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Resumen

Riccio, M.B.; Achilles, M.E.; Cano, D.; Lazaro, L.; Cano, A.; Campero, C.M.: Respues-
ta inmune humoral en vaquillonas vacunadas contra Tritrichomonas foetus y desafiadas

con toros infectados. Rev. vet. 19: 2, 101-108, 2008. Se evalu¢ el efecto de una vacuna oleo-
sa a célula entera de Tritrichomonas foetus (10%/dosis) en vaquillonas desafiadas con toros

infectados. Veintitrés vaquillonas fueron divididas en grupo 1 (n=11) control sin vacunar y
grupo 2 (n=12) inmunizadas en dos oportunidades por via subcutanea. El grupo 2 se subdivi-
di6 en 2 subgrupos de 6 animales cada uno, los cuales recibieron un tercer refuerzo vacunal

por vias vaginal y vaginal e intranasal, respectivamente. Todas las vacunaciones se hicieron

con 21 dias de intervalo. A las 3 semanas de la ultima dosis, las vaquillonas fueron servidas

durante 90 dias con 2 toros infectados con 7. foetus. Quincenalmente, hasta los 4 meses post
servicio, se recolectd sangre para medir IgG y mucus cérvico vaginal (MCV) para cultivo

y evaluacion de IgG e IgA. La cuantificacion de Ig se hizo por el test ELISA. La duracion

promedio de la infeccion para las vaquillonas vacunadas y controles fue de 44,9 dias y 78,5

dias, respectivamente (p<0,05). La paricion fue de 8/12 (66,6%) para los animales vacuna-
dos y 3/11 (27,3%) para los controles (p<0,05). Los valores ELISA séricos (VE) tuvieron un

incremento luego de la segunda dosis vacunal (p<0,05) mientras que la IgA en el MCV fue

significativamente superior en vacunados que en controles (p<0,05), desde final del servicio

hasta los 4 meses post servicio. No se observaron diferencias en los VE séricos ni en el MCV
entre animales vacunados vias nasal y nasal e intravaginal. Se confirma la importancia de la

estimulacion vacunal sistémica y mucosal con antigenos de 7. foetus con incrementos de la

IgG séricay de la IgA en el MCV acortando el periodo de infeccion y mejorando la eficiencia

reproductiva en los animales vacunados. El método ELISA fue adecuado para la evaluacion

de la respuesta inmune en hembras infectadas y/o vacunadas.
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Abstract

Riccio, M.B.; Achilles, M.E.; Cano, D.; Lazaro, L.; Cano, A.; Campero, C.M.: Humoral
immune response in vaccinated heifers against Tritrichomonas foetus and challenged with
infected bulls. Rev. vet. 19: 2, 101-108, 2008. The performance of a whole—cell vaccine of
Tritrichomonas foetus administered to heifers naturally challenged by mating with infected
bulls, was determined. Twenty three heifers were divided into two groups: a control group
1 (n=11) without immunization, and group 2 (n=12) immunized two times subcutaneously
with whole cells (10%/dose) oil vaccine. Group 2 was divided in two groups of six heifers
each, and received a third booster dose. One group was immunized by vaginal route and the
other one by vaginal and intranasal routes, simultaneously. The females were vaccinated at
3—week intervals. After 3 weeks of the last vaccine dose, heifers were mated with two bulls
infected with T foetus during 90 days. The mean duration of infection for vaccinated and
control groups were 44.9 days and 78.5 days, respectively. Calving rates were 8/12 (66.6%)
for vaccinated heifers, and 3/11 (27.3%) for control animals (p<0.05). ELISA test showed that
serum immunoglobulin peaked before and during the breeding period. The vaccinated hei-
fers developed an important response during the critical period of fetal loss, second and third
month of the breeding time, and another month after the same period. ELISA method was
sensitive and reliable for the evaluation of the systemic immune response in females infected
and/or vaccinated with 7. foetus.
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INTRODUCCION

La trichomonosis bovina es una enfermedad de
transmision sexual ocasionada por el protozoo Tritri-
chomonas foetus que ocasiona pérdidas reproductivas
en rodeos de diferentes paises del mundo 3. Si bien la
enfermedad esta controlada o erradicada en los paises
donde se utiliza la inseminacion artificial, en aquellos
con ganaderia extensiva como el nuestro, la enferme-
dad todavia prevalece *. La inmunoprofilaxis contra T.
Jfoetus en hembras bovinas tiene como objetivo evitar
las pérdidas reproductivas y sus secuelas >°.

Diferentes investigaciones sefialan que la pérdi-
da fetal en hembras bovinas ocurre luego de 63 dias
post infeccion, aunque ya a los 50 dias post infeccion
es posible detectar lesiones placentarias y uterinas "2°.
Se observo que las respuestas inmune e inflamatoria
correlacionadas con la pérdida fetal, ocurren luego de
70 dias post infeccion ' 314, Es por ello esperable que
los inmunégenos contra 7. foetus en hembras bovinas
generen una respuesta inmune capaz de eliminar el
agente antes de que ocasione daio fetal (dia 70—80 post
infeccion), sin que necesariamente se evite la coloniza-
cion temporaria del tracto genital *>°.

El uso de una vacuna efectiva contra la trichomo-
nosis en hembras bovinas aumentaria la resistencia a la
infeccion atenuando las pérdidas fetales y mejorando
los programas de control *'®. El objetivo del presente
trabajo fue presentar la informacion generada por la
respuesta humoral de vaquillonas vacunadas con anti-
genos de T, foetus y desafiadas mediante servicio natu-
ral con toros infectados, asi como su repercusion en la
eficiencia reproductiva.

MATERIAL Y METODOS

Animales y vacunacion. Se emplearon 23 vaquillo-
nas virgenes de 15—18 meses de edad, de raza Angus,
Hereford y sus cruzas, mantenidas en condiciones de
pastoreo extensivo en el INTA Balcarce. Las hembras
provenian de un rodeo propio libre de brucelosis, tu-
berculosis, trichomonosis y campylobacteriosis. Las
vaquillonas fueron seronegativas a la prueba de BPA
para brucelosis y negativas a 2 muestreos de mucus
cérvico vaginal (MCV) para diagnodstico de trichomo-
nosis y campylobacteriosis mediante cultivo en caldo
infusion higado (CIH) e inmunofluorescencia, respec-
tivamente *°.

La vacuna experimental se elabor6 utilizando culti-
vos de célula entera de 7. foetus en CIH, con inactivante
y adyuvante oleoso descriptos en un trabajo anterior 2.
Se utilizo la cepa Bl de 7. foetus de referencia del INTA
Balcarce, originalmente obtenida a partir de una infec-
cion natural de una vaca con pidmetra "', Las hembras
vacunadas fueron inmunizadas en tres oportunidades
con intervalos de 21 dias entre dosis. Los animales se
dividieron al azar en grupos 1 (n=11 controles sin va-
cunar) y 2 (n=12) vaquillonas vacunadas por via subcu-
tanea con 3,2x10% de T foetus en un volumen de 6 ml,

Riccio M.B. et al.: Vacuna trichomonosis. Rev. vet. 19: 2, 101-108, 2008

aplicados en la tabla del cuello en dos oportunidades.
Luego de la segunda dosis, este Gltimo grupo fue sub-
divido al azar en 2 subgrupos de 6 animales cada uno,
para recibir la tercera inmunizacion. El grupo 2a fue
inmunizado por via intravaginal (IV) con 0,5 ml de
una solucién acuosa de (HO), Al conteniendo 0,74x10°
de T. foetus aplicados intraluminal en el fondo de la
vagina. El grupo 2b fue vacunado con 0,5 ml via IV
como el grupo 2a y 1 ml de la suspension oleosa apli-
cada por via intranasal (IN) con 1,48x10% de 7. foetus
aplicada con pipeta plastica en caudal de la cavidad
nasal.

Muestreos y cultivos. E1 MCV fue recolectado de
la parte craneal de la vagina cercana al cérvix mediante
pipeta de Cassou 7 al inicio del ensayo, al momento de
aplicar la tercera dosis vacunal y luego cada 15 dias a
partir de la 2* semana de iniciado el servicio (dia 85 post
1° dosis vacunal) hasta 4 meses después de finalizado
el mismo (dia 256 post 1° dosis vacunal). A partir de
esta instancia se realizd un muestreo mensual hasta el
dia 284 post 1° dosis vacunal. Se recolectaron ademas
muestras de esmegma prepucial (EP) quincenalmente
durante todo el servicio mediante pipeta de Cassou, el
que fue sembrado en CIH para cultivo de 7. foetus. Fi-
nalizado el servicio, se continuaron los muestreos pre-
puciales hasta un mes post—servicio, cuando los toros
fueron vendidos. Las muestras de MCV y EP fueron
sembradas in situ en CIH, cultivadas en estufa a 37°C
y examinadas microscopicamente durante 7 dias 7. En
forma similar, una alicuota del MCV fue conservada
a —20°C para ser utilizada posteriormente para realizar
test de ELISA. Con similar cronograma de muestreos,
se obtuvo ademas sangre de la vena yugular cuyos sue-
ros se mantuvieron a —20°C hasta el momento de ser
utilizados para deteccion de anticuerpos especificos
contra 7. foetus mediante test de ELISA.

Servicio y evaluacion reproductiva. A los 21 dias
post tltima dosis vacunal, todas las vaquillonas fueron
a servicio natural a campo con dos toros adultos, fisi-
ca y genitalmente aptos para el servicio e infectados
artificialmente por via intraprepucial con cultivos de
la cepa de referencia Bl de T foetus. A las tres sema-
nas de la ultima dosis vacunal, todas las vaquillonas
fueron desafiadas mediante servicio natural por 90 dias
con los 2 toros infectados artificialmente con 7. foe-
tus. El diagnostico de prefiez se efectud en 2 ocasiones
mediante ultrasonografia, la primera a los 80 dias de
iniciado el servicio y la segunda a los 18 dias de finali-
zado el mismo. Se efectuaron ademas 4 tactos rectales
seriados con el fin de confirmar el estado gestacional
y detectar las pérdidas reproductivas. Se cuantificaron
como pérdidas de prefiez a aquellas hembras que ha-
biendo sido diagnosticadas prefiadas en examenes pre-
vios, presentaban el utero no gravido o colecta amorfa
en utero en los diferentes diagnosticos realizados. Las
vaquillonas fueron evaluadas hasta el dia 284 de inicia-
do el ensayo.
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Test ELISA para detectar anticuerpos contra T.
foetus. Se determinaron los anticuerpos sistémicos
contra 7. foetus en suero sanguineco y MCV mediante
ELISA indirecto > ' 1*22 con algunas modificaciones.
Las placas fueron sensibilizadas con 7. foetus (cepa
de referencia B1) suspendidos en buffer fosfato salino
(PBS) 2. Los MCV fueron homogeneizados, sonicados
y procesadas por duplicado. En todos los casos se uti-
lizaron sueros y MCV controles positivos y negativos,
respectivamente, pertenecientes a animales hiperinmu-
nizados contra 7. foetus y bovinos sin contacto previo,
utilizados en trabajos anteriores ' '2. Para el caso de
los sueros se utilizo IgG anti bovina conjugada con
peroxidasa producida en conejo (Sigma, St. Louis, Mo,
USA). La presencia de IgA en el MCV se evidencio
con una anti—IgA bovina producida en conejo (Rabbit
anti—bovine IgA Bethyl, Tx, USA) y una anti-IgG de
conejo conjugada con peroxidasa (HRP—goat Anti—Ra-
bbit IgG (H+L) Zymed) °. Como cromodgeno se utilizd
ABTS pH 4,5 (Sigma, St. Louis, Mo, USA). Las placas
fueron leidas mediante un lector de ELISA (Multiskan
EX, Labsystems, Helsinki, Finland) a 405 nm. Consi-
derando las variaciones existentes en el procesado de
las sucesivas placas, los valores de absorbancia expre-
sados en densidad optica fueron transformados a valo-
res ELISA (VE) 12,

Andlisis estadistico. Se utiliz6 el limite de confian-
za del 95% (p<0,05). Para los valores de ELISA, las
absorbancias corregidas se compararon por contraste
entre los grupos por el procedimiento del SAS 22!,

RESULTADOS

No se observaron reacciones generales adversas ni
signos clinicos que afectaran el estado general de nin-
guno de los animales luego de la aplicacion de las va-
cunas. Se observo en cambio, una ligera reaccion local
subcutanea en el lugar de la aplicacion luego de 15 dias
de la 2° dosis vacunal. Dicha reaccion inflamatoria de
tipo granulomatosa, de consistencia firme y con una re-
accion local de un didmetro promedio de 4 cm (£1,5), se
atribuy¢ al adyuvante oleoso y fue imperceptible luego
de las tres semanas de su deteccion. No se observaron
reacciones adversas en el area vaginal o en la mucosa
nasal como secuela de la vacunacion por dichas vias.
La técnica de muestreo de MCV con pipeta de Cassou
resultd un método satisfactorio, obteniéndose muestras
abundantes y de buena calidad. El medio CIH resulto
adecuado para el aislamiento de 7. foetus siendo infre-
cuente la interferencia por contaminacion. Los cultivos
prepuciales realizados durante el servicio se mantuvie-
ron positivos hasta el dia 60 de inicio del mismo y luego
se negativizaron hasta el final del ensayo.

En Figura 1 y Tabla 1 se detallan los resultados de
los cultivos de MCV. El mayor porcentaje de infeccion
de las hembras se observo durante el segundo mes de
servicio (dias 104 a 131 post 1° dosis vacunal). En el
grupo control se infectaron 10/11 hembras (90,9%)
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mientras que en el grupo vacunado se infectaron 7/12
hembras (58,3%) (p<0,05). La diferencia en los porcen-
tajes de infeccion entre los grupos vacunados y control
resultd significativa (p<0,05) para los dias 104 y 160
post 1° dosis vacunal. En los ultimos 15 dias de servicio
(dia 160 post 1° dosis vacunal), 6/11 hembras del grupo
control ain permanecian infectadas comparadas con
2/12 de las hembras inmunizadas. A las 4 semanas post
servicio (dia 187 post 1° dosis vacunal), 2/11 hembras
controles seguian positivas en comparacion con 1/12
hembras vacunadas. Luego de 81 dias de finalizado el
servicio (dia 242 post 1° dosis vacunal), aun permane-
cia una hembra infectada en el grupo control.

También se observd que una vaquillona del gru-
po control (1/11, 9%) y tres del grupo vacunado (3/12,
25%) resultaron negativas a los cultivos de MCV duran-
te todo el ensayo, evidenciando ausencia de infeccion y
permaneciendo prenadas hasta el final del ensayo. El
tiempo promedio de infeccion en las hembras vacuna-
das fue menor que en las vaquillonas controles: 44,9
versus 78,5 dias respectivamente, p<0,05 (Tabla 1). El
porcentaje de prefiez final fue del 66,6% (8/12) para los
animales vacunados y 27,3% para los del grupo control
(3/11) (p<0,05, Tabla 2). Dichos porcentajes de prefiez
se mantuvieron hasta finalizada la paricion.

En el grupo vacunado, los VE séricos para IgG
fueron mas elevados a los 112 dias post 1° dosis vacu-
nal (VE 90,3) y persistieron hasta la finalizacion del
ensayo. En el grupo control se observaron valores de
VE inferiores (p<0,05) (Tabla 3 y Figura 2). A partir
de la 2° dosis vacunal (dia 21 post 1° dosis vacunal),
se observaron importantes aumentos en los niveles de
anticuerpos séricos en el grupo vacunado, mientras
que la administracion de la tercera dosis intramucosal
produjo solo un leve aumento de los mismos (datos no
presentados). Durante el periodo critico de pérdidas re-
productivas (60 dias post desafio), se determinaron VE
promedios mas elevados en el grupo vacunado (90,3)
que en el grupo control (35,2) (Tabla 3).

Finalmente, se registré una caida importante en los
niveles de VE en los animales controles al dia 112 post 1°
dosis vacunal mientras que en el grupo vacunado, este
descenso fue mas lento y tardio (dia 200 post 1° dosis
vacunal) (Tabla 3 y Figura 2). Comparando el nivel de
significancia del VE entre el grupo vacunado y el con-
trol, se establecieron diferencias significativas (p<0,05)
a favor de los animales vacunados en los dias 21, 48, 70,
112, 131, 160 y 200 post 1° dosis vacunal, donde estaria
incluido el periodo de servicio (Figura 2).

La inmunizacion por via mucosal indujo una sos-
tenida respuesta de IgA en el MCV. Al analizar esta-
disticamente los VE para IgA, los mismos fueron su-
periores en los grupos vacunados (IV/IN-IV) con res-
pecto al grupo control (p<0,05) desde la finalizacion
del servicio (VE 87,8, dia 160 post 1° dosis vacunal)
hasta el final del ensayo (VE 46,5, dia 258 post 1° dosis
vacunal) (Tabla 3 y Figura 3). Al analizar la secuencia
de cultivos, se observo que los aumentos de VE coin-
cidieron con la negativizacion de las hembras (Figura
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Tabla 1. Secuencia de cultivos de mucus cérvico vaginal para 7. foetus.

dias posteriores a 1° dosis vacunal dézs
anim N° grupo 0 85* 104* 112* 131* 145* 160* 173 187 200 214 228 242 256 284 infeccidon
3048 C - - 4+ 4+ 4+ 4+ - - - - o 70,5
3084 C - + + + + + - - - - - - - - - 72
3046 C - - + + + + + - + + + - - - - 126
3004 C - — - — = 0
3012 C — + + + — + + — _ _ _ _ _ _ _ 86
3002 C — + + + + - + + — — — _ _ _ _ 100
3080 C - — + + + - — - - - - - - - - 42.5
3022 C - — + + + - — - - - - - - - - 42,5
3042 C - + + + + - + - - - - - - - - 86
3020 C - - + + + + - + + - + + + - - 152,5
3038 C — + + + + - + — _ _ _ _ _ _ _ 86
+total 0/11 5/11 10/11 10/11 9/11 5/11 6/11 2/11 2/11 111 2/11 111 1/11 0/11 0/11 Pr"7nslf5d‘°
% infectividlad 0 45 90 90 81 45 54 18 18 9 18 9 9 0 0
3072 V. -+ o+ o+ - 41,5
3006 V.- — - — 0
3078 V. - — - — - oo 0
308 V. — 4+ o+ 4+ o+ - _ o _ -  _  _ 58
336 V. — 4+ — 4+ o+ o _ o 58
300 V. o — 4+ — - 4+ 4+ 4 100
3030 V. - - — 4+ - 24
304 V. - 4+ o+ 4+ 4+ - - 58
3054V - - - - - + + + + - - - - - - 56
3086 V. - — - — - oo 0
3034 V. - — - 4+ 4+ 4+ - 44
3060 V - + + + + + + + - - - - - - - 100
+/total 0/12 6/12 412 712 612 412 212 312 112 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 /12 Promedio

% infectividad 0 50 33 58 50 33 16

44,9
2 8 0 0 0 0 0 0

*servicio; grupo: C: control; V: vacunado

1), correlacionando significativamente (p<0,05) (dia
160 post 1° dosis vacunal) con un menor porcentaje de
infeccion.

La aplicacion de la tercera dosis intramucosal indu-
jo una sostenida produccion de IgA en el MCV durante
el periodo del servicio y posterior al mismo (datos no
presentados). Los VE de los grupos vacunados, IV ver-
sus IN-IV, no evidenciaron diferencias significativas

100 4
=t vacunadas

80 1 =l control
60 1

40 -

% positividad

20 1

Vi

0 21

42 63 77 85 104 112 131 145 160 173 187 200 214 228 242 256 284

Dias post 1° dosis vacunal

Figura 1. Porcentajes de cultivos positivos de 7. foetus
en mucus cérvico vaginal. Servicio: dias 77 a 173. Fle-
chas indican 1°, 2°y 3° dosis vacunales.

(p>0,05) entre grupos (datos no presentados). Al ana-
lizar los VE de la IgG total en el MCV se observaron
valores superiores (p<0,05) en los grupos vacunados a
partir de la segunda dosis post vacunal (dia 21 post 1°
dosis vacunal) a lo largo de todo el trabajo con respecto
a los controles (Tabla 3). Al comparar los VE entre los
grupos vacunados, IV versus IN-IV, no se observaron
diferencias significativas entre grupos (p>0,05, datos
no presentados).

DISCUSION

Los resultados abogan a favor de la eficacia de la
vacuna inactivada a célula entera de 7. foetus en la
prevencion de la infeccion genital, al inducir respues-
ta inmune efectiva sérica y genital con disminucion de
las pérdidas reproductivas con respecto a los animales
controles sin vacunar. En forma similar y coincidiendo
con otros autores, la vacuna utilizada no evito la coloni-
zacion del protozoo en el tracto reproductor femenino >
1519 También se observaron algunos animales con resis-
tencia natural a la infeccion donde no hubo colonizacion
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Tabla 2. Evolucion de las gestaciones en los diferentes grupos.
10 10 20 20 30 40
ecografia tacto ecografia tacto tacto tacto
80 dias inicio 87 dias inicio 20 dias finalizado 68 dias finalizado 84 dias finalizado 122 dias finalizado
animal N°  grupo servicio servicio servicio servicio servicio servicio
3048 C P P \Y \Y v v
3084 C P P P
3046 C v \" P \% \% \%
3004 C P P P P P P
3012 C v \% \Y \Y v \%
3002 C \'% \" \% \% \% v
3080 C \% \'% \% \% \% \'%
3022 C \Y v \Y P P P
3042 C \% \% \% \'% \% \%
3020 C \Y \% \Y v \% \%
3038 C \Y v \Y \Y v
P/V 3/11 3/11 3/11 3/11 3/11 3/11
% preiez 27,3a 27,3a 27,3a 27,3a 27,3a 27,3a
3072 \% P P P P P P
3006 A\ \Y \% P P P P
3078 v P P p P P P
3018 \% \% \% P P P P
3036 \Y A% \% \Y A% \% \%
3010 v v \" v \Y \Y \Y
3030 \% P P P P P P
3074 \Y \Y \% P P P P
3054 \% \% \" \% \% \'% \"
3086 \% P P P P P P
3034 \Y \Y A% \Y P P P
3060 \% \% A" \'% \% \% \"
P/V 4/12 4/12 7/12 8/12 8/12 8/12
% prefiez 33a 33a 58b 66,6b 66,6b 66,6b

Letras distintas al comparar los porcentajes de prefiez entre animales controles y vacunados indican diferencias significati-

vas (p<0,05).

genital de T. foetus (9% y 25% en los grupos control y
vacunado, respectivamente), en coincidencia con otros
autores *. Se constato la presencia de una hembra del
grupo control que permanecié infectada hasta 12 se-
manas post finalizacion del servicio, confirmando lo
mencionado por otros autores que detectaron hembras
infectadas hasta 12 a 25 semanas post desafio '> 16122,

En nuestro ensayo, el porcentaje de hembras con-
trol infectadas a las 4 semanas post servicio fue menor
(18%) comparada con otros trabajos '*'*. Es factible
que varias hembras se hayan liberado de la infeccion
en fechas cercanas a la finalizacion del servicio, pre-
sentando celo luego de retirado el toro.

El tiempo promedio de persistencia de la infeccion
en las hembras de ambos grupos difirio significativa-
mente coincidiendo con otros trabajos que utilizaron el
desafio con toro infectado . Aqui, el tiempo promedio
de infeccion por T. foetus en hembras vacunadas (7 se-

manas) fue mayor que en trabajos previos donde la in-
feccion genital persistio un promedio de 3 a 4 semanas ™
151719 "nudiendo llegar a 6 0 7 semanas > '¢. Sin embargo,
considerando el periodo critico de 9 a 17 semanas post
infeccion con 7. foetus donde suceden la mayoria de las
pérdidas fetales 2°, la liberacion de la infeccion en las
hembras vacunadas en nuestro ensayo habria ocurrido
previamente a dicho periodo. Otros autores, empleando
una vacuna a célula entera de T foetus, tuvieron prefie-
ces de 66,6 a 55,5% para el grupo vacunado y de 33,3 a
13,3% para el grupo no vacunado 7, resultados aproxi-
mados a los registrados en este trabajo.

La respuesta inmune sistémica estuvo condicio-
nada al tipo de inmunodgeno empleado y a las dife-
rentes vias de inmunizacion. En las hembras vacu-
nadas se determind un importante incremento de
anticuerpos séricos post 2° dosis vacunal sistémica,
pero no se registraron dichos aumentos luego de la
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Tabla 3. Comparacion de los valores ELISA en suero (IgG) y mucus cérvico vaginal (IgG, IgA) en animales

vacunados y controles.

dias post primera dosis vacunal

tipo de Ig y fluido grupo 0 21 48 70* 112* 131* 160* 200 258
vacunado 7,6a 19,7a 70,1a 74,4a 90,3a 84,0a 51,8a 47a 12,5a
IgG en suero
control 6,la -5,3b 22,4b 35,3b 352b  —0,5b 2,3b 8,6b -2,8a
vacunado 1,3a 10,3a 23,3a 28a 28,9a 35,6a 46a 50,1a 49a
IgG en MCV
control 1,8a 4,9a 10,5b 9,7b 10,2b 21b 35,2b 40,5b 38,5b
vacunado -1,1a 1,3a 2,4a 5,8a 10,8a 23,4a 87.8a 84,7a 46,5a
IgA en MCV
control 1,9a 7,9a 6,8a 0,9a 3,0a 28,7a 51,4b 41,7b 27,4b

*Servicio. Letras diferentes entre columnas poseen diferencias significativas (p< 0,05) aplicadas en cada Ig y para cada

fluido analizado.

3° dosis aplicada por via intramucosal. Ademas, se
determind el mayor nivel sérico durante el primer
mes de servicio en el grupo vacunado. Similar res-
puesta inmune, entre 3 y 8 semanas post 2° dosis
vacunal, fue descrita al evaluar el mismo tipo de
vacuna % .

En las hembras inmunizadas, la respuesta inmune
sistémica fue de mayor duracion y mas efectiva en la li-
beracion de la enfermedad que en las hembras del gru-
po control. Las vaquillonas inmunizadas presentaron
menor persistencia promedio de la infeccion y mayores
indices de prefiez. Ademas, para el grupo vacunado, el
valor medio de ELISA fue mayor durante el servicio,
estableciendo en algunos casos (21, 48, 70, 112, 131,
160 y 200 dias post 1° dosis vacunal) diferencias signi-
ficativas con el grupo control.

La presencia de anticuerpos séricos en el grupo
control, previo y durante el servicio, coincide con
trabajos que sefialan la presencia de anticuerpos a 7.
foetus en el suero de animales sanos %2, El aumento
de los anticuerpos séricos en el grupo control duran-
te el servicio responderia a la estimulacion sistémica

Promedio Valor ELISA
100 1
90 A
80 A
70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 1
10 4

—&— Vacunadas
—&— Control

Valor ELISA

0 21 48 70 112 131 160
Dias post 1° dosis vacunal

200 258

Figura 2. Promedios de IgG sérica a T. foetus expresa-
da en VE en los grupos control y vacunado. VE entre
21 y 200 dias fueron significativamente distintos entre
grupos (p<0,05). Flechas indican 1°, 2° y 3° dosis va-
cunales.

que se produce en infecciones naturales con incre-
mentos de IgG, “*2. Trabajos previos reportan que un
refuerzo vacunal (“booster”) via sistémica produce,
luego de 2 a 3 semanas, un rapido aumento de IgG
sérica que estimula su transporte hacia las secrecio-
nes vaginales '*1%.

La aplicacion de dosis vacunal parenteral en adyu-
vante oleoso, como las realizadas en la presente ex-
periencia, permite suponer que los aumentos séricos
observados corresponden a IgG. Ademas, debido al
adyuvante y vias utilizadas, se podria especular en un
incremento en los niveles genitales de IgA. La aplica-
cion de un refuerzo vacunal en la mucosa genital impli-
ca un importante aumento de IgA local ", resultando
esta inmunizacion en el mismo sitio de infeccion una
importante opcion vacunal. Finalmente, al considerar
el periodo critico de pérdidas fetales, luego de 60 dias
post desafio (131 a 160 dias post 1° dosis vacunal), don-
de se requiere una soélida respuesta inmune que evite
el efecto patdgeno de T. foetus, los valores de ELISA
séricos aqui registrados fueron mayores en el grupo
vacunado. En los animales vacunados la infeccion ge-

Promedio Valor ELISA IgA

—— Vacunadas
—&— Control

Valor ELISA
win
S

0 21 48 70
Dias post 1° dosis vacunal

112 131 160 200 258

Figura 3. Valores de IgA anti—7. foetus en mucus cér-
vico vaginal de vaquillonas vacunadas y controles. VE
entre 160 y 258 dias fueron significativamente distintos
entre grupos (p<0,05). Flechas indican 1°, 2°y 3° dosis
vacunales.
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nital decreci6 del 90,3% a los 41 dias de comenzado el
servicio (112 post 1° dosis vacunal) al 51,8% al final del
servicio (dia 160 post 1° dosis vacunal). Durante ese
lapso de 47 dias la infeccion genital coexistio con altos
niveles de anticuerpos séricos. Coincidentemente con
la liberacion de la infeccion, hacia el final del periodo
de servicio, los niveles séricos disminuyeron en forma
considerable.

Los elevados niveles de IgA en el MCV se corre-
lacionaron positivamente con cultivos negativos a T.
Jfoetus avalando la efectividad de IgA para promover la
liberacion genital del protozoario. Ademas, a pesar que
la respuesta de IgA genital inducida por vacunas coin-
cidio en el tiempo con la respuesta natural en hembras
sin inmunizar, la respuesta inducida en los animales
vacunados fue significativamente mayor (VE 87,8) con
respecto a los animales controles (VE 51,4). El aumen-
to de la magnitud de la respuesta genital de IgA fue
producto del estimulo local inducido por la vacuna y
del efecto adicional del desafio generado por los toros
infectados con T. foetus durante el servicio, evidencian-
dose por la respuesta local en las hembras controles. La
presencia de T. foetus en el tracto genital estimul6 una
respuesta de IgA hacia final del servicio y luego del
mismo.

Los VE para IgG en el MCV de los animales va-
cunados fueron significativamente superiores (p<0,05)
con respecto a los animales controles a lo largo de todo
el ensayo. El aumento de los VE observados luego de
ultima dosis vacunal aplicada por via parenteral permi-
te sugerir que la IgG sistémica difundié desde el lumen
vascular hacia la secrecion genital. Ademas se observo
que los aumentos de IgG en MCV no fueron influencia-
dos por la administracion de una tercera dosis aplicada
via mucosal, lo que indica la importancia de la via de
inoculacion de los inmundgenos.

En conclusion, surge que la estimulacion vacunal
sistémica y mucosal con antigenos de 7. foetus gener6
incrementos de IgG en suero y de IgA en MCV, acor-
tando el periodo de infeccion y mejorando la eficiencia
reproductiva en los animales vacunados. El método
ELISA utilizado en el presente ensayo resultd de utili-
dad para la deteccion de la respuesta inmune de 7. foe-
tus.
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