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INTRODUCAO

@) presente trabalho é o resultado preliminar de pesquisas realiza-
das em postos de inseminacdo artificial a fim de observarmos a inci-
déncia da Trichomonas foetus Riedmiuller, 1928 (fig. 1), no Estado de
Sao Paulo.

Mazzanti, na Italia, em 1900, verificou pela primeira vez a presen-
¢a de Trichomonas em vacas estéreis enviadas ao matadouro. Seu
achado n&o suscitou a atencdo merecida e foi somente em 1928 que
Riedmuller descreveu a espécie e féz sentir a sua importancia como
causa do abodrto precoce e esterilidade nos bovinos.

Desde entdo varios pesquisadores em todo o mundo assinalam a
presenca da Thichomonas foetus, contaminando os rebanhos.

A importéncia da Trichomonas foetus, em Medicina Veterinéaria, é
devida principalmente aos avultados prejuizos econdmicos que ésse pro-
tozoario acarreta.

Ao lado de outras alteragcbes, a perda de valor das vacas atacadas
pela sprotozoose é grande, devido ao emagrecimento caracteristico.

Schoop (em Roehe, 1948) focalizou éste assunto em 14 distritos
da Alemanha, abrangendo 46 regibes. Cada regido possuia em média
200 vacas, das quais cérca de 80 eram estéreis ou haviam abortado.
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A perda de leite, por animal, foi calculada em 1.000 1 anuais, repre-
sentando 80.000 1 em cada regido e 3.680.000 1 em tdda a area estu-
dada. Ainda se perderam 3.680 bezerros. Todos ésses prejuizos fo-
ram devidos a infeccao pela Trichomonas foetus nos rebanhos aludidos.

Abelein (1934), também na Alemanha, concluiu que a percenta-
gem de nascimentos de bezerros baixa consideravelmente, quando a cria-
¢do é atacada pela referida protozoose.

Gould (1941), nos Estados Unidos, ainda menciona o0s prejuizos
consideraveis devidos ao mesmo agente causal.

Segundo Wagner € Hees (1937), apls extensas investigacfes leva-
das a efeito em Giessen, ficou provado que o gado vaccum dessa regido
se apresentava muito parasitado pela Trichomonas foetus. Os danos
causados na criagdo por essa moléstia, em Wiesbaden, determinaram a
proibicdo da cobertura de vacas atacadas pelas Trichomonas.

Hartmann-Schilling (1917) atribuem ésse emagrecimento a uma
alteracdo de albumina, cuja regeneracdo é por outro lado muito dimi-
nuida. O tecido gorduroso mostra-se pouco alterado. Por isso, rela-
tam Wagner € Hees (Op. cit.), ndo é de admirar que as suas primei-
ras pesquisas terapéuticas, se bem que tacteantes, mostrassem nos ani-
mais tratados um surpreendente aumento de péso e visivel robusteci-
mento, em contraste com os ndo tratados.

Como se vé, pelos poucos trabalhos acima citados, verifica-se a
grande importancia econémica da Tricomonose bovina. Entretanto, essa
protozoose tem sido pouco investigada entre nés. Pinto (1938) afir-
mava que, embora a Trichomonas foetus néo tivesse sido assinalada no
Brasil, devia ser certa a sua presenca entre nos.

E com efeito, Roehe (1948) deu a publicidade um trabalho per-
mitindo concluir que a Tricomonose bovina existe ha varios anos e
esta bastante disseminada entre o gado leiteiro localizado nos arredo-
res de Porto Alegre.

Examinando quatro criagfes, encontrou o parasita em trés.

Por circulares e informacgdes verbais do Dr. Antonio Mies Filho e
Dr. Mario Rubens de Mello, ja& foram vistos diversos casos desta pro-
tozoose na Baixada Fluminense, estando os técnicos do Ministério no
momento trabalhando arduamente em outros Estados da Federagéo
para assinalarem éste parasita.

No que diz respeito ao Estado de Sao Paulo, a uUnica referéncia
que encontramos foi a apresentada na 8 Reunido Anual da Sociedade
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Paulista de Medicina Veterinaria, em 4 de novembro de 1952, por D’Apice
e Mello (Ocorréncia de Trichomoniase bovina em Sao Paulo).

Com efeito, se em outros paises se vem demonstrando a importan-
cia dessa tricomonose para a pecuaria, mister se fazem investigacGes
sistematicas sbbre a mesma entre nds, para avaliar sua incidéncia, es-
tudar os maleficios e, por fim, poder assentar os meios de combaté-la.

Nesta primeira nota, vamos apenas focalizar os nossos primeiros
dados obtidos no Estado de S&o Paulo.

Resolvemos iniciar as nossas pesquisas pelo exame de touros que
sdo usados para a inseminacdo artificial.

Dividimos o nosso trabalho em duas partes: fizemos exame clinico

dos animais e em seguida procedemos a pesquisa de T. foetus.

Assim estudamos 44 animais. Nenhum apresentava qualquer per-
turbacdo geral ou local por ocasido do exame. Entretanto, em 4 dos
mesmos, ou seja, em 9,09%, pudemos verificar a presenca da T. foetus,
conforme demonstra o quadro I.

Désses animais, 29 foram submetidos apenas a um exame, mas 0S
restantes foram examinados de duas até cinco vézes. Observamos ca-
SOS em que animais com um primeiro exame negativo se tornaram po-
sitivos em exames subsequentes. Por outro lado, animais positivos po-
dem apresentar-se negativos em exames posteriores. Tal fato tem mui-
ta importancia, pois indica que, quando se deseja saber a incidéncia do
protozoario entre ésses animais, ndo se pode contentar com um sO
exame.

TECNICA DE ESTUDO

Resolvemos fazer a pesquisa direta do parasita que era examinado
a fresco entre lAmina e laminula e sob coloracdo pelo processo de Le-
veran e pela hematoxilina férrica segundo a técnica de Amaral e Ra-
malho (comunicacdo verbal).

Damos nas figs. 2 e 3 um desenho do protozoario corado pelos dois
métodos, laminas 18 e 19, respectivamente (Col. D.P.A.).

(@] método de Laveran permite um melhor estudo dos flagelos e
membrana ondulante, mas o da hematoxilina férrica fornece melhores
detalhes da estrutura nuclear.

Em nossas pesquisas usamos a seguinte técnica de rotina para co-
leta de material, preparagcdo e diagndstico.



Positivos — Técnica usada Positivos
N" de touros

Idade dos touros Lavagem prepucio Liguido seminal
examinados o o Raga Procedéncia
Positivos % Positivos %
20 1% a 3 anos
Capital
n 3% a 5 anos - - - - Holandésa preto 5 USA
4 5% a 7 anos 1 25,00% 1 25,00% e branco .
7 7% a 9 anos 3 42,85% _ _
1 Cacapava S.P.
2 9” a 11 anos — — _ _
Total — 44 4 9,09% 1 2,27%

Quadro n* 1 — Incidéncia da Trichomonas foetus Riedmduller, 1928 nos touros examinados.
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Coleta de material

Toilette

a) Cortar os pélos do orificio do prepucio.

b) Lavar externamente com agua corrente e sabdo a regido pre-
pucial.

c) Enxugar com pano limpo e séco (um pano para cada animal).

Material para as diversas coletas (*)

a)

2oz

g)

Canula de borracha de 0,5 cm de diametro por 25 cm de
comprimento.

Seringa de vidro de 20 ml no minimo.

Funil de vidro de 10 cm de diametro.

Erlenmeyer de 200 ml.

Solucao fisioldgica estéril (para lavagem do prepucio): 20 mi
para cada animal.

Tubos de ensaio (para transporte do material para o labora-
tério e para exame no campo; 1 tubo para cada tipo de co-
leta que se vai fazer).

Vagina artificial (para coleta do sémen).

Técnica de coleta de secre¢do do prepucio

Contencdo do animal.

Introduzir no prepudcio a canula de borracha o maximo pos-
sivel.

Com a seringa injetar sob pressdo 20 ml de solucéo fisioldgi-
ca, tendo o cuidado de com a méo apertar o orificio do pre-
pucio para evitar a perda do liquido.

Retirar a cédnula com cuidado para evitar que o liquido se
escoe.

Fazer lentamente com alguma pressdo, massagem externa em
todo o comprimento da bainha do pénis até proximo ao saco
escrotal, durante mais ou menos 1 minuto.

Deixar escorrer o liquido da lavagem por um funil, tendo o
cuidado de continuar a massagem para facilitar ésse escoa-
mento.

Todo o material deve ser esterilizado antes de ser usado.



544

4 —

1 —
2 —

Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 5, fase. 3, 1955

Coleta de liquido seminal

a) Fazer como se acha especificado no item 3, a, bh.

b) Injetar sob pressdo 50 a 100 ml de &gua destilada ou fer-
vida préviamente, no prepucio, de acérdo com o0 que esta des-
crito no item 3, d, e.

c) Deixar escorrer o liquido todo.

d) Toilette, de acérdo com o item 1, a, b, c.

e) Deixar o touro excitar-se em presenca de uma vaca e quan-
do exteriorizar a glande, coletar o liquido que goteja, em
funil, diretamente em tubo de ensaio (ter o cuidado de né&o
coletar o liqguido quando o pénis estiver recolhido, pois po-
dera ainda haver contaminacdo com secreg¢do prepucial).

Coleta de sémen

a) Rigorosa limpeza dos 6rgaos genitais.
b) Em vagina artificial esterilizada, coletar o sémen, segundo a
técnica propria do método.

TECNICA DE EXAME NO LABORATORIO (Método direto)

Homogenizar por agitacdo o material recebido.

Centrifugar mais ou menos a 1.200 r.p.m. durante 5 (menos para
0 sémen).

Com uma pipeta retirar uma gbéta do sedimento, colocar entre la-
mina e laminula e examinar ao microscépio com 400 aumentos.

Este método pode ser usado para o material de lavagem do prepu-

cio e liquido seminal. Para o sémen devem-se imobilizar os esperma-
tozéides pelo acido acético, sendo dispensada a centrifugacao.

METODO DE COLORAGCAO (Laveran)

1 — Fazer esfregacos delgados em lamina, com 1 goticula de sedimen-
to e 1 goticula de s6ro sanguineo.

2 — Secar rapidamente, agitando a lamina.

3 — Fixar a preparacdo em imersdo durante 15 na seguinte mistura:

Alcool a 95% ... 98 ml
Tintura de iodo a 10 % 2 ml
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Lavar o preparado em imersdo durante 10° em alcool a 95%.
Secar rapidamente.
Corar a preparagao em imersao durante 45 na seguinte mistura:

Giemsa ......... 45 gbtas
Agua destilada 15 ml
Séro sanguineo 1 ml

Lavar em agua destilada imergindo a lamina.
Secar.

Examinar ao microscopio com 400 aumentos ou com imerséao.

TECNICA DE COLORACAO PELA HEMATOXILINA FERRICA
(Segundo Amaral e Ramalho)

Primeira etapa: fixacao

Fazer esfregacos em laminulas finas presas por uma das bordas
a um pedaco de borracha de forma semicircular de cérca de 15
milimetros de diametro e de 3 de espessura; prende-se a lami-
nula a éste suporte, encaixando-a num entalhe que se faz na bor-
da reta do mesmo, por meio de um bisturi fino ou de uma lamina
Gilette; o suporte de borracha tem por fim facilitar a manipu-
lagcdo do preparado durante os diferentes tempos de fixagdo e co-
loracéo e permitir a identificacdo do material mediante a grava-
¢ado de um numero numa das faces planas do fragmento de bor-
racha; podem-se assim corar amostras de diferentes animais ao
mesmo tempo.

Os esfregacos ndo devem ser muito espessos; se 0 material ndo
aderir a laminula, consegue-se a aderéncia emulsionando o mes-
mo numa gbta de sbéro sanglineo.

Sem deixar secar os esfregacos, coloca-los com a face contendo o

material sébre o fixador de Schaudinn com 5% de acido acético.

Solucdo de Schaudinn:

Solugdo saturada de sublimado corrosivo ... 2 partes
Alcool absoluto ou a 96% ..........cceeeeeeenn... 1 parte
Acido acétiCo PUI0 ......eeeevveeeeveveereeeeeieenennns 5%

Os esfregacos devem permanecer no fixador durante 15 mi
nutos.
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4 — Passar os esfregacos para o alcool a 50%: 10 minutos; nesta

a ~ W N

© o N O
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passagem que se faz prendendo o suporte de borracha com uma
pingca pequena, o esfregaco sera imerso na solugcdo alcodlica com
a face contendo o material para cima.

Imergir os esfregagos no alcool a 70% iodado, isto é, contendo
algumas gb6tas de tintura de iodo, de modo a adquirir uma coér
de vinho do Po6rto: 15 minutos.

Transferir os esfregacos para o alcool a 95%: 10 minutos.

Se néo se quiser fazer logo a seguir a coloragdo, os esfre-
gacos poderdo permanecer neste alcool varios dias.

Segunda etapa: coloracao

Passar os esfregacos para os alcoois a 70% e 50%: 2 minutos
em cada um.

Lava-los em agua corrente: 2 minutos.
Mordenca-los no alimen de ferro a 2%, a frio: 5 minutos.
Lava-los em &agua corrente: 2 minutos.

Cora-los numa solucdo aquosa de hematoxilina a 0,5% (prepa-
rada no minimo com 48 horas de antecedéncia): 5 minutos.

Lava-los em &gua corrente: 2 minutos.
Colocar em solugdo acética a 7%: 5 minutos.

Lavar em agua corrente: 2 minutos.

Diferencia-los no alimen de ferro a 2%; ndo é necessario 0 uso
do microscopio para a diferenciacdo; adquirindo o esfregaco uma
coloracdo cinzento-azulada clara, a diferenciacdo ter-se-4 proces-
sado satisfatdoriamente.

Lavar novamente os esfregacos na agua corrente durante 10 a
15 minutos.

Desidrata-los nos alcoois a 70%, 80%, 90% e absoluto, perma-
necendo 2 minutos em cada um déles.

Clarificar os esfregacos no creosoto, aquecendo ligeiramente, e
monta-los em balsamo do Canada.

Os esfregagcos precisam conservar-se Uumidos durante todos
os tempos do processo de coloracdo, desde o momento em que
sao feitos até a montagem final; os esfregacos sécos devem ser
desprezados.
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TECNICA DE PESQUISA NO CAMPO

1 — Deixar o material sedimentar em tubo de fundo cbnico, duran-

te 30.
2 — Pipetar o sedimento e colocar 1 gota entre a lamina e laminula.
3 — Pesquisar ao microscopio com 400 aumentos; se fér positivo fi-

xar a lamina no local e trazer para corar no laboratorio.
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RESUMO

Apresentamos os resultados preliminares de investigacdes sbébre Tri-
comonose Bovina no Estado de Sao Paulo.

Quarenta e quatro touros de diversos proprietarios foram exami-
nados, dos quais 4 ou sejam 9,09% se achavam positivos, devendo no-
tar-se que todos éles estavam sendo usados em servigcos de inseminacdo
artificial e aparentavam perfeita sadde.

O diagnéstico de T. foetus féz-se apds exame direto e com as co-
loracbes de Laveran e a da hematoxilina férrica, segundo Amaral e

Ramalho.



548 Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 5, fase. 3, 1955

Foi preocupacdo do A. descrever minuciosamente as técnicas em-
pregadas, a fim de facilitar o trabalho de outros investigadores inte-
ressados no problema.

SUMMARY

The first results of an investigation made on bovine Trichomonas
are given in this paper. Forty four bulls, from the State of S. Paulo,
belonging to several owners were examined. All bulls were being used
for artificial insemination. Four bull averaging 9.09% were found to
be infected with T. foetus. Diagnosis of the parasite was made by
direct examination and coloured by Laveran’s and ferric haematoxylin
method (after Amaral and Ramalho). We noted that none of the
infected animals showed local or general symptoms of the disease. We
describe minutely the technique which were used in our work with the
intention of making future research easier.
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TRICHOMONAS

Fig. 1 Reproduzida de Morgan, K. B.
1946 liovine Trichomoniasis. iBurgess

Publ. Co. Mineapolis,
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Fig. n" 2 - A-B — T. foetax Ricci. 1028, corados
pola hcmatoxilina ferrica (seg. Amaral ¢ Ramanho).

Fig. n" 3 T. forlus Ried. 1928, corado pclo Gicmsa imet.
l.aveian).



