del reconocimiento materno durante el primer tercio de la gestacion,
detectandose las perdidas fetales entre los dias 50 y 75 post servicio/infeccién y solo
esporadicamente entre el mes 4 y 7 de la gestacion '** ®*")._ Con este concepto, el
objetivo de una vacuna contra T. foetus es liberar a la hembra de la infeccion antes
de los 49/55 dias evitando asi la perdida de la prefez ) Pese a lo expuesto, los
mecanismos por los cuales se produce la mortalidad embrionaria tardia y fetal
temprana son desconocidos. Se especula con la presencia de un fendmeno de
hipersensibilidad tardia y de anticuerpos nocivos para el feto y la liberacion de
productos téxicos de T. foetus luego de un determinado tiempo de infeccion.

En resumen, T. foetus induce una temprana mortalidad embrionaria
probablemente por alterar la tolerancia fetal, pero, sin embargo, el rol de T. foetus en
la hembra bovina estaria condicionado al paradigma inmunologico seleccionado. Asi,
en un modelo inmunolégico convencional de “propio y no propio”, T. foetus es un
factor “no propio” para el feto y/o la madre que determinan el rechazo materno del
feto por alterar factores moderadores, por ejemplo la supresion inmune materna, la
barrera placentaria y la inmunidad antigénica fetal reducida. En contraposicion,
segun la nueva teoria inmunoldgica “Danger Model”, T. foetus es un “signo de
peligro” al causar dafio tisular, stress o muerte celular en el feto, el cual deja de ser

tolerado por el sistema inmune maternal por representar para la madre una amenaza
(123)

Respuesta inmune natural a la infeccion por T. foetus
-Hembra

T. foetus coloniza la vagina, cervix y uUtero durante la primera semana de
infeccion y sobrevive en el tracto genital durante 90 a 190 dias ("®”) aunque puede
extenderse hasta los 9 meses post parto (''® % constituyéndose asi la vaca
portadora o carrier. Los antigenos de T. foetus son captados y presentados por
células epiteliales o macréfagos o células de Langerhans a nivel inferior del epitelio
de la vagina y/o Gtero "® ™) Luego, entre los 56 a 70 dias post infeccién, se
desarrolla una respuesta inmune local con estructuras muy similares a verdaderos
foliculos linfoideos ubicados en la submucosa de la vagina, oviducto y utero, los
cuales representan verdaderos sitios de induccion local encargados de procesar los
antigenos de T. foetus y producir IgA “* 7" e 1gG1 ") A los 49 a 63 dias post
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infeccion con T. foetus en la vagina y a los 70 a 84 dias en el utero, ya se detecta un
aumento de las IgA y IgG1 especificas (%9,

Ambas imunoglobulinas genitales, IgA e IgG1, presentan diferentes
propiedades para eliminar los organismos patdgenos y son de relevancia cuando se
gloe)mifica el empl_ec_J de vacunaciones estra_tégicas contra Ias_ enfermet_jades venéreas

. La IgA es originada localmente y persiste en las secreciones 6g);enltales hasta 170
dias post infeccién e inclusive luego de eliminado el parasito (°®. Por su parte, la
IgG1 alcanza el lumen genital desde la circulacion sistémica y su transporte a través
de la barrera epitelial seria favorecida por la histamina degranulada de los
eosinofilos subepiteliales en la vagina que incrementaria la permeabilidad vascular
70 ™) La funcién primaria de la IgG1 seria opsonizar el protozoo y facilitar su
fagocitosis por los macrofagos y polimorfonucleares que expresan en su superficie
receptores Fc para IgG ¥,

Los niveles en las secreciones genitales post infeccion de otras
inmunoglobulinas como IgG2 e IgM, son insignificantes '®®). La respuesta inmune
natural local inducida por T. foetus es inefectiva por aparecer tardiamente para
prevenir las pérdidas reproductivas ). Por lo tanto, la presencia del parasito en el
tracto genital luego de los 70 dias post infeccién es positivamente correlacionada
con las pérdidas fetales .

La respuesta inmune sistémica natural generada por T. foetus se caracteriza
por insignificantes niveles de IgG1 y IgG2 séricos los cuales no tienen efecto
preventivo o curativo para evitar la perdida reproductiva (1% %6 187) gj pien Ia
exposicion a T. foetus en el area genital del bovino induce a la formacion de
anticuerpos locales, los mismos no son suficientes para liberar de la infeccion al
huésped en forma permanente. La hembra que se infecta por primera vez adquiere
un cierto grado de inmunidad transitoria que en el mejor de los casos no supera los 9
meses pudiéndose luego reinfectarse hasta 3-4 veces en la vida util del vientre en el
rodeo. La inmunidad inicial en la hembra es sélida en los primeros 90 dias y luego se
diluye para hacerse nuevamente susceptible 3. Estos trabajos permitieron conocer
que el 56,3% de las vacas podian reinfectarse a los 9,2 meses posteriores de resuelta
la enfermedad natural; el 72,2% a los 10,3 meses; el 75% a los 13,2 meses y el 100%
de las vacas se reinfectaron a los 19,7 meses posteriores. Dichos autores
establecieron la correlacion existente entre permanencia de la infeccién, grados de
reinfeccion y porcentaje de abortos. Para las vacas con infeccion primaria, la
enfermedad duraba 20,3 semanas y el 41,9% abortaban; vacas con reinfeccion
secundaria permanecian enfermas por 9,8 semanas y el 10% abortaba y las
reinfectadas por tercera vez en su vida util, el 25% abortaban siendo la duracion de la
infeccion de 11 semanas.

-Macho

Este protozoo coloniza la cavidad prepucial y sus antigenos superficiales son
reconocidos por la mucosa peneana y prepucial, lo cual induce un incremento local
de 1gG1, IgM, IgA y en menor cuantia IgG2 con presencia de agregados linfoideos
especificos en la submucosa " . Sin embargo, la respuesta inmune natural
genital del macho contra T. foetus carece de efecto protector o curativo y el protozoo
puede habitar el tracto genital g)or afos o incluso toda la vida, especialmente en

toros mayores de 5 afios ®* %% 1),

Respuesta inmune inducida por vacunas contra T. foetus
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Si bien la respuesta generada por la inmunidad natural para eliminar la
infeccion genital por T. foetus en las hembras bovinas no es muy sélida ni
persistente en el tiempo, su evidencia motivé investigaciones para el desarrollo de
vacunas con antigenos de T foetus como una medida para controlar la enfermedad
desde épocas tempranas . Posteriormente, diferentes trabajos se realizaron en
hembras vacunadas con dlferentes antigenos de T. foetus * 14 44 45,59, 61, 95, 99,100,
111.159.180.181) | 5 inmunizacién en hembras contra T. foetus induce una respuesta
humoral genital caracterizada por IgA y IgG1 similar a la que ocurre naturalmente
pero mas temprana y de mayor cuantia '* 8) y asociada con la eliminacion del
parasito % 7167,

Vacunas a célula entera de T. foetus

El termino “vacuna a célula entera” hace referencia a un tipo de inmunégeno
donde se considera todas las estructuras del parasito sin distincién de componentes
antigénicos especificos. Sin embargo, dicho término puede ser impreciso ya que el
desempeno de una vacuna a célula entera dependera de varios factores, por
ejemplo la concentracion de protozoos por mililitro, el agente inactivante utilizado y el
tipo y concentracién del adyuvante. Por ser relativamente facil su elaboracion, las
vacunas con antigeno de célula entera formolada fueron las primeras en
desarrollarse en diferentes formulaciones.

En vacas, las vacunas a célula entera de T. foetus aplicadas sistémicamente
y bajo desafio con toros infectados redujeron el niumero de hembras infectadas y el
tiempo de infeccidon genital, aunque igualmente se produjeron pérdidas reproductivas
(44, 85,199,100, 111,1%0) ' Eny toros susceptibles a la enfermedad ( ma}s/ores de 5,5 afios), la
vacuna a celula entera careci6 de efecto preventivo o curativo ®¥, similar fracaso fue
reportado para hembras y machos ®. Sin embargo, a partir de experiencias en
hembras donde la vacuna a célula entera demostré cierto grado de reduccién de las
pérdidas reproductivas """ %19 dicha vacuna fue elaborada comercialmente en
EEUU por el laboratorio Fort-Dodge. La aplicacion en rodeos bovinos de dicho pais
de esa vacuna comercial fue beneficioso para el control de la enfermedad 1",
aunque disminuy¢ las perdidas reproductivas en no mas de 20% y fue evaluada en
hembras servidas con toros infectados por solo 45 dias '"). Se desconoce su
eficiencia en las condiciones de los rodeos de cria de nuestro pais con 90-120 dias
de servicio.

Vacunas a subunidades de T. foetus

Las mismas se caracterizan por contener solo una porciéon (subunidad) del
agente infeccioso, la cual fue seleccionada por su capacidad antigénica para inducir
una respuesta inmune eficaz ("*®). Se han desarrollado vacunas a subunidades que
contienen desde la totalidad de Ia membrana de T. foetus “* % hasta glicoproteinas
especificas ' 79 y lipofosfoglicanos '®"8% |a inmunizacién con incoFroteinas de
membrana en toros 7 4% %% y hembras desafiadas experimentalmente ), redujo el
numero de animales infectados y ayudd a una pronta liberacion genital, a pesar que,
comparativamente, resultaron menos efectivas que la vacuna a célula entera %%,
Por otra parte, el desempefio de vacunas con glicoproteinas de membrana en
hembras desafiadas naturalmente en condiciones de rodeo de cria es desconocido.

Otras vacunas han utilizado el antigeno superficial Tf 190 ('®%. El empleo de
esta vacuna por via subcutdnea incrementd los niveles séricos de 1gG1 y IgG2
mientras que al ser aplicada por la via nasal produjo una mayor concentracién de la
IgA en los fluidos genitales a los 30 dias post desafio (®”. Estas hembras
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inmunizadas en la mucosa nasal y desafiadas experimentalmente con T. foetus, se
infectaron en menor porcentaje que aquellas no vacunadas (180) 5j bien la subunidad
Tf 190 parecer ser un buen candidato vacunal, falta conocer su eficacia en
condiciones de campo.

Finalmente, vacunas a base del antigeno glicoprotéico Tf 1.17, presente en
cepas regionales T. foetus de diferentes puntos geograficos '°V y capaz de evitar in
vitro la adhesion parasitaria ®® % 1® 'La inmunizacién con Tf 1.17 en hembras
desafiadas experimentalmente con T. foetus * ' 7 redujo el periodo de infeccidn
genital, determiné una menor respuesta inflamatoria genital, e indujo elevados
niveles genitales de IgA y/o IgG1 dependiendo de la via de administracion y del
adyuvante utilizado * ™ 7. De nuevo, se desconoce su eficacia en pruebas a
campo.

Otro punto importante en la inmunoprofilaxis contra T. foetus es la respuesta
inmune celular incluyendo linfocitos T CD4+ helper y CD8+ citotoxico. La
inmunizacion con antigeno Tf 190 indujo una proliferacion especifica de linfocitos T
CD4+ y un aumento en la expresion de IFN-y (", El incremento de CD4+ estaria
asociado a una respuesta Th1 con la subsecuente produccién de IL-12, IFN-y
TNF-a, y favoreceria la produccion de anticuerpos al estimular los linfocitos B (187,
La produccion de IFN-y estimularia la 1gG y activaria los macréfagos, los cuales
incrementarian su poder de fagocitosis por la mayor produccion de TNF-a, 6xido
nitrico y radicales libres "®"). El rol de la respuesta Th1 en la trichomonosis bovina es
incierto, pudiendo ser beneficiosa para el hospedador en la eliminacion del patégeno
o ser perjudicial al inducir infiltrados mononucleares e incremento de IFN-y y TNF-a
que interrumpen la prefiez (8",

En relacidon a la respuesta sistémica inducida por antigenos de T. foetus, la
vacunacion subcutanea aumenta los niveles séricos de 1gG1 principalmente e IgG2
secundariamente (1 44 4565 71.180) 5 nesar que su efectivo rol en la prevencion o
curacioén de la trichomonosis bovina es indefinido.

Vacunas en Toros

La inmunidad en toros inducida por vacunas de T. foetus ha sido
escasamente profundizada mencionandose algunos trabajos (7 40- 54 55. 95, 170)
Vacunas realizadas con membrana glicoprotéica de T. foetus demostraron cierto
grado de inmunidad con una mejora en la liberacién de la infeccion ©®* %®. Como
regla general se puede asumir que no es facil inducir una adecuada inmunidad
protectora en el toro a inmundgenos en general y especialmente en vacunas contra
la trichomonosis bovina. Resultados adversos realizados con vacunas a base de
célula entera experimentales ) o comerciales *”, motiva a que se deban realizar
mayores estudios para mejorar los aspectos inmunes a nivel genital en el macho
(Campero, datos sin publicar).

Clark et al. ®* 55), demostraron que la inmunizacién sistémica con vacuna de
membrana de T. foetus en adyuvante oleoso curé algunos toros infectados a las dos
semanas post segunda dosis. Posteriores trabajos en toros empleando similar
vacuna y midiendo la respuesta humoral con el test de Elisa, se observo un
incremento en los anticuerpos séricos posteriores a cada dosis vacunal tanto en los
toros inmunizados con membrana como con célula entera de T. foetus. Post desafio,
los toros vacunados tuvieron un incremento en los titulos séricos y también en el
plasma seminal aunque en este Ultimo fluido, con menor intensidad “°. La
cuantificacion mediante inmunohistoquimica de la poblacién de células contenedoras
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de Ig (CClg) demostraron una prevalencia de CCIgG1 a nivel prepucial ©*

sugiriendo la sintesis local de Ig 73340154,

Si bien parece l6gico asumir el rol local de las CClg en la dermis prepucial y
peniana, contribuyendo en el nivel de la Ig en la cavidad prepucial, el mecanismo de
transferencia involucrado no esta clarificado. Al realizar un estudio empleando la
inmunohistoquimica por la técnica de peroxidasa-antiperoxidasa en 6rganos
genitales formolados de toros vacunados y /o desafiados con T. foetus, se observé
que las CClg eran prevalentes en el tejido prepucial tanto en los animales
vacunados como en los controles. La naturaleza escamosa del epitelio estratificado
y la falta de glandulas secretoria dificultaria la difusidon de las Ig en dichas areas. Es
factible que, al menos parcialmente, los niveles de Ig en la cavidad prepucial
provengan de las glandulas sexuales accesorias ¢"*%. La presencia de T. foetus en
la cavidad prepucial evoca una respuesta inmune local y sistémica, produciendo
cambios en la poblacion de células T e interactuando con el linfoepitelio y agregados
linfoideos en la cavidad prepucial condicionado con el estado de infeccion. Esta
respuesta no garantiza que los toros infectados se curen en forma espontanea
permitiendo especular que otros mecanismos podrian interactuar garantizando la
persistencia de la infeccion en el toro ", El empleo de toros jovenes ha sido
mencionado como método de control precisamente por la menor posibilidad de
infeccion “9).

Adyuvante en vacunas de T. foetus

Los adyuvantes tienen un rol preponderante modulando la respuesta immune
celular y humoral. Existen numerosos sistemas asociados a la presentacion de los
antigenos optimizando sus propiedades. Los mismos pueden ser apropiados para la
administracion del antigeno por la via parenteral o mucosal. Existen sistemas a base
liposomas, coquelatos, ISCOM, diferentes microesferas y nanoparticulas, algunos
mas adaptados para la administracién en mucosas como las particulas cationicas las
cuales facilitan la adhesion a la carga negativa del mucus de la cavidad como las
microesferas del chitosan utilizado en vacunacién intranasal en humanos. Otros
adyuvantes son mas adecuados para la administracion de anti?enos por via oral y
otros especializados para ser administrados con microagujas ("%,

La inmunizacion con organismos inactivados sin el agregado de adyuvante
induce una respuesta inmune celular carente de linfocitos T CD8+ y presentacion
antigénica via MHC-I ). Los adyuvantes tienen diferentes particularidades,
algunos como el hidréxido de aluminio, potencian la respuesta Th1 y Th2, otros,
como el adyuvante incompleto de Freund’s a base de lipidos de Mycobacterium,
estimulan una respuesta inmune Th1 (29,

En el caso de T. foetus, el adyuvante influye en la respuesta humoral, la cual
varia desde una preponderante produccion genital de IgA hasta la exclusiva difusién
de IgG desde el torrente sanguineo a las secreciones genitales % V. Un mismo tipo
de antigeno de T. foetus aplicado por la via sistémica con el adyuvante incompleto
de Freund’s incrementd los niveles genitales de 1gG y IgA ("), mientras que con la

saponina modificada Quil A, favorecio exclusivamente los niveles genitales de IgG1
(70, 71)

En sintesis, las vacunas contra T. foetus hasta hoy desarrolladas no inducen
una respuesta inmune que evite la colonizacién, al menos temporariamente, del
tracto genital. Sin embargo, la colonizacion genital de T. foetus es solo por un corto
tiempo y de esta forma, las perdidas reproductivas que ocurren tardiamente serian
evitadas. Las alteraciones reproductivas producidas por T. foetus (cervicitis,
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endometritis y placentitis) luego de 50 dias post infeccion, pérdida de prefiez luego
de 63 dias y lesiones fetales luego de 80-90 dias * "% '3 serian evitadas sugiriendo
la eliminacién del protozoo previo a 50-60 dias post infeccion haciendo la prefiez
compatible con una gestacion normal % 7",

Diagnéstico

Diferentes revisiones han tratado este tema y aqui sélo se mencionaran
algunos hallazgos. Si bien se mencionan trabajos seroldégicos para ser utilizados en
el diagnostico "> 9 el procedimiento mas comdn y mundialmente reconocido y
utilizado hasta el presente en casi todo el mundo para diagnosticar la enfermedad
("% en toros y vacas es el cultivo e identificacion del organismo al microscopio
dptico a gartir de materiales de hembra, feto o macho infectado (" 1" 19 26,28, 34,35, 36,
50, 107, 108, 115, 137, 138, 140, 160, 174, 17%) En hembras, la obtencién del mucus cérvico
vaginal (MCV) se sugiere hacerlo con pipetas estériles para IA o bien con vainas
azules para pipetas de Cassou “' *® otros materiales diagndsticos pueden ser
pulmén, o contenido gastrointestinal de fetos abortados, placenta y fluidos
prepuciales (74,

La poblacién de flagelados en las muestras es variable, generalmente es bajo
el numero en el MCV variando segun el estado fisiolégico de la hembra. En vacas
prefadas, la concentracion de protozoos es elevada al momento del aborto (107).
En hembras no prefiadas, la poblacion se incrementa entre los 12 y 20 dias post
infeccion, llega al maximo en cada ciclo 3 a 7 dias post celo y disminuye 54 a 70
dias post infeccion (- 43 %0. 107. 165.167) hahiendose detectado en el MCV de vacas
prefiadas hasta el 6 mes de gestacion siendo posteriormente los cultivos negativos y
llevando la hembra la gestacién a término (Campero, datos no publicados).

El diagndstico de la trichomonosis bovina en rodeos se basa en la
identificacién del agente en secreciones prepuciales de los toros por la persistencia
de la infeccion (" 34 %9 Pese a ello, existen variaciones o ciclos poblacionales de T.
foetus en la cavidad prepucial siendo variable o bien puede disminuir en machos
menores de 4-5 afios, o en machos en servicio, o con abundante flora bacteriana
prepucial acompanante ©% " En el caso de los toros, el esmegma prepucial
pueden ser recolectado mediante la aspiracion con la pipeta de Cassou o de |IA con
diferentes sensibilidad a un solo muestreo !+ 34 137 139.140) 5 hian con raspadores
metalicos o plasticos descartables igualmente efectivos ).

La sensibilidad del diagnéstico a un solo muestreo en toros con la
metodologia en uso y cultivo en condiciones de campo de nuestro pais es
aproximadamente del 70%. La frecuencia de hallazgos de toros positivos en rodeos
con esquema de doble muestreos negativos, los porcentuales de toros positivos al
1°, 2°, 3° 4° 5° y 6° muestreos fueron de 71,2%; 18,6%; 7,1%; 3,1%; 2% y 0,4%,
respectivamente, confirmando lo previamente expuesto (Martinez, Lab. Azul,
comunicacién personal). De alli que se deban realizar al menos dos muestreos
consecutivos negativos con un intervalo no menor a los 15-21 dias entre ellos como
para considerar a un toro libre de la infeccion y hasta cuatro muestreos si el macho
proviene de un rodeo donde la enfermedad es endémica 137 174),

Las muestras son inoculadas en medio de cultivo, incubadas a 37°C en
atmosfera aerofilica y examinadas diariamente durante 7 dias bajo un microscopio
dptico a x100 aumentos (' 3* %9 Cuando las muestras permanezcan mas de 6-8 hs
de recolectadas en soluciones que no son medios de cultivos, deberan utilizarse
medios cultivo y transporte adecuados, caso contrario la sensibilidad y posibilidad de
aislamiento disminuira rapidamente ® 3+ 17 Los medios de cultivo para T. foetus
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pueden ser usados eventualmente como transporte (26), deben ser sensibles,

especificos y capaces de evitar la proliferacion de organismos contaminantes,
principalmente bacterias y protozoos intestinales siendo los mas conocidos:
Diamond, infusion caldo higado, Plastridge, Sutherland, Winter, solucion salina con
5% de leche descremada o suero fetal bovino, Oxoid e InPouch (InPouch System TF
Ca, USA) (1. 19, 34,47, 48,50, 173, 174) "E| medio comercial InPouch TF seria de buena
sensibilidad tanto para muestras de toros y vacas ("% 82 1% 130 aunque recientes

m?rmes hallaron igual sensibilidad entre InPouch TF, Diamond y caldo higado ¢

Finalmente, la identificacién de T. foetus al microscopio Optico se basa en el
tamano y forma del protozoo, la existencia de sus tres flagelos anteriores y uno
osterior, la membrana ondulante, mas un caracteristico movimiento espasmadico
11.1%8) " Actualmente, la especificidad del cultivo de T. foetus esta cuestionada debido
a que otros protozoos lograron desarrollar en los medios para T. foetus generando
s (16, 47, 60, 139) o
resultados falsos positivos . Estos protozoos fueron clasificados como
Tetratrichomonads sp. ©* %) (Figura 2), habitantes ocasional de la cavidad prepucial
de toros, especialmente jévenes, siendo indistinguibles de T. foetus al microscopio
optico, necesitando de la confirmacién de los diagndsticos positivos al cultivo
mediante otras técnicas, como por ejemplo PCR (Figura 3) o microscopia electronica
(16. 47,138, 139)  otras técnicas tintoriales o bien por inmunohistoquimica (%> 129 E|
diagnostico de T. foetus por PCR se basa en la identificacion de dos secuencias
especificas de genes de la porcion 5.8S rARN vy regiones internas laterales ITS1 y
ITS2 (81) y permitiria prescindir de la viabilidad del organismo junto a una alta
sensibilidad y especificidad de la técnica (' 2"+ 82 83.127.139) "gin embargo y pese a las
técnicas diagndstica empleadas, actualmente se tiene el conocimiento de la
presencia de toros infectados con cepas de T. foetus y Tetratrichomonads sp.
conviviendo en la cavidad prepucial, creando una nueva complicacién diagndstica
pudiendo superponer resultados contradictorios hacia uno u otro agente, por lo que
esta posibilidad de una infeccion dual debera ser considerada.

El empleo de técnicas de inmunohistoquimica en tejidos de animales
infectados en forma natural o experimental con T. foetus, tejidos uterinos y fetales
bovinos, han sido particularmente utiles brindando informaciéon de interés para el
conocimiento de la patogénesis y también con fines diagnésticos. Se han utilizado
diferentes especimenes como tejidos formolados de genitales de toros y vacas,
placenta, y pulmon e intestino fetal y animales de experimentacién enfrentados con

anticuerpos mono o policlonales (2% 3% 62126, 151,152,153, 154)

Tratamiento

Diferentes drogas tricomonicidas en toros demostraron una eficacia parcial
como el metanosulfonato y clorhidrato de dimetridazole ®%, el ipronidazole ('%®), 5-
nitroimidazole, metronidazole y nitrimidazina y otros componentes 3# 37. 38. 109, 112, 133,
134,135,136, 150) | os compuestos de dimetridazole administrados inicialmente bajo la
forma oral (bolos) y luego aplicado por via sistémica, tuvieron un impacto inicial en el
control de toros infectados. El uso indiscriminado de los tratamientos tricomonicidas
en toros en inadecuadas condiciones, subdosificaciones y falta de controles post-
tratamientos, favorecieron la aparicion de fallas en la efectividad terapéutica y
presencia de cepas quimioresistentes (32 34 37. 38,169, 178, 184)

Hasta el presente no existen agentes terapéuticos definitivamente eficaces,
algunas drogas no estan aprobadas para su uso en bovino, o su eficacia en
condiciones reales de infeccion es desconocida, o bien poseen efecto carcinogénico
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). Otros intentos de tratamientos locales ) han servido como un paliativo para

casos especiales.

Por lo expuesto, hemos preconizado, desde mediados de la década del 80, no

realizar el tratamiento de los toros enfermos y destinarlos a la faena, dado los
problemas de resistencia observados y la factibilidad de reinfeccion del rodeo,
manteniéndose hasta el presente este criterio.

Tabla 1: Incidencia de Trichomonosis en establecimientos y toros segun datos
de los Laboratorios de diagnostico veterinario en diferentes zonas del pais

Laborat./autor Zona y aio Estab. examinados Toros examinados
Total  Positivos (%) Total Positivos (%)
Fort et al. 2004 | La Pampa, 2003 | 329 12,7 6.023 1,3
Alvarez B. Blanca, 2003 880 8,4 13.013 2,2
Com. personal
Lab. Azul Pampa humeda | 1.209 10,1 27.571 1,5
Com. personal. 2003
Serivet Sudeste Bs As 697 8,0 16.049 1,1
Com. personal 2004
Quiroz et al. Cuenca Salado 319 25,7 6.200 57
2002 Rauch 2002
Russo et al. Chaco y 147 10,8 2.423 1,1
2000 Formosa
Rossanigo et al. San Luis -- 4.9 -- 1,6
1998
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Figuras

Fig. 1. Microfotografia de T. foetus por microscopia electréonica evidenciandose
los tres flagelos anteriores, la membrana ondulante, el flagelo recurrente y el
axostilo

Fig. 2. Microfotografias de microscopia electréonica de Tetratrichomonas sp.
obtenida del esmegma prepucial de toros. Obsérvense los 4 flagelos anteriores
y la presencia de la membrana ondulante y axostilo posterior

Fig. 3. PCR de T. foetus usando primers especificos
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