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1. INTRODUCCION

La tricomoniasis humana adquirié gran interés a partir de los hallazgos de
HOunEe>! quien al aislar tricomonas en el flujo de una mujer que padecia una
colpitis aguda, relacioné la presencia de dicho parasito con las lesiones producidas
en la vagina, Estas ideas estaban en contradiccién con las mantenidas hasta entonces,
pues Trichomonas vaginalis (T. v.) se consideraba como habitante comin de la
vagina humana, pero carente de poder patégeno.

A partir de entonces, diferentes investigadores estudiaron su poder patégeno,
y aunque al principio las opiniones fueron muy contradictorias, sin embargo, a
partir de los tltimos veinte afios, el poder patégeno de T. v. quedé perfectamente es-
tablecido.

Otro hito importante en la historia del protozoo fue, sin duda, el llegar a con-
siderar a la parasitosis que produce, como enfermedad venérea; esta hipélesis, que
al comienzo tuvo algunos detractores, fue tomando cada vez mayor consistencia
hasta llegar al momento aclual, en que, si bien se admiten otras formas de produ-
cirse el contagio, nadie discute que el principal y casi @inico modo de transmisién
de la enfermedad se realiza durante el acto sexual. Esto explica la gran difusién
alcanzada, en la actualidad, por la tricomoniasis, y a ello contribuye la mayor li-
bertad en las relaciones sexuales entre los jévenes, asi como también la supresién
de la prostitucién oficial, que ha llevado aparejada una falta de control sobre la
clandestina; todo ello unido a la buena tolerancia que el varén presenta para el pro-
tozoo en la mayoria de las ocasiones, con ausencia casi total de sintomas, lo mismo
que ocurre en los casos crénicos de la mujer, en los que el parasito es habitante de
la vagina durante afios, lo que permite la difusién y el mantenimiento de la enfer-
medad.

El final de la década de 1950 marca otro jalén importante dentro de la pe-
quefia historia de T. v., consistente en la aparicién de los modernos tricomonicidas,
derivados del imidazol, y que al ser activos, tanto localmente como por via oral, hi-
cieron posible por vez primera la curacién efectiva de la enfermedad, con el trata-
miento simultineo de la pareja. Estos tratamientos resultaban eficaces, de manera
brillante, en un elevado porcentaje de casos; pero a medida que se generalizé el
uso de estos farmacos se observé, cada vez con mayor frecuencia, la aparicién de re-
cidivas después de estos tratamientos, lo cual pudiera ser debido a la seleccién de
cepas resistentes a dichos farmacos o incluso a la aparicién de cepas de alto poder
patégeno.

No podemos dejar de sefialar otro punto importante, y no bien aclarado al
presente, que consiste en la relacién entre la presencia de tricomonas en la vagina
y la aparicién de un carcinoma de cervix uterino. Las atipias celulares que aparecen
en todas las colpitis por tricomonas, dificultan la lectura de los frotis tefiidos por el
método de Papanicolau, por lo que resulta conveniente, antes de un informe defi-
nitivo, realizar un tratamiento previo de la infeccién.

— 36 —

A la vista de lo anteriormente expuesto y dada la importancia que, en nuestra
opinién, tiene la tricomoniasis en la actualidad, nos hemos propuesto en el presen-
te trabajo, realizar un estudio sobre T. v., intentando valorar la patogenia para el
ratén, mediante inoculacién intraperitoneal de varias cepas, con el fin de investi-
gar la posible existencia de una correlacién entre la intensidad de dicha morbogenia
y el cuadro clinico, asi como también, valorar las posibles alteraciones en el poder
patégeno, al administrar al ratén sustancias antiinflamatorias, hormonales y no
hormonales, dotadas las primeras de accién inmunosupresora, simultinea e intensa.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. TAXONOMIA

Siguiendo las normas del Comité de Taxonomia y Problemas Taxonémicos de la Sociedad
de Protozoélogos, resumido en la publicacién de HoNigBERG y col.,?8 se encuentra T. v. DONNE,
1836 en el siguiente esquema de categorias:

— Phylum PROTOZOA (GoLprus, 1818) von SiegoLp, 1845.

— Subphylum I, Sarcomastigophora HonicsERG y BALAMUTH, 1963.

— Clase 2. Zoomastigophorea CALKINS, 1909.

— Orden 8. Trichomonadida Kirsy, 1947.

— Familia Trichomonadidae (CuaLMERs y PEkkoLa, 1917) Kirsy, 1946.

— Subfamilia Trichomonadinae CuaLMERs y PEKKoLA, 1917.

— Género Trichomonas DoNNE, 1836.

Después del trabajo de DonNE,32 los géneros de la familia Trichomonadidae se dispusieron
segiin Grassk,*¢ de acuerdo con el niimero de flagelos anteriores, criterio muy acertado, pero
que no pudo impedir, por razones de prioridad, que se siga conociendo como Trichomonas a los
flagelados que, con las caracteristicas de la familia, tienen cuatro flagelos libres anteriores, pa-
sando a denominarse Tritrichomonas (Koroip, 1920) los que tienen tres flagelos libres ante-
riores, Pentatrichomonas (MEesNiL, 1914) los que tienen cinco, y Ditrichomonas los de dos
(KuUTLER, 1919).

El género Tritrichomonas, dentro de la subfamilia Tritrichomonadinae de HonicBERc, 1963
encierra especies de particular interés en medicina veterinaria, tales como 7. foetus (RIEDMULLER,
1928) (WENricH y EMMERsoN, 1933) agente causal de abortos y esterilidad en bovinos, T. suis
GruBy y DELAFOND, 1943, ete.

La subfamilia Trichomonadinae, HonicBERG, 1963 comprende los géneros Trichomonas
DonnE, 1836 y Pentatrichomonas MEesniL, 1914. El género Trichomonas se caracteriza por la
posesién de cuatro flagelos anteriores libres y un quinto flagelo posterior, dispuesto a lo largo de
la membrana ondulante, formacién ésta més corta que el cuerpo; el capitulo del axostilo (mi-
croscopio éptico) sélo moderadamente extenso, terminando anteriormente en una delgada
pelta; axostilo delgado; cuerpo parabasal en forma de barra o con bifurcacién lateral.

Este género cuenta con la especie T. v. DoNNE, 1836, parésito del tracto uro-genital humano
y objeto de nuestro trahajo. Ademds otras tales como 7. tenax (MuLLER, 1737 emend. EHRENBERG,
1838) DoskeLL, 1939 (Sinonimia: T. buccalis, T. elongata) que se encuentra como comensal en
la cavidad bucal humana; 7. gallinae (RivoLta, 1878), STABLER, 1938 (sinonimia: T. columbae)
parésito de gallinas y palomas, etc., etc.

El otro género de la subfamilia, Pentatrichomonas, se caracteriza por la posesién de cinco
flagelos libres anteriores, cuatro formando un grupo funcional y uno independiente en su ritmo
de batido; con el flagelo posterior mas largo que en el género anterior y la membrana ondulante
extendiéndose hasta la terminacién del cuerpo; capitulo del axostilo terminado en una extensa
pelta; cuerpo parabasal compuesto de uno o varios granos rodeados de una zona eliptica o esfé-
rica, La especie P. hominis (DavaiNE, 1860) WENRicii, 1931 es comensal del intestino humano.



2.2. VALIDEZ DE LA ESPECIE

El concepto de que T. v. es solamente una variedad de P. hominis o de 7. tenax ha sido
sugerido por varios autores, entre otros GROLLET y Monrace (1957), cit.
pero la mayoria de los parasitélogos que han estudiado este problema no
esta tesis. En efecto, aparte de’ las diferencias morfolégicas existentes entre dichas especics, mas
evidentes desde la aparicién del microscopio electrénico, asi como las diferencias biolégicas
respecto a su localizacién en el cuerpo humano y su comportamiento en los medios de cultivo,
son concluyentes las experiencias realizadas, en primer lugar, por WestpiaL 124 intentando ino-
cularse T. v. por via oral, asf como las posteriores de Baygg * que no consiguié inocular 7. in-
testinalis y T. bucalis en la vagina de mujeres. Otras miltiples experiencias han sido asimismo
infructuosas, KEsseL y GAFFORD;57 StaBLEr, FEO y RakoFr.114

Por dltimo, los estudios epidemiolégicos de las tres especies de tricomonas, abonan la idea
de que se trata de tres entidades distintas. JiroVEC y col. (1942) y De CARNERI y GIANNONE (1964),
(cit. por JirovEC y PETRU) 63 CERvA y CERvOYA.23

por JiIRovEC y col. 83
estdn de acuerdo con

2.3. MORFOLOGIA DE T. vaginalis, DONNE, 1836

La forma de este protozoo flagelado es variable, la mas frecuente adoptada es la piri-
forme, aunque en ocasiones puede ser también ovoidea, reniforme, elipsoidal, fusiforme y mu-
chas veces, esférica. Todas las cepas pueden adoptar formas ameboides, extendiendo prolongacio-
nes del cuerpo a manera de seudépodos.55 94

El tamario varfa entre 4-32 X 2,4.14 4 It ( valor medio 9,7 X 7 Jt).35

Las formas pequefias, muy méviles, corresponden a los individuos mdas jévenes. Se observan
con mayor frecuencia en los cultivos que en las extensiones en fresco procedentes de personas
infectadas. El tamafio mas grande corresponde a individuos viejos o en fase de degeneracién.,18

Los flagelos, en los individuos en reposo generacional, se disponen en un grupo de cuatro
dirigidos hacia delante, mas uno dirigido hacia atrds, bordeando la membrana ondulante. Los
flagelos anteriores, libres, baten por delante del cuerpo y son, aproximadamente, de la misma lon-
gitud que el mismo. Cuando se tifien, pueden aparecer aglutinados en toda su longitud o en parte,
lo que ha inducido no pocas veces, a errores sobre el nimero de los mismos. Por los medios de
observacién usuales hasta la generalizacién del microscopio electrénico, parecia que todos los
flagelos, tanto los anteriores como el posterior, partian de un granulo basal comiin y complejo.5
Al microscopio electrénico, INokI y col,50 Lypvik y col, 8 y NIELSEN y col.9¢ se comprobé
que poseen la estructura comin a los flagelos y cilios del resto de los animales —nueve fibri-
llas periféricas y dos centrales rodeadas por la membrana plasmitica—, Cada flagelo nace en el
extremo anterior del cuerpo, de un blefaroplasto o corpiisculo basal con la estructura fibrilar pe-
riférica tipica y el granulo axial. Los cuatro blefaroplastos de los flagelos anteriores estan
dispuestos radialmente alrededor del quinto blefaroplasto, el que da origen al flagelo posterior.
El sistema cinético y el de sostén del flagelado, se encuentran unidos por las fibras falcifor.
mes y sin estriacién, que asocian los blefaroplastos con al menos dos fibras (costillas)
lamento parabasal. La costa se asocia al blefaroplasto del flagelo recurrente. Mie
costillas y el filamento parabasal ocupan una situacién central en el citoplasm
de posicién periférica y paralela a la situacién de la membrana ondulante,
mo el filamento poseen una estriacién transversal uniforme en toda su longitud.

La membrana ondulante, en la microscopia normal de T. v.,
mo los flagelos y la costa, dirigiéndose hacia atris acompanada
canza el extremo posterior del cuerpo.’ Al microscopio electrénico se comprobé que tiene

una cierta estructura independiente del flagelo que se adosa a ella en toda su longitud, posee
una ldmina o fibrilla en el borde externo que le da sostén 94

y el fi-
ntras que las
a, la costa es
Tanto la costa co-

parte del extremo anterior, co-
del flagelo recurrente; no al-

El axostilo, clasicamente considerado como un eje rigido de sostén, se identifica por mi-
croscopia de contraste de fases como un elemento aplanado en el extremo anterior y cilin-
drico en el posterior, asemejando a una espitula. La porcién ancha abraza al niicleo, que yace
entre esta porcién y la membrana ondulante. La porcién cilindrica se proyecta fuera del cito-
plasma, sin romper la membrana plasmaética, formando el apéndice caudal s
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El axostilo, de acuerdo con NIELSEN y col.?? consta de una sola capabde ’flbrals t:b(;ﬁ:;;::
que conforman una ldmina en la porcién media y un tubo a m.odo de tira 'lilZOn, aonq:inrﬁa e
sobre si mismas, en la porcién cilindrica c.aut.ial‘ La parte superior t.l;,l axostilo sela(.::ién \a con
la pelta, limina semilunar, también constituida por una capa de fllrEfS. y (e=ndr)eS weidn con los
cinetosomas flagelares; de esta manera, como vemos, todo el sistema cinético y de sc p

y onectado. . .
lOI‘OOESIC l:zgrapz parabasal, se interpreté cldsicamente como formado poz1 dgs pt:lf:())neé.smurl:
ancha, semilunar, de posicién yuxtanuclear y una .estrf:’cha, caud'al, a mo o de rln :la sto e
ahora la asociacién del aparato de Golgi, de consl‘ltucwn ultramicroscépica sxmluaren 2 misma
estructura del resto de las células animales y el fllamento. (;)J:lrabasal que transcurr
vesiculas y cisternas del aparato de Golgi y el niicleo ceh’ﬂar. X 5 el eneros

El niicleo, de forma elipsoidal u ovoidea, estd situado en la p(l!‘(‘l()nda.lllterlol‘ }:? o t}:)l;
coincidiendo su eje mayor con el del mismo. Su tamafio es de 4 X 2 [.Lnlc lamelm.).t :f © sHp
vesicular con nucleolo o cariosoma y, por lo tanto, con cromosomas ortomilolicos en la mte a N . s

Sus estructuras ultramicroscépicas, en cuanto a la membrana, cromosomas, etc., son

Asi rot0z00s.50 ) )

Clasu]iﬁsiif:olfc:?asma ofrece distinto aspecto segiin la edad del paré51Eo, dmals denio Z? i:z f(;rr‘r]lie:
jévenes, y de tonalidad més clara en las viejas. En su seno, adem.ads e as1 esl:uer;lide ():elula:
tas, existen numerosas vacuolas de tamafio y forma variable, repartidas por la sup

. 18 ’
& foETi:;E:lihilacioplésmico es muy abundante en los alred'edores .del nﬁcleo&‘esl?;cl.zln:enct’f;
dentro del area de la porcién espatulada del axostilo. Ademds Sie.rlbosomas, 1str1,fiuli)so ugos
todo el citoplasma, existen dos tipos de granulos, .densos elc??tromcamc.nte y chronrll(:l lim}tame
menores, de distribucién caprichosa, de 0,05 a Q,l mlcras'c‘ie diametro g.sm.bme{l} raonmante pa.-
Los otros, grandes (de aproximadamente O,Sdmlfiras (cile dla;m:g;ié drzmiitrr;n:m%r;tgs ﬁhimo,s 9
raaxostilar y paracostal, electrodensos y rodea os de una tr e . o o

ifiesto también en las clasicas tinciones con eosinato de azul de metileno ( yiemsa
50\1::1]-;;:1;3&;] :12 Gomori. No existen mitocondrias, lo cual aunque de acgerdo CO'II <131 Zfit;r:fl
metabélico de tricomonas, significa una regresién desd‘e la estructura tipica de 1‘1fx}a celu a énul();
posiblemente debida al parasitismo. Ultimamente, varios alftores quieren ldent;n::ard 0s grsu los
paraaxostilares antes mencionados, con mitocondrias afuncionales, lo que no deja de ser sug

i investigaci6n.b0,94, 110 .

e (E)?Zlnia:::r‘ii:rldzl citgoplasma,existen, a veces, espermat-ozoides y gérr(r_lenes diversos, que vero-
similmente no son fagocitados por el protozoo sino que colonizan al mismo.5 .

Envolviendo al protoplasma se encuentra una triple rflembr.ana ceh‘xlar, el perF{p asto.io S e

La mayor parte de los autores ponen en duda la existencia cllel citostoma. ormlar::anlgcer P
po filépodo sirven, en el extremo posterior, para la toma de alimentos y para per

' 30 '
. al]gv;lo]:)ﬁ:gat;; es distinta segiin sea en cultivo o en e)-(uc.lado vaginztl.. Endlos cui’iwos1 sin obosl;
taculos, se desplaza con bastante rapidez mediante movimientos de latigo elzus lag;n?iseriopse
movimientos de rueda dentada de su membrana ondulante. En los fexudados el desplaz ento se
hace con dificultad obstaculizados por leucocitos, células y bacterlaf. (I;:n tzlstos casos mu
ces lo que se desplaza no es el parésito sino los eler.nentos alos que estd adosado. T
El frio inhibe estos movimientos y en cambio la presencia de suero o sangre par

60 94
9

larlos. . ) ) .
Estos flagelados tienen propiedades pldsticas que les permite pasar a través de pequefios

espacios. ) ) .
Todas las cepas tienen capacidad para formar extensiones a manera de seudépodos, qu

.. .. . . hovi
son utilizados para la alimentacién o para fijarse a objetos circundantes, pero no como v
mientos ameboideos.5,48,55

2.4. REPRODUCCION

. .. e . 9
La forma mas frecuente de reproduccién es por biparticién o fision binaria; 'se’gl.m HAWES1 .
ero lo
tiene 5 cromosomas. Los corpisculos basales pasan al polo opuesto del huso mitético, p
detalles de este proceso todavia no se conocen hien.



Después de la divisién del niicleo, se realiza la del aparato locomotor y finalmente se escinde
el citoplasma. La divisién maltiple es descrita por Dyrorr y MicuaLrzik,3® ScarpeLLini vy
MANNARINO 196 y otros, pero parece, si es que existe, excepcional.

No se ha confirmado la reproduccién sexual en T. v, mencionada, no obstante, por
GRIMMER.*7

A veces, se divide el cuerpo celular, pero no el niicleo, y asi se excluye una porcién anu-
cleada del protoplasma. Este fenémeno de autotomia suele preceder en las células grandes y
acaso demasiado viejas, a la etapa de divisiones activas.® También serfa posible el caso contrario,
divisiones nucleares miltiples sin divisién citopldsmica, produciéndose tricomonas polinu-
cleares, ya conocidas desde KupFERBERG, cit. por Bepoya,b y que parecen encontrarge cuando las
condiciones para el desarrollo del parésito son dificultosas (observadas en mujeres tratadas con
metronidazol) y quizd incompatibles con una ulterior supervivencia. Esta hipétesis no es com-
partida por GUEVARA y col.#8

La mayor parte de los parasitélogos ,28,48,63 77 que han estudiado el problema de las formas
quisticas, consideran que estas pretendidas formaciones, halladas por BEensEN,? parecen ser
tricomonas degeneradas en trance de morir, aunque se las transfiera a un cultivo o pasen a
tractos genitales de otros individuos, lo que no ocurriria si se tratara de verdaderas formas quis-
ticas. En las preparaciones tefiidas con Giemsa u otros métodos se encuentran también for-
mas redondeadas y sin flagelos, que se deben a la agresion que la tincién produce en el delica-
do cuerpo del protozoo.

2.5. CULTIVO

El gran interés de los medios de cultivo radica en su utilizacién con finalidades diagnés-
ticas o de aislamiento, as{ como para el mantenimiento de las cepas y la realizacién de las prue-
bas «in vitro» de quimio-resistencia, etc.

Los cultivos se pueden dividir en liquidos y sélidos, obteniéndose estos filtimos por la adi-
cién de agar al 1-2 %. Jirovec y PETry %3 hacen una clasificacién de los medios segin tengan o no
suero en su composiciéon.

El primer cultivo de 7. v. lo consiguié Lyncu en 1915, usando como medio caldo acidificado,
Revrive (1921) y Fiscuer (1935), emplearon también con éxito, medios simples; al mismo tiem-
po se emplearon medios mds complejos por BoEck y Dreonray (1925); con medios del mismo
tipo que los usados por estos dltimos investigadores, obtienen buenos resultados Anprews (1929),
Hawes (1925) y WurrtineTon (1951), pero todos estos medios tenfan en comin el inconveniente
de favorecer el crecimiento de las bacterias acompaifiantes, al mismo tiempo que el de los trico-
monas. (Tomado de FEINBERG y WHITTINGTON) 35

Un paso importante en la evolucién de los cultivos se dio al conseguir mantener cultivos
de T. v. libres de gérmenes. El primer intento con éxito se debe a HESSELTINE (1933), empleando
como medio solucién de LocKE y suero humano., A pesar de obtener cultivos puros de T. v., tenia
el inconveniente de que éstos no se multiplicaban si no se adicionaban bacterias al medio. (Cit,
por GUEVARA y col.) 48

La aparicién de los antibiéticos trajo consigo la adicién de éstos a los medios con esta fi-
nalidad.

AbpLER y PULVERTAFT ! emplean penicilina en la proporcién de 250 U.L por ml.; la asociacién
de penicilina y estreptomicina fue ampliamente usada por diversos autores: JoHNSON y Trus-
SELL,% SpriNCE y KUPFERBERG,!!3 MacaRra y col.84 entre otros, a las dosis habituales de 400 a
1.000 U.I. de penicilina y 100 a 1.000 microgramos de estreptomicina por ml. de cultivo liquido.

De la misma manera se utiliza para los primocultivos el cloranfenicol (CARNERI y col.).!8
La estreptomicina y polimixina dan también muy buenos resultados. Para la inoculacién a anima-
les de experimentacin, conviene realizar el crecimiento del inéculo en presencia de un anti-
biético macrélido, que actiie sobre los posibles mycoplasmas de origen vaginal, los cuales pueden
enmascarar la lesién experimental de los tricomonas. '

El empleo de estos medios con fines diagnésticos tiene el inconveniente de su complejidad
y costo elevado, que no les hace aptos para el trabajo de rutina en el laboratorio: por ello
MCcENTECART 86 propuso un medio derivado del de Jounson y TrussiLL ¢ simplificandolo;
este medio fue sustancialmente modificado por FEINgERG,3! obteniendo excelente crecimiento del
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pardsito en sus trabajos experimentales; una dllima modificacién de este medio es recomen.
dada por este mismo autor para el diagnéstico de rutina. Sin embargo, para algunos autores,, 82
el empleo de los medios de cultivo parece indispensable para determinar con exactitud, la cura-
cién de una tricomoniasis después de un tratamiento.

Si hay sospecha de PPLO se puede aiiadir al medio 2.500 U./ ml. de kanamicina37

Es extraordinariamente frecuente la presencia de levaduras y hongos filamentosos, bien
sea debido a estar asociados al material de siembra, o bien por contaminacién posterior. Este
grave inconveniente en el cultivo de tricomonas puede eliminarse adicionando nistatina a la pro-
porcién de 300 gammas por ml. de cultivo 37 o bien anfotericina B a la proporcién de 2 mg. por
ml?6 Ivey,5! empleando medio sélido, asocia nistatina a los antibiéticos, a la proporcién de
25 microgramos por ml. de medio.

Un sistema, a la vez ingenioso y sencillo, que sirve para eliminar de los cultivos tanto las
bacterias como las levaduras, es el descrito por D CArNERI,!S que consiste en un tubo de 20 cm.
de largo por 1 de ancho, acodado en forma de W, en el que se introducen 20 ml. de medio
C.P.LM. El material contaminado se vierte por una de las ramas del tubo, y se incuba a con-
linuacién a 37°C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, con una pipeta estéril, se extrae por
el lado opuesto al que se ha hecho la inoculacién, pequefias cantidades de medio, que se vier-
ten en un tubo normal. El fundamento de este artificio se basa en que el agar del medio impide
la difusién hacia la profundidad, actuando como una barrera, de las bacterias y levaduras, mien-
tras que los tricomonas progresan rapidamente hacia el fondo de la primera rama y de alli hasta
el segundo brazo, de donde son extraidos facilmente al segundo dia.

Una mejora en los métodos de cultivo fue la sefialada por Macara y col.8¢ utilizando el
tubo de HALL, que consiste en un tubo de vidrio con un estrangulamiento en el tercio inferior,
sobre el que se coloca una bola de vidrio que impide la difusién del oxigeno de la parte supe-
rior a la inferior, creando unas mejores condiciones de anaerobiosis para el crecimiento del
pardsito.

A pesar de todos los procedimientos descritos, no siempre es posible obtener cepas de cul-
tivos puros. HoLecKova-CErvovA 52 sélo los consigue en el 60-70 % de los casos; la realidad
es que algunas cepas se pierden al cabo de varios meses por razones desconocidas. Asimismo,
observa diferencias en el crecimiento de varias cepas de T. v.; unas lo hacen en forma de gruesos
copos y otras en lineas verticales o diagonales.

El niimero de 7. v. por ml. de cultivo liquido oscila entre 10.000 y un millgn.53

RoiroN-RATNER,'98 realizando un estudio comparativo de diez medios sefiala como resumen
el interés de ciertos compuestos para el crecimiento de T. v., tales como aziicar, suero fresco,
extracto de higado, oxidorreductores, antibigticos (penicilina y estreptomicina), preparando con
esta base un medio personal con el cual obtiene excelentes resultados.

Respecto a la posible influencia de las bacterias sobre el crecimiento de T. v.,, Pray (1952),
observé algunas con caricter estimulante sobre la vida de los cultivos y otras, en cambio, con
efecto inhibidor, moderado o acentuado, sobre los mismos, pero no se encontraron los metabo-
litos especificos o sustancias antagénicas responsables de estos efectos. La glucosa y la maltosa
prolongaron la vida de los cultivos, aiin en aquellos que contenian bacterias con efecto inhibidor
sobre los mismos; este efecto no era debido a cambios en el pH o en el potencial redox. Otros
estudios sobre este punto fueron efectuados por Sorer (1954), DE Carnerr (1956), Feo (1958)
entre otros. Anteriormente Hitcncock (1948), ya habia observado la inhibicién que determina-
das bacterias producian sobre el crecimiento de cultivos de T. v. y T. foetus. (Tomado de JirovEc
y PETRU).53

i

2.5.1. Mantenimiento

Para el mantenimiento, los cultivos deben incubarse a 35-37°C, siendo necesario realizar
resiembras cada 3-5 dfas.f3

Diversos autores han dedicado su esfuerzo a conseguir una mayor supervivencia en los cul-
tivos; WEsTPHAL (1935), obtuvo una duracién de siete meses y medio, utilizando medio pobre en
albimina; Morenas (1942), usando asparragina, glucosa, Ringer y suero de caballo coagulado,
logré conservar una cepa durante 54 dias después de 8 subcultivos. (Cit. por GUEVARA y col.).8
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De Carneri '8 en medio difdsico de suero de caballo con E. coli, cultivado en agar-carne
a 37°C, consigue una supervivencia de mas de un mes, haciendo resiembras cada 15 dias. El mis-
moe autor, usando un medio de tioglicolato, estudia ¢l comportamiento del pardsito frente a
distintas cantidades de suero de caballo, estableciendo como éptimas las concentraciones de
0,5a 1,1 %, que permiten una supervivencia de un mes.

Cavier y Mossion,?! consiguen mantener cepas de 7. v. en las vias genitales de ratas castra-
das y sometidas a un tralamiento con estradiol; la infestacién persiste después de suspender el
Iratamiento hormonal, un tiempo que varia entre 40 y 76 dias, técnica que utilizan los autores
para las pruebas farmacolégicas «in vitro».

Feo 36 comunica ¢l mantenimiento de T. v. en medio S.T.S., sin maltosa, durante 20 meses,
adicionando cultivos de Micrococcus pyogenes, var. aureus.

CurisTiaAN y col., cultivaron T. v. sobre células HELA con el medio T.C. 199, o ¢n la
solucién tamponada de Eagle, suplementada con suero humano o de ternera. En ausencia
de células HELA, el parésito no crecia. Un medio de cultivo similar ha sido utilizado posterior-
mente, con buenos resultados, por Sanciis-Bayarri y col.'95

McENTEGART (1954), y posteriormente, en 1959 conservé I. v. durante 26 meses en culti-
vos con glicerol al 5 %, y a la temperatura de —79°C; y con dimetil sulféxido del 5-15 % y a la
temperatura de —170°C, consiguié mantenerlos vivos durante 35 meses.53,87

StaBLER y col. (1964), cit. por Jirovec y Perru,%3 encontraron que T. v. y T. gallinae, con-
servaban su patogenicidad original para los hospedadores naturales y experimentales, asi como
para los cultivos tisulares durante muchos meses, utilizando medios con glicerol, a temperaturas
inferiores a —70°C. En trabajos similares, HoNicBERG y col.,”® conservaban ambas especies,
empleando medio de DianonD en nitrégeno liquido, en presencia de dimetil-sulféxido.

Diamonp y col. (1965) mantuvieron cultivos axénicos de T. v. con dimetil-sulféxido al
5 %, por congelacién y conservacién a —160°C en atmésfera de nitrégeno liquido. Transcurridos
dos afos, no existian diferencias significativas entre las pruebas realizadas con estos organis-
mos y las efectuadas con los mismos antes de la congelacién, en relacién a la virulencia para el
ratén, por la inyeccién intraperitoneal 63

2.5.2. Medios liquidos de cultivo

El medio mas frecuentemente usado y a partir del cual han derivado los medios utilizados
con mas profusién en la actualidad, es el C.P.L.M. (cisteina, peptona, higado (liver), maltosa),
descrito por JonNson y TRussELL 94 por primera vez en 1943,

Posteriormente han aparecido otros medios, buscando férmulas més simples y menos costo-
sas y por tanto mas asequibles a un diagnéstico de rutina. Entre ellos tenemos, el S.T.S. (suero
tripticasa simplificado) o medio de SpriNCE y KuprErpErc;!'!® el medio de McENTEGART 86
derivado del de Jounson; el medio de FEiNBERG,** asi como la variante de este método propues-
ta por STENTON 115 (Oxoid); muy empleado también ha sido el Caldo-Vf de Macara y col.;8¢
el de Hamapa (1953), usado, entre otros, por BEnpoya con buenos resultados; el de SoreL (1954)
(cit. por JirovEC y col.) 3 muy sencillo y sin suero; el de Diamonp,3! del que somos partidarios
entusiastas y al que NIELSEN 3 encuentra superior, incluso, al C.P.L.M.; y por dltimo, el de
RoironN-RATNER 193 usado, entre otros, por GosseLIN y col.#? Esta lista podria incrementarse con
muchos mas nombres de los diversos medios empleados, pero creemos que los citados han sido
los mds importantes.

2.5.3. Medios sélidos

T. v. se ha cultivado en numerosos medios liquidos. Sin embargo, no son muy abundantes las
comunicaciones referidas a su crecimiento en medio sélido. WIRTSCIIAFTER,!25 describié un
método de cultivo, en el que logré mantenerlos vivos durante 20 dias o mds. Asami y col.,® logran
crecimiento del parasito, empleando medios sobre placas de Petri.

FiLaporo y Orsi 37 realizan cultivos de tricomonas en la superficie y profundidad de pla-
cas de Petri.
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Posteriormente, Iy EY,8! no sélo aisla clones de T.v., sino que realiza pases seriados con éxito.

SanmuELs,!0t efectiia estudios no solamente sobre T.w., sino sobre otras especies del género
Trichomonas, empleando placas de Petri. tubos de Burry y porta-objetos.

La ventaja de los cultivos sélidos, aparte de la consecucion de clones de Trichomonas37,
61,104 ¢s que permite realizar cnsayos «in vitro» para valorar la inhibicién del crecimiento de deter-
minados agentes tricomonicidas.37

2.6. BIOQUIMICA

T.v. es un protozoo pardsito anaerobio, si bien puede utilizar O, en algunas circunstancias
(aerobio facultativo). EI consumo de O, se estima en 162 mm3 cada 100 millones de flagelados
por hora. No tiene citocromo C, ni mitocondrias y se ve profundamente afectado por las altas con-
centraciones de Os. El Ginico gas que se puede determinar que producen en cantidad apreciable,
es el CO,. 18,6370 72

La principal fuente de energia parece ser la glucosa, pero también utilizan la maltosa,
galactosa, levulosa y glicogeno (Macara y col.8%). Sin embargo, Asanmn (1956), seiiala que la lac-
tosa y la galactosa no estimulan la multiplicacién celular. Ninoaiya y Suzuokr (1952) demos-
traron, empleando métodos manométricos, que la glucosa y la maltosa son rdpidamente oxida-
das, mientras que el piruvato y lactato son metabolizados en la mitad del tiempo que el aziicar.53

Por las condiciones estrictas de anaerobiosis que requicre T.v. se precisa afadir a los medios
de cultivo sustancias que disminuyen el potencial redox del medio, tales como cisteina, tiogli-
colato, extracto hepadtico, etc.7?

Los requerimientos de aminoédcidos son iguales a los de los organismos més elevados.
T.v. no sélo metaboliza dichos aminodcidos, sino que, segin WeLLERsoN y KurFErBERG (1962),
parece ser capaz de sintetizar casi todos ellos. Ivori (1959), sefiala que la descomposicién de
proteinas parece ser més activa cuando el nimero de organismos decrece en los cultivos, que en
las primeras etapas, cuando se multiplican activamente, posiblemente debido a los enzimas li-
berados por los individuos destruidos. La glucosa parece, en algiin grado, restringir la descom-
posicién de las proteinas, cuando se usa como fuente de energia. (Tomado de Jirovec y PETRU).03

Tw. requiere la presencia de suero inactivado en los medios, para su crecimiento. Por
esta razén la mayoria de los medios de cultivo lo llevan como componente esencial 30,48,63

SeriNcE y KupFERBERG, 113 obtienen del suero humano dos fracciones, una soluble en
éter y otra en agua; ambas parecen ser necesarias para el crecimiento normal «in vitro» del fla-
gelado.

La concentracién éptima de suero equino, es estudiada por DE CARNERL!? quien la fija entre
0,5a 1,1 %.

Como factbres de crecimiento tienen valor los 4cidos linoléico y pantoténico (KuprerBERG
y col. 1948); el colesterol, en cambio, no parece ser absolutamente imprescindible.39,48

Back y col. (1950), comunican que el dcido ascérbico, el 4cido glutdmico y la colina, pro-
ducen una estimulacién de la multiplicacién celular. La glutamina también parece ser necesaria
para el desarrollo de los cultivos.53

Se han identificado deshidrogenasas succinicas, mélicas y citricas, indicando la proba-
ble existencia de un ciclo TCA. En cambio, no parecen ser capaces de la formacién de fermentos
proteoliticos.

Los estrégenos no parecen influenciar el crecimiento de los cultivos (KupFERBERG y JoH-
son).7!

El pH é6ptimo oscila segiin Piekarsk1 (1945), entre 54 y 6, desarrollindose tanto en medio
vaginal 4cido como alcalino.30

La temperatura adecuada varia entre 35-37°C.30

Los estudios citoquimicos sobre T.v. realizados por Lupbvik y col. 8! arrojan los siguientes
datos: El DNA est4 presente sélo en el niicleo, como finas granulaciones situadas en la periferia
de la membrana (detectado por la reaccién nuclear de Feulgen y la tincién con verde de meti-
lo). El citoplasma no contiene DNA y es siempre Feulgen negativo. E1 RNA fue puesto de ma-
nifiesto mediante pironina y azul de toluidina por BracHET, cit. por Jirovec y col.,53 como pe-
queiios granulos cerca del niicleo y del axostilo.
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La coloracién argéntica con protargol (Bopian), tifie todo el aparato locomotor, la membrana
ondulante, la costa, el extremo final del axostilo y también el nicleo.

En la mitad anterior del cuerpo y a lo largo del axostilo aparecen granulos PAS-positivos,
algunos aparecen dispersos en ¢l citoplasma.

El glucégeno, tefiido con carmin de Best, se hallé principalmente bajo la membrana celu-
lar. También aparecen granulos aislados de glucégeno distribuidos irregularmente en el inte-
rior del citoplasma. Los dcidos mucopolisacdridos encontrados en esta zona no son tan abun-
dantes como las sustancias PAS-positivas (HALL).

Los lipidos se encuentran en el plasma como pequefias gotitas y se tifien con rojo aceite 0, Su.
dén ITI, Sudan IV y sulfato azul de Nilo. (Tomado de JirovEc y PErRU) .63

2.7. DIAGNOSTICO

Se realiza mediante la demostracién del parésito en cualquiera de las localizaciones del
aparato génitourinario.

2.7.1. Toma de muestras
2.7.1.1. En la mujer

a) Vagina,

Se requiere como condicién previa, no realizar irrigaciones vaginales, ni aplicar medi-
caciones locales de cualquier clase.

Previa introduccién en vagina de un espéculo estéril sin lubrificar, las muestras se toman
del contenido vaginal de los fondos de saco, con ayuda de un asa de platino.5,33,4892 Bepoya,s
recomienda realizar simultdneamente un pequefio raspado de las paredes vaginales con asa de
platino.

Otros autores recomiendan el empleo de torunda de algodén con introduccién posterior en
un tubo de ensayo con solucién salina estéril,’¢ o medio de cultivo,!8

FeiNBERG y col.35 efectiian también la toma de muestras con pequefias cucharas de plastico.
Asimismo puede utilizarse, con este fin, la espdtula de Ayre92

En otras ocasiones, la toma de muestras se realiza mediante pipetas de Papanicolau o
similares, adaptadas a una pera de goma.!2

Existe un artificio, que pudiera tener utilidad en aquellos casos en que la cantidad de
secrecién sea escasa, consistente en practicar una irrigacién vaginal con solucién salina
estéril calentada a 37°C y aspiracién posterior del contenido, mediante jeringa,*8 pipeta de cris-
tal con pera de goma3! o bien con pipetas de plastico de las empleadas en las encuestas ma-
sivas para el diagnéstico precoz del carcinoma de cervix.90

En el caso de una mujer virgen, se puede aspirar el contenido vaginal con una sonda blanda
de goma, o bien exteriorizar ¢l exudado a través del orificio himenal, mediante presién digital
de la pared vaginal posterior desde el recto.92

b) Uretra.

Se requicre como condicién previa que haya transcurrido el mayor liempo posible después
de la dltima miccién; lo ideal es hacerlo antes de haber efectuado la primera miccién de la
mafiana.

Previa limpieza y desinfeccién del meato urinario y vestibulo, algunos autores realizan un
pequeiio raspado de las paredes uretrales con asa de platino 6,66,08 especialmente de su pared
posterior 85 en ocasiones se completa con expresién uretral 56,198  con reactivacién de la secre-
cién uretral por medio de instilaciones de NOgAg al 0,5 9%.108

Algunos autores,6,68,109 realizan ¢l diagnéstico a partir del examen del sedimiento urinario,
previa centrifugacién. Sin embargo, este procedimicnto no es aceptado por otros.’

c) Otras localizaciones.

La bisqueda del parssito se ha llevado a cabo en otras localizaciones del aparato génito-
urinario: expresién de las glandulas de Bartholino y vestibulares,’98 cervix,$,92,1% e incluso
en tramos més altos, como BEric,® que con ayuda de una cinula de Palmer, recogié muestras de
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la cavidad uterina, aunque con resultado negativo; este dltimo autor cncuentra algunos casos
positivos en orina obtenida por cateterismo de uréteres y de pelvis renal.

2.7.1.2. En el hombre

Para la toma de muestras se sigue una técnica similar a la de la recogida de uretra en la
mujer,%,9,20,38 66 raspando suavemente las paredes a unos 2 6 3 cm. del meato, insistiendo pre-
ferentemente en la fosa navicular; segin Frocaroi,38 SisouLer realiza la toma mediante una le-
gra pequefia de otorrinolaringologia que introduce en uretra, raspando principalmente la fosa
navicular. Asimismo se puede realizar ¢l examen del sedimento urinario.?,3% A veces, va asociado
con el masaje de prostata,® al objeto de comprobar la existencia del parasito en liquido seminal,
y mientras para unos autores,’92 este hallazgo es excepcional, otros? lo encuentran en elevado
porcentaje.

2.7.2.  Examen colposcépico

Aunque no es posible realizar un diagnéstico de certeza mediante este procedimiento, re-
cientemente CARRERA y col.’ describen una serie de lesiones que relacionan con una infeccién
por Tw.: asi la colpitis con puntos rojos o colpitis geogréfica, estd producida por tricomonas
casi en un 50 % de los casos, sefialando como lesién especifica la aparicién de una «doble cres-
ta papilar» descrita anteriormente por otros colposcopistas.

La colpitis focal o en manchas, pertenece, en algo mas del 98 % de las ocasiones, a una
infeccién por T.w., sefialando, por dltimo, en las reinfeccioncs por este protozoo, la aparicién de
una colpitis hipertréfica o granulosa. BErcsjo y col. (1963), CoLLEr (1963) y KoLsTap (1964),
(cit. por CARRERA y col.).19

/ /
2.7.3. Examen microscdpico
2.7.3.1. Examen en fresco del exudado

El examen debe efectuarse inmediatamente después de realizada la toma, mezclando una
gota de exudado con una gota de solucién salina templada, sobre todo en tiempo frfo, sobre un
portaobjetos liso o excavado, haciendo el examen entre porta y cubre o en gota pendiente. En
aquellos casos en que se realiza la toma de muestras mediante porta-algodones introducido en
tubo de ensayo con solucién salina, el examen puede demorarse cierto tiempo, lo cual permite el
envio del material al laboratorio. El diagnéstico se basa en la observacién de los movimientos
tipicos, como de létigo, de los flagelos y membrana ondulante, que desplazan, a veces, los leuco-
citos y células circundantes. La basqueda del parasito debe realizarse en los bordes de la pre-
paracién, pues al ser mds escaso el contenido celular, se pueden apreciar méas facilmente los
movimientos citados.

La observacién del parasito se realiza mediante:

a) Microscopio convencional.

El microscopio es, actualmente, imprescindible en la consulta ginecolégica; para este exa-
men es conveniente bajar mucho ¢l condensador y/o diafragmar para que la iluminacién sea
escasa, usando, habitualmente, objetivos de pocos aumentos.

b) Examen sobre fondo obscuro.

Coutrs y col. (1955), cit. por GUEVARA,*8 observan los flagelos del parasito en color rojo,
interponiendo filtros polarizantes,

¢) Microscopio de contraste de fases.

Este examen, para algunos autores, no presenta ventajas sobre el método anterior, por
lo laborioso de su procedimiento lo cual es vélido también, con mayor motivo, para el empleo
del ultramicroscopio.

d) Microscopifa de fluorescencia.

Este método, previa tincién con eucrisina, es usado entre otros, por Pavo~ y col 97
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2.7.3.2. Examen mediante coloraciones vitales

Algunos autores se muestran partidarios de la adicién de colorantes para facilitar la obser-
vacién de los tricomonas en el examen en fresco. Asi Benper (1935), cit. por BEpoy A, Hovrorrr
(1957) cit. por Jirovec y col.,%3 Mayer® y Nicorr y col.?2 emplean el azul de eresil brillante
que tifie todos los elementos del frotis en azul, permaneciendo los tricomonas sin colorear.

La solucién de safranina al 0,1 % es recomendada por MiLLEr (1936) (cit. por Bepova) ¢
y Srarzyk y col. (1958) (cit. por Jirovec y Petru).53

El rojo neutro en solucién acuosa al 1 por 1.000 es utilizado por Nicowr y col92 y entre noso-
tros por Guivara Pozo y col.*8 Estos autores también utilizan en sus estudios el azul de me-
tileno del 1/100 al 1/10.000.

El preparado comercial «Trichomonas Diluent Ortho» tific las células y demds elementos
del frotis en color rosa micntras tricomonas y leucocitos permanecen incoloros; este procedimien-
to es recomendado por Conroy (cit. por GuEvAra) 48 y usado entre otros por GUEY ARA y col. 8

2.7.3.3. Examen mediante frotis tefiidos

Una buena tincién serd aquella que destaque de una manera clara los flagelos y la mem-
brana ondulante; para conseguirla se requiere que la fijacién del frotis sea adecuada, evitando la
destruccién del delicado cuerpo del pardsito. La fijacién se consigue dejando secar al aire la pre-
paracién y sumergiéndola, bien en alcohol metilico, o ¢n una mezela de alcohol de 90° y éter a
partes iguales, durante 10 minutos; nunca deber4 realizarse la fijacién por el calor.

Entre las mds empleadas estdn las tinciones panépticas a base de eosinato de azul de me-
tileno, por ejemplo, la de Giemsa diluida,$,%8,53 asi como la de Wright y la de May-Grunwald.
Los tricomonas se reconocen por ¢l color azul celeste del protoplasma y el color rojo violeta del
ntcleo.

Otro método de tincién empleado ha sido ¢l de Gram; los tricomonas son Gram-negativos,
pero su identificacién requiere cicrta experiencia, dado que el cuerpo celular aparece casi siem-
pre destruido y resulta excepcional ¢l reconocimiento de los flagelos. Para Crek 27 los resultados
conseguidos con este método de tincién, serian comparables a los obtenidos mediante cultivos.

En la tincién con nigrosina ¢ se pueden observar los tricomonas en blanco, destacando sobre
el fondo negro de la preparacién.

Otros métodos de tincién usados, han sido los siguientes: tricromico de Gomori; el verde
metileno pironina; el azul de metileno, rechazado, sin embargo, por BauEkr;® la hematoxilina
férrica;*2 la safranina y el azul de toluidina, empleadas por CapEr y col.;'* la fuchsina fenica-
da, etc.

Por dltimo, es importante sefialar los métodos de tincién para la citologia vaginal exfo-
liativa, que han alcanzado en la actualidad una gran importancia, tanto desde el punto de vista
hormonal como de diagnéstico precoz del cdncer genital femenino. Los métodos de tincién em-
pleados mds frecuentemente son el de SHORR, generalmente utilizado para el diagnéstico hor-
monal, y el de PapanicoLau, para el diagnéstico de malignidad.

En las preparaciones tefiidas con ¢l método de SHORR, los tricomonas aparecen con el
cuerpo tefiido en verde pilido, sobre el que destaca el nicleo de color rojo; no es frecuente la
observacién de los flagelos.!09 En las tinciones con el Papanicolau los protozoos tienen as-
pecto como de burbujas, de color gris, con el nicleo tefiido més intensamente que el protoplasma;
tampoco es frecuente la observacién de los flagelos. 43,111

La presencia de tricomonas en los frotis produce una serie de alteraciones en los compo-
nentes de los mismos, que en ocasiones, les confieren un aspecto patognoménico; asi, por c¢jemplo,
s frecuente la observacion de incremento de la acidofilia en las células9 Esta alteracién no
va acompaiiada de cariopicnosis, por lo que se la denomina pseudoeosinofilia,!!,s9 100 111
Es muy frecuente la observacién de halo perinuclear, producido por la retraccién del nicleo.'t,
8195100 En ocasiones, el nicleo toma un aspecto vacuolado, por la condensacién de la croma-
tina en el horde nuclear, modificacién que es tipica, ¢n opinién de Granam.?> También se ha
descrito multinucleacion y discariosis.!1,3 El hallazgo de atipias nucleares fue sefialado por vez
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primera por PapanicoLau y col#3 Las alteraciones celulares afectan fundamentalmente a la capa
basal ¢ intermedia.??

El frotis, considerado en conjunto, presenta un aspecto «sucio», debido a la presencia de
leucocitos, flora mixta abundante y, en ocasiones, levaduras; también se observa, ocasionalmente,
la coexistencia con bacilos de Diderlein, aunque este hallazgo no sea demasiado frecuente.89,
89 100 Quizds por cllo, al examen macroscépico, estos frolis aparecen casi siempre lefiidos més
intensamente, lo que nos permite sospechar la presencia de una infeccién por tricomonas.98

Algunos autores 89,100 gefialan la disminucién, ¢ incluso la desaparicién, de los tricomonas
del frotis en la fase preovulatoria, lo cual restaria, evidentemente, valor practico a este método,
desde el punto de vista diagnéstico de la tricomoniasis.

2.74. Por serologia

El diagnéstico serolégico e inmunolégico ha tenido solamente un interés teérico hasta el
presente, porque el hallazgo de T.ww. mediante cultivos o examen microscépico directo es més
facil y mas digno de confianza. En la mayoria de las tricomoniasis asintomaticas del hombre,
sin embargo, tales investigaciones podrian ser importantes desde un punto de vista practico. Pa-
rece que las divergencias sefialadas por diferentes autores pueden ser debidas a la distinta es-
tructura antigénica de las diversas cepas de T.v. La altura de los titulos también parece tener
relacién con la sintomatologia clinica.b3

2.74.1. TFijacién del complemento

RiepmULLER (1932), cit. por JirovEc y col.,%3 fue el primero que encontré reacciones de fi-
jacién del complemento positivas en cobayos inyectados intraperitonealmente con flujo vaginal
conteniendo tricomonas. TrusseLL y col.,,'2! empleando como antigenos una suspensién acuosa
de T.., encontraron positividad en mujeres exentas de Trichomonas, por lo que los autores
citados no reconocen valor préctico a esta prueba.

HorFMANN y col. (1966), cit. por Jirovic y PETru,%® usando la técnica cuantitativa de Kol-
mer, en pacientes de ambos sexos, encuentran una positividad més alta en los pacientes con
tricomoniasis crénica que en los casos agudos.

JaakMEESS y col. (1966), recomiendan el empleo simultdneo de antigenos de diferentes sero-
tipos.t3

En los pacientes tratados con metronidazol se observa una disminucién gradual de los ti-
tulos a partir del tercer mes, desapareciendo por completo al cabo de un afio.®3

2.74.2. Aglutinacién

TrusseLL,'20 estudiando ¢l desarrollo de aglutininas en concjos, encuentra macro y
micro-aglutinaciones, los titulos mds altos obtenidos fueron de 1/5.000 a 1/ 10.000.

Tarsuky (1957), encontré reacciones positivas tanto en mujeres infectadas, como en el
grupo de control, aunque en este dltimo caso los titulos fueron relativamente bajos (1/30): no
obstante, niega valor prictico al método.’ De la misma opinién es Macara (1957), (cit. por
BEpova),® que tampoco obtiene buenos resultados con esta prueba.

TerAs (1961), encuentra que el suero humano normal conticne aglutininas contra 7T.v.
a los titulos de 1/40 a 1/80. En trabajos posteriores, encuentra que los titulos de aglutinacién
dependen de los distintos serotipos de T.v., dando algunos serotipos titulos tres o cuatro veces
mds altos que otros; al mismo tiempo considera como limite normal ¢l titulo de 1/160; en pa-
cientes con tricomoniasis los titulos fueron de 1/200 a 1/480 y atin mas altos. Estos valores des-
cendieron a la normalidad en el plazo de un afio en el hombre, y de 16 meses en la mujer; esta
tasa de disminucién no parece depender ni de las formas clinicas ni de los titulos iniciales. Esta
suposicién fue confirmada por Nicesen (1963). (Tomado de JirovEc y col.).b3

Para Teras,!'7 y Teras y col.!'8,'19 ¢] diagnéstico de la tricomoniasis uro-genital me-
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diante aglutinacién y fijacién del complemento puede realizarse usando como antigeno los
serotipos de las cepas de T.v. mds comunes en la zona donde se realice el estudio.

2.7.4.3. Intradermo-reaccién

ApLER y Sapowsky 2 y LaNCELEY 7 obtienen resultados inconstantes con esta prueba,
empleando un antigeno obtenido de un cultivo puro de T.v.

Posteriormente Kawar y col. (1961) (cit. por Jirovec y Perru),%8 obtuvicron dos extractos
de T.w.: uno sin caracteristicas especificas, y otro, identificado por cromatografia, que producia
una intradermo-reaccién especifica en mujeres infectadas. La prueba se realizaba en el ante-
brazo, considerdndose positiva, cuando el tamaiio del critcma era mayor de 10 mm. de didmetro.
Esta prueba se hacia positiva unas dos semanas después del comicnzo de la infeccién y se negati-
vizaba cuando los tricomonas desaparecian de los frotis por la accién del tratamiento. Por lanto,
consideran que esta prueba tiene valor diagnéstico en la tricomoniasis.

Jaakmees y Teras (1966), obtuvieron mejores resultados con antigenos corpusculares que
con antigenos lisados, confirmando los resultados de ANITA-RADTCHENKO (1959) y SINELNIKOVA
(1961). En los casos positivos se producia eritema y papula, encontrando el mayor grado de
positividad en mujeres con tricomoniasis aguda y sub-aguda; personas sin tricomonas pueden
dar reaccién positiva, pero sélo en ¢l caso de que su compafiero sexual padezca la infeccién. ( To-
mado de JirovEC y col.) .63

2.74.4. Otras pruebas

Hemoaglutinacion—McENTEcArT 86 y LANCELEY y McENTECART,” no encontraron aglu-
tinaciones positivas en mujeres infectadas experimentalmente,

Inmunofluorescencia—Segin Jmovec y col,%3 McENTEGART (1958) y Kucera y Kranar
(1965), obtuvieron resultados positivos con esta prueba, en el suero de 17 mujeres y dos hom.-
bres que padecian tricomoniasis en diferentes estadios, mientras que el suero de seis personas
sin infeccién resulté negativo. También entre nosotros, utilizan este método Pavon y col.97 con
buenos resultados para el diagnéstico de la tricomoniasis en el varén.

Muco-aglutinacion. (MAR)~—Rowm y De Tuiery (1958), empleando secrecién vaginal de
mujeres infectadas, no encontraron resultados positivos para esta prueba, en contraste con los
hallazgos obtenidos por FLorENT (1938) para T. foetus.b,53

Reaccion de SABIN-FELDMAN (SFR).—MicuaLzyk 88 sostuvo la teorfa de que la prueba
de Sabin-Feldman era inespecificamente positiva, tanto para las pacientes de toxoplasmosis
como de tricomoniasis; pero esta afirmacién no pudo ser confirmada, ya que PIEKARSKI y col.%9
no encontraron esta reaccioén cruzada.

2.14.5. Serotipos

Korr y ApLer % demuestran, mediante pruebas de aglutinacién y absorcién cruzada, que
T.. no es una especic homogénea desde el punto de vista serolégico, sino que consta de varios
serotipos distintos, aunque todas las cepas tienen aglutinégenos comunes, encontraron ocho
serotipos distintos entre 19 cepas de T.w. Horrmann y GorczyNski 30 distinguieron varios tipos
serolégicos en 23 cepas.

Teras (1959, 1962, 1963, 1965), NicesEN (1963) y JAAKMEES (1965), (cit. por Jirovec y
col.)% encontraron cuatro serotipos distintos que denominaron TR, TN, TRT y TLR.

De 100 cepas de T.v. aisladas, el 43 % pertenecia al serotipo TR, el 29 % al TRT, el 14 %
al TN y el 13 % al TLR. Es interesante sefialar que de 34 matrimonios examinados las cepas
aisladas de ambos cényuges pertenecian al mismo serotipo en 32 casos y en los dos restantes, en
que los serotipos eran distintos, los maridos mantenfan relaciones extramaritales. No se encontré
relacién entre serotipos y cuadro clinico asi como tampoco con el grado de virulencia de la cepa.

TEras,!1% considera necesario el uso de un antigeno polivalente obtenido de todos los se-
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rotipos conocidos, para valorar las reacciones serolégicas en el diagnéstico de las tricomoniasis,
asi como para la comprobacién de los resultados del tratamiento.

2.8. PATOGENIA EXPERIMENTAL EN ANIMALES DE LABORATORIO Y
CULTIVOS CELULARES

Los primeros estudios realizados con cultivos xénicos de T.v., o directamente con secrecién
vaginal conteniendo Trichomonas son, en la actualidad, solamente de interés histérico. A partir
del momento en que fue posible la utilizacién de cultivos libres de gérmenes, fueron muy abun-
dantes los trabajos experimentales relacionados con este tema.

2.8.1. Vias de infeccién
2.8.1.1. Intravaginal

a) Cricetos.

UHLENHUTH y SCHOENHERR 122 inocularon cricetos dorados con cultivos de T.v., consiguien-
do reproducir la infeccién, después de la primera inoculacién, en un 20-30 % de los animales;
después de inoculaciones reiteradas, este porcentaje ascendié al 80-90 % la infeccién se mantuvo
durante mis de un afio, resultando posible la transmisién a otros animales sanos a partir de se-
creciones vaginales de los primitivamente infectados.

VERsHINSKII 123 inoculando cricetos dorados, consiguié mantener la infestacién de dos
semanas a varios meses.

b) Ratones.

ScuNiTZER y ©0l.197 estudian la patogenicidad de diferentes especies de Trichomonas
para el ratén, con el fin de obtener un método experimental adecuado para la evaluacién «in
vivo» de la actividad tricomonicida de diversos agentes. Estos estudios sirvieron posteriormente
a LyncH y col.83 para probar la actividad tricomonicida de 21 agentes quimioterpicos.

¢) Ratas.

Cavier y Mossion,?2 logran infectar con éxito ratas en estro permanente, conseguido me-
diante inyecciones de estradiol; después de suprimido el tratamiento hormonal, persistian T.v.
en la vagina de las ratas durante 40-76 dias. En un trabajo previo, estos mismos autores obtienen
los mejores resultados con la suspensién cristalina de benzoato de estradiol, a la dosis de 10 mg.
cada 15 dias en inyeccién subcutdnea. Los estrégenos de sintesis, administrados por via oral, die-
ron resultados inconstantes. Esto srvié de base para la puesta a punto de una prueba farmaco-
l6gica de ensayos «in vivo» de medicamentos tricomonicidas.

ComBEscoT y col.,> realizaron inoculaciones tanto en ratas castradas como en no castradas,
empleando en este Gltimo caso fuertes dosis de estrégeno (inyeccién diaria de 100 microgramos
de benzoato de estradiol) durante 1 a 3 semanas; consiguen resultados positivos en ambos
casos, observando la desaparicién rapida de los tricomonas de la cavidad vaginal, tras la inyec-
cién intramuscular de 2,5-5 mg. de progesterona durante 3 6 4 dias. En la rata castrada, la
administracién de estrégenos no modificé sensiblemente el pH vaginal (6,9-7,2).25 La inyeccién
de testosterona por via parenteral en ratas castradas, da lugar al reposo sexual por una parte, y
a la desaparicién rdpida de los tricomonas de la vagina, por otra.26

ManpbouL y col. (1957), intentaron sin éxito una infeccién duradera inoculando T. tenax a
ratas jévenes castradas mantenidas permanentemente en estro artificial; solamente permane-
cieron parésitos en la vagina durante 48-96 horas después de la inoculacién, lo cual es un dato
més para demostrar que ambos protozoos son dos especies distintas.53

¢) Cobayas.

GINEL 40 y SoszkA y col.!?? realizaron estudios bioquimicos sobre variaciones en el DNA y
RNA de las células del epitelio vaginal de cobayos infectados con un cultivo puro de T..
Kazanowska (1962), cit. por JirovEc y PETRU,83 también en cobayos inoculados con cultivos
puros de T.v., encuentra alteraciones inflamatorias en el epitelio celular, con nficleos relativa-
mente grandes e hipercrométicos.
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2.8.1.2. Subcutinea

a) Ratones.

La inoculacién al ratén de cultivos de T.v. por via subcutdnea, produce abscesos en el tejido
celular, en los que se encuentra un gran néimero de protozoos.

HonieERG y col.5* y posteriormente HoNicBERG,5® pusieron a punto un método para de-
terminar la patogenia de diferentes cepas de T.v., consistente en la inoculacién al ratén de
cultivos axénicos recientes, midiendo el volumen de las lesiones aparecidas a los 6 dias de la
inoculacién; este mismo autor encontré un paralelismo entre las lesiones producidas en el
ratén y la virulencia para el hombre, observando que las cepas de T.v., mantenidas mediante
subcultivos, perdian parte de su poder patégeno al cabo de cierto tiempo; por el contrario, la
presencia de agar o metilcelulosa en el medio, produjo un aumento de la patogenia.

Frost y HonicBERG # estudiaron minuciosamente en el ratén, el mecanismo de progresién
de las lesiones subcutdneas producidas por la inoculacién de varias cepas de T.v., describiendo la
influencia de los leucocitos, la multiplicacién de los pardsitos, la destruccién de los tejidos del
hospedador con formacién de abscesos, el edema circundante, etc.

Ivey y HaLr (1964), cit. por JIRovEC y col,53 observaron que las cepas procedentes de
pacientes con sintomatologia, mostraban una mayor virulencia para el ratén, que las obtenidas
de pacientes asintométicos.

Es muy probable que los resultados de estas pruebas experimentales dependan, en parte,
de la estirpe de ratones usados, por lo que KuLpa (1965), empleando los métodos de HonigBERG,
recomienda un tipo de ratén «standard» (Balb/c) para la valoracién de la prueba de patoge-
nicidad.%3

HoniBERG y col57 realizando la «prueba del ratén» con cepas de T.v. procedentes de mu-
jeres infectadas, encontraron una correlacién evidente entre las lesiones que se producian y la
gravedad del cuadro clinico (colpitis, cervicitis, anexitis, etc.).

JEFFRIES ¥ c0l.%2 encontraron un aumento en las lesiones producidas por cepas de Tw. y
T. foetus aisladas recientemente, cuando se afiadia agar al medio o se administraba cortisona
al ratén.

b) Cobayos.

NEwTon y col?! inoculan subcutineamente cobayos, libres de gérmenes, y convencionales,
con dos cepas de T.v. una cepa C, obtenida de un paciente con infeccién aguda y la otra, R,
de un caso leve. Los resultados indicaron que la cepa C fue més patégena que la cepa R, y
los cobayos libres de gérmenes més susceptibles a la infestacién que los animales convencionales.

2.8.1.3. Intraperitoneal

Son numerosas las comunicaciones sobre inoculacién intraperitoneal al ratén a partir
de cultivos de T.v. ScunITZER y col.,'97 Hamapa (1953), YamacaTa (1954), Teras (1954-1966),
Iwar (1957), Versuinskir (1958), Paroniksan (1958), HonicBERe (1961-1966) cit. por JiRovEC
y col.,58 REARDON y col.192 entre otros, describen las lesiones producidas en dicho animal de
experimentacién, consistentes en peritonitis fibrinosa purulenta, focos necréticos en higado,
péncreas, bazo, ganglios linfiticos y otros érganos abdominales con formacién de ascitis. La
inoculacién se efectuaba con una cantidad variable entre 1-5 y 10 millones de flagelados.

HonieBERG (1959), encontré que los cultivos en medio a base de agar, metilcelulosa o gela-
tina, aumentaban la patogenicidad de T.v.y T. gallinae.63

Iwar (1957-1959), realizando inoculaciones intraperitoneales observé diferencias en el poder
patdgeno de tres cepas de T.0.53

REARDON y JacoBs 191 consiguieron aislar dos cepas de T.v. una de alta y otra de baja viru-
lencia.

El poder patégeno parece estar en relacién con el cuadro clinico; las cepas aisladas de
pacientes con colpitis agudas o subagudas, resultaron més patégenas que las aisladas de pacientes
con colpitis erénicas.19,191,102 También se ha sefialado por LINDGREN y col.7® una pérdida de
la virulencia en la mayoria de las cepas después de 2-3 meses de subcultivos.
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Teras y Roicas (1966), realizando estudios sobre 171 cepas aisladas recientemente, en-
cuentran un 43 % de patogenicidad alta, 44 % de patogenicidad media y solamente un 12 % de
patogenicidad baja, no hallando ninguna carente de poder patégeno.t3

Las lesiones que se encuentran con mds frecuencia son: peritonitis fibrinosa purulenta lo-
calizada particularmente en la regién del higado y bazo; exudado fibrinoso purulento formando
un conglomerado que abarca higado, estémago, bazo y pancreas; focos necréticos diseminados
en mesenterio y peritoneo; por el contrario, las gldndulas suprarrenales estdn afectadas en escasa
proporcion.!?

LaaN 73 estudiando 48 cepas de T.w. encuentra, que 26 de ellas fueron de patogenicidad
alta, 18 de patogenicidad media y cuatro de patogenicidad baja. La patogenicidad disminuyé
al cabo de 32 meses de realizar subcultivos, observando también que ocurria lo mismo con el
stovarsol; asimismo, la actividad fermentativa experiment$ variaciones; por el contrario la ca-
pacidad de aglutinacién permanecié invariable frente a prolongados pases «in vivo» e «in vitro».

KarBowsk1 (1966), cit. por JiRovEC y col.® realizando estudios de inmunofluorescencia,
observé la diferente distribucién de los tricomonas en los tejidos de ratones infectados con T.v.

2.8.1.4. Otras vias

Aparte de las vias citadas anteriormente, se han descrito con menos frecuencia, otras, que,
en ocasiones, no han ido seguidas de éxito.

WeLp y KeaN (1956), realizaron inoculaciones en el interior del ojo del conejo, resultando el
método mds adecuado cuando éstas se efectuaron en el interior del cuerpo vitreo. La via intra-
muscular proporcioné, al igual que la subcutdnea, la formacién de profundos abscesos en los que
se encontraron multitud de tricomonas. Por el contrario, fracasaron los intentos efectuados en
ratones utilizando las vias intranasal, oral e intra-intestinal .63

La via intravenosa ha sido utilizada por INok1 y HAmADA,3 que inoculando ratones con
0,1-0,5 ml. de eritrocitos de pollo lavados y a continuacién con cultivos puros de 7.v., producian
la muerte de los mismos entre los dias 14 y 40 post-inoculacién; estos mismos autores obser-
varon mutaciones (3 flagelos y membrana ondulante més corta), al resembrar estos tricomonas en
medios de cultivo inadecuados; sin embargo, estos cambios o mutaciones de T.v. a T. foetus no
han podido ser confirmados, entre otros, por GOBERT y col.42

2.8.2. Patogenia para cultivos celulares

HonieBERG y col. (1961-1966), (cit. por JiRovEc y PETRU,®3) sembrando varias cepas de T.v.
de distinta virulencia en diferentes cultivos celulares (células He-La, células de higado de
pollo, fibroblastos, células epiteliales, etc.), observaron que se producian cambios degenerati-
vos, no sélo en los distintos tipos celulares empleados, sino también en filtrados obtenidos de
los mismos, comprobdndose que estos efectos eran mds intensos, cuando se utilizaban cepas de
maés alta virulencia.

El crecimiento de T.v. divide y destruye las células He-La en cultivos celulares; estas célu-
las resultaron ser un buen sustituto de la vagina para el estudio de los tricomonas.29

3. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacién de nuestro trabajo se utilizaron 50 cepas de T.v. proce-
dentes de 47 pacientes obstetroginecolégicas, durante el periodo comprendido entre
el mes de setiembre de 1970 y el mes de abril de 1972,
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Del total de cepas recogidas, 35 se utilizaron para el trabajo de patogenia ex-
perimental y 15 se emplearon en experiencias previas, al objeto de poner a punto los
métodos, siendo posteriormente desechadas.

3.1. RECOGIDA DE MUESTRAS Y SIEMBRA

De las 35 cepas estudiadas, 34 procedian de vagina y 1 de sedimento urinario.

Colocada la mujer en posicién de litotomia, se introducia en vagina un es-
péculo estéril sin lubrificar, y una vez visualizados el cuello uterino, fondos de saco
y paredes vaginales, se realizaba la toma de secrecién vaginal con ayuda de un asa
de platino estéril. A continuacién se depositaban dos gotas de esta secrecién vaginal
en un mismo portaobjetos, mezclando una de ellas con solucién salina fisiolégica
y la otra con una gota de una mezcla formada a partes iguales de potasa al 10 %
y tinta Parker azul super. Una vez colocados los cubreobjetos, se efectuaba un exa-
men microscopico para determinar la existencia de tricomonas y/o levaduras. En
caso de resultar positivo el examen para tricomonas, o en casos dudosos, se efectua-
ba una nueva toma de secrecién vaginal, también con asa de platino, y se introdu-
cia cuidadosamente en un tubo de ensayo estéril, con el medio ya preparado, agi-
téndolo a continuacién para facilitar el desprendimiento y homogeneizacién de
la mezcla. Estos tubos se habian conservado a la temperatura de 4°C, hasta 15 mi-
nutos antes de su utilizacién, en que se llevaban a una temperatura de 36-37°C, en la
estufa de cultivos o en bafio maria.

En ocasiones, sobre todo en los casos crénicos, se efectué el examen col-
poscépico, que en algunos casos se complementé con una citologia vaginal exfolia-
tiva (Papanicolau), o un frotis tefiido por el Giemsa diluido.

Cada muestra fue acompafiada de una ficha confeccionada expresamente
para estos casos.

3.2. MEDIOS DE CULTIVO

En los primeros intentos de aislamiento se utilizé el Trichomonas Medium
(Oxoid), code n.° CM 161. Debido a que los resultados no fueron satisfactorios, se
sustituy6 en nuestros trabajos por el medio de KupFERBERG, compuesto por los si-
guientes elementos:

i

Bacto-KupFErBERG Trichomonas BASE:

Bacto-Tryptona 20 g
Bacto-Maltosa 1 g
Cisteina (clorhidrato) 1,5 ¢
Bacto-agar 1 g
Bacto-azul de metileno 0,003 g
Preparacién:

Para rehidratar se disuelven 23,5 g en 950 ml. de agua destilada fria y se ayuda
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su total disolucién con el calor; se esteriliza en autoclave a 1 atmésfera de pre-
si6n, durante 15 minutos; se enfria a 50°C y se afiaden 50 ml. de suero bovino o
humano estéril; se mezcla hasta obtener una solucién uniforme, adicionando
250 U.L de penicilina y 1 mg. de estreptomicina por ml. de medio, o bien 1 mg. de
cloranfenicol por ml. de medio.

Este medio resulté ttil para el aislamiento del protozoo, pero la multiplicacién
de tricomonas en los subcultivos no fue satisfactoria, por lo que se abandoné por
el medio de DiaMoND, con el cual se obtuvieron excelentes resultados, tanto en lo
que se refiere al aislamiento como para el mantenimiento de T.v.

El medio de DiamonD consta de los siguientes componentes:

Tripticasa BBL 2 g
Extracto de levadura 1 g
Maltosa 0,5 g
Clorhidrato de L-cisteina 0,1 g
Acido ascérbico 0,02 g
Agar 0,05 g

Se afiaden 90 ml. de agua destilada, llevdndolo a pH 6 con 4cido clorhidrico, se
mezcla y agita, calentdndolo hasta que se disuelve el agar.

Se lleva después al autoclave durante 10 minutos a 121°C. A continuacién, se
enfria en bafio marfa a 45-48°C afiadiendo 10 ml. de suero bovino estéril, inactiva-
do a 56°C durante 30 minutos. Posteriormente se afiaden 100.000 unidades de peni-
cilina y 0,1 g. de sulfato de estreptomicina.

Por dltimo, se transfiere el medio, en condiciones estériles, a tubos en los
que se introducen 5 ml. de medio, y a frascos Pyrex con tapén de rosca, con
250 ml., y se conservan a 4°C; en estas condiciones se pueden mantener durante
un mes, o quizds més, sin perder actividad sus componentes. Antes de su uso deben
incubarse a 35-37°C durante 30-60 minutos.

3.3. MANTENIMIENTO

Una vez efectuada la siembra, se incuban a 37 =+ 0,5°C, realizando una
observacién a las 24 horas con objeto de comprobar la multiplicacién del protozoo.
A las 48 horas se llevaba a cabo la primera resiembra, para lo cual, con ayuda de
una pipeta estéril, se transferfan 0,2-0,5 ml. de cultivo, tomados del tercio inferior de
la columna liquida del medio, a un nuevo tubo, haciendo la siembra sobre la super-
ficie del medio. Las resiembras sucesivas se realizaron también cada 48 horas,
efectuando en cada una de ellas un examen microscépico en fresco para control de
la actividad.

En determinadas circunstancias este ritmo de 48 horas se sustituy6 por 24-72
horas, aunque consideramos, en general, que el momento Gptimo para efectuar las
resiembras es a las 48 horas. De esta manera, las cepas pudieron mantenerse du-

— 53 —



rante el tiempo necesario para la realizacién del presente trabajo. El ntimero maxi-
mo de subcultivos fue de 176.

El principal inconveniente que se presenté para el mantenimiento de las cepas,
fue la contaminacién de los cultivos con hongos y levaduras. En caso de pro-
ducirse esta contaminacién, se afiadia nistatina a la dosis de 300 unidades por ml,
de medio, aunque el procedimiento més frecuentemente e

mpleado en estos casos,
fue el uso del tubo de CarNER1,!5

que a la ventaja de su simplicidad, afade el obte-
ner mejores resultados. Una modificacién de dicho tubo realizada por nosotros,

consistente en una disminucién del calibre y en un alargamiento del mismo me-
diante una doble acodadura (fig. 1), permitié, no sélo eliminar las contaminacio-

nes, sino también disminuir el ntimero de resiembras al cambiar el ritmo de las mis.
mas de 48 horas a 7-10 dias.

3.4. PATOGENIA EXPERIMENTAL

3.4.1. Recuento

Para la obtencién del némero suficiente de protozoos, se efectuaba una siem-
bra de 2 ml. de un subcultivo de 48 horas, en un frasco Pyrex, conteniendo 250 ml.
de medio de Diamond; después de incubado a 37°C durante 48 horas, se sometia

a control de vitalidad y pureza, mediante un examen microscépico en fresco y tin-

cién por Gram. A continuacién, se procedia a centrifugar el contenido del frasco,
repartido en 4 tubos estériles de centrifuga de 12 X 3,5 cm., a 3.000 r.p.m. durante
15 minutos. Decantando el liquido sobrenadante, se recogian los sedimentos obte-
nidos en los 4 tubos y se depositaban en un vaso de precipitados estéril, aforado
2 100 ml.; a partir de este sedimento, se procedia a un recuento del nimero de célu-
las por medio de una cdémara HawksLEy de recuento de protozoos. Cuando la con-

centracién de T.v. era de 107 por ml. aproximadamente, se procedia seguidamente
a la inoculacién al ratén.

3.4.2.  Animales de experimentacién

En todas las experiencias se emplearon ratones blancos, jévenes, de unos 20 g.
de peso, cepa Depar. Pat. Inf, y Parasit. ratones en re
dose indistintamente lotes de machos
individuos.

produccién endogamica, usén-
y hembras y mantenidos en jaulas de 20 a 25
3.4.3. Experiencias previas

En primer lugar, se dispuso de un grupo de 25 ratones, aparentemente sanos,

elegidos al azar, que fueron sacrificados inmediatamente, con el fin de conocer el
estado normal de los 6rganos objeto de valoracign posterior.
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En una segunda fase, se utilizaron 4 lotes de 25 ratones cada uno. I_E)o; ratlongz
del primer grupo fueron inyectados subcuténeamen.te. en el dors.o son1 40, A (;18 .UI
solucién salina fisiolégica con penicilina y estreptomicina a la dosis de 140. 1. s
y 18 mg. por K. de peso respectivamente. A los ratones del segundo grupo, se ,en
administré fenilbutazona en la proporcién de 100 mg. por K. de‘ /pes;) (SSegu
CampBELL).13 El tercer grupo recibié betametasona en la pr?porcmn1 Z . Sm({lge
por K. de peso, y el cuarto grupo, fue inyectado con 'hfd’rocortlsoria a ab’ois;O o
50 mg. por K. de peso.!3 En los tres tltimos lot.es.se utilizé, como e 1.1ente1 a:s e
los firmacos administrados, la solucién antiblétlca usada en el pr'l(;r}er. 0 e.d "
grupo fue inyectado durante 9 dfas con las mismas .su.stanc%a}s ei entlcfa’s ZZO;
Esta prueba tenia como finalidad determinar si la admlmstracm’n de estos farm
producia alteraciones apreciables en los distintos 6rgan.os del ratén. o N

Como complemento de las pruebas anteriores, se dispuso o.tra exP’enfenma en.t
que 103 ratones recibieron 0,7 ml. de medio de DIAMOI?ID en inyeccién 1‘nt.r§1per1 o-
neal. A continuacién, se distribuyeron en 4 lotes; al pr.lfnero, de 26 '1nd1v1 uos? Sti
le administré la solucién antibiética; al segundo, también .de 26, f(.emlbut;zc:ina,lf
tercero, de 25, betametasona y a los 26 ratones restantes, hldroc?rtlsona. odo ebo
a las mismas dosis e idéntico ritmo que el anterior grupo. El obJe'to ’delesta p:lue ’a
era comprobar si la adicién del medio de cultivo, componente del inéculo, producia

por si mismo alteraciones en los rganos internos del ratén.

3.4.4. Proceder definitivo
3.4.4.1. Cepas aisladas recientemente

Se denominaron asi aquellas cepas cuyo niimero medio de resiembrasbfl'le de
154 + 14. Cada una de las 35 cepas de T.v. utilizadas en fel‘presente tradaJo;Osz
probaron con grupos de 20 ratones divididos en lotes de 5 1nd1v1d1.105, marcados
una solucién de 4cido picrico, de acuerdo con un esquema conve.ncwnal. |

Cuando se pudo disponer de mayor nﬁmero‘ de ratones, se 1ncluyerori ene tgr;;
po que fue inyectado con penicilina-estreptomicina (grupo control), y solamente
dos ocasiones en el grupo inyectado con betametasona. o B 1

A todos los ratones del grupo, y por medio de una jeringa automatica, se les
inoculé intraperitonealmente en el cuadrante inferior der'echo de la parei :(1';):;
minal, 107 T.v. en un inéculo de 0,82 = 0,05 ml. de medio de DIAMONID. o
nuacién se administré por via subcutdnea, a ca.da uno 'de los 4 lote%, a so ucu()i
antibiética, fenilbutazona, betametasona o hldI‘OCOI'.tlSOIla respectivamente, de
acuerdo con las pautas seguidas en las experiencias previas. ‘ e

El empleo de la solucién antibiética, tenia como finalidad ev1ta.r a in E(I: o
asociada que podia alterar sustancialmente los r.esultatios. ’de la experiencia. El p -
mer lote de 5 ratones, que sélo recibié antibiéticos, sirvié, por tanto, como grup

control de patogenia de la cepa empleada.
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En el segundo lote se emple6 la fenilbutazona, firmaco no esteroide, de reco-
nocida accién antiinflamatoria, pensando que su utilizacién podia modificar la
calidad de las lesiones producidas por el protozoo. Esta accién se manifiesta, en los
animales de experimentacién, inhibiendo tota] o parcialmente los procesos infla-
matorios experimentales agudos y crénicos. El mecanismo de accién parece ser
directo sobre los tejidos inflamados, disminuyendo la permeabilidad capilar, muy
posiblemente por su antagonismo con las quininas que producen vasodilatacién y
aumento de la permeabilidad capilar,79

En el tercero y cuarto lotes se usaron dos sustancias esteroides de accién
antiinflamatoria: betametasona e hidrocortisona, respectivamente. La primera
como representante de los glucocorticoides modificados ¥ la segunda de los gluco-
corticoides naturales. Ambas hormonas poseen intensa accién antiinflamatoria,
similar a su actividad glucocorticoide, pero la betametasona resulta 35 veces mas
potente que la hidrocortisona. El mecanismo de accién parece consistir en la supre-
sién de la respuesta inflamatoria de los tejidos, especialmente el conectivo, inhibjen-
do la formacién de fibroblastos y de tejido de granulacién. Asimismo, empleadas
a dosis muy elevadas, manifiestan una accién inmunosupresora por disminucién

linfocitos.7

3.4.4.2. Cepas antiguas

De acuerdo con la metsdica anterior también se ensayaron cepas mantenidas
en el laboratorio mediante resiembras sucesivas en medio de Diamonp. E] niimero
medio de las mismas fue de 1154 =+ 10,0. Estas cepas fueron tomadas al azar
entre las utilizadas en la experiencia anterior.,

3.4.5. Necropsia

Al décimo dia se sacrificaba a los ratones supervivientes, mediante disloca.
cién cervical, realizindose la necropsia a continuacién. Asimismo, se realizé la
necropsia de todos los ratones que murieron durante el transcurso de la experiencia,
Una vez abierta la cavidad abdominal, se tomaban en consideracién los siguientes

Existencia o no de ascitis.

Necrosis en el punto de inoculacign Y peritoneo parietal,
Necrosis de la grasa pélvica.

Estado de las asas y meso intestinal,

Estado del bazo.

Estado del pancreas.

Estado del estémago.

Estado del higado, con especial referencia al 16bulo de Spigelio.
Estado del diafragma.
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En caso de existencia de ascitis, se realizaba un examen en fresco del liqu oi
para comprobar la presencia de T.v. méviles y eventualmente una tincién p(l)r e
método de Gram, al objeto de comprobar la flora asociada, si es que existia.
imi i i estras de los 6rganos
Asimismo, en algunas ocasiones, se realizaban tomas de mues g
afectados para su ulterior estudio histopatolégico.

3.4.6. Valoracion de la patogenia

3.4.6.1. Lesiones en los distintos érganos.

Con objeto de cuantificar las lesiones de forma que los resultados pudieran
ser sometidos a los correspondientes estudios estadisticos, se ha ideado un sistema
en el que cada lesién observada ha recibido una valoracién de acuerdo con su im-

portancia. El criterio seguido ha sido el siguiente:

ASCITIS:
Liquido ascitico escaso (menos de 1 ml.) 1
Liquido ascitico en mediana cantidad (de 1 a 2 ml.)
Liquido ascitico abundante (mas de 2 ml.) 3

PERITONEO Y GRASA PELVICA

Necrosis en punto de inoculacién y/o necrosis puntiforme en ntimero

de 1 a 3 y/o asas intestinales dilatadas . 1
Necrosis puntiformes miltiples (mds de 3) y/o necrosis tnica de
3 a5 mm de
Necrosis miltiples de 3 a 5 mm. de y/o necrosis tinica de 5 a
10 mm. de @ i

Necrosis extendida por toda la pelvis .
Necrosis diseminadas en cavidad abdominal, afectando al meso in-

testinal y extendiéndose a la zona perirrenal )

BAZO, PANCREAS Y ESTOMAGO

Necrosis puntiforme en niimero de 1 a 3, y/ o ligera capa superficial

de fibrina y/o modificaciones en el tamafio ‘ 1
Necrosis puntiformes miltiples (més de 3) y/o necrosis tinica de 3 a

5 mm. de Q) :
Necrosis iinica de 5 a 8 mm. de @ )
Necrosis de 8 a 10 mm. de ) (afectando a mas de un érgano) 4
Necrosis de 10 a 15 mm. de @ (englobando bazo, pancreas y es- .

témago)
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Necrosis mayores de 15 mm. de () (interesando bazo, péancreas, esté-
mago, asas intestinales e higado) 6

HIGADO

A) Cara visceral
Necrosis puntiforme en niimero de 1 a 3 y/o fina capa superficial de

fibrina sobre el 16bulo de Spigelio 1
Necrosis de 3 a 5 mm. de Q) y/o necrosis parcial del 16bulo de Spi-

gelio 2
Necrosis de 5 a 8 mm. de Q) y/o necrosis total del l6bulo de Spigelio 3
Necrosis de 8 a 10 mm. de @ 4
Necrosis afectando a la mayor parte de la superficie 5

B) Cara diafragmaética
Necrosis puntiforme en niimero de 1 a 3 y/o fina capa superficial de
fibrina y/o alteraciones en la coloracién del érgano
Necrosis de 3 a 5 mm. de () y/o alteraciones intensas de color
Necrosis de 5 a 8 mm. de Q)
Necrosis de 8 a 10 mm. de )
Necrosis intensa afectando a varios lébulos
Necrosis extendida a todos los 16bulos y afectando al diafragma

SN B W N

3.4.6.2. Mortalidad durante la experiencia

En el caso de que algiin ratén muriera durante la experiencia, a la puntuacién
obtenida por las lesiones encontradas, se sumaba una cifra variable, segiin la fecha
de la muerte.

Los ratones muertos en las primeras 48 horas no se tuvieron en consideracién.
Se partié del supuesto de que las muertes eran provocadas por accidentes post-inocu-
lacién (traumatismos, hemorragias, shock, etc.). A los muertos en el tercer dia, con
T.v. en liquido ascitico, se les dio la puntuacién maxima (25 puntos), por considerar
que esta cifra deberfa ser equivalente a la méxima teérica obtenida por lesiones en
los distintos 6rganos, de un supuesto ratén que hubiera muerto al concluir los
10 dias de la experiencia. Por cada dia transcurrido sin producirse la muerte, se dis-
minuyé esta valoracién en 3 puntos, dando una cifra minima de 4, para aquellos
ratones aparecidos muertos al décimo dia, fecha en que se sacrificaban los ratones
supervivientes a la experiencia.
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La cifra obtenida por cada ratén nos proporcionaba un valor numérico de la
patogenia de cada cepa; la valoracién definitiva se calculaba hallando la media de
las cifras obtenidas dentro de cada grupo. Estas cifras quedaban reflejadas en unos
esquemas, en los que sobre cada érgano del ratén se colocaban las puntuaciones co-
rrespondientes, segiin la intensidad de las lesiones (fig. 2).

3.4.7. Técnica histolégica y fotogrdfica

El material utilizado para el estudio microscépico, fue fijado en una solucién
de formol al 10 %, con posterior inclusién en parafina o cortes por congelacién,
seglin los casos; en ambas circunstancias, se realizaron cortes de 8 { aproximada-
mente. Se emplearon los siguientes métodos de tincién: hematoxilina férrica de
Heidembhein y eosina, Sudan IV para grasas y Giemsa para tejidos.

Las fotomicrografias se hicieron con cdmara Orthomat sobre microscopio
Ortholux de Leitz y pelicula Agfachrome 50 L profesional de 18 DIN, para fotogra-
fias en color y Agfa-Gevaert Copex de 9 DIN para blanco y negro. Las fotografias
de las lesiones macroscépicas, se realizaron con pelicula Panatomic-X Kodak de
14 DIN.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. EXPERIENCIAS PREVIAS

4.1.1. Necropsia de animales aparentemente sanos

El primer grupo de animales sacrificados constaba de 25 ratones aparentemen-
te sanos, elegidos al azar, para que sirvieran de testigos. Como era de esperar, no se
apreciaron alteraciones macroscépicas en los érganos objeto de valoracién.
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4.1.2. Inyeccion de los distintos farmacos

En la segunda experiencia, utilizamos cuatro grupos de 25 ratones cada uno,
a los cuales se inyecté por via subcutdnea penicilina-estreptomicina, fenilbutazona,
betametasona o hidrocortisona, respectivamente. Al sacrificio de todos los indivi-

duos inyectados a los 10 dias, la valoracién de las lesiones observadas, arrojé las
cifras medias siguientes:

Penicilina-Estreptomicina 0,20 + 0,08
Fenilbutazona 047 =03

Betametasona 0,60 = 0,16
Hidrocortisona 2,52 + 0,23

Como puede observarse, aunque las lesiones han sido muy escasas, salvo para
la hidrocortisona, se aprecian diferencias muy acusadas para los distintos formacos
estudiados. Con objeto de conocer si estas diferencias eran significativas, se realizé
un anélisis de la varianza, cuyo resumen aparece en el Cuadro 1.

CUADRO 1

Anilisis de la varianza de las cifras correspondientes a los ratones que recibieron los
farmacos aisladamente,

Grados de Suma de Cuadrado
libertad cuadrados medio
Grupos 3 84 28
Individuos 9 63 0.6
Totales 99 147
F =466 (p <0,01)

El valor de F = 46,6, nos indica que existen diferencias altamente significa-
tivas (p < 0,01) entre las cifras de valoracién de las lesiones producidas por los
distintos farmacos probados. Calculado el intervalo fiducial para t 0,05 sx, se obtuvo

una cifra de 0,06, lo que nos indica que las diferencias existentes entre los cuatro
grupos son significativas.

4.1.3.  Administracién de farmacos mds inoculacion de medio de cultivo

Continuando el esquema trazado, el paso siguiente, como ya hemos indicado,
consistié en la inyeccién intraperitoneal del medio de cultivo empleado para el
mantenimiento de T.v. (medio de D1amMoND), a cuatro grupos de ratones a los que se
administré simultdneamente los cuatro firmacos anteriormente citados. En princi-
pio podia pensarse que la introduccién en la cavidad peritoneal, de cualquier sus-
tancia (aunque fuera inerte y estéril) pudiera producir alguna lesién de tipo irritativo
en relacién con la absorcién de dicha sustancia a través de la serosa peritoneal.
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La valoracién de las lesiones presentadas en los ratones, dio lugar a las cifras
medias que se indican a continuacién:

Antibiéticos + medio 0,23 = 0,08
Fenilbutazona + medio 042 = 0,11
Betametasona + medio 0,64 = 0,12
Hidrocortisona 4+ medio 342 + 1,10

Al igual que sucedié en la prueba anterior, las lesiones producidas al inyectar
los farmacos maés el medio de cultivo, también han sido muy escasas. Si se comparan
estas cifras con las anteriores, puede apreciarse un evidente paralelismo entre las
obtenidas para cada farmaco, sin que parezca que haya existido un efecto negativo
apreciable por la adicién intraperitoneal de medio. En el caso de la inyeccién de
medio mas antibiéticos, y medio més betametasona, se ha producido un ligerisimo
aumento de las lesiones; este aumento ha sido mdas acusado en el caso de la hidro-
cortisona. Por el contrario, al inyectar fenilbutazona mas medio, se ha producido una
pequefiisima disminucién de las mismas. En cualquier caso, las diferencias obtenidas
para los distintos farmacos, justifica la realizacién de un andlisis de la varianza, cuyo
resumen figura en el Cuadro II.

CUADRO II

Analisis de la varianza de las cifras correspondientes a los ratones que recibieron los
farmacos mas el medio de cultivo.

Grados de Suma de Cuadrado
libertad cuadrados medio
Grupos 3 176 58,6
Individuos 99 818 8,2
Totales 102 994

F=2586:82=71 (p <0,01)

El valor obtenido para F, nos indica que existen diferencias significativas
(p < 0,01) entre las cifras comparadas. El intervalo fiducial para t 0,05 sx fue
de 0,20, lo que sefiala que existen diferencias entre el grupo de hidrocortisona més
medio, y todos los demas, y entre el de antibiéticos méas medio, y betametasona mas
medio. El error standard correspondiente al grupo de hidrocortisona més medio re-
sulté muy superior al de los otros grupos, debido fundamentalmente a la muerte de
dos ratones durante el transcurso de la experiencia. Estas muertes, han sido inter-
pretadas como producidas por la accién directa de las sustancias empleadas.

i

4.1.4. Andlisis de los resultados de ambas experiencias

Si se comparan los resultados obtenidos en las valoraciones de las lesiones
observadas en los ratones inyectados con los farmacos solos y en los ratones in-



yectados con los farmacos més el medio, se puede apreciar la existencia de un efecto
ligero, pero bastante constante, sobre el aumento de las lesiones en el grupo de ra-
tones inyectados intraperitonealmente con medio. Para aclarar este aspecto, se ha
realizado un andlisis de la varianza que ha incluido las cifras correspondientes a los
8 grupos de ratones citados, y cuyo resumen aparece en el Cuadro III.

CUADRO 1II

Analisis de la varianza de las cifras correspondientes a los ratones que recibieron los
farmacos solos y los fArmacos mas el medio de cultivo.

Grados de Suma de Cuadrado
libertad cuadrados medio
Grupos 7 264 37,7
Individuos 195 880 4.5
Totales 202 1.144
F=2377:45=283 (p < 0,05)

El valor de F = 8,3 sefiala que existen diferencias significativas entre las ci-
fras comparadas. El intervalo fiducial obtenido para t 0,05 sx fue de 0,19 lo que
nos indica que los ratones de los grupos inyectados con antibiéticos solos y antibié-
ticos mas medio, pertenecen a la misma poblacién estadistica que fenilbutazona sola
y con medio. Los grupos de betametasona, sola y con medio, pertenecientes a la mis-
ma poblacién, se diferencian estadisticamente del de los antibiéticos solos. A su vez,
los animales del grupo de betametasona sola pertenecen a la misma poblacién que
los de antibiéticos més medio y los de fenilbutazona sola y con medio. Por el con-
trario, el grupo de la betametasona mds medio se diferencia del de antibiéticos con
medio, perteneciendo a la misma poblacién de los ratones que recibieron fenilbuta-
zona, sola y con medio. Queda, por altimo, el grupo de los ratones inyectados con
hidrocortisona, sola y con medio, los cuales son diferentes no solamente entre s,
sino también con el resto de los grupos.

Estos resultados parecen indicar que la inyeccién del medio de cultivo no ha
dado lugar a la produccién de lesiones en los ratones. La diferencia hallada para
los grupos en los que se inyecté hidrocortisona ha sido debida segtin se ha indicado,
a la muerte de dos ratones en el grupo que incluyé el medio, lo cual ha determina-
do que la valoracién media de las lesiones haya sido muy superior al resto de los
grupos.

4.2. PROCEDER DEFINITIVO
4.2.1. Valoracién de la patogenia de las 35 cepas de T.v.

Una vez realizadas estas pruebas previas, se procedié a llevar a cabo la fase
experimental con T.v.
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En el Cuadro IV figuran los resultados obtenidos al inyectar a los ratones las
35 cepas de T.v. acompafiadas de los correspondientes farmacos.

CUADRO 1V

Resultados obtenidos al inyectar a los ratones las 35 cepas de T.v. (Valoracién de la
patogenia de acuerdo con el baremo de lesiones.

FARMACOS

CEPAS Antibio- Fenitbu- Hidrocor- Betame-

ticos tazona tisona tasona
A 9,5 8,2 6,2 2,8
1.146 25,5 18,4 20,2 16,2
CI 9,6 12 13,2 8,2
EF 15,2 18 22 15,8
CII 18 20,4 12,6 11,6
JU 13,6 24,2 136 24,2
RI 16,4 20 25,4 10,8
1G 29,2 33,8 23,4 23,2
MM 4 2,2 6.4 3,8
MC 7 9,8 4,6 1,6
NP 2,8 4.6 3.8 3,4
PP 23,8 24.8 22 26,6
CL 9 9 3,6 7,2
JG2 4,2 7,2 7,6 4,2
NC 15 14,2 9,4 15,8
CA 17 15,8 17 126
Cv 18,2 18,4 14,8 13,4
SA 19,8 196 34 17
JGs 11,4 14,8 3 9,8
MS 27,4 31,2 14,8 19
CS 26,2 27,8 13,4 17,4
CR 31 33,2 16,4 15
AR 6 11,4 2,4 6,8
EFE 25,4 28,2 22 19,2
MS, 20 18 106 12,8
AM 146 16,2 3 9,6
cc 3,2 4 2,8 0,6
PI 22,8 27,6 9,4 23,2
MLL 34 1,2 26 06
MA 2 3,2 4 2,2
I 18,2 19 16 13
6 25,6 - — 14,3
18 16,1 — — 18
1.536 21,6 — — 12,6
1.346 12,5 — — 7,8

En el Cuadro IV se observan diferencias notables en la patogenicidad de las
distintas cepas de T.v., tanto en los distintos grupos, como dentro de cada grupo ex-
perimental.

4.2.1.1. Anélisis de la patogenia en la inyeccién simultinea de distintas cepas
de T.v. mas los farmacos probados
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Como complemento del apartado anterior, parece conveniente estudiar, en
primer lugar, lo que ocurre dentro de cada grupo, como paso previo al estudio del
conjunto de lotes experimentales. Asi, pues, se ha analizado la varianza para las ci-
fras de patogenicidad obtenidas con cada grupo de ratones, que recibieron los dis-
tintos tratamientos. En los Cuadros V, VI, VII y VIII, figuran los restimenes de
los anélisis de la varianza correspondiente a cada grupo.

CUADRO V

Anilisis de la varianza de las cifras de patogenicidad correspondientes a los ratones
que recibieron las distintas cepas de T.y. mas los antibiéticos.

Grados de Suma de Cuadrado
libertad cuadrados medio
Grupos 34 13.444 395,4
Individuos 174 6.749 38,7
Totales 208 20.193
F =10,2
CUADRO V1

Anilisis de la varianza de las cifras de patogenicidad correspondiente a los ratones
que recibieron las distintas cepas de T.v. mas fenilbutazona.

Grados de Suma de Cuadrado
libertad cuadrados medio
Grupos 30 12.636 421,2
Individuos 124 4.100 33,0
Totales 154 16.736
F =127
CUADRO VII

Analisis de la varianza de las cifras de patogenicidad correspondientes a los ratones
que recibieron las distintas cepas de T.v. mas betametasona.,

Grados de Suma de Cuadrado
libertad cuadrados medio
Grupos 34 8.668 254,9
Individuos 145 3.508 24,1
Totales 179 12.176
F =10,5
— 64—

CUADRO VIII

Analisis de la varianza de las cifras de patogenicidad correspondientes a los ratones
que recibieron las distintas cepas de T.». mas hidrocortisona.

Grados de Suma de Cuadrado
libertad cuadrados medio
Grupos 30 7.742 258,0
Individuos 124 4.007 323
Totales 154 11.749
F=179

Los valores hallados para F en cada uno de los grupos, indican que existen di-
ferencias altamente significativas en la patogenicidad producida por las distintas
cepas dentro de cada grupo. Por carecer de interés, no se ha determinado, en este
caso, el intervalo fiducial correspondiente a cada grupo, ya que las diferencias entre
cepas iban a ser muy numerosas y carentes de significado, dentro del contexto de
este trabajo.

Como ejemplo de las diferencias expresadas anteriormente, se presenta la cepa
CR que dio la patogenia més alta (31) de las probadas en el presente trabajo; y la ce-
pa MA que correspondié a la de patogenia més baja (2).

4.2.2. Relacion entre la patogenia experimental y el cuadro clinico

No obstante, y a la vista de estos resultados, se ha intentado dar un paso mas
y se ha tenido presente la posibilidad de la existencia de relacién entre la patogeni-
cidad en el ratén y la clinica de la tricomoniasis. En el momento de la recogida
de las cepas se tuvo presente si la paciente presentaba sintomas agudos o crénicos
de la enfermedad. Por ello, dentro de cada grupo experimental, se han formado dos
subgrupos con las cepas obtenidas de mujeres con sintomatologia aguda o crénica,
que se han comparado entre si. En esta ocasién, la prueba de la significacién se rea-
liz6 por la t de Student, y las cifras obtenidas figuran en el Cuadro IX.

CUADRO IX

Valores de t obtenidos al comparar las cepas procedentes de mujeres con sintomas
agudos o crénicos dentro de cada grupo experimental.

Antibiéticos t = 0,34 (no significativo)
Fenilbutazona t = 1,08 »
Betametasona t = 1,34 »
Hidrocortisona | =0,70 »
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Los valores obtenidos para t en las cuatro comparaciones realizadas no han si-
do significativos en ningiin caso, lo cual parece indicar que la sintomatologia de la
tricomoniasis uro-genital en la especie humana no guarda relacién con las lesiones
producidas al inyectar intraperitonealmente al ratén las cepas de T.v. acompafiadas
de los foirmacos utilizados en estas experiencias. Estos resultados estdn de acuerdo
con los obtenidos por IvEy y HALL (cit. por JIROVEC y col.)63 y, en cambio, difieren
de los obtenidos por Bocovsky y TERAs 19 y REARDON y col.102 En relacién con los
primeros autores, estimamos que la diferencia obtenida pudiera deberse a la clasi-
ficacién clinica de las pacientes, divididas por estos autores en:

Agudas

Subagudas y

Crénicas

Consideramos que esta clasificacién resulta artificiosa, por la dificultad de
encuadrar adecuadamente las colpitis subagudas, y asi resultaria que las pacientes
incluidas por ellos en este grupo, corresponderian, en nuestra clasificacién, unas
veces al apartado de las colpitis agudas y en otras ocasiones al de las crénicas.
Asimismo, también difiere la valoracién de la patogenia de las cepas, ya que dichos
autores la dividen en tres grupos: alta, media y baja, lo cual aumenta el confusionis-
mo, pues el grupo de alta patogenia estaba insegrado, en su mayoria, no sélo por
cepas de T.v. procedentes de pacientes con colpitis agudas, sino también de sub-
agudas.

Por lo que se refiere al trabajo de REARDON y col.,102 realizado con 13 cepas pro-
cedentes de mujeres con diversa sintomatologia, hay que tener en cuenta, en primer
lugar, que las cepas antes de ser probadas fueron mantenidas mediante subcultivos
en el laboratorio durante un perfodo de tiempo que oscilé entre 3 meses y 2 afios.
Dado que el envejecimiento de las cepas por sucesivos subcultivos produce una dis-
minucién en la patogenia experimental, como se comprueba en el Cuadro XI, no
es extrafio que la cepa R, probada después de dos afios en el laboratorio, haya sido
la menos patégena de todas, al margen de las circunstancias clinicas de la paciente.
Por otra parte, aunque admiten alguna correlacién entre la patogenia natural y la
experimental, reconocen que en cada caso clinico hay que tener en cuenta, no sélo la
virulencia de la cepa, sino también la resistencia individual del hospedador. Ahon-
dando en esta opinién, pensamos que existen factores tales como nivel hormonal,
flora vaginal asociada, tratamientos previos, etc., que condicionan en gran manera
la patogenia natural de las cepas.

Como prueba de esta falta de correlacién entre patogenia experimental y
cuadro clinico, presentamos dos ejemplos muy demostrativos. La cepa 1.146 co-
rrespondié a una mujer portadora de una colpitis crénica y cuya cifra de patogenia
experimental fue de 25,5. Por el contrario, la cepa MM pertenecié a una paciente
con una colpitis aguda y sintomatologia florida y en la que, sin embargo, la cifra
de patogenia encontrada fue solamente de 4.
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4.2.3. Estudio comparativo de los cuatro grupos experimentales

Estudiadas las diferencias existentes dentro de cada grupo, resta ahora compa-
rar las cifras correspondientes a los cuatro grupos experimentales. Con este fin
se ha realizado un anélisis de la varianza cuyo resumen figura en el Cuadro X.

CUADRO X
Grados de Suma de Cuadrado
libertad cuadrados medio
Grupos 3 4.998 1.666,0
Individuos 695 62.378 89,7
Totales 698 67.376
F =185
El valor de F = 18,5 indica que existen diferencias altamente significativas

en la patogenicidad de las cepas en los distintos grupos. Calculando el intervalo fi-
ducial para t 0,05 sx se obtiene un valor de 1,13 que sefiala que los grupos de beta-
metasona e hidrocortisona pertenecen a la misma poblacién estadistica y se dife-
rencian significativamente de los grupos de antibiéticos y fenilbutazona, que tam-
bién pertenecen a una misma poblacién. En el Cuadro IV pueden observarse las
cifras medias correspondientes a la valoracién de las lesiones de los ratones de
cada uno de los grupos. A la vista de estos resultados puede pensarse que la fenil-
butazona carece de efecto sobre la patogenia de T.v., en tanto que la betametasona
y la hidrocortisona impiden, hasta cierto grado, la presentacién de lesiones en los
érganos internos del ratén. Por lo que se refiere al grupo de la hidrocortisona, nues-
tros resultados no coinciden con los obtenidos por JEFFRIES y col.,52 quienes apre-
ciaron un aumento de las lesiones cuando se administraba cortisona al ratén.

4.2.4. Patogenicidad de las cepas aisladas recientemente y de las antiguas

Un aspecto muy interesante que también ha sido considerado, es el que se re-
fiere a la conservacién del grado de patogenicidad tras una serie de pases en los me-
dios de cultivo. En este trabajo se han utilizado cepas aisladas recientemente y ce-
pas mantenidas en el laboratorio tras un ntmero elevado de subcultivos. Tanto las
cepas aisladas recientemente como las antiguas, se inyectaron a los ratones en las
mismas condiciones que en las pruebas anteriores, es decir, acompafiadas de los anti-
biéticos o de los farmacos ya indicados. Las cifras de patogenicidad obtenidas con
las cepas recientes y antiguas, con los distintos tratamientos, figuran en el Cua-
dro XL

En el Cuadro XI se aprecia un descenso muy notable en las cépas antiguas con
relacién a las aisladas recientemente que llega a representar hasta un 40,2 % en el
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CUADRO XI

Patogenicidad de las cepas aisladas recientemente y antiguas.

Descenso
de la
Recientes Antiguas patogenicidad
Antibiéticos 14,05 = 1,16 5,04 = 0,56 35,8 %
Fenilbutazona 15,50 = 1,31 5,40 * 0,46 34,8 %
Betametasona 11,43 = 1,16 3,04 + 0,34 26,5 %
Hidrocortisona 12,72 = 1,20 5,12 += 0,60 40.2 "

caso de la hidrocortisona. El descenso menor (26,5 %) ha correspondido a la
patogenicidad presentada por los ratones que recibieron las cepas de T.v. acom-
pafiadas de betametasona, si bien en términos absolutos, dichos ratones han sido
los menos afectados, tanto usando cepas aisladas recientemente como antiguas.

Esta disminucién de la patogenia fue, légicamente, mis acusada cuando se
probaron cepas de patogenia alta, que cuando se utilizaron de patogenia méas débil.
La cepa JG, aislada recientemente, alcanzé una patogenia experimental de 29,2 que
después de 145 subcultivos descendié, en la segunda prueba, a 1,8, diferencia, como
se ve, muy acusada. La cepa MC, por el contrario, obtuvo en la primera prueba una
patogenia de 7 que, en la segunda, después de 98 pases, s6lo descendié a 4,8.

Para comparar estadisticamente estos resultados, dentro de cada grupo de rato-
nes tratados, se ha realizado una prueba de significacién por medio de la t de Stu-
dent, para comparar la patogenicidad de las cepas aisladas recientemente y de las
antiguas. En los cuatro casos las diferencias han sido altamente significativas
(p < 0,001), y los valores obtenidos para t figuran en el Cuadro XII.

CUADRO XII

Valores obtenidos para t al comprar la patogenicidad de las cepas recientes y antiguas
dentro de cada grupo.

Antibiéticos t=6,9 (p <0,001)
Fenilbutazona t=177 (p < 0001)
Betametasona t=76 (p< 0’001)
Hidrocortisona t=58 (p< 0:001)

Esta pérdida de la patogenicidad después de reiterados subcultivos ya habia
sido sefialada por HONIGBERG y col.5¢ y posteriormente por el mismo HoNIGBERG,53
inoculando T.v. por via subcutanea. Asimismo LINDGREN y col.,’8 LAAN 73 y GOBERT
y col.,43 comprobaron este mismo efecto empleando la via intraperitoneal. En nues-
tro caso, las diferencias de patogenicidad han sido muy notables y concuerdan con
los resultados de los autores citados anteriormente.

— 68—

4.2.5. Patogenia residual de T.v.

Como una observacién al margen del contexto general, puede indicarse la re-
lativa uniformidad de la patogenicidad residual de las cepas. Salvo en el caso de la
betametasona, las cifras absolutas han resultado ser muy semejantes. Esto pone en
evidencia la necesidad de realizar las pruebas de patogenia experimental
de T.v. con cepas aisladas recientemente, para evitar el descenso de patogenicidad
o, en su defecto, exaltar previamente su virulencia mediante pases en el ratén,
inoculacién de hematies de pollo,i!,5% adicién de un homogenizado de flagelados

de distintas cepas 43 o por el procedimiento que se estime més oportuno.

4.2.6. Andlisis de la mortalidad en los distintos grupos
En el Cuadro XIII figuran las cifras relativas al nimero de ratones empleados

y al de muertos en los distintos grupos.

CUADRO XIII

Mortalidad en los distintos grupos

Antibioticos Fenilbutazona Betametasona Hidrocortisona
Niimero ratones 209 155 180 155
Muertos 89 425% 70 45,1 % 36 20 % 65 419 %

Como vemos en el cuadro anterior, el nimero de ratones muertos es muy
semejante (42,5; 45,1 y 41,9 %) en los grupos que recibieron antibiéticos, fe-
nilbutazona e hidrocortisona, en tanto que con la betametasona el niimero de bajas
se ha reducido aproximadamente a la mitad.

4.2.7. Comparacién de los valores asignados por la muerte y lesiones en los
distintos drganos.

Como complemento al apartado anterior, se incluye un cuadro en el que fi-
guran los datos referentes a la localizacién de las lesiones en los ratones inoculados
con las cepas de T.v. y su comparacién con los valores asignados por la muerte.
Ademés, las distintas cifras se expresan como porcentajes del total dentro de cada

grupo.

La observacién del Cuadro XIV es muy ilustrativa. La inferior valoracién de
las muertes en el grupo de la betametasona, se produce por llegar un mayor ni-
mero de ratones vivos al final de la experiencia. Esta circunstancia permite que se
desarrollen las lesiones con mayor intensidad y naturalmente, los valores relativos
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CUADRO X1V

Valoracién por muerte y por lesiones en los distintos érganos.

Antibio- Fenilbuta- Betameta- Hidrocor-
ticos zona sona tisona

Muerte 935 28 % 829 31,7 % 342 15,6 % 695 39.4 %
Ascitis 261 78 % 180 6,9 % 197 8,9 % 126 7,1 %
Grasa pélvica y

peritoneo’ 442 13,2 % 327 12,5 % 308 14 % 177 10 %
Bazo y péncreas 638 19,1 % 473 18,1 % 488 22,2 % 258 14,6 %
Higado 1053 31,6 % 798 30,6 % 855 39 % 508 28,7 %

de las lesiones de los distintos érganos, seran superiores a los encontrados en los
restantes grupos.

En cualquier caso, la tendencia de la localizacién de las lesiones se mantiene
paralela en todos los grupos, siendo el érgano maés afectado el higado, seguido
de bazo y pancreas, peritoneo y grasa pélvica. La ascitis acusé la menor valoracién.

CUADRO XV
Nuamero de ratones vivos, lesiones totales por grupo y niimero medio de las lesiones por
ratén.
Antibio- Fenilbuta- Betameta- Hidrocor-
ticos zona sona tisona
N.° de ratones vivos 119 85 144 90
Lesiones totales 2.394 1.778 1.848 1.069
M. de lesiones por ratén 20,1 20,9 12,8 10,8

'

4.2.8. Andlisis del niimero de ratones vivos al final de la experiencia y valoracién
de sus lesiones.

El Cuadro XV confirma lo apuntado para el Cuadro XIV. En efecto, si no se
tienen en consideracién los ratones muertos y, por tanto, la valoracién de las muer-
tes, las cifras de la patogenia referidas a los distintos érganos se hacen muy semejan-
tes para todos los grupos. Hay que hacer constar que la betametasona y la hidrocorti-
sona parecen impedir la presentacién de lesiones, ya que el niimero medio de le-
siones por ratén en estos dos grupos es, aproximadamente, la mitad que en los
otros dos.

Como puede apreciarse en el Cuadro XVI, la mayor parte de las lesiones (cer-
ca del 50 %) asientan en el higado, seguidas de bazo y pancreas (25 % aproxima-
damente). Las lesiones macroscépicas, encontradas en los distintos érganos, coin-
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CUADRO XVI

Valoracién de las lesiones de los distintos érganos en los ratones vivos.

Antibié Fenilbuta- Betameta- Hidrocor-
ticos zona sona tisona
Ascitis 261 10,9 % 180 10,1 % 197 10,6 % 126 11,7 %
Grasa pélvica y
peritoneo 442 184 % 327 18,3 % 308 16,6 % 177 16,5 %
Bazo y péncreas 638 26,6 % 473 26,6 % 488 26,4 % 258 24,1 %
Higado 1.053 43,9 % 798 44.8 % 855 46,2 % 508 47,5 %

ciden con las descritas por SCHNITZER y col.,107 Bocovsky y TERAs,'® HONIGBERG
(cit. por JiROVEC y PETRU),%3 LAAN 73 y GOBERT y col.,*2 entre otros autores.
4.2.9. Andlisis de cepas de T.v., procedentes de la misma paciente en distintas

épocas

Las cepas JG, JG2 y JG3, asi como la MS y MS2, procedian respectivamente,
de dos pacientes en épocas distintas. En el primer caso se trataba de una mujer ca-
sada, de 33 afios y en gestacién de un mes. Como antecedentes de interés, figuraba
una tricomoniasis en los primeros meses de una gestacién anterior, que fue tratada
con metilmercadone y que terminé en un parto inmaduro de 5 meses y medio. Pos-
teriormente, se pudo determinar, en un examen en fresco, la persistencia de los tri-
comonas. En el caso presente fue tratada con metilmercadone, en aplicacién vaginal
tinicamente. La patogenia de esta cepa fue de 29,2. La segunda cepa, JG2, se obtuvo
al 7.° mes de gestacién, es decir, 5 meses y medio después de la JG. La paciente pre-
sentaba una sintomatologia aguda y en la siembra efectuada en medio de Diamond,
se comprobé crecimiento simultdneo de tricomonas y hongos levaduriformes, por
lo que se instauré un tratamiento simultineo, para ambos cényuges, con metroni-
dazol y nistatina. La patogenia que se obtuvo fue de 4,2 solamente. Al 8.° mes de
gestacién, 40 dias después de la segunda toma, el examen en fresco del exudado
vaginal fue positivo para T.v., cepa JG3 y la patogenia, en este caso, alcanzé un valor
intermedio de 11,4.

Las diferencias son suficientemente expresivas, y nos permiten sacar algunas
conclusiones, concordantes por completo con las obtenidas por REARDON y col.102
en un caso similar al nuestro. En primer lugar, pudiera tratarse de cepas distintas,
hipétesis muy sugestiva a la vista de la historia clinica. En segundo lugar, hay que
considerar la posible alteracién del poder patégeno producida por los tratamientos,
insuficiente en el primer caso, pero justificado por el tiempo del embarazo, y correc-
to en la segunda ocasién. Por dltimo, a las anteriores hipétesis, habria que afiadir
la reaccién inmunitaria del hospedador responsable de las variaciones en la pato-

genia de las cepas.



En el segundo caso, la cepa MS se obtuvo de una paciente con colpitis aguda el
1 de febrero de 1972, y la segunda cepa MS2, el 16 de marzo del mismo afio, des-
pués de un tratamiento de ambos cényuges con metronidazol. La cepa MS alcanzé
una patogenia de 27,4 y la MS2 de 20. Dado el escaso tiempo transcurrido entre
ambas tomas, resulta posible se trate de la misma cepa, y la pérdida de patogenia que
se produjo, verosimilmente, seria debida exclusivamente a efectos del tratamiento.

4.2.10. Anatomia Patolégica
4.2.10.1. Examen macroscépico

A los pocos dias de inoculacién con T.v., los ratones experimentaban una clara
pérdida de la vivacidad, al mismo tiempo que desaparecia el aspecto lustroso de la
piel. Més tarde, algunos ratones acusaban distensién abdominal, como conse-
cuencia de la presencia de liquido ascitico. Los ratones que llegaban al final de la
experiencia con lesiones macroscépicas bien establecidas, presentaban un abdomen
tipicamente en «batracio». Los grupos inyectados con corticoides adelgazaban pro-
gresivamente, admitiendo como posible causa el efecto secundario del tratamiento,
siendo ms acusado este adelgazamiento en los ratones tratados con hidrocortisona.

En ocasiones en que parte del inéculo, por defecto de técnica, se habia deposita-
do en el tejido celular subcutdneo, se observaba la aparicién de un absceso mis o
menos voluminoso, de acuerdo con la cantidad de inéculo vertido y la virulencia
de la cepa.

Durante la necropsia, al abrir la cavidad abdominal, era frecuente apreciar en
el peritoneo parietal, una formacién blanquecina del tamafo aproximado de una
lenteja, coincidente con el punto de inoculacién. Por las caracteristicas morfolégicas
de la lesidn, asi como por su localizacién, pensamos se trataba de un foco de necrosis
por coagulacién (fig. 3).

La lesion que encontramos con més frecuencia, en la cavidad abdominal, fue
una peritonitis exudativa, que afectaba tanto al peritoneo parietal como al visceral,
El exudado presentaba caracteristicas variables; unas veces era francamente seroso,
otras serofibrinoso, y claramente hemorrégico o purulento en aquellos ratones que
habian sido inyectados con cepas de mayor poder patégeno. Se realizaron frotis
a partir del exudado y se examinaron con microscopio de contraste de fases, hallan-
dose gran cantidad de tricomonas, de morfologia variable, pero diferente a la pre-
sentada en los medios de cultivo.

Los érganos abdominales, en general, aparecian cubiertos por copos de fi-
brina, cuya extensién y distribucién era variable. Asi encontrdbamos, en la serie
de necropsias realizadas, depésitos de fibrina en organos genitales y grasa pélvica,
que en casos de mayor intensidad, se extendian por toda la pelvis, incluso por la ma-
sa intestinal, donde se originaban grandes abscesos recubiertos por asas intestinales

adheridas.
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Las superficies del bazo y pancreas, ostentaban a menudo formaciones fibrino-
sas de aspecto irregular, se extendian a la cara anterior del estomago y al 16bulo
izquierdo del higado, sobre cuyas estructuras se adherian las primeras porciones del
intestino delgado. Dada la frecuencia de su aparicién, asi como las caracteristicas
morfolégicas de esta tltima lesién, se considera como tipica de la inoculacién intra-
peritoneal con T.v. (fig. 4).

Una de las lesiones de mayor interés, encontradas en las distintas necropsias
realizadas, son los focos necréticos localizados en la superficie del higado. En los
casos leves, la necrosis se manifestaba con formaciones puntiformes perfecta-
mente delimitadas y rodeadas por un halo hiperémico, localizadas en alguno de los
16bulos hepéticos, siendo el de Spigelio, casi siempre, el més precozmente afectado.
En casos de mayor intensidad, los focos de necrosis no solamente se localizaban
en la superficie del érgano, sino que afectaban igualmente al parénquima, como de-
mostraba el examen de los cortes del higado en distintos planos. La morfologia de
la zona de necrosis era variable, siendo generalmente irregular, con bordes defini-
dos y una zona central amplia, de color blanquecino-amarillento, rodeada por una
estrecha franja de color més oscuro, la cual se extendia en forma de «mancha de
aceite», partiendo del hilio y afectando por lo general a varios l6bulos. En casos
extremos, la necrosis afectaba pricticamente a toda la superficie del érgano, ex-
tendiéndose incluso hasta la cara inferior del diafragma (figs. 5y 6).

Los rifiones y anterrenales no solian estar afectados; cuando se observaban le-
siones macroscépicas en estos érganos, eran originadas por extensién de las existen-
tes en el peritoneo parietal y propagadas por contigiiidad.

Ademis de las lesiones citadas, en algunos casos observamos atrofia o hiper-
trofia del bazo y pancreas, asi como modificaciones en la coloracién de los mismos.
En ocasiones, el pancreas perdia su color rosado normal, tornandose blanquecino.
Esta circunstancia era frecuente en los ratones inyectados con hidrocortisona. Asi-
mismo, el higado experimentaba frecuentemente importantes cambios de coloracién,
ofreciendo un tono pélido, o color griséceo-amarillento. Otras veces, juntamente con
la decoloracién del érgano, destacaba el dibujo lobulillar, ofreciendo el higado, en
conjunto, un aspecto que recordaba al de «nuez moscadas.

4.2.10.2. Examen microscépico

En relacién con los hallazgos de necropsia, se estudiaron microscépicamente las
lesiones de los 6rganos susceptibles de valoracién.

Los érganos remitidos para el estudio microscépico de las lesiones, en relacién
con la intensidad y frecuencia de las mismas, fueron: higado, rifién, adrenales, ba-
zo, pancreas y ganglios linfaticos.

En el higado, la lesién mds importante por su frecuencia fue la recrosis Sfocal.
Los focos de necrosis adoptan una disposicién especial, observandose en ellos tres
zonas bien definidas:
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Zona central, constituida por un conglomerado de células hepéticas en estado
de necrosis por coagulacién, que yacen en el seno de una sustancia hialina conte-
niendo células mesenquimatosas, entre las que abundan los polimorfonucleares
neutréfilos, células plasmaticas y linfocitos.

Zona media, constituida por un espacio hialino, ocupado por un liquido infla-
matorio seroso y algunas células, en su mayoria polimorfonucleares neutréfilos y
linfocitos.

Zona externa, constituida por un tejido hepético, en la que las células més in-
ternas y en contacto con la zona media, presentan signos de necrosis por coagula-
cién. Los nticleos, muy picnéticos, hacen que esta zona sea intensamente baséfila, pa-
reciendo constituir como una valla. Contribuye al aumento de la basofilia, la exis-
tencia, en la porcién interna de esta zona, de células inflamatorias (fig. 7).

Solamente en uno de los higados estudiados microscépicamente, se han encon-
trado, en la porcién més periférica de los focos de necrosis, estructuras con caracte-
risticas histolégicamente semejante a los tricomonas, por lo que se considera, dada
su similitud, que se trata de lesiones descritas por otros autores 10 bajo el epigrafe de
granuloma o absceso tricomonddico. Fuera de estos focos de necrosis y en pleno
parénquima hepético, aparentemente sano, se encontraron abundantes tricomonas
de diversa localizacién, tal como entre los conductos biliares intrahepéticos, en los
espacios porta y alrededor y dentro de los elementos vasculares (figs. 8 y 9).

La segunda lesién mas frecuentemente observada, fue la degeneracién grasa, la
cual, segtin la marcha de la investigacién, ofrecia distintos periodos, desde el ini-
cial de esteatosis centroacinosa, hasta higados que ofrecian el cuadro de una estea-
tosis generalizada. Esta dltima forma, se asociaba con alguna frecuencia, con
degeneracion hialina subcapsular (fig. 10). En otras ocasiones, se encontré «ba-
lonizacién» de las células medio-lobulillares (fig. 11).

La tltima lesién que se ha apreciado, y que aparecié una sola vez, fue una con-
gestion con ictericia.

En el rifién, donde las lesiones se prodigaban con cierta frecuencia en las ne-
cropsias realizadas, la lesién microscépica més frecuente fue la de una congestion,
mds acentuada en la porcién cortical que en la medular; en ocasiones, concomi-
tante a la congestién, existia una tumefaccion turbia del segmento principal de la
nefrona y en otras, una esclerosis incipiente.

En las adrenales, que en la necropsia aparecian ligeramente hipertrofiadas, no
se encontré lesién histolégica de ningtin tipo, excepto en un caso con proceso de con-
gestion aguda.

En el bazo, las lesiones observadas, se traducian en una congestion con meta-
plasia de los elementos mieloides y en periesplenitis fibrinosa.

En el pdncreas, las lesiones encontradas fueron de una pancreatitis crénica
con focos de necrosis, abundantes y extensos. Aparecian claramente rodeados por
una capsula de naturaleza conjuntiva. En el interior del foco, en el seno del tejido

— 74—

necrosado, existian, principalmente, células mesenquimatosas, polimorfonucleares
neutréfilos y linfocitos.

Las lesiones pancredticas, en especial las de tipo necrético, tienen una gran
semejanza con las lesiones de necrosis hepdtica.

En los ganglios linfdticos, se han observado lesiones de adenitis aguda difusa,
con la estructura ganglionar muy alterada. Al lado de una gran hipertrofia de los
foliculos linfoides, el resto del parénquima ganglionar aparecia destruido y susti-
tuido por células inflamatorias, entre las cuales era posible observar estructuras con
aspecto semejante a tricomonas.

Otros ganglios, que macroscépicamente ofrecian caracteristicas patolégicas,
eran normales desde el punto de vista histolégico.

Estos hallazgos, tanto macroscépicos como microscépicos, coinciden, en lineas
generales, con los encontrados por Bocovsky y TERas,!® REARDON y col.102 y
GOBERT y col.42 Estos autores, no obstante, describen la presencia de tricomonas en
la zona mds externa del foco necrético; estos hallazgos no han podido ser confir-
mados por nosotros, aunque, en nuestras experiencias, hemos encontrado, en
algin caso, formaciones que bien pudieran tratarse de tricomonas. Sin embargo,
al igual que los autores mencionados, hemos encontrado flagelados en pleno pa-
rénquima hepético, aparentemente sano, y en distintas localizaciones dentro del
mismo,

Con relativa frecuencia, hemos hallado higados con lipofanerosis o con dege-
neracién hidrépica de las células medio-lobulillares. Dichas lesiones no son refe-
ridas por estos autores, por lo que consideramos pudieran estar en relacién con los
farmacos utilizados en nuestro trabajo.

5. CONCLUSIONES

1. Asi como clinicamente se aprecian, con posible independencia del
hospedador, diferencias en la patogenia natural de T.v., experimentalmente, en
las condiciones de nuestro trabajo, se han encontrado diferencias altamente signi-
ficativas.

2. La patogenia experimental para el ratén, por via intraperitoneal, de las ce-
pas procedentes de enfermas portadoras de colpitis agudas, se comparé con la de ce-
pas procedentes de enfermas crénicas, demostrandose, por la ausencia de significa-
cién estadistica, la falta de correlacién entre la sintomatologia clinica y la patogenia
experimental, en las condiciones de nuestro trabajo.

Esta circunstancia, tampoco se vio modificada por la adicién a los animales
experimentales de fairmacos anti-inflamatorios y hormonales.

3. La fenilbutazona no modifica la intensidad de las lesiones, siendo iguales
a las que aparecen en el grupo control, segin el andlisis estadistico.

4. La betametasona y la hidrocortisona, modifican significativamente la pa-



togenia experimental; en el caso de la betametasona, reduciendo la mortalidad y en
el de la hidrocortisona, disminuyendo la intensidad de las lesiones.

5. El cultivo reiterado de una cepa hace disminuir su patogenia de forma alta-
mente significativa. La fenilbutazona no modifica para nada esta pérdida de patoge-
nia. Los corticoides tampoco aumentan el poder patégeno de las cepas viejas.

6. El envejecimiento de las cepas por reiterados subcultivos conduce a una
patogenia experimental uniforme, que no se ve modificada por la adicién de far-
macos que alteran las condiciones del hospedador.

Esta patogenia podria considerarse como la patogenia primaria de la especie,
no modificable por la presién de seleccién contraria que el cultivo reiterado re-
presenta.

7. En todos los grupos, la localizacién de las lesiones fue similar. El érgano
més afectado fue el higado, siguiéndole en orden de frecuencia el bazo y pancreas.
La alteracién menos constante fue la ascitis.

8. Microscépicamente, T.v. produce una necrosis focal, constituida por tres
zonas: central, con células del érgano en estado de necrosis por coagulacién, junta-
mente con polimorfonucleares neutréfilos, células plasmaticas y linfocitos; media,
con polimorfonucleares neutréfilos y linfocitos en el seno de un liquido seroso; y
externa, constituida por células hepdticas con claros signos degenerativos.

No hemos detectado la presencia de tricomonas en los focos necréticos, apa-
reciendo, por el contrario, abundantemente en zonas del higado aparentemente
normales, localizadas tanto en los canaliculos biliares como en posicién intra o peri-
vascular.

6. RESUMEN

Con el fin de establecer una valoracién objetiva del poder patégeno experi-
mental de T.v., y en relacién con la patogenia natural, se aislaron 35 cepas de T..,
procedentes de 32 enfermas portadoras de colpitis agudas o crénicas.

Se realizé una experiencia previa con el fin de comprobar si la administracién
de los distintos formacos y la inoculacién intraperitoneal del medio exento de pro-
tozoos, provocaba alguna alteracién en los distintos érganos de los animales de ex-
perimentacién, observandose lesiones de muy escasa importancia en todos los
grupos, excepto en el caso de la hidrocortisona que resultaron ligeramente su-
periores.

Para la prueba definitiva, se recurrié a la inoculacién de 1 X 107 protozoos al
ratén, por via intraperitoneal, seguida de necropsia al 10.° dia p.i. Los animales
experimentales se dividieron en 4 lotes, recibiendo cada uno distintos fairmacos. El
primero, considerado testigo, recibié penicilina-estreptomicina; el resto, fenilbu-
tazona, betametasona o hidrocortisona, vehiculados en una solucién antibiética
idéntica a la administrada al primer lote.

Se establecié un baremo que asigné distintos valores, desde 0 a 50 puntos, para
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las lesiones localizadas en la grasa pélvica y peritoneo, bazo y péancreas, e higado,
asi como la presencia de ascitis simple con tricomonas y las muertes ocurridas
antes del 10.° dia. Todo ello, con el fin de valorar estadisticamente los resultados, de
acuerdo con las normas de SNEDECOR (1948).

La patogenia experimental de las cepas estudiadas fue muy varible y estadisti-
camente significativa. No se comprobé relacién entre dicha patogenia y el cuadro
clinico, lo que parece demostrar que el método que hemos seguido no es suficien-
temente adecuado para valorar la patogenia natural de T.v., que, por otra parte,
parece que no depende sélo de la virulencia de la cepa.

De los fiarmacos probados, la fenilbutazona no parece tener efecto alguno
sobre la patogenia experimental, en tanto que la betametasona disminuye la mor-
talidad de los ratones y la hidrocortisona reduce la intensidad de las lesiones.

El poder patégeno experimental de las cepas disminuye de acuerdo con el nii-
mero de pases en el laboratorio.

La lesién mds importante fue una necrosis focal, siendo el higado el érgano
maés frecuentemente afectado. La distribucién de las lesiones resulté similar en
todos los grupos.

RESUME

Afin d’établir une détermination objective du pouvoir pathogénique expérimen-
tal du T.v., et en relation avec la pathogénie naturelle, on a isolé 35 souches de T.v.
provenant de 32 brebis malades, porteuses de colpites aigiies ou chroniques.

On effectua préalablement une expérience afin de prouver si ’administration
des différents médicaments et I’inoculation intrapéritonéale du milieu exempt de
protozoaires provoquent quelque altération dans les différents organes chez les ani-
maux d’experimentation, et on observa des lésions peu importantes dans tous les
groupes, excepté dans le cas de ’hidrocortisone oil les 1ésions furent légerement plus
fortes ou plus graves.

Pour la preuve définitive on eut recours a I'inoculation de 1 X 107 protozoaires
a une souris, par la voie intrapéritonéale, suivie de nécropsie le dixieme jour apres
I'inoculation. Les animaux d’éxpérimentation furent distribués en quatre groupes,
et chaque groupe regut des médicaments différents. Le premier groupe, considéré
comme témoin, recut de la pénicilline et de la streptomycine; les trois autres regurent
de la phénylbutazone, de la bétametasone ou hydrocortisone, véhiculées dans une
solution antibiotique similaire a celle qui fut administrée au premier groupe.

On établit un bareme qui assigna des valeurs différentes, de 0 & 50 points pour
les 1ésions localisées dans la graise du la pelvis, dans le péritoine, le rate, le pancréas,
et dans le foie, ainsi que pour la présence ou cas d’ascite simple avec des trichomonas
et les morts survenues avant la dixieme jour. Tout cela afin de déterminer statistique-
ment les résultats, selon les regles de SNEDECOR (1948).
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La pathogénie expérimentale des souches étudiées fut tres variable et statisti-
quemrnt significative. Aucune relation entre la susdite pathogénie et le tableau cli-
nique ne fut prouvée, ce qui semble démontrer que la méthode que nous avons suivie
n’est pas suffisamment appropriée pour déterminer la pathogénie naturelle du
T.v., laquelle, d’ailleurs, semble ne pas dépendre seulement de la virulence de la
souche.

Parmi les médicaments, la phénylbutazone ne semble avoir aucun effet sur la
pathogénie expérimentale, alors que la betamétasone diminue la mortalité des souris,
et ’hydrocortisone diminue intensité des lésions.

Le pouvoir pathogénique expérimental des souches diminue selon le nombre de
passages au laboratoire.

La lésion plus importante fut une nécrose focale, étant le foie 'organe le plus
fréquemment affecté. La distribution des lésions fut similaire dans tous les groupes.

SUMMARY

35 strains of T.v. proceeding from 32 diseased sheep, bearers of acute or chronic
colpitis were isolated in order to establish an objective determination of experimental
pathogenic power of T.v. and in relation with natural pathogeny.

An experiment had previously been carried out in order to check whether the
administration of different drugs or the intraperitoneal inoculation of protozoan-
free medium caused some alteration in the different organs of experimental animals,
and some lesions of small significance were observed in all the groups except in the
case of hydrocortisone where lesions resulted to be slightly more intensive.

For the final or conclusive assay, 1 X 107 protozoa were inoculated into a mou-
se by intraperitoneal route, followed by a necropsy on 10th day p.i. The experi-
mental animals were distributed in four lots or groups, and each group received
different drugs. The first group, used as control, received penicillin and streptomy-
cin; the remaining groups received phenylbutazone, betametasone or hydrocortiso-
ne, vehicled into an antibiotic solution similar to that administered to the first group.

A ready reckoner was established to assign different values, from 0 to 50
points for the lesions located into the pelvic fat, and in the peritoneum, spleen, pan-
creas and liver, as well as for the occurrence of simple ascitis with trichomonas and
for the deaths occurred prior to 10th day. All this, in order to statistically determine
the results according to SNEDECOR standards (1948).

The experimental pathogeny of strains studied was very variable and statistic-
ally significative. No relationship was observed between said pathogeny and the
clinical picture. This seems to show that the method that we have followed is not
sufficiently adequate to determine the natural pathogeny of T.v. which, on the other
hand, seems not to depend upon strain virulence only.
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Amog the drugs tested, phenylbutazone seems to have no effect on the experi-
mental pathogeny, while betametasone decreases mortality in mice and hydrocorti-
sone decreases lesions intensity.

Experimental pathogenic power of strains decreases according to the number
of passages in the laboratory.

The most important lesion was a focal necrose and the liver was the most fre-
quently affected. The destribution of lesions was similar in all the groups.
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Figura 3.—Necrosis en el punto de inoculacién.
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Fig. 4—Necrosis en grasa pélvica. Intensa necrosis sobre bazo y pancreas (lesién tipica),
asi como en la cara diafragmadtica del higado.

Figura 6.—Extensa necrosis que afecta por completo al 16bulo izquierdo del higado. Hiper-
trofia del bazo.
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Figura 8—T.. en el interior de un espacio porta.

Figura 10.—Lipofanerosis centrolobulillar (SUDAN IV).
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Figura 11.—Balonizacién de las células hepéticas centro-lobulillares (SUDAN 1v).
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