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RESUMEN

Con el propósito de analizar la evolución de la respues
ta inmune durante el período de la infección y la efectividad de - 
los métodos de diagnósticos, fueron empleados 26 bovinos Holando - 
Argentino (machos y hembras) infectados natural y experimentalmen
te con T. foetus.

Los machos fueron infectados instilando en cavidad prepu 
cial 2 x 107 protozoarios. Las hembras recibieron la misma canti— 
dad por instilación en el fondo de la vagina, sincronizando previa 
mente el celo mediante inoculación de prostaglandina F2 alfa.

Se tomaron muestras de suero, mucus vaginal y secreción- 
prepucial, durante 63 semanas en el lote infectado experimentalmen 
te y por única vez en el infectado naturalmente. La evolución del- 
título de Ac séricos y locales (vagina y prepucio) fue seguida me-
diante pruebas de microaglutinación, hemaglutinacion pasiva e inmu 
nodifusión. Paralelamente, muestras de los genitales fueron incuba 
das en medio de cultivo a los efectos de verificar la presencia de 
T, foetus.

Las hembras alcanzaron el nivel máximo de Ac séricos a - 
las 11 semanas post-infección, quedando libres del protozoario a - 
las 16 semanas. En mucus vaginal, los Ac fueron detectados por mi
croaglutinación entre la 9°l y 24° semana post-infección.

Los toros manifestaron una escasa respuesta humoral, per 
maneciendo infectados con T. foetus.

La respuesta celular medida por ensayo de blastogénesis, 
se realizó en el momento en que los Ac séricos alcanzaron títulos- 
aglutinantes elevados, obteniéndose entre un 3-8 % de linfoblastos, 
con mayor respuesta en hembras.

La inoculación intradérmica de homogeneizado de T. foetus 
indujo una significativa sensibilidad cutánea en los animales in— 
fectados, siendo mayor en las hembras.

Los Ac séricos involucrados en la respuesta, correspon— 
dieron a la subclase IgG2, con vestigios de IgG1 e IgA. En mucus -
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cérvico vaginal se detectó únicamente IgG1 específica. 
Las hembras, luego de superar la infección, fueron re-----

fractarias a la reinfección ensayada 42 semanas después de inicia
da la experiencia.
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SUMMARY

llolando Argentino cattle (n= 26, bulls and cows) bearing 
either natural or experimental T. foetus infection, were used in a 
protocol in order to analizo the course of the immune responso and 
the effectiveness of diagnosis procedures. Infection in bulls were 
induced by instillation of 2 x 107 protozoa into the preputial ca
vity. In the case of cows identical amount of cells were instilla- 
ted through the vagina after sincronization of cycles with prosta- 
glandina F2 alpha.

Samples of serum, vaginal mucus and preputial secretion- 
were obtained throughout 53 weeks from the experimentally infected 
animals, and only once from the animals bearing natural infection.

Development of serum antibodies and of those isolated — 
from vagina or prepuce was followed by means of microaglutination, 
pasive hemaglutination and immunodifusion tests. In order to ascer 
tain the presence of T, foetus, samples of genital fluids were in
cubated in parallel on culture media. In the cows, the levels of - 
serum antibodies were maximal at the 11th week post-infection; at- 
week 16 cows were totally free of protozoa. Antibodies in vaginal- 
mucus were detected by the microaglutination test between week 9 — 
and 24 post-infection.

In the bulls showed a poor humoral response and remained 
infected with T. foetus.

Cellular response was measured by the blastogenesis a----  
ssay at the time the aglutinating titers of serum antibodies were- 
highest. Results showed 3 to 8 % linfoblasts, with higher figurs - 
in cows compared with the bulls.

Intradermal administration of T. foetus homogenats elici- 
ted a significant skin reactivity in the infected animals; the ----- 
skin reaction was stronger in the cows.

The serum antibodies involved in the response, belonged- 
to the subclass IgG2 and trace amounts of IgG1 and IgA. In the ca
se of vaginal mucus only the specific IgG1 was detected.

Cows that had overcame the infection were refractories - 
to reinfection attempted 42 weeks after the start of the experien- 
c e.



INTRODUCCION
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El Tri trichomonas foetus (T. foetus)^®\ es un protozoa 

rio ubicado en el reifio Protozoa, Phylun: Sarcomastigophora, Sub— 
phylum: Mastigophora, Clase: Zoomastigophora, Orden: Trichowonadi- 
da, Familia: Trichomonadidae. Es conocida también como Trichomonas 
foetus, bovis, T. genitalis, T. uterovaginales y T. mazzenti — 
(49).

Se presenta como fusiforme o piriforme, de 10 a 25 p de
largo por 3 a 15 ju de ancho» Posee un sistema mastlgonte complejo, 
con costa prominente, tres flagelos anteriores y el cuarto recu-— 
rrente se extiende libre desde el extremo posterior del cuerpo has 
ta alcanzar una longitud semejante a la de los flagelos anterio----  
res. La membrana ondulante consta de dos partes: una proximal, que 
es un pliegue de la superficie dorsal y otra distal, limitada por- 
el flagelo recurrente, que corre a lo largo de la parte proximal - 
sin conexión obvia con la misma. El axostílo, grueso, hace protu— 
sión desde el extremo posterior del cuerpo. En la parte posterior- 
del citoplasma, presenta gran números de gránulos para-axostilares 
y para-costales (hydrogenosomas) visibles al microscopio óptico — 
(19).

La reproducción del T♦ foetus es asexual, realizándose - 
por fisión binaria en forma longitudinal.

Dentro del género y especie T, foetus, existen 3 seroti- 
pos antigénicamente diferenciables: Belfast, Manley y Brisbane, no 
distinguibles morfológicamente y cuya patogenia en loa bovinos es- 
similar. Mediante pruebas de aglutinación y precipitación en gel,- 

í Al 1
Robertson ' , comprobó que existen ciertas estructuras antigéni-
cas en común entre los tres serotipos del género, identificando en 
cambio, una fracción polisacárida específica de cada cepa bovina.

La T. foetus, produce en los bovinos, una enfermedad ve
nérea (trichomoniasis genital bovina), caracterizada por esterili
dad, aborto y piómetra.

Dicha enfermedad se encuentra presente en casi todos los 
países del mundo. En nuestro país existen datos de incidencia en - 

(15) diferentes provincias. Uabioh y col. encontraron T. foetus en



los dos tambos analizados en Catamarca. También en el Valle de Ler 
ma (Salta) controlaron 61 establecimientos, de los cuales el
29,5 % estaba infectado con T. foetus, 

(47) Spath , en un estudio sobre sanidad animal realizado- 
en la provincia de Tucumán halló 18 tambos (12,1 %) de 141, con la 
enfermedad venérea, 

(25)Kloster , en un relevamiento sanitario realizado en - 
la subcuenca lechera de Las llosas (Santa Fe), investigó 28 tambos- 
de los cuales en el 21,5 % había portadores de T. foetus.

Villar' 7 realizó una recopilación de datos sobre la in 
Cidencia de la tricomoniasis en un período comprendido entre 1966- 
y 1977; encontrando que en la provincia de Buenos Aires, de 351 ej 
tablecimientos el 81 % estaba infectado y que de 37 establecimien
tos correspondientes a las provincias de Córdoba, Corrientes, En— 
tre Ríos, La Pampa y Santa Fe, el 21,6 % resultó positivo a dicha- 
enfermedad. 

Otra provincia en la cual se han registrado datos sobre
incidencia, es San Luis (Villa Mercedes), en la cual Vázquez y ----  

encontraron el 45 % de los 31 establecimientos analiza— 
dos, infectados con el protozoario.

En cuanto a la localización en el toro, podemos decir, - 
que la cavidad prepucial es el hábitat de la T. foetus, que se en
cuentra sobre la mucosa del prepucio y del pene, sin dar síntomas- 
clínicos que hagan sospechar la infección. Existe la posibilidad - 
de transferirse el protozoario entre machos al saltarse entre e----  
líos, cuando hay demasiados reproductores en un espacio reducido.

Se encontró que toros menores de 3 años son menos suscej) 
tibies a la enfermedad condición que decrece con el paso de - 
los años.

La T. foetus al no penetrar en el epitelio prepucial, no 
oroduce lesiones.

En la hembra, la infección es exclusivamente venérea, -- 
transmitida por el coito, así como por inseminación artificial. Se 
produce primero una vaginitis, entre los 14-18 días post infección, 
pasando luego al útero y desapareciendo de la vagina. El aborto, - 
en caso de producirse, es temprano (1-16 semanas), con recupera----  
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ción espontánea si va acompañado con expulsión de las secundinas;- 
si estas persisten se produce una endometritis con esterilidad pejr 
manente. Si no hay aborto, el feto muere y se macera en el útero - 
instalándose una piómetra.

]jn cortes histológicos de útero, la T. foetus aparece en 
las secreciones de la superficie, en la luz de las glándulas endo- 
metriáles o entre los componentes fetal y maternal del placentoma«

La localización del parásito en el mucus secretado en el 
tracto genital femenino, con la consiguiente absorción del mate----  
rial antigénico a través del epitelio, parecería ser el estimula— 
dor de una respuesta inmunológica.

Andrew, Miller y Hees \ fueron los primeros en demos

trar que los animales recuperados espontáneamente de triohomonia— 
sis eran resistentes a nueva infección* Observaciones semejantes - 
realiza en Argentina Gelormini

Los anticuerpos (Ac) producidos por la infección son cía 
sificados por Robertson v 7 en: r

a) Ac humorales circulantes, cuya producción es estimula 
da por antígenos que llegan a circulación desde el ú- 
tero, en infecciones severas*

b) Ac locales: - Ac uterinos.
- Ac vaginales.

Estos anticuerpos son detectables fácilmente por técni— 
cas de aglutinación, como la microaglutinación serológica y la mu- 
coaglutinación .

Empleando como antígeno una fracción proteica de T, foe- 
(21)tus, precipitable con ácido trioloroacético, Kerr ' desarrolla- 

una prueba cutánea en bovinos que coteja con observaciones micros
cópicas del material vaginal y pruebas serológicas de aglutinación. 
En el ensayo cutáneo observó la formación de una pápula o placa en 
forma inmediata en aquellos animales que estaban infectados o que- 
poseían Ac aglutinantes con títulos elevados. Posteriormente, Fein 
berg y Morgan 13aislaron e identificaron un polisacárido de ----  

T. foetus (var, Manley), serológicamente específico, que produce - 
una reacción intradérmica en vacas inmunizadas*

12



( 23 )Kerr y Robertson v , intentaron experimentalmente in mu
nizar a bovinos por medio de instilaciones uterinas y vaginales de 
preparados antigénicos y mediante inoculaciones intramusculares, y 
hallaron que, únicamente por inmunización local se obtienen Ac en- 
mucus uterino, pero que desaparecen precozmente*

Pierce K observó que en infecciones activas de vagi
na, los Ao contra T* foetus fueron detectables en mucus vaginal, - 
sin aparecer Ac séricos, por lo que concluyó que eran respuestas ja 
parentórnente independientes*

(18) (27)Honigber k 7 y Levine v ' afirman que los Ac circulan
tes post infección tienen poco valor protector, siendo las inmuno- 
globulinas locales (en útero y vagina) las responsables de la eli
minación de las T* foetus de los genitales.

En toros la respuesta inmune es muy débil y la infección 
se torna más difícil de curar espontáneamente Kerr í^l)^ Gn_ 

1944, ya había observado que los títulos aglutinantes en suero de
toros, estaban dentro de los niveles normales. Recientemente, ------  
Clark 1 , intentó establecer un método curativo y preventivo de - 
la trichomoniasis genital en toros, inmunizándolos con una suspen
sión de células en adyuvante oleoso, logrando curar 11 toros de — 
los 16 inmunizados (68,8 %), sin explicar el camino inmunológico - 
de los resultados obtenidos*

La presencia de la enfermedad, se hace evidente en un ro 
deo por la disminución significativa de los índices reproductivos. 
Se observa infertilidad después de varios servicios, períodos pro
longados entre celos, vientres que estaban preñados y que meses — 
más tarde entran en celo, presencia de abortos y piómetras.

El diagnóstico de laboratorio de la trichomoniasis geni 
tal bovina se fundamenta en la detección del protozoario en mate— 
rial proveniente de un aborto o de los genitales de las hembras — 
y/o machos. La demostración del protozoario puede realizarse por - 
exámen microscópico directo de la muestra y/o cultivo en el medio- 

(39)de Plastridge , enriquecido con 10 % de suero bovino o equino- 
inactivado*

Existen varios factores que inciden en un buen diagnósti^ 
co por cultivo, la correcta toma de muestra, la rapidéz de trans-- 

13



porte y el procesamiento.
El diagnóstico serológico tropieza con el desconociuiien- 

tp del nivel de Ig circulantes en diferentes estadios de la enfer
medad, En algunas oportunidades, se obtienen buenos resultados con 
la detección de Ac en mucus vaginal.

Mo Entegart '$1' desarrolla un ensayo de hemoaglutina----- 

clon pasiva para determinar títulos de Ac humorales anti Trichomo
nas vaginalis, sensibilizando glóbulos rojos de carnero (G.R.C.) - 
con un polisacárido de este parásito. Este autor logra diferenciar 
por esta prueba, T. vaginalis y las cepas Manley y Belfast de T.— 
f oetas ' \ Más recientemente Ackers v ', empleando un suero mo—

” ' 125
noespecífico marcado con I determina la presencia de Ac especí
ficos contra T. vaginalis en mucus vaginal de mujer infectada. Ma
thews (30) eva^u¿ (jos pruebas serológicas, empleando sueros de mu

jeres con vaginitis clínica y cultivo positivo, encontrando que el 
78 % de los sueros presentaban una reacción positiva mediante el u 
so de la técnica de hemaglutinación indirecta y el 43 % por inmuno 
difusión en gel.

(2) /Alderete/ , mediante una prueba inmuno-enzimatica (EEL 
SA) detectó altas concentraciones de Ig G, Ig A e 1g M anti-T. va
ginalis, en suero de pacientes y animales de laboratorio infecta— 
dos. Solamente Ig G e Ig A fueron demostrados a partir de lavados- 
vaginales de mujeres con trichomoniasis aguda.

En síntesis, podemos decir que la respuesta inmune a ----- 
T. foetus en bovinos fue abordada en los últimos 50 años, sólo en
aspectos parciales y con discontinuidad. Esto trae como consecuen
cia lógica que en el oampo de la medicina veterinaria se emplee — 
hoy en día como único recurso práctico de diagnóstico, el aisla----  
miento por cultivo del protozoario, con los riesgos de falsos nega 
tivos que ello implica, según Johnnson (^0)^ pesar de ello es -- 

considerado el más seguro de los métodos disponibles. Por esta ra
zón, al planificar este trabajo nos propusimos los siguientes obje 
tivos:

a) Un estudio integral de la respuesta inmune de bovinos 

1H-



infectados experimentalmente con T, foetus, observan
do los cambios que pudieran aparecer en: mucus vagi— 
nal, mucus uterino, suero, sensibilidad cutánea; de— 
terminando además los tipos de Ig implicadas y la res 
puesta celular (inmunidad celular)♦

b) Establecer la sucesión cronológica en que tales síntjo 
mas o manifestaciones de enfermedad aparecen y son de 
tectables, con el propósito de determinar si es fact^ 
ble el empleo de una metodología diagnóstica, oportu
na, segura y práctica para la trichomoniasis.

c) Indagar sobre el grado de protección que la inmunidad 
celular y humoral pudieran proporcionar al animal y - 
la duración de tal resistencia, con énfasis en el ma
cho, dadas las diferencias de la patogenia con respe£ 
to a la hembra v .



MATERIAL Y METODOS

1) Obtención de Tri trichomonas foetus:
El protozoario se aisló a partir de un toro infectado na 

turalmente*  El material prepucial fue obtenido por el método del - 
lavaje prepucial (*8),  instilando 30 ml de SFT a pH 7,2 (SFT >=2,22 

g. de Na2 H P04 . 7 H20; 6,80 g. Na Cl; 0,43 KH2 PO4; agua des
tilada c.s.p. 1000 mi), y realizando posteriormente masajes en di
rección ántero-posterior durante 1 minuto, recogiendo el líquido - 
del lavado en un recipiente estéril y centrifugando a 400xg. duran 
te 5 minutos. El sedimento obtenido se incubó a 37®C en el medio - 
de cultivo, realizando observaciones microscópicas cada 24 hs has
ta la confirmación del resultado positivo. El medio de cultivo uti 
lizado fue el de Plastridge compuesto por:

• Lote A: compuesto por 3 vaquillonas vírgenes (raza Dolando Argen
tina) de 18 meses de edad, y sexualmente maduras, identificadas- 
con los Nros, 36, 37 y 38. Estos animales fueron infectados ins-

- Peptona .......................................................... 10 g
- Extracto de carne .................................. 3 g
- Cloruro de sodio .......................... 1 g
- Dextrosa ..................................................... . 10 g
- Agar bacteriológico .....................  0,8 g
- Agua destilada ...............................  1.000 |ul
- Con el agregado, antes de ser usado, de 10 % de suero- 

bovino o equino inactivado (30 minutos a 56fiC) más 1.000 U de peni, 
cilina; 500 meg de estreptomicina y 250 U de nistanina, por mi. 

El protozoario aislado fue identificado serológicamente- 
corno T. foetus variedad Belfast. utilizando sueros monoespecíficos 
contra las variedades Belfast, Manley y Brisbane, provenientes de: 
División of animal Health Research Laboratory, Private Bag N# 1, - 
PO Parkville, Victoria 3052, Australia.

2) Animales de experimentación:
Se emplearon un total de 26 animales divididos en dife— 

rentes lotes:
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ti lando en el fondo de la vagina, 4 mi de una suspensión de - -----  
T, foetus en SFT pll 7,2, con una concentración de 2,52 x 10$ pro 
tozoarios • mi”!, manteniéndolas en experimentadón durante 53 - 
semanas. La inoculación se realizó en el momento del celo, el -- 
cual se obtuvo por inducción, inyectando prostaglandina F2°< , si
guiendo las instrucciones del fabricante del producto utilizado, 
para sincronización del celo,

- Lote B: compuesto por 11 vaquillonas (raza Rolando Argentina) de 
18 a 24 meses de edad, pertenecientes a un tambo del Partido de- 
Tandil, en el cual se detectaron por cultivo, toros portadores - 
de T» foetus. Estas vaquillonas fueron seleccionadas de un lote- 
de 40 animales post servicio, por encontrarse sin gestación en - 
el momento del tacto; realizándose un solo maestreo,

- Lote C: compuesto por 2 toros adultos (raza Rolando Argentina) - 
de 6-7 años de edad, libres de T, foetus. Estos animales fueron- 
infectados, instilando en la cavidad prepucial 10 mi de SFT con
teniendo 2 x 10$ protozoarios , ml*^, realizando varios masajes 
prepuciales en dirección ántero posterior. El tiempo de experi— 
mentación con este lote fue de 16 semanas.

• Lote compuesto por 4 toros adultos (raza Rolando Argentina),- 
pertenecientes al mismo establecimiento que el lote B, Tres de - 
ellos eran portadores de T, foetus, confirmado por cultivo en el 
medio de Plastridge, Estos animales fueron maestreados por única 
vez.

- Lote E: compuesto por 6 animales (raza Rolando Argentina): 3 va
quillonas vírgenes de 16 meses de edad y 3 terneros de 9 a 12 mj 
ses de edad. Estos animales fueron utilizados como control nega
tivo en todas las pruebas realizadas durante la experimentación.

i

3) Antígeno para prueba de aglutinación:
Las T, foetus obtenidas como se indicó en el punto 1, — 

fueron mantenidas en el medio de Plastridge, realizando repiques - 



semanales» En los momentos en que fue necesario utilizarlas como - 
antfgeno vivo, se Jas incubó durante 48 hs, ajustando la concentra 
ción a 2 x 10$ protozoarios . en el mismo medio de cultivo.

Para comparar los resultados obtenidos con el antfgeno - 
anterior, se realizó un cultivo de T. foetus en caldo de Plastrid- 
ge durante 72 hs, separando posteriormente los protozoarios por — 
centrifugación a 500 xg lavando los mismos 3 veces con SFT pll 7,2, 
resuspendiendo finalmente en la misma solución con 1% de formol — 
y ajustando la concentración a 2 x 10$ protozoarios . ml~l.

Los recuentos para determinar la concentración fueron — 
realizados en la cámara de Neubauer, utilizando el reticulado para 
glóbulos blancos•

4) Obtención del suero anti- T. foetus:

Dos cobayos fueron inoculados en la cara interna de Ios- 
muslos, en forma subcutánea, con 1 ml de una suspensión de To foe- 
tus muertas por formol, a una concentración de 13 x 10 células x- 
ml-1, mezcladas con i^ual volumen de adyuvante completo de Freund- 
(Bayol F o vaselina de alta pureza: 90 mi; Arlacel A: 10 mi; Mico- 
bacterium tuberculosis muertos por calor: 100 mg), repitiendo la - 
dosis 7 días después.

Diez días post-inoculación de la 2a. dosis, se inoculó, 
en forma intracardíaca 0,5 mi de una suspensión de protozoarios — 
conteniendo 13 x 10$ células . ml~^. La sangría se realizó 15 días 
después de la descarga, obteniendo el suero hiperinmune, el cual - 
fue titulado con antfgeno vivo por la técnica de microaglutinación 
e identificado como G.P.003. Dicho suero fue utilizado como con----  
trol positivo en todas las reacciones serológicas.

5) Técnica de Microaglutinaci ón:
A partir del tiempo cero, los animales correspondientes- 

ai "Lote A", fueron sangrados periódicamente por punción de la ve
na yugular, durante 53 semanas. La extracción de muestras fue sema 
nal en el primer tercio de la experiencia, y posteriormente cada - 
20 días hasta finalizar la misma.

Los toros pertenecientes al "Lote C", fueron sangrados - 
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cada 10 a 15 días durante 16 semanas.
Los animales de los "Lotes U, D y E", fueron sangrados * 

una única vez.
Con los sueros obtenidos se realizaron diluciones seria

das en razón dos tomando 0,05 mi de cada una, enfrentándola en 
una polioubeta, con 0,05 mi de una suspensión de T. foetus en el - 
medio de cultivo, con una concentración de 2 x 10° protozoarios .- 

Luego de una incubación de 30 minutos a 37® C, se efectuaron 
las observaciones al microscopio con pequeño aumento. La máxima d¿ 
lución de suero capaz de aglutinar e inmovilizar al 50 % o más dé
los protozoarios, fue tomada como el título aglutinante.

En forma paralela se enfrentaron diluciones de los dis— 
tintos sueros, con una suspensión de T. foetus muertas por formol- 
al 1 % en SFT pH 7,2 , con una concentración igual a la descrita - 
anteriormente.

Para este ensayo se utilizó como control positivo, un — 
suero de cobayo anti-T. foetus (G.P.003), y como control negativo- 
SFT pH 7,2,

6) Ensayo de mucoaglutinación:
A las hembras bovinas correspondientes a los "Lotes A, B 

y E", en el mismo momento, en que se efectuó un muestreo sanguíneo 
se realizó una extracción de moco vaginal, de acuerdo a lo descri- 

(37 )to por Pierce' con algunas modificaciones practicadas por noso 
tros. La extracción de la muestra se realizó utilizando una pipeta 
de inseminación artificial por animal, a la cual se le había obtu
rado uno de los extremos, haciéndole luego un orificio lateral a - 
0,5 cm del mismo. El otro extremo se conectó con una Jeringa a tra 
vés de una prolongación de tubo de látex. Luego se introdujo en va 
glna hasta el fondo de la misma instilando 5 mi de SFT pll 7,2 , pa 
ra diluir el mucus, facilitando la extracción. Posteriormente se - 
succionó con el émbolo de la Jeringa, acompañando con movimlentos-

Las diluciones de los distintos tubos corresponden a una 
serle aritmética cuyos términos se diferencian por un -- 
factor 2, llamado razón de la serle.



ántero-posterior, orientando el orificio lateral de la pipeta so— 
bre el piso de la vagina, hasta extraer la mayor cantidad de moco- 
vaginal» Si el animal se encontraba en la fase estral, la extrae— 
clon se realizaba fácilmente, no necesitando la instilación de SFT. 

Las muestras así obtenidas se colocaron en un tubo de en 
sayo estéril, tomando 3 mi de cada una de ellas y se mezclaron con 
igual volumen de agar al 2,5 % en SFT pH 7,2 , previamente calenta 
das a 56ftC, transfiriendo esta mezcla a una placa de Petri de 6 cm 
de diámetro. Una vez solidificado el agar, se colocaron sobré su - 
superficie, 2 mi de SFT pH 7,2 con ázida sódica al 0,05 como anti^ 
bacteriano, y tras incubar 18 hs a 37«C, se separó la parte líqui
da a los efectos de investigar la presencia de Ac que difundieron- 
del mucus vaginal. Con el sobrenadante así obtenido se realizaron- 
diluciones seriadas en una policubeta, siguiendo la metodología e- 
interpretación, descrita anteriormente en el ensayo de seroagluti- 
nación,

Como control positivo, se mezclaron 3 mi de agar al 2,5% 
en SFT, pH 7,2 , con igual volumen de suero de cobayo (G,P.0ü3) d_i 
luido al medio con SFT, Una vez solidificado el agar, se agregaron 
sobre la superficie de la misma, 2 mi de SFT con ázida sódica al - 
0,05 % siguiendo el procedimiento descrito anteriormente,

7) Ensayo de aglutinación con secreción prepucial:
En los períodos establecidos, en los cuales se efectuó - 

la extracción de sangre venosa a los toros correspondientes a los- 
"Lotes C y D", se procedió a extraer secreción prepucial instilan
do en dicha cavidad 10 mi de SFT plí 7,2 , realizando masajes en di^ 
rección ántero-posterior, durante dos minutos, para luego recoger- 
el material en un recipiente estéril y centrifugado a 5,000 xg du
rante 30 minutos. El sobrenadante fue utilizado para la investiga
ción de anticuerpos anti-T, foetus, enfrentando 0,05 ml del mismo- 
oon igual volumen de T, foetus vivas, a una concentración de --------  
2 x 10^ células ml*l , Luego de incubar a 37VC durante 30 minu— 
tos, se observó al microscopio. El ensayo se consideró positivo, - 
cuando el 50 % o más de los protozoarios fueron inmovilizados y a- 
glutinados,
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8) Cultiyo:
En cada uno de los muéstreos, una alícuota de los exuda

dos vaginales correspondientes a los "Lotes A, B y E" y el sedimen 
to de los lavajes prepuciales correspondientes a los "Lotes C y D", 
fueron sembrados en el medio de Plastridge, e incubados durante 7- 
días, a 37ftC, observando cada 24 hs al microscopio, para verificar 
la presencia o ausencia de la T, foetus»

9) Obtención de homogeneizado de T» foetus:
A los efectos de buscar un antígeno soluble apropiado, - 

se efectuaron variantes en la obtención del mismo:

- Homogeneizado I: Los protozoarios fueron cultivados a 37#C durante 
72 hs en 200 mi de caldo de cultivo (Plastridge: sin agar), sepa 
rándolos luego por centrifugación a 700 xg durante 20 minutos, - 
lavándolos 2 veces con solución salina glucosada al 2 %• isotoni^ 
ca pll 7,2 (cloruro de sodio: 8,67 g¡ glucosa: 2 g; agua destila
da, 1.000 mi), y finalmente resuspendidas en la misma solución,- 
a una concentración de 13 x 10° células ♦ mi"1, Esta suspensión- 
de protozoarios fue sometida a sonicación durante 25 minutos en
punto 5 (Megason Ultrasonic Desintegrator), en baño de hielo, — 
distribuyendo el tiempo en 3 períodos con dos descansos interme
dios; obteniendo finalmente el total de células Usadas, compro
bado por observación microscópica.

1 ,30 11 * foetus Usadas fueron centrifugadas 20 minutos a- 
18.000 xg, quedándonos con el sobrenadante como fuente de antígje 
no soluble.

- Homogeneizado II: A una suspensión de T. foetus en solución saM 
na glucosada isotónica pH 7,2 , con una concentración de 2,5 x - 
10$ protozoarios . mi"1 , se la sonioó en ei punto 5, variando - 
el tiempo a 15 minutos en 3 períodos iguales.

Luego fue centrifugado a 13.000 xg durante 15 minutos, - 
tomando el sobrenadante como antígeno soluble.

- Homogeneizado III; Un cultivo de T. foetus fue centrifugado 20 - 
minutos a 700 xg. Estas fueron lavadas 2 veces con SFT pH 7,2. -
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La resuspensión de los protozoarios, luego del lavado, se reali
zó de la siguiente manera:

• Illa: Una parte del mismo fue resuspendida en agua destilada,- 
con el propósito de provocar la lisis del protozoario.

« Illb: Una segunda parte se resuspendió en SFT.
• 111o; Una tercera parte se resuspendió en SFT más sodio dode— 

cilsulfato a una concentración final de 0,1 %.
A las 3 fracciones se las sometió a sonicado durante 5 - 

minutos en el punto 5, y centrifugado a 6.500 xg durante 20 minu 
tos, obteniendo el sobrenadante como antígeno soluble.

La fracción Ule se dializó 24 hs, contra SFT con el ob
jeto de eliminar el sodio dodecilsulfato.

- Homogeneizado IV: Las T. foetus obtenidas por centrifugación — 
del caldo de cultivo, fueron lavadas con una solución de sacaro
sa 0,25 M-5 mM de sulfato de Magnesio (29,45), y suspendidas fi
nalmente en 10 mi de la misma solución, logrando una concentra— 
oión de 3,18 x 10$ protozoarios , ml“^. Esta suspensión fue son£ 
cada durante 4 minutos en el punto 6 del sonicador, obteniendo - 
luego la fracción antigénica soluble por centrifugación a 1,200- 
xg durante 15 minutos. El sobrenadante se dividió en 2 partes:

♦ IVa: para ser utilizado como tal,
. IVb: dializado 24 hs contra una solución borato salina pll 8,5- 

) (Hidróxido de sodio 2 g; Acido bórico 9 g; agua desti

lada 1,000 mi), ' ;

- Homogeneizado V; Los protoxoarios obtenidos de un cultivo de 72- 
hs de incubación, fueron suspendidos en SFT pH 7t2 , y después - 
de 2 lavados en la misma solución, se obtuvo una concentración - 
final de 11 x 106 células , mi-1 . Estos protozoarios se sometime 
ron a los efectos de un homogeneizador de tejidos (Ystral Gmb II- 
Homogenizer) con intervalos de 1 minuto, hasta observar al mi-  
croscopio todas las células destruidas. Finalmente se centrifugó 
a 3,000 xg durante 10 minutos, obteniéndose el sobrenadante como 
antígeno soluble.
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- Homogeneizado VI : 200 ml de caldo Plastridge, incubado durante - 
72 hs, fue centrifugado a 1,500 xg durante 15 minutos, y se lava 
ron las T, foetus 5 veces con SFT pH 7,2 , respspendiendo final
mente en 10 ml de la misma solución, obteniendo una concentra—- 
ción de 12 x 10$ células ♦ uil"^, 

Posteriormente fueron sonicadas durante 60 segundos en - 
el punto 9 del sonicador, destruyendo casi la totalidad de los - 
protozoarios, obteniendo la fracción soluble por centrifugación- 
a 18,000 xg durante 30 minutos^

El sobrenadante fue dializado contra SFT pH 7,2 durante- 
48 ha . Luego de la diálisis, se centrifugó 15 minutos a 18.000- 
xg, pasando el sobrenadante por un filtro de celulosa 0,22 yu, — 
conservándolo en el refrigerador ( 4-8®C).

10) Prueba de inmunodifusión:
Siguiendo la técnica descrita por Quchterlony' t se u- 

tilizó una cápsula de Petri de 6 cm de diámetro con una doble capa 
de agar noble en SFT pH 7,2 , con azida sódica al 0,1 %, como inhi 
bidor de la flora contaminante. La capa inferior estaba constitui
da por 2 mi de agar al 2 % y la superior por 4 ml al 1 %.

Empleando sacabocados se efectuaron, en la capa superior 
1 pocilio central y 6 periféricos de 6 mm de diámetro, separados - 
entre ellos por 4 mm, teniendo como fondo a la capa inferior del - 
agar.

A los efectos de identificar el antígeno soluble adecua
do, se realizaron por cada homogeneizado de T. foetus, 2 placas pa 
ra inmuno-difusión, colocando en el pocilio central de una de e--- 
llas el homogeneizado a probar y en los pocilios periféricos dilu
ciones del suero hiperinmune anti-T. foetus (G.P.003). En la segun*i 
da placa, se probó en sentido inverso, colocando en el pocilio cen 
tral el suero G.P.003 y en la periferia, diluciones del homogenei
zado a probar.

Luego de incubar a temperatura ambiente durante 48 hs, - 
en cámara húmeda, se procedió a lavar con SFT. la proteína precipi^ 
tada, durante 24 hs.

La coloración de las bandas se realizó con Negro amido - 
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(Negro amido 10B: 0,100 g; metanol: 45 ml; agua destilada: 50 ml¡- 
ácido acético: 5 ml). La solución decolorante empleada tenía la -- 
misma composición que la anterior, pero sin el agregado del colü*- 
rante. Los preparados fueron secados a 37ttC en estufa con circula
ción forzada de aire.

Con todos los sueros, correspondientes a los "Lotes A, B,
C, D y EH, obtenidos en diferentes períodos, se realizó la prueba- 
de inmunodifusión radial, con el propósito de investigar la presen 
cia de anticuerpos precipitantes.

En placas de Petri, preparadas como se describió ante-----
riormente, se llenó el pocilio central con antígeno soluble de ----- 
T. foetus y en los periféricos se colocó, en cinco de ellos, los - 
sueros de los animales de experimentación, y en uno, el suero con
trol identificado como G.P.003.

Tras la incubación en cámara húmeda, durante 48 a 72 hs-
las placas fueron observadas, con ayuda de luz por incidencia so— 
bre fondo negro, para identificar las bandas de precipitación.

11) Hcmaglutinaci ón pasiva:
Todos los sueros obtenidos, correspondientes a los ”Lo—

tes A, B, C, D y E”, fueron probados mediante la técnica de hema 
glutinación pasiva.

Dicha prueba se realizó con glóbulos rojos de carnero —
(GRC), marcados con la técnica de John J. Langone y Helen Van Vuna 
, . (26) kisv ,

- Obtención de glóbulos rojos: fueron obtenidos de un carnero, por 
punción venosa y recogidos en recipiente estéril con solución de 
Alsever (glucosa: 20,5 g, citrato de sodio: 8g; cloruro de sodio 
4,2 g¡ agua destilada: 900 mi; ácido cítrico al 10%: 8 ml; pH — 
6,1) manteniéndolos refrigerados durante varias semanas.

- Marcado de los glóbulos rojos: se utilizó la técnica descrita -- ——————1“' ——■ / n n \
por J.J. Langone y Helen Van Vunakis' utilizando tricloruro- 
de cromo (Cr Clq) para adherir los antígenos de T. foetus a los-
GRC.
, Reactivos utilizados:

21+



- Solución fisiológica (cloruro de sodio al U,9 %)•
- Solución do acetato: O,y % cloruro de sodio; acetato sodio

0,01 M; pH 5,5.
- Tricloruro do cromo (Cr CI3.6 H2O)♦

• Técnica de marcado: los glóbulos rojos suspendidos en la solu
ción de Alsever, son lavados 4 veces con solución fisiológica.
1 ml del sedimento de GRC, obtenido por centrifugación a 400 - 
xg en el último lavado, es mezclado con 1 mi de la solución de 
antígeno, la cual debe estar libre de iones fosfato. Luego se- 
agrega 1 ml de Cr CI3 a una concentración de 1 mg . ml“^ di----  
suelto en solución de acetato, inmediatamente antes de su uso. 
Se mantiene en agitación a temperatura ambiente durante 5 minu 
tos. El marcado se detiene agregando solución fisiológica fría; 
centrifugando a 400 xg, los GRC sensibilizados, durante 10 mi
nutos, lavándolos dos veces con la misma solución y resuspen— 
diéndolos finalmente a una concentración del 1 % para su uso.

. Titulación de los sueros: para realizar este ensayo, todos los 
sueros fueron inactivados a 56tíC durante 30 minutos. Posterior; 
mente se hicieron diluciones de cada uno en razón dos, cubrien 
do el rango de: puro hasta 1/2.048, colocando en cada pocilio- 
de la policubeta 0,05 mi de la dilución más 0,025 mi de la sus 
pensión de GRC sensibilizados.

El título hemaglutinante del suero, se obtuvo a partir - 
de la máxima dilución del mismo, capaz de aglutinar los GRC ----- 
sensibilizados, luego de incubar a temperatura ambiente entre - 
6-12 hs.

Como control negativo, se utilizaron GRC sensibilizados- 
más solución fisiológica y como control positivo, GRC sensibiM 
zados más suero G.P.003, anti-T, foetus.

12 )I)et erminaci ón de la inmunidad celular:
Con el propósito de determinar, además de la respuesta - 

humoral, la inmunidad mediada por células, se ensayó la prueba de- 
blastogénesis ’ . Para ello, a los animales correspondíentes-
a los "Lotes A y C", mantenidos durante toda la fase experimental, 
se les realizó una extracción de sangre en diferentes estadios de-
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la Infección! de acuerdo al esquema siguiente:

Tiempo de extracción

Lot e A

9 semanas post-infección
18 ” " ••
24 " ” ”
29 ” " ”

Lote C
7 semanas post-infección 

13 " •• ”
IQ II II ft

- Obtención de l¿i sangre: en todos los casos se realizó por punción 
venosa, recogiendo la sangre en recipientes estériles, usando co
mo anticoagulante heparina, transportándola inmediatamente al la
boratorio para su procesamiento.

- Descripción de la técnica de blastogénesis:
a) La sangre se diluyó mezclando 8 mi de la misma con 8 mi de SFT, 

pH 7,2»
b) Posteriormente se colocaron en tubo cónico graduado, 3 mi de - 

Ficoll-sodio diatrizoato (Sole A: Ficoll tipo 40ü, Sigma, al - 
9 %; Sol. B sodio diatrizoato, Sigma, al 33,9 %; mezclar 10 — 
partes de sol. B, con 24 partes de sol. A) más 4 mi de sangre- 
diluida. Se centrifugó a 500 xg durante 40 minutos, logrando - 
un sedimento de glóbulos rojos y en la interfase una capa rica 
en células mononucleares

c) Dicha capa fue extraída por aspiración, colocándola en tubo 
téril con solución de Gey, lavando 2 veces las células, por — 
centrifugado a 1.500 xg durante 10 minutos.

La solución de Gey, está compuesta por:

1,- Agua destilada ...............................................  8 mi
2.- Gey 1 ............................................................................. 1 mi

. Na C1 ................................ 17,5 g.
. K 01 .................................. 0,925. g.
. Na^ H PO4 .T.ÜaO ••• 0,561 g.
. lüly PÜ4 ........................... 0,0595 g.
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* Glucosa ................... .. 2,5 g.
• Rojo fenol ................... 25 mg
• Agua destilada .......... c*s*p. 500 mi

3.- Gey 11 ............................................................................. 0,5 mi
. Mg C12. 6 H2O ........... 0,42 g
• Mg SO4* 7 II20...........  0.14 g.
. Ca Cl2. 2 II20 ........... 0,34 g.
* Agua destilada......... 1,000 mi

4,- Gey 111 ........................................................................... 0,5 mi
* Na 11 C03 ....................... 2,25 g,
* Agua destilada . .*♦, 100 mi

d) Los linfocitos dueron resuspendidos, a una concentración de - 
3 x 10$ células * mi”1, en medio de cultivo 199 de Difeo, con 
teniendo 10 % de suero fetal bovino, 10 U de penicilina y 100 
jAg de estreptomicina * ml~l*

e) Por cada animal se utilizaron 2 frascos Falcon:
- un control, con 3 mi de suspensión de células en el medio - 

de cultivo*
- un problema, con la misma cantidad de suspensión celular — 

más 0,1 mi de homogeneizado de T * foetus *

f) Las células fueron incubadas a 37ttC durante 72 hs, eliminando 
luego el sobrenadante* Las células sedimentadas sobre la base 
del frasco de cultivo, fueron fijadas y coloreadas por la té£ 
nica de May Grünwald-Giemsa.

g) Finalmente se observó al microscopio ambos frascos (control y 
problema), haciendo el recuento de linfocitos y linfoblastos 
que posee cada campo microscópico, hasta llegar a un total de 
300 células* El porcentaje de linfoblastos de la muestra pro
blema se obtuvo restándo el porcentaje de la muestra control*

13) Prueba intradórmica:
En este ensayo se utilizaron los "Lotes A, B, C, D y E", 

siendo este último, considerado como lote control negativo*



Todos los animales fueron inoculados intradérmicamente - 
con 0,1 ml de Homogeneizado VI de T. foetus en el pliegue ano-cau
dal y en la tabla del cuello, al mismo tiempo se inoculó SFT esté
ril, como control negativo, en el pliegue ano-caudal opuesto y en- 
la tabla del cuello opuesta; determinando en ese instante la medi
da inicial de la pápula originada por el inóculo. Este ensayo se - 
efectuó a partir del momento en que se detectaron anticuerpos esp£ 
cíficos en moco vaginal, secreción prepucial y/ó suero, en los nLo 
tes A y C’\ Y en el momento del maestreo único para los ’’Lotes B,- 
D y E”.

La reacción fue leída a partir de la inoculación con in
tervalos de 10 a 20 minutos, durante un período de 2 a 4 hs. FinaJ. 
mente fueron controlados a las 48 hs para detectar una reacción r£ 
tardada.

14) Obtención del suero anti-gammaglobulina de bovino:
A partir de un suero normal bovino^ se obtuvo la fracción 

gammaglobulina por precipitación con un volumen de solución satura 
da de sulfato de anión i o (760 g . l“^t pH El precipitado —
se separó por centrifugación durante 30 minutos a 4.000 G., en cen 
trífuga refrigerada, y fue redisuelto en un volumen de agua desti
lada igual a la mitad inicial de suero. El mismo volumen de solu— 
ción de sulfato de amonio a 2/3 de saturación se adicionó al ante
rior, de manera de obtener una concentración salina correspondien
te a 1/3 de saturación. Luego de separar el precipitado por centrj. 
fugación y redisolverlo en agua destilada, se dializó contra SFT - 
pH 7,2 hasta eliminar totalmente los sulfatos, lo que se evidencia 
por reacción negativa con cloruro de bario al 5 %. La concentra  
ción de gammaglobulina fue llevada a 10 mg . ml“^ con espectro de

absorción de 280 nm. Para las conversiones de densidad óptica (D.- 
0.) a mg . mi*1, se utilizó un coeficiente de extinción —

(11) 1 de 13,7 x .La D.O. medida a 280 nm de longitud de onda, multi — 
1% pilcada por 1/E/ da los g % de esa proteínas Si en cambio, la - 

D.O. es multiplicada por 10/E^cm o bien por 0,73 , se obtendrán - 
los mg de gammaglobulina bovina por mi de solución.

Para elaborar el suero anti-gammaglobulina de bovino ----  
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(suero de Coombs), se inoculó un conejo por vía subcutánea, en la 
cara interna do los miembros posteriores con 1 ml de gammaglobuli- 
na bovina, (10 mg . ml“^) mezclado con igual volumen de adyuvante 
de Freund completo (Bayol F o vaselina muy pura: 90 mi; Arlacel A: 
10 ml; Mycobacterium tuberculosis muertos por calor: 100 mg). Una 
semana después se preparó idéntica mezcla e inoculó cuatro dosis - 
de 0, 5 ml a lo largo de la columna vertebral, A la tercera semana, 
se repitió una inoculación igual a la primera.

Los animales fueron sangrados a blanco por punción card£ 
aca, cuando sus sueros mostraron un título mayor a 500. mediante - 

¿28) la prueba del anillo*' 7 en tubos capilares frente a diluciones de 
gammaglobulina bovina,

15)Determinación del tipo de inmunoglobulina:

Para este ensayo fueron utilizadas las vaquillonas corres 
pendientes al HLote A”. El suero obtenido, en e} momento de mayor 
nivel de anticuerpos, (Ac), fue procesado de la siguiente forma:

a) 5 mi de cada suero inactivado (30 minutos a 56flC), fue mezcla 
do con un sedimento de T, foetus lavadas con SFT pH 7,2.

b) Se incubó una hora a 37flC, con agitación, para realizar la a_d 
sorción de Ac.

c) Luego fue centrifugado a 1.500 xg durante 10 minutos, repi----- 
tiendo esta operación 3 veces, lavando con SFT.

d) El sedimento del último centrifugado fue resuspendido con 2 - 
mi de glicina clorhídrico 0,1 M, pll 2,2 (Sol. A: glicina 1M = 
10 ml; Sol, B: Cl II 1N * 8,8 mlzagua destilada 81,2 mi), agi
tando suavemente durante 10 minutos, para realizar la disocia 
ción de Ac; centrifugando luego a 1.500 xg durante 10 minutos.

e) El sobrenadante fue separado y neutralizado inmediatamente — 
con Trishidroximetil- amino metano, pll 8,U.

Las muestras de mucus vaginal utilizadas para la identi
ficación del tipo de inmunoglobulina (Ig) en que estaba localizada 
la actividad anticuerpo, fueron las que presentaron mayor título,- 
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determinado mediante el ensayo de mucoaglutinación. Un volumen de- 
mucus fue mezclado (en placa de Petri de o cm. de diámetro ) con - 
un volumen de agar al 2,8 % en SFT, a una temperatura de 56®C. Una 
vez solidificado se agregó socre su superficie, un volumen de SFT, 
incubando a 37®C durante 18 a 20 horas. Posteriormente se recogió
la fase liquida, a la cual habían migrado los anticuerpos, reali— 
zando la adsorción de los mismos siguiendo la técnica descrita an- 
t eri ormente.

Las Ig obtenidas fueron llevadas a una concentración de- 
2,5 a 3 mg . ml’\ por lectura espectofotométrica a 280 nm, e iden 
tificadas mediante inmuno-electroforesis^en gel de agar al ----  

1,25 en tampón veronal plí 8,6 fuerza iónica 0,05 (veronal = 3,41 g¡ 
veronal sódico = 18,95 g. ; agua destilada = 1 !.)♦

Las muestras corridas electroforáticamente, durante 1,5- 
hs a 250 V, fueron:

- Las Ig aisladas de suero.
- Las Ig aisladas de mucus vaginal.
- Suero normal bovino.
- Ig G^ bovina. (Obtenida en el laboratorio por cromatografía de 

in tere ambi o i ón i c o).
Posteriormente se realizó la inmunoprecipitación con sue 

ro de conejo anti-gamma bovina (suero de Coombs) y suero de cobayo- 
anti-Ig Gj incubando a temperatura ambiente durante 24 hs. Tras la 
precipitación y lavado, las bandas fueron coloreadas con negro auA- 
do para una correcta interpretación e identificación de las mismas.
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RESULTADOS

El suero de cobayo anti-T. foetus (G.P.003) demostró tí
tulos aglutinantes con antígeno (Ag) vivo, hasta 1/64» El mismo — 
suero enfrentado con Ag formolado, dló indicios de aglutinación — 
hasta la dilución 1/4,

Los distintos homogeneizados de T. foetus, enfrentados - 
con el suero de cobayo G.P.OO3, mediante la técnica de Ouchterlony, 
dieron resultados diferentes. Los identificados coulo Illb, lile, - 
IV y V, presentaron bandas difusas de fácil reabsorción. En cambio 
el sonicado VI, fue considerado óptimo para el ensayo de inmunodi- 
fusión, por presentar 3 diferentes bandas en el pocilio correspon
diente al Ag puro, y una sola, en dilución 1/8 (Figura N® 1). Di— 
cho homogeneizado, también fue utilizado para las pruebas de hema- 
glutinación y blastogénesis♦

Figura N® 1: Inmunodifusión en gel de agar, enfrentando suero de 
cobayo Anti-T. foetus y antígeno soluble del protozoario.
A: suero de cobayo anti-T. foetus; a: homogeneizado VI puro; b: h_o 
mogeneizado VI 1/2; c: homogeneizado VI 1/4; d: homogeneizado VI - 
1/8; e: homogeneizado VI 1/16; f: homogeneizado VI 1/32.

Los resultados microbiológicos e inmunológicos obtenidos 
con el lote A, durante las 53 semanas de experimentación, se mues
tran en el cuadro N® 1.

A través de la técnica de microaglutinación serológica,-
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se obtuvieron títulos aglutinantes iniciales de 1/32 en las 3 va— 
quilionas, alcanzando un nivel máximo de 1/512 alrededor de las 11 
semanas post-infeoción, descendiendo posteriormente a niveles mini, 
mos a partir de la semana 24, logrando respuesta, como consecuen— 
cia de reinfecciones experimentales subsiguientes (Gráfico Nfl 1).

La prueba de hemaglutinación, detectó títulos diferentes 
e irregulares, con respecto a la microaglutinación serológica, du
rante el seguimiento experimental, tal como se muestra en el cua 
d r o N 1 y gráfico N° 2. No obstante, se alcanza a detectar en uno 
de los animales (Vaq. 37) un aumento en la curva de Ac, entre las- 
semanas 10 y 18, post-infección.

Mediante el ensayo de mucoagiutinación se detectaron Ac-
aglutmantes en los exudados genitales a partir de la novena sema
na, permaneciendo en algunos animales hasta la vigésima cuarta se
mana; volviendo a aparecer posteriormente con las 2 reinfecciones- 
realizad as (Ver parte inferior del gráfico N9 1) .

Con respecto a la determinación de inmunidad celular, mje 
diante la prueba de blast ogénesis, se obtuvieron resultados que o¿ 
cilaron entre un 3 a 8 % de linfoblastos en las 3 vaquillonas, en- 
los muéstreos correspondientes a las semanas 9, 18, 24 y 29 post— 
infección.

Los resultados obtenidos por cultivo, para aislamiento -
del protozoario, fueron diferentes en las 3 vaquillonas, encontrón 
dose en pocos muéstreos, correlación directa con la observación uá 
croscópica de la muestra previa al cultivo.

La prueba intradérmica se realizó en las semanas 20 y 53 
del período experimental. Los resultados numéricos expresados en - 
el cuadro N* 1, se obtuvieron tomando la medida en mm de la pápula 
inicial, originada en el pliegue ano caudal (pac.) y en la tabla - 
del cuello (te), dividiendo por los mm de la pápula a los 60 minu- 
t os post-inoculación.

Por ejemplo: la vaquillona Ntt 36, tuvo una pápula ini----  
cial do 4 mm en el pac, llegando a 12 mm al término de 60 minutosT 
El valor expresado en el cuadro 1 para esta respuesta es ”3”, - 
que es la cantidad de veces que aumentó de tamaño la pápula en el- 
t iempo expresado.
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La respuesta intradérmica se mantuvo hasta 1,5 a 2 horas, 
desapareciendo gradualmente después de las 3 horas post-inocula----- 
ción, no observándose respuesta alguna después de las 48 hs.

La pápula originada por la inoculación de SFT estéril, - 
se reabsorvió en todos los casos en 10 minutos.

Los resultados microbiológicos e inmunológicos correspon 
dientes al lote B, en su único muestreo, se expresan en el cuadro- 
N e 2, La observación microscópica de la muestra y el cultivo de la 
misma dieron resultados negativos.

Los títulos de Ac aglutinantes en suero, obtenidos me----- 
diante la técnica de microaglutinación y hemaglutinación, fueron - 
diferentes para las 11 vaquillonas, variando en un rango de 1/64 - 
hasta 1/512 y 1/8 hasta 1/32 respectivamente.

El ensayo de mucoaglutinación, dió resultados positivos, 
solamente en 3 animales del lote.

Las observaciones de la prueba intradérmica, se realiza
ron dentro de los €50 minutos post-inoculación, expresando en el — 
cuadro correspondiente un valor numérico, de acuerdo a lo explica
do anteriormente con el lote A.

Con los animales del lote C, mantenidos en experimenta— 
ción durante 16 semanas, se obtuvieron los resultados correspon----- » 
dientes al cuadro N2 3,

La observación microscópica directa de la muestra dió rje 
sultados positivos en sólo 3 oportunidades para uno de los toros - 
(l1 • 9) y en una para el otro (T. 8), En cambio los cultivos fueron- 
positivos en forma regular para ambos animales, post-iníección.

Mediante la prueba de microaglutinación serológioa, se - 
lograron títulos iniciales de 1/32, llegando al final de la expe— 
riencia a 1/128; observándose en el gráfico 3, un leve incremen 
to en la curva de Ac, a partir de la novena semana post-infección• 

Con el ensayo de hemaglutinación, se obtuvieron títulos- 
aglutinantes bajos durante las 16 semanas, tal como se expresa en- 
ei cuadro NQ 3 y gráfico Nfl 4,
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Gráfico N8 3» Variación del título de anticuerpos aglutinantes en suero de toros 
infectados oon T.foetus (Lote C).

Gr&fioo K* 4i Títulos de anticuerpos daterainados por hemaglutinación pasiva» a 

partir del suero de toros infectados con T. foetus (Lote 0)«
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En las semanas 7, 13 y 16 post-infección, se realizaron- 
las pruebas de blastogénesis para determinar la inmunidad celular, 
obteniendo 2,3 a 3 % de linfoblastos para el T. 8 y entre 2 a 8,5% 
para el T. 9.

La reacción intradérmica, se efectuó en la semana 11, mo 
mentó en el cual se detectó un incremento en el nivel de Ac en sue 
ro, obteniendo un valor numérico, en relación al incremento de la- 
pápula, de 1,4 para el T. 8 y 1,28 para el T, 9, 

Tres de los cuatro toros del lote D, maestreados por án¿ 
ca vez, fueron positivos a la observación microscópica directa y - 
al cultivo de las muestras, obtenidas do la cavidad prepucial (ver 
cuadro Na 4), 

Los títulos aglutinantes en suero fueron similares pára
los cuatro animales, mediante la técnica de microaglutinación¡ lo
grándose en cambio, resultados diferentes a través de la Iiemagluti^ 

nación.
El ensayo intradérmico, realizado en el pliegue ano cau

dal (pac) expresó al término de 60 minutos, un valor numérico que- 
osciló entre 0,83 a 1,85.

Cuadro W 4» Pruebas diagnósticas efectuadas en torce pertenecientes a un rodeo- 

con problemas de fertilidad (Lote D).

Ident# 
anim.

Observa 
directa Cultivo Soro-agl< Aglut. 

Prepao. Inmunod# Hem aglut#
. .............. 1Prueba 
intradérm.

T.l + 4» 1/128 ««i 1/8 Pac. 0,83

T.13 + 1/128 1/32 Pao. 1,85
T«ao * 4- 1/128 «a» 1/16 Pao. 1,5

T.2138 * 1/128 «a 1/32 Pac. 1,33

Con el lote E considerado lote control negativo, se obt_u
vieron los resultados que se encuentran resumidos en el cuadro N*5
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La observación microscópica directa, cultivo y mucoaglu- 
tinación, fueron negativos, El nivel de Ac en suero mediante la — 
técnica de microaglutlnación y hemaglutinación, expresaron niveles 
entre 1/32 a 1/64 y 1/8 a 1/16 respectivamente, para las vaquillo
nas de este lote* En los terneros se observaron resultados simila
res en el primero de los ensayos y títulos entre 1/2 a 1/16 median 
te la hemaglutinación.

La prueba intradérmica, se observó al término de los 60- 
minutos, obteniendo valores numéricos en las vaquillonas entre ----- 
1,71 a 1,85 en el pac, y entre 1,44 a 2,09 en la te* En los terne
ros, el incremento de la pápula varió entre 0,85 a 1,28 en el pac- 
y 0,70a 1,16 en 1 ¿i t c.

Cuadro 5t Pruebas diagnósticas efectuadas en animales libres de Trichomonia
sis (Lote E).

Ident* 
anim*

Observ» 
directa Cultivo Sero-agl. Muco-agl Inmunod, Hemaglut Prueba 

íntradérm*

V.HB 1/64 1/8 Pao. 1,75
To. 2,09

¥•005 «M» 1/64 «B 1/16 Pao. 1,71
To. 1.44

V.HNFB 1/32 ■B 1/8 Pac. 1,85
To. 2

T.020 •— 1/32 1/8 Pac. 1,28
Te. 1,16

T.019 1/64 «B 1/16 Pao. 0,85
To. OJIO

T.022 1/16 1/2

O
 P» • o O
H

* oo
o

En el gráfico 5, podemos comparar todos los resulta— 
dos del ensayo intradérmico realizado en los 5 lotes (A, U, C, 1) y 
E)*

Como valor promedio en el pac, obtuvimos un incremento - 
de la pápula a los GO minutos de:

- 2,50 veces para el Lote A.
- 1,56 " H " B.
- 1,34 " “ " " C.

h-1



geneizado VI, diluido 1/8.

Los Ac obtenidos por inmunoadsorción y disociación, a -
partir del suero de las vaquillonas correspondientes al lote A, - 
en el momento de máximo título aglutinante, fueron corridos elec- 
troforáticamente e identificados como pertenecientes a la subcla
se IgG2» de acuerdo a la movilidad electroforática, y mediante el 
empleo de suero monoespecífico para la inmunoprecipitación (ver - 
figura NB 2).

Figura Nfi 2: Imuunoelectroforeáis en gel de agar

a) Ac iniuunoadsorbidos por T* foetus: IgG^.

b) Suero normal bovino.

A) Suero de conejo anti-gaiuma bovina

Los Ac obtenidos a partir de mucus vaginal, demostra
ron corresponder a la subclase IgG^ (ver figura Ntt 3)»
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Figura 3; Inmunoelectroíoresis en gel de agar

c) Ac inmunoadsorbidos por T. f oetus, de moco vaginal = -

a) Ac inmunoadsorbidos de moco vaginal, más IgG^ bovina - 
(relación de concentración 3/1).

b) J.gG, bovina diluida 1/2.

A y B = Suero de conejo anti-gawuia bovina.

Mi



DISCUSION

45

El análisis de los resultados obtenidos con las 3 vaqui
llonas del lote A, nos permite observar que la respuesta inmune — 
presenta variables importantes de tener en cuenta, 

> Se detectan en los animales títulos aglutinantes inicia
les en suero de 1/32, similares al lote control negativo (lote E)- 
que oscilaron entre 1/16 a 1/64; coincidiendo con otros autores — 
que encuentran Ac naturales contra T, foetus en diversas especies- 
animales, Schneider^44y Morgan^33 ,observan títulos de Ac altos 
en equinos hasta 1/1,024; Endress^12) en 1939^ halló en pollos tí

tulos de Ac anti-T, foetus de 1/8, En cuanto al suero bovino se - 
(12) han encontrado Ac aglutinantes de 1/25 (Endress' ) hasta 1/128 - 

(Morgan^^^). Kerr y Robert sor/24 concluyen que T, foetus es aglu 

tinada por suero normal bovino con títulos entre 1/48 a 1/96. Nue¿ 
tros datos coinciden con estos últimos, aceptando títulos inicia— 
les no significativos de hasta 1/64, que probablemente se deba a - 
la presencia de antígenos en común de la membrana celular de T . f o e 
tus, con otros protozoarios y Trichomonas spp. saprófitas que hab¿ 
tan en el tracto digestivo de los bovinos.

Kerj/^^ y Honigber^^\ hallaron títulos de Ac agluti — 

nantes elevados, por encima de 1/2000, en aquellos animales que ha 
bían abortado o estaban con piómetra, En nuestro trabajo experimen 
tal el incremento de Ac aglutinantes en suero fue detectado a par
tir de la cuarta semana post-infección, mediante la técnica de mi- 
oroaglutinación, alcanzando un nivel máximo de 1/512 entre la 6* y 
12v semana (gráfico Nu 1). Posteriormente a este pico do Ac origi
nado por la adsorción de Ag a partir del útero (tal como lo demos
traron Kerr y Robertson^\ instilando en el útero Ag desecados - 

de T* foetus) se observa la desaparición de los protozoarios a la- 
obscrvación directa y en cultivo, de los exudados vaginales.

En forma paralela, se detectó a partir de la 9tt semana,- 
la aparición de Ac en moco vaginal, coincidiendo con el nivel máx_i 
mo de Ac aglutinantes en suero, permaneciendo hasta la semana 24 - 
post-infección, siendo detectados nuevamente cada vez que el nivel 
de Ae en suero realizó un ¡jico de ascenso como consecuencia de las



4 6

2 reinfecciones experimentales que se realizaron en las semanas 42 
y 46 de la etapa experimental (ver gráfico N® 1).

Si bien los Ac en mucus vaginal, son detectados a partir 
de la 9® semana, las observaciones microscópicas de los exudados - 
genitales nos permiten detectar la aparición de Ac desde la 2® se
mana post-infección, debido a la presencia de protozoarios agluti
nados en el mucus (ver observación directa, cuadro 1: + A), comen
zando a partir de ese momento el ascenso de la curva de Ac en sue
ro. Este análisis, nos permite aseverar que la absorción de Ag a - 
partir de los genitales, originando una respuesta serológica detejc 
table, con la aparición de Ac en útero y vagina son hechos inmuno- 
lógicamente correlacionados y no fenómenos independientes tal como 
postula Piercev y otros autores citados en su trabajo (Kerr* 9 

Como consecuencia de esta respuesta inmune, las 3 vaquillonas del- 
lote A, infectadas experimentalmente, lograron liberarse de los — 
protozoarios, que habían sido observados microscópicamente y recu
perados por cultivo a partir de la 1® hasta la 16® semana del pe— 
ríodo experimental, no coincidiendo con los datos obtenidos por — 
Pierce'' , que observa T. foetus desde el día 29 post-inf ecci ón - 
hasta el día 90.

El seguimiento de la respuesta humoral, mediante la téc
nica de hemaglutinación, no nos aportó datos comparables con la— 
microaglutinación, observando solamente en un animal (Vaq. 37 del- 
lote A), una respuesta importante entre la semana 12 y 16, llegan
do a títulos de 1/1.024, (gráfico N® 2)• Coincidentemente este an¿ 
mal es el que estuvo durante más tiempo en contacto con la T. foe- 
tus, tal como se demuestra con los resultados obtenidos mediante - 
el cultivo y observación directa de los exudados genitales (cuadro 
N® 1). No obstante, consideramos que no fueron satisfactorios deb¿ 
do a que, observando los demás lotes analizados, los resultados no 
aportaron mayores datos, (cuadros N® 2, 3, 4 y 5 ).

Los antígenos de T. foetus adheridos a los GRC, para el- 
ensayo de hemaglutinación, provenían de un sonicado (homogeneizado 
VI), en el cual se encuentran antígenos de membrana citoplasmática, 
flagelo y citoplasma con todas sus organelas. Creemos que este pun 
to debe ser investigado con más detalle, debido a que probablemen-



te se hayan adherido a los GRC, pocos Ag de superficie del proto— 
zoario, que serían los primeros en ser reconocidos por los anima— 
les infectados. Esta hipótesis nuestra, parte del análisis de Ios- 
resultados obtenidos por la prueba de inmunodifusión, en la cual - 
se utilizó un sonicado de T. foetus (homogeneizado VI), no detec— 
tando Ac precipitantes en ningún momento de la fase experimental 
(cuadros N® 1, 2, 3, 4 y 5 )♦ En cambio, este ensayo dió resulta— 
dos positivos con el suero de cobayo anti-T. foetus. Dicho animal- 
había sido inoculado por vía Intramuscular con protozoarios muer— 
tos y adyuvante completo de Freund, presentándole la totalidad dé
los antígenos durante un período prolongado y en cantidad excesiva.

La inmunidad celular, medida mediante la prueba de blas- 
togónesis, aportó resultados que oscilan entre un 3 a 8 % de linf^ 
blastos, no podiendo comparar estos porcentajes con resultados de- 
otros autores, dejando por lo tanto interrogantes para nuevas lí— 
neas de investigadón.

Los Ac inmunoadsorbidos del suero, de las vaquillonas — 
del lote A, fueron identificados como pertenecientes a la subclase 
IgG2 en forma predominant e; si bien se detectan en la corrida ele£ 
troforética, vestigios de IgGi e IgA. No podemos dilucidar la fun
ción específica de la IgG2, debido a que no se ha podido comprobar 
una parasitemia, y que dicha Ig no ha sido detectada en los exuda
dos uterinos o vaginales.

A partir del mucus,obtenido en la zona cérvico-vaginal,- 
se pudo demostrar la presencia de IgG^, que aparece por transuda— 
ción y por síntesis local. Dicha Ig, tiene una función opsonizantc 
en la fagocitosis^^\ por neutrófilos y mononucleares, considerán 

dola como responsable de la eliminación de los protozoarios del d- 
t ero.

No hemos podido demostrar la presencia de IgA en mucus - 
vaginal, la cual, creemos que debe estar presente, tal como lo de
muestran otros autores en enfermedades similares como la campylo— 
bacteriosis genital bovina, Williams y Gibbon' , demostraron que 
la IgA inhibe la adherencia de Campylobacter fetus, facilitando la 
eliminación, particularmente durante el estro. Corbeil y colv , - 
revelaron que en animales convalecientes, la Ig G predomina en se-
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creciónos uterinas, mientras que la IgA son encontradas en secre— 
(9)clones vaginales. Corbeil y Winter' ' observan que la IgA no es — 

buena opsonizante, e inmoviliza el Campylobacter fetus sobre la su 
perficie cérvico-vaginal, impidiendo la entrada al útero y penetra 
ción de la mucosa, facilitando el estado de portador.

Los Ac inmunoadsorbidos a partir de moco cérvico-vaginal 
debieron ser concentrados con polietilenglycol, para poder alean— 
zar una concentración de proteínas de 1 mg . mi (medidas por es- 
pectoíotometría a 280 nm). No obstante, dicha concentración estuvo 
por debajo de los niveles óptimos (3 mg x ml*^), debiendo realizar 

en el gel de corrida electroforática, un pocilio de mayor tamaño - 
para obtener una siembra más voluminosa.

La reacción intradérmica, originada por la Inoculación - 
de un sonicado de T. foetus (homogeneizado VI) en el pac y te, nos 
permitió observar un aumento de la pápula, varias veces superior - 
al tamaño inicial. La medición, realizada con un calibre,,marcó — 
reacciones diferentes en todos los lotes analizados (ver gráfico - 
Nft 5). Esta sensibilidad cutánea, se pone de manifiesto dentro de - 
los 30 minutos, alcanzando su pico máximo a los 60 minutos y desa
pareciendo luego de 2 a 3 horas. Las reacciones obtenidas fueron - 
expresadas con un valor numérico, que indica la cantidad de veces- 
que se incrementó la pápula a los (50 minutos post-inoculación,

La comparación de los resultados entre los lotes A y E,- 
se hizo teniendo en cuenta el valor promedio en cada uno de ellos. 
De esta manera, tenemos para el lote A (infectado experimentalmen
te) un incremento promedio de la pápula en el pac de 2,5 veces y - 
para el lote E (control negativo) 1,41.

Trazando una línea horizontal en el Gráfico 5, corres 
pondiente al valor promedio del lote E (1,41), marcamos el nivel - 
mínimo significativo para considerar una reacción cutánea positiva.
De esta manera tenemos una dispersión de incrementos positivos, co 
rrespondiente al lote A, del 100 % por encima del nivel mínimo. I- 
déntioo análisis, se hizo con los resultados obtenidos en la tabla 
del cuello, estando el incremento promedio del lote E, en 1,37; — 
manteniéndose la misma dispersión con el lote A, Mediante dicho a- 
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nólisis, podemos observar, que existe una diferencia entre el in— 
cremento de la pápula de los animales infectados,/ los animales — 
del lote control negativo*

Nuestros resultados son similares a los de otros autores, 
como Feinberg and Morgan que obtienen una sustancia identifi
cada como un polisacárido y un aminoácido, que induce una reacción 
en piel de vacas inmunizadas artificialmente con T. foetus.

Kerrv , ensayó la prueba intradérmica con una sustan— 
cia de T. foetus, obtenida por precipitación con ácido tricloroacjá 
tico y consideró que un incremento de 2 mm* de la pápula, signifi
caba una reacción positiva. Nuestros resultados, con respecto al - 
aumento de tamaño de l¿i pápula, no coinciden con las de Kerr, lo - 
que probablemente se deba al origen del Ag utilizado, puesto que - 
dicho autor utilizó un precipitado proteico del citoplasma del pr^ 
tozoario, a diferencia del utilizado por nosotros que estaba com— 
puesto por Ag de membrana citoplasmática, flagelos y citoplasma — 
del protozoario.

El l°te B, estaba compuesto por vaquillonas sin gesta----- 
ción, después del período de servicio con un grupo de toros en el- 
cual, algunos de ellos eran portadores de la T. foetus. Teniendo - 
en cuenta estos antecedentes y los resultados expresados en el cua 
d r o N ® 2, podemos afirmar que el problema reproductivo del rodeo,- 
se debía a la presencia de dicho protozoario, No obstante, este — 
diagnóstico requiere un análisis más exhaustivo, para una mayor — 
comprensión. Si bien los cultivos y la observación directa fueron- 
negativos en todos los animales del lote B, vemos que muchos de e- 
llos tenían Ac aglutinantes en suero, por encima de los considera
dos como títulos básales (1/64). Tres de las 11 vaquillonas presen 
taron Ac anti-T. foetus en el moco cérvico-vaginalt Este ensayo de 
muco-aglutinación es considerado por varios autores como un diag
nostico de rodeo, no individual, debido a que en el 50 % aproxima
damente de las hembras infectadas se detectan aglutininas en los - 

(37) exudados genitales (Pierce^ ).
La vaquillona identificada con el N* 2435, había aborta

do aproximadamente 2 a 3 semanas antes del maestreo, encontrando -



un nivel de Ac aglutinantes en suero de 1/256, La respuesta intra- 
dérmica en este animal, presentó un incremento de la pápula de ----  
2*14 veces en el pac, y 2,22 en la tc, superando en ambos casos, - 
el valor promedio considerado como incramento mínimo significativo 
(ver gráfico N® 5), En base a este análisis, tenemos 8 vaquillonas 
(72,7 %) con reacción cutánea positiva en el pac. y 9 (81,8 %) en- 
la tc♦

En el lote de toros infectados experimentalmente (lote - 
C), se observa que la aparición de Ac aglutinantes en suero es len 
ta no alcanzando títulos elevados como en las vaquillonas, (gráfi
cos N® 3 y 4 ). Esta escasa respuesta, que permite a los animales- 
mantener a los protozoarios en la cavidad prepucial, probablemente 
se deba a la poca absorción de Ag a través del epitelio de dicha - 
cavidad.

Los títulos de Ac obtenidos con los animales del lote D- 
(toros infectados naturalmente), coinciden con los niveles máximos 
del lote C.

La respuesta intradérmica, en los toros de ambos Lotes - 
(C y D), fue menor que en las hembras; no coincidiendo con los da
tos de Kerr^21\ Que obtuvo incrementos en la pápula intradérmica- 

de varios
Los dos toros del lote C (T.8 y T.9), presentaron un au

mento de la pápula en el pliegue ano caudal, por debajo del valor- 
medio (1,41), considerado como nivel mínimo de este ensayo.

Dos de los 4 toros del lote D, presentaron una reacción- 
cutánea positiva, en base al análisis del gráfico N® 5.

La inmunidad celular, en los toros del lote C, fue infe
rior a la obtenida con las vaquillonas, encontrando en la mayoría- 
de las observaciones entre un 2 a 3 % de linfoblastos, hallando en 
una sola oportunidad un 8*5 % . (cuadro N® 3).

La escasa absorción de Ag a partir de la mucosa prepu----  
cial, debido a la localización superficial del protozoario, sería
la responsable de que la respuesta inmunológica no alcance niveles 
significativos, permitiendo que los toros sean portadores de la — 
T, foetus, ya que en ningán momento de la fase experimental, se d£ 
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tectaron Ac aglut inantes en el esmegma prepucial *
Si bien hay autores que mencionan que toros de corta e— 

dad se recuperan espontáneamente de la condición de portadores de
enfermedades venéreas como trichomoniasis y campylobacteriosis —— 
(Clark^°* 6) y Soto^^), en ninguno de los trabajos citados, figii 

ra el hallazgo de Ac en las secreciones prepuciales* Creemos que - 

la probabilidad de recuperación espontánea, se debe al escaso gro
sor del epitelio prepucial y mucosa peniana en los toros jóvenes,- 
originándose con mayor facilidad una respuesta inflamatoria, perud 
tiendo de esta forma una mejor absorción de Ag de T* foetus con — 
trasudación posterior de Ac a dicha cavidad*
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a partir de la infección expert 
mental con T, foetus, de vaquillonas vírgenes sexualmeute maduras- 
y de toros adultos, nos permiten realizar las siguientes conclusi^ 
nes:

1) Existe una respuesta inmunológica en las hembras, produciendo - 
un pico de Ig sóricas entre la 6® y 12® semana post-infección.- 
Una vez alcanzado el nivel máximo en suero, comienzan a detec— 
tarse aglutininas en mucus cérvico-vaginal a partir de la 9® — 
hasta la 24® semana post-infección; volviendo a evidenciarse ca 
da vez que los niveles de Ac sérieps hicieron un pico de ascen
so, como consecuencia de reinfecciones experimentales en las sje 
manas 42 y 46.

2) La aparición de Ac en exudados genitales, es anterior al perío
do de detección por el ensayo de mucoaglutinación, debido a las 
observaciones de T. foetus aglutinadas en mucus vaginal a par— 
tir de la 2® semana post-infección.

3) Las ig aisladas e identificadas en esta respuesta inmune fueron: 
lgG£ y vestigios de IgGi e IgA en suero; e IgGi en mucus córvi- 
c o-vaginal♦

4) Se comprobó una respuesta intradórmica con formación de pápula, 
alcanzando su máximo tamaño entre los 30 a 60 minutos, post-ino 
culac!ón con un sonicado de T. foetus en el pliegue ano-caudal- 
y tabla del cuello.

' El cultivo del protozoario, la observación microscópica del mu- 
cus vaginal y el ensayo de mucoaglutinación es considerado de - 
gran valor diagnóstico*

6) La eliminación definitiva de los protozoarios, se produce a pa£ 
tir de la semana 16 post-lnleccióu. Este período debe tenerse - 
en cuenta en el manejo de un rodeo, dando a la hembra infectada 
un descanso sexual de 4 meses.

7) La respuesta inmune en toros, es menos evidente que en la hem— 
bra, detectándose escaso nivel de Ac aglutinantes en suero, pe
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ro sin aparición do Ac en secreción prepucial; conservando los an¿ 
males el estado de portador de la T. foetus.

8) La respuesta intradérmica en los toros, es considerada de poco- 
valor, al comparar el incremento de la pápula originada en las- 
vaquillonas .

9) El aislamiento del protozoario por cultivo a partir de la score 
ción prepucial, es considerado de gran valor diagnóstico, debi
do a que nos permitió observar claramente el estado de portador 
en todos los muéstreos.
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