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RESUMEN

Estudios realizados en Uruguay muestran que las principales causas de aborto en bovinos
son de origen infeccioso. El diagnostico etioldgico de pérdidas reproductivas en bovinos es
complejo, y la identificacion y determinacion de las prevalencias de los diferentes agentes
involucrados puede ser realizada mediante el uso de diferentes técnicas de laboratorio
aplicables sobre muestras del feto, de la madre que abortd, del toro y/o del rodeo. El objetivo
de este trabajo fue estudiar a nivel poblacional la neosporosis, la leptospirosis, la
campilobacteriosis, la tricomoniasis y la diarrea viral bovina mediante técnicas directas e
indirectas utilizadas en el abordaje diagnostico de enfermedades infecciosas abortivas. Para
esto, fueron realizados los diagndsticos en muestras clinicas de bovinos recibidas entre los
afios 2016 y 2019 en la Plataforma de Investigacion en Salud Animal (PSA) para el
diagndstico de patdgenos involucrados con pérdidas reproductivas. Ademas, se muestrearon,
por conveniencia, los rodeos de 20 tambos para determinarar la prevalencia de dichas
enfermedades y factores asociados en esta poblacion de estudio. Para Neospora caninum se
determind una seroprevalencia de 36,1% de las vacas en ordefie (406/1200) y 100% (20/20)
de los predios positivos a N. caninum. Se demostré que la presencia de perros nacidos en los
tambos esta asociada a una mayor seroprevalencia a este parasito (p=0,001). Ademas del kit
ELISA utilizado para determinar la prevalencia en este estudio, otros 2 kits ELISA
comerciales fueron comparados entre ellos para una aproximacién diagnéstica del aborto
por N. caninum en bovinos lecheros en la region de este estudio. Resultando en una variacion
de débil a fuerte entre los kits (coeficiente Kappa de Cohen=0.58 a 0.83), sin embargo, los
3 kits fueron eficaces en la asociacién del aborto con la seropositividad a N. caninum. Para
Leptospira spp. se observd que 19,4% de los animales fueron seroreactivos al menos a uno
de los serovares evaluados. El serovar mas prevalente fue Pomona con 24,7%, pero no hubo
asociacion estadistica entre aborto y seropositividad para los serovares estudiados. La qPCR
revel6 que 0,35% (4/1138) de los sueros de las vaquillonas analizadas fueron positivos para
vDVB vy el subtipo identificado fue el BVDV-1a. Se identificaron BVDV-1a y BVDV-2b
asociado a los casos clinicos de enfermedad de la mucosa, infecciones transitorias
postnatales asociadas con salmonelosis entérica y septicémica, bronconeumonia por
Histophilus somni, coinfecciones del tracto urinario con Escherichia coli y Streptococcus
sp., coinfeccidn entérica con coccidios, infecciones fetales transplacentarias y abortos con
coinfeccion por N. caninum. Por PCR se detecto que en 2,25% (7/310) de los toros (leche:
6/121 y carne: 1/189) muestreados fueron positivos para Tritrichomona foetus.
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Campylobacter fetus venerealis no fue diagnosticado en ninguna de las muestras prepuciales
analizadas. La determinacion de las frecuencias de los agentes que causan abortos sugiere,
en esta poblacion de estudio, que neosporosis es la principal enfermedad involucrada en las
pérdidas gestacionales en los rodeos lecheros. Ademas, el desarrollo y validacion de un kit
ELISA comercial anti-N. caninum se hace necesario para minimizar costos de diagnésticos
una vez que la serologia es una herramienta clave para el control de la enfermedad. La
deteccion de T. foetus en toros revela que este protozoario sigue circulando en el pais.
Futuros estudios deberian estimar el impacto econdmico de BVDV en bovinos en Uruguay,
debido a las evidencias de que el virus esta asociado con enfermedad y muerte de bovinos
en los rodeos uruguayos. Un avance importante registrado en este proyecto es el desarrollo
de técnicas de diagnostico que permitiran, no solo el diagndstico, sino también la continuidad
de los trabajos de investigacion para estudiar la epidemiologia, la importancia econémica y
los métodos de control para las diferentes enfermedades reproductivas en el ganado lechero
y carnico del Uruguay.

PALABRAS CLAVE: abortos bovinos, campilobacteriosis, diarrea viral bovina,

leptostirosis, neosporosis, tricomoniasis.



SUMMARY

Studies in Uruguay show that the main cause of abortion in cattle are of infectious origen.
Considering the complexity of the etiological diagnosis of reproductive losses in cattle, the
identification and determination of the prevalence of the different agents involved can be
done using different laboratory techniques on samples of the fetus, the aborted dam, the bull
and/or the herd. The objective of this work was to study neosporosis, trichomonosis,
campylobacteriosis, leptospirosis, and bovine viral diarrhea by direct and indirect techniques
used in the diagnostic approach of abortive infectious diseases. For this, different diagnostic
tests were carried out from clinical samples of bovines that arrived between 2016 and 2019
in the PSA for the diagnosis of pathogens involved in reproductive losses. In addition, the
herds of 20 dairy farms were sampled for convenience to determine the prevalence of these
diseases and associated factors in this study population. A seroprevalence of 36.1% of the
dairy cow (406/1200) and 100% (20/20) of the positive farms for N. caninum was
determined. It was shown that the presence of dogs born in dairy farms is associated with a
greater seroprevalence to this parasite (p = 0.001). In addition to the ELISA kit used to
determine the prevalence in this study, another 2 commercial ELISA Kits were compared to
each other for a diagnostic approach to abortion by N. caninum in dairy cattle in the region
of this study. It was determined a variation from weak to strong among the kits (Cohen's
Kappa coefficient = 0.58 to 0.83), however, all 3 kits were effective in the association of
abortion with seropositivity to N. caninum. For Leptospira spp. it was observed that 19.4%
of the animals were seroreactive to at least one of the serovars evaluated. The most prevalent
serovar was Pomona with 24.7%, but there was no statistical association between abortion
and seropositivity for the serovars studied. The qPCR revealed that 0.35% (4/1138) of the
sera of the heifers analyzed were positive for vDVB and the subtype identified was BVDV-
la. BVDV-1a and BVDV-2b were associated with clinical cases of mucosal disease,
postnatal transient infections associated with enteric and septicemic salmonellosis,
Histophilus somni bronchopneumonia, urinary tract coinfections with Escherichia coli and
Streptococcus sp., enteric coinfection with coccidia, and transplacental fetal infections and
abortions with coinfection by N. caninum. By PCR it was detected that in 2.25% (7/310) of
the bulls (milk: 6/121 and beef: 1/189) sampled were positive for Tritrichomonas foetus.
Campylobacter fetus venerealis was not diagnosed in any of the prepucial samples analyzed.
The determination of the frequencies of the agents that cause abortions suggests, in this study



population, that neosporosis is the main disease and may be involved in gestational losses in
dairy herds. In addition, the development and validation of a commercial anti-N. caninum
ELISA kit becomes necessary to minimize diagnostic costs once serology is a key tool for
disease control. The detection of T. foetus in bulls reveals that this protozoan continues to
circulate in the country. Future studies should estimate the economic impact of BVDV in
cattle in Uruguay, due to the evidence that the virus is associated with bovine disease and
death in Uruguayan herds. An important advance registered in this project is the
development of diagnostic techniques that will allow, not only the diagnosis, but also the
continuity of research works to study the epidemiology, economic importance and control
methods for the different reproductive diseases in dairy and meat cattle in Uruguay.

KEYWORDS: bovine abortion, bovine viral diarrhea, campylobacteriosis, leptospirosis,

neosporosis, trichomoniasis.



1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES ESPECIFICOS

1.1. Situacion productiva y sanitaria del ganado lechero de Uruguay

La produccion de leche bovina tiene un importante papel social y econémico en
Uruguay. En 2017 se destinaron a esta actividad 827 000 hectéreas (5% del territorio
nacional), y la produccion alcanzé los 2 049 millones de litros de leche, lo que cubri6 el
consumo interno (255 litros/persona) y gener6é exportaciones por US$ 594 129 000,
representando el 7,5% del total de exportaciones del pais. En el mismo afio las existencias
de ganado lechero fueron de 780 000 cabezas, de las cuales al menos 438 000 (56%) eran
hembras en edad reproductiva (vacas masa) (DIEA, 2018).

Las existencias de ganado lechero nacional se han mantenido relativamente estables
en la ultima década (DIEA, 2018), lo que puede ser atribuido, al menos en parte, a factores
que impactan negativamente en el crecimiento de los rodeos, incluyendo: la alta mortalidad
de terneros (15,8% de mortalidad entre 0-73 dias de vida) (Schild, 2017), las pérdidas
reproductivas (Rovere et al., 2007), y la alta tasa de descarte de vacas, que llega hasta 20%
en el pais (INALE, 2014).

Las enfermedades reproductivas del ganado que causan infertilidad y aborto son una
de las principales responsables por los perjuicios econdémicos del sector lacteo (Weersink et
al., 2002; De Vries, 2006). Estas enfermedades estan asociadas a la pérdida de terneros,
pérdidas en produccién de leche, aumento de los costos de alimentacién en categorias
improductivas, gastos reproductivos (toros, inseminacion artificial, mano de obra, etc.) y los
posibles efectos negativos en la fertilidad futura de las hembras, que redundan en descarte
prematuro de animales y disminucion de las tasas de reposicion (De Vries, 2006; Gadicke &
Monti, 2008). Aunque en Uruguay se desconoce el monto de estas pérdidas a nivel nacional,
en un estudio plurianual realizado en 10 tambos del pais se estim6 que en aproximadamente
14% de las hembras gestantes abortan (Dr. Carlos Lemaire -Ejercicio liberal-, comunicacion
personal).

Las pérdidas reproductivas, por infertilidad, muerte embrionaria y abortos, pueden
ser consecuencia de una variedad de causas, incluyendo agentes infecciosos, factores
hormonales, genéticos y/o hereditarios, exposicién a agentes farmacoldgicos, tdxicos,
ambientales, y/o nutricionales en momentos criticos de la gestacion (Grimard et al., 2006;
Anderson, 2007; Clothier & Anderson, 2016; Briano et al., 2019). La determinacién de la
etiologia de las perdidas gestacionales en vacas lecheras es fundamental para controlar y



prevenir dichas pérdidas a nivel de rodeos, asi como desde el punto de vista de la salud
publica y seguridad alimentaria, considerando que varios de los microorganismos causales
de aborto en bovinos son zoonaticos.

El diagnostico etioldgico del aborto bovino es complejo (Géadickea & Montib, 2008);
requiere de la remision de fetos y placentas de vacas o vaquillonas abortadas y que los
laboratorios cuenten con las técnicas diagndsticas adecuadas para la deteccion de diversos
agentes abortigénicos (Campero et al., 2003). En la mayoria de los paises sudamericanos,
las producciones ganaderas tienen lugar principalmente en condiciones de pastoreo,
situacion imperante en tambos de Uruguay, lo que dificulta la recuperacion de fetos y
placentas expulsados espontdneamente por vacas que abortaron, 1o que representa una
complicacion adicional para el diagnostico laboratorial del aborto bovino (Campero et al.,
2003). Ademas, cuando son recuperados, los fetos y placentas disponibles para ser remitidos
al laboratorio de diagndstico suelen estar autolisados, contaminados y/o depredados,
dificultando la deteccién de los agentes etiologicos y la posibilidad de observar lesiones
tisulares que son de importancia diagnostica (Campero et al., 2003; Antoniassi et al., 2013).
Esto torna fundamental el conocimiento, estandarizacion e interpretacion de pruebas
diagndsticas a nivel de rodeos como alternativa para la asociacion con pérdidas gestacionales
cuando no es posible obtener fetos abortados.

Varias enfermedades que causan abortos en bovinos han sido estudiadas a nivel
nacional (Repiso et al., 2005; Bafiales et al., 2006; Easton, 2006; Macias-Rioseco, 2019) e
internacional (Anderson et al., 1990; Kim et al., 2002; Campero et al., 2003; Khodakaram-
Tafti & lkede, 2005; Corbellini et al., 2006; Anderson, 2007; Fernandez et al., 2007; Morrell,
2010; Antoniassi et al., 2013; Clothier & Anderson, 2016), en diferentes regiones y sistemas
productivos. Entre las diversas etiologias, se destacan las de origen infeccioso causadas por
protozoarios, bacterias, virus y hongos, la mayoria de las cuales estan presentes en rodeos
de todo el mundo (Kim et al., 2002; Fernandez et al., 2007, Anderson, 2007; Morrell, 2010;
Antoniassi et al., 2013; Anderson & Clothier, 2016). En Uruguay, las enfermedades
infectocontagiosas fueron las principales causas de abortos encontradas por la Direccién de
Laboratorios Veterinarios (DILAVE) Miguel C. Rubino en el periodo 2002-2005,
incluyendo Leptospira spp., Neospora caninum, Campylobacter fetus, Brucella abortus,
virus de la diarrea viral bovina (vDVB) y herpesvirus bovino-1 (HVB-1) (Easton, 2006).
Mas recientemente, Macias-Rioseco (2019), reportd a partir de un estudio de serie de 102
casos (53 fetos, 35 fetos con placentas y 14 placentas) en un periodo de 3 afios (2015/2018),

que 50% (51) de los casos estudiados respondian a una causa infecciosa, con frecuencias de
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29,4% de fetos y/o placentas abortados por Neospora caninum (30 casos), seguido por
Coxiella burnetii en 6 casos (5,9%), Campylobacter fetus subsp. venerealis en dos casos
(2%) y en menor frecuencia infecciones por Escherichia coli, virus de la parainfluenza-3
bovina, Salmonella enterica sorovar Newport, Trueperella pyogenes, Mannheimia spp.,

Streptococcus spp. y Staphylococcus spp. (13 casos en total, 12,7%).

1.2. Neosporosis bovina

Neospora caninum es un protozoario intracelular obligado del filo Apicomplexa,
cuyo hospedador definitivo es el perro y otros carnivoros (lobos, coyotes y dingos), que
eliminan ooquistes infecciosos en las heces (Dubey & Schares, 2011). La transmision a los
bovinos puede ocurrir por via digestiva (trasmision horizontal) y también més
frecuentemente por via transplacentaria (trasmision vertical), esa Ultima con tasas reportadas
de 40-95% entre los terneros nacidos de vacas seropositivas (Reichel et al., 2014).

Este parasito fue identificado como causa de aborto en bovinos mundialmente
(Dubey & Schares, 2011), incluyendo Uruguay (Kashiwazaki et al., 2004; Bariales et al.,
2006; Easton, 2006, Macias-Rioseco, 2019). Las prevalencias de anticuerpos contra N.
caninum en el pais varian entre 13% Yy 28% a nivel individual y 61,3 y 76,8% a nivel predial,
tanto en ganado de carne como de leche (Kashiwazaki et al., 2004; Piaggio et al., 2004;
Repiso et al., 2005; Bariales et al., 2006; Furtado et al., 2011). Un estudio de
representatividad nacional realizado en 2015 indico prevalencias prediales de 86,5% y 96%
para establecimientos de carne y leche, respectivamente, y prevalencias individuales de
22,3% en ganado lechero, y de 14,3% en ganado de carne (Dr. Federico Fernandez, MGAP,
comunicacion personal 2018).

La serologia es un indicador que permite evaluar la chance de que las vacas
seropositivas a N. caninum aborten (Roelandt et al., 2015) y seguido de decisiones de gestion
adecuadas es actualmente la Unica opcion para controlar neosporosis bovina (Guido et al.,
2016). Debido a esto, el pais deberia contar con un kit de ELISA comercial de facil
aplicabilidad e interpretacion y para disminuir los costos del diagndstico, para que estos
factores sean un insentivo a los productores para la realizacion de un plan de control en sus

establecimientos.

1.3. Campilobacteriosis genital bovina y Tricomoniasis bovina



La campilobacteriosis genital bovina (CGB) y la tricomoniasis bovina (TB) son
enfermedades de transmision venérea que causan generalmente infertilidad, muerte
embrionaria y abortos (Catena et al., 2003; BonDurant, 2005; Rae & Crews, 2006; Ondrak,
2016). Los toros son portadores y diseminadores asintomaticos en el momento del coito de
estas enfermedades (Egleasome & Garcia, 1992). Los microorganismos se alojan en las
criptas prepuciales y en la mucosa peneana de los toros sin afectar la libido ni la calidad del
semen (BonDurant, 2005).

La CGB es causada por un bacilo Gram-negativo, curvo, movil, con uno o dos
flagelos polares de la especie Campylobacter fetus (Clark, 1971). La especie comprende tres
subespecies: Campylobacter fetus subespecie fetus (Cff) (Véron & Chatelain, 1973),
Campylobacter fetus subespecie testudinum (Fitzgerald et al., 2014), y Campylobacter fetus
subespecie venerealis (Cfv) que puede incluir el biotipo intermedius (Eaglesome & Garcia,
1992; Van Bergen et al., 2005), siendo la Gltima responsable de la enfermedad (OIE, 2017).
La CGB es una enfermedad de distribucién mundial (Mshelia et al., 2010) y que también
estd asociada con grandes pérdidas reproductivas en América del Sur (Silveira et al., 2018).

En Uruguay, la CGB fue diagnosticada por primera vez en ganado lechero hace
varias décadas (Stella & Canabez, 1971). En un importante estudio nacional en toros
dedicados a la explotacion de carne, se evaluaron 1754 muestras de esmegma prepucial de
toros y se determind por inmunofluorescencia directa (IFD) una prevalencia individual de
28% de toros positivos en 142 de 230 establecimientos (37%) (Repiso et al., 2005).
Actualmente, se determiné una prevalencia individual de 2,2%y 2,9% por cultivo y por PCR
cuantitativa (QPCR) respectivamente, a nivel predial la prevalencia fue 9,7% por cultivo y
12,9% por gPCR en un total de 315 toros que fueron enviados a faena provenientes de 62
establecimientos (Delpiazzo et al, 2019).

La TB es una enfermedad reconocida mundialmente (Yao, 2013), y es causada por
un protozoario extracelular flagelado movil de la especie Tritrichomonas foetus (Rae &
Crews, 2006). Dicha enfermedad es responsable por una reduccién importante en la tasa de
prefiez (aproximadamente 57% de vacas no prefiadas) al final del servicio, afectando
directamente la performance reproductiva, pudiendo causar una reduccion del 14% al 50%
de terneros al pie a nivel predial (Ondrak, 2016).

Cassamagnaghi y Cassamagnaghi (1944), realizaron por primera vez el diagndstico
de TB en tambos de Uruguay. Décadas después, se observé una frecuencia de 6,5% (50/768)
de establecimientos positivos a T. foetus en la cuenca lechera del pais (Errico et al., 1978;

Herrera et al., 1986). Easton (2006) describio la observacion del parasito por campo oscuro
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en el liquido abomasal de un feto bovino abortado en asociacion con Cfv. En toros de carne,
en un estudio nacional, no se diagnosticaron por cultivo a partir de muestras de esmegma
prepucial, toros positivos para T. foetus (Repiso et al., 2005). Debido que en el pais no fueron
creados programas de control y erradicacion de este protozoario, es curioso que T. foetus no

haya sido detectado en los rodeos bovinos en los ultimos 13 afios.

1.4. Diarrea viral bovina

El virus de la diarrea viral bovina (vDVB) pertenece al género Pestivirus, familia
Flaviviridae, y tiene amplia distribucién mundial (Ridpath et al., 2010; Yesilbag et al.,
2017). Tres genotipos del vDVB asociados a enfermedad han sido descriptos: vDVB-1,
vDVB-2 (Smith et al., 2017) y vDVB-3 o Pestivirus H (Pestivirus HoBi-like) (Bauermann
et al., 2012; Smith et al., 2017). En América del Sur, incluyendo Uruguay (Maya et al.,
2016), las infecciones por el vDVB-1y -2 han sido bien documentadas (Odeon et al., 2009;
Stahl et al., 2009; Weber et al., 2014; Villamil et al., 2018), mientras que el virus tipo HoBi
solo se ha identificado hasta ahora en Argentina (Pecora et al., 2017) y Brasil (Dias et al.,
2017).

La infeccion de vacas o vaquillonas prefiadas con el vDVB puede causar
mortalidad embrionaria, abortos, malformaciones congénitas y nacimiento de terneros
persistentemente infectados, que mantienen el virus en el rodeo (Flores & Schuch, 2007).

En Uruguay, las primeras evidencias de circulacién de vDVB datan de 1996
(Saizar, 1998), y un estudio seroepidemioldgicos nacional realizado en bovinos de carne
durante 2000 y 2001 reveld que 100% (n=230) de los establecimientos y 69% de los animales
presentaron anticuerpos contra el vDVB-1y -2 (Guarino et al., 2008). Mas recientemente,
se observd la infeccion activa por vDVB y los genotipos circulantes en rodeos de ganado de
carne y leche con problemas reproductivos, resultando que el subgenotipo predominante es
el vDVB-1a, seguido de vDVB-1i y vDVB-2b (Maya et al., 2016). Sin embargo, en la
literatura cientifica no hay descripciones clinicopatolégicas de enfermedades asociadas a
infeccion por vDVB en Uruguay, desconociéndose ademas el impacto que las mismas

podrian tener en distintos sistemas de produccién bovina del pais.

1.5. Leptospirosis
La leptospirosis es una zoonosis mundialmente distribuida causada por una

espiroqueta patdgena del género Leptospira (Picardeau, 2017). Esta enfermedad es



extremadamente importante en la industria pecuaria debido a que causa pérdidas econémicas
en consecuencia de que provoca problemas reproductivos (abortos, mortinatos e infertilidad)
y productivos (disminucion en la produccién lechera) en rodeos bovinos (Ellis, 2015).

Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo (Hardjobovis) es el serovar que tiene a
los bovinos como hospedadores de mantenimiento, sin embargo, Leptospira interrogans
serovar Hardjo (Hardjoprajitno) también esta reportada como serovar adaptada a esta especie
animal (Ellis, 2015). Ambos serovares tienen la capacidad de colonizar y persistir en el tracto
genital de vacas y toros infectados, lo que sugiere que la transmision venérea puede ser un
factor en la diseminacion (Campero et al., 2017). El serogrupo Pomona, que no esta adaptado
al bovino, provoca infecciones accidentales con episodios de abortos, natimortos y
mortalidad de terneros (Ellis, 1994; Draghi et al., 2011). Canton et al., (2006) reportaron
episodios de pérdidas reproductivas asociadas a elevados titulos de anticuerpos contra los
serovares L. Hardjo y L. Wolffi.

Estudios serologicos demostraron que Leptospira es un agente que estd
ampliamente distribuido en Uruguay, donde se encontré hasta 38,5% (2.410/6.261) de
bovinos de cria con anticuerpos para Leptospira spp., siendo mayormente observada una
frecuencia de anticuerpos para los serovares Hardjo y Wolfii seguidos de Pomona (Repiso
et al., 2005), serovares que pueden estar involucrados con pérdidas reproductivas. La
proporcion de fetos abortados enviados al DILAVE con diagnostico de leptospirosis fue
extremadamente alta (41%) (Easton, 2006), comparada con la frecuencia relativa de abortos
causados por Leptospira spp. identificados en series de casos en otros paises de la region y
del mundo (Anderson et al., 1990; Campero et al., 2003; Anderson, 2007; Morrell, 2010;
Anderson & Clothier, 2016). Dicha proporcion fue alta incluso en comparacion con un
reciente estudio en bovinos abortados en la cuenca lechera uruguaya, que en un periodo de
3 afos (2015-2018) no identificod abortos causados por Leptospira spp. en una serie de 102
casos, a pesar de detectar ADN de Leptospira spp. por PCR en un feto que no presentaba
lesiones macro o microscopicas tipicamente atribuibles a leptosirosis (Macias-Rioseco,
2019).

Recientemente, un importante estudio en el pais reportd el aislamiento y la
tipificacion de 40 cepas de Leptospira spp. autoctonas de bovinos naturalmente infectados,
aislandose con mayor frecuencia cepas de L. interrogans serogrupo Pomona serovar
Kennewicki (Zarantonelli et al., 2018). Ademas de que es un serovar reportado como causa
de abortos en el ganado (Draghi et al., 2011) y fue encontrado circulando en bovinos

naturalmente infectados en Uruguay, el mismo estudio revelé que el genotipo de dicho
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serovar es idéntico a aislados de Leptospira de pacientes humanos (trabajadores rurales),
tornando aun mé&s preocupante el potencial zoonédtico de esta enfermedad en el pais
(Zarantonelli et al., 2018).
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2. PLANTEAMENTO DEL PROBLEMA

En Uruguay las enfermedades reproductivas del ganado que causan infertilidad y
aborto son una de las principales responsables por los perjuicios economicos del sector lacteo
(Weersink et al., 2002; De Vries, 2006) y recientemente la frecuencia en rodeos lecheros y
de cria de dichas enfermedades fueron actualizadas (Dr. Federico Fernandez, MGAP,
comunicacion personal 2018). Sin embargo, la informacion sobre protocolos de técnicas
diagnosticas confiables, rapidas y de costo accesible a nivel de rodeo es escasa y se encuentra
dispersa en los diferentes grupos que trabajan en salud animal en el pais. A pesar del
conocimiento de algunas de estas enfermedades, atin no hay total confiabilidad del productor
rural, del veterinario de ejercicio liberal y de los laboratorios veterinarios de la aplicacion e
interpretacion adecuada de las técnicas diagndsticas disponibles a nivel de rodeo en
asociacion con pérdidas reproductivas.

La evaluacion de dichas pruebas y su aplicabilidad en la rutina del campo y
laboratorios veterinarios en conjunto con datos epidemiolédgicos de las enfermedades que
causan aborto ayudaria a reducir dichas pérdidas y daria lugar a una mayor eficiencia

reproductiva, productiva y econdmica al sector.
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HIPOTESIS

La neosporosis, leptospirosis, campilobacteriosis, tricomoniasis y diarrea viral
bovina son importates causas de pérdidas reproductivas y son prevalentes en rodeos
lecheros de Uruguay.

La ocurrencia de animales positivos para el vDVB en los tambos implica
posiblemente en la presencia de animales persistentemente infectados y con cuadros
clinicos asociados al agente.

La campilobacteriosis y tricomoniasis son enfermedades venéreas que estan
presentes en los rodeos lecheros en Uruguay, la definicion del uso de las diferentes
pruebas diagndsticas son necesarias para aumentar la eficiencia del diagnostico y la

toma de decisiones referente a su control y prevencion.
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4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar a nivel poblacional la neosporosis, la leptospirosis, la campilobacteriosis, la
tricomoniasis y la diarrea viral bovina en tambos de Uruguay y su asociacion con pérdidas

reproductivas en el periodo entre 2016 y 2019.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la seroprevalencia de Neospora caninum y Leptospira spp. y establecer
atraes de un cuestionario posibles factores asociados a estas enfermedades en rodeos
bovinos lecheros.

e Evaluar el uso de diferentes pruebas para el diagnostico de las enfermedades
venéreas (campilobacteriosis genital bovina y tricomoniasis bovina).

e Identificar enfermedades clinicas en bovinos infectados por el vDVB e infecciones
activas en vaquillonas de establecimientos lecheros.

e Reportar la utilizacion de diferentes técnicas para el diagnostico de enfermedades
infecciosas que causan trastornos reproductivos en rodeos bovinos lecheros con

historial de abortos.
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5. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Se recibieron muestras clinicas entre los afios 2016 y 2019 en la Plataforma de
Investigacion en Salud Animal (PSA) de INIA La Estanzuela para el diagndstico directo o
indirecto de patdgenos involucrados a las pérdidas reproductivas en el establecimiento
remitente. Dichas muestras se procesaron mediante pruebas para el diagndstico de
enfermedades infecciosas establecidas en esta tesis como causales de pérdidas reproductivas.

Para verificar la posible aplicabilidad en la rutina diagnostica de las técnicas
directas e indirectas descritas en esta tesis y determinar la prevalencia de las enfermedades
abortivas, se realizd un muestreo en 20 tambos con historial de abortos.

En los tambos mencionados se realizaron:

1) un cuestionario (Anexo 1) para conocer los antecedentes e historia clinica de los
rodeos, manejo general, nutricional y reproductivo, datos epidemioldgicos, indices
reproductivos y posibles factores asociados as enfermedades infecciosas;

2) andlisis seroldgicos para deteccion de anticuerpos contra Neospora caninum y
Leptospira spp.;

3) pruebas moleculares para la deteccion del genoma del vDVB; y

4) evaluacion microbiolégica y molecular de esmegma prepucial de toros aptos
para la reproduccion, para deteccion de Campylobacter fetus venerealis y Tritrichomonas

foetus.
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6. CAPITULO 1: NEOSPOROSIS, LEPTOSPIROSIS,
CAMPILOBACTERIOSIS, TRICOMONIASIS Y DIARREA
VIRAL BOVINA EN RODEOS LECHEROS DE URUGUAY

RESUMEN

Las enfermedades reproductivas son una de las principales causas de pérdidas econémicas
para los productores lecheros e impactan negativamente en el crecimiento de los rodeos. En
Uruguay, entre las diversas etiologias, las enfermedades infectocontagiosas son las causas
de abortos mas frecuentemente identificadas en bovinos. El objetivo de este trabajo fue
determinar la frecuencia de neosporosis, leptospirosis, campylobacteriosis, tricomoniasis y
diarrea viral bovina en rodeos bovinos lecheros del Uruguay. Para eso se utilizaron 20
tambos ubicados en la region sur del pais y se muestrearon 1200 vacas en ordefie de un total
de 4208 para el diagnostico seroldgico de N. caninum y Leptospira spp. El diagnéstico del
vDVB fue realizado por PCR en muestras de suero de todas las vaquillonas disponibles en
los establecimientos (n=1138). De todos los toros aptos para la reproduccion en los tambos
(n=63) se obtuvo el esmegma prepucial y por IFD, cultivo y PCR fue realizado el diagndstico
de campilobacteriosis y tricomoniasis. Ademas, un cuestionario fue aplicado para determinar
los factores asociados con el aborto por neosporosis y leptospirosis. Se determind una
seroprevalencia de 36,1% (IC: 33,3 — 38,8%) de las vacas en ordefie y 100% de los predios
positivos a N. caninum. Se demostrd que la presencia de perros nacidos en los tambos esta
asociada a una mayor seroprevalencia a este parasito (p=0,001). Para Leptospira spp. se
observd que 19,4% de los animales fueron seroreactivos al menos a uno de los serovares
evaluados. El serovar mas prevalente fue Pomona con 24,7% (IC: 21,1 — 29%), pero no hubo
asociacion estadistica entre aborto y seropositividad para los serovares estudiados. La gPCR
revel6 que 0,35% (4/1138) de los animales analizados fueron positivos para vDVB vy el
subtipo identificado fue el BVDV-1a. Por PCR se detect6 que el 9,5% (6/63) de los toros
analizados fueron positivos para T. foetus en un Unico tambo. Campylobacter fetus
venerealis no fue diagnosticado en ninguna de las muestras prepuciales analizadas. La
determinacion de las frecuencias de los agentes que causan abortos sugiere, en esta poblacion
de estudio, que neosporosis es la principal enfermedad y puede estar involucrada en las
pérdidas gestacionales en los rodeos lecheros. Ademas, la deteccion de T. foetus en toros
revela que este protozoario sigue circulando en el pais.

Palabras clave: enfermedades abortivas, bovinos de leche, enfermedades venéreas,
diagnostico, toros, pérdidas reproductivas.

INTRODUCCION

Las enfermedades reproductivas del ganado que causan infertilidad y aborto son una de
las principales responsables por los perjuicios econdémicos del sector lacteo (Weersink et al.,
2002; De Vries, 2006). Estan asociadas a la péerdida de terneros, pérdidas en produccion de
leche, aumento de los costos de alimentacion en categorias improductivas, gastos

reproductivos y posibles efectos negativos en la fertilidad futura de las hembras, que
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redundan en descarte prematuro de animales y disminucién de las tasas de reposicion (De
Vries, 2006; Gadicke & Monti, 2008)

Actualmente en Uruguay, la produccion lechera representa el equivalente a 7,5% del
total de exportaciones del pais, teniendo gran impacto econémico a nivel nacional (DIEA,
2018). Larentabilidad de la industria lechera depende fundamentalmente del éxito de manejo
y desempefio de la produccién bovina de leche. Sin embargo, las existencias de ganado
lechero durante la Gltima década se han mantenido relativamente estables (DIEA, 2018). Se
sabe que en el pais 15,8% de los terneros dedicados a la lecheria mueren antes del desleche
(Schild, 2017), la tasa de descartes de vacas llega hasta 20% (INALE, 2014) y se sugiere que
las pérdidas reproductivas estdn impactando negativamente en el crecimiento de los rodeos
(Rovere et al., 2007).

La etiologia de las pérdidas gestacionales en bovinos, debido a infertilidad y abortos, es
compleja y multifactorial (Gédickea & Montib, 2008). Las causas de estas pérdidas pueden
estas asociadas a diferentes factores, como: hormonales, genéticos y/o hereditarios,
exposicion a agentes farmacologicos, toxicos, ambientales, nutricionales o infecciosos en
momentos criticos de la gestacion (Grimard et al., 2006; Anderson, 2007; Clothier &
Anderson, 2016; Briano et al., 2019).

En Uruguay, entre las diversas etiologias, las enfermedades infectocontagiosas son
frecuentemente reportadas como causas de abortos en bovinos (Kashiwazaki et al., 2004;
Easton, 2006; Macias-Rioseco, 2019). Recientemente, un estudio en 102 casos de abortos
provenientes de establecimientos lecheros describid una frecuencia de 50% (51 casos) de
abortos infecciosos, incluyendo 29,4% de abortos por Neospora caninum (30 casos), seguido
por Coxiella burnetii (5,9%, 6 casos), Campylobacter fetus subsp. venerealis (2%, 2 casos)
y en menor frecuencia infecciones por Escherichia coli, virus de la parainfluenza-3 bovina,
Salmonella enterica serovar Newport, Trueperella pyogenes, Mannheimia spp.,
Streptococcus spp., Staphylococcus spp., y otras bacterias oportunistas (conjuntamente
12,7%, 13 casos) (Macias-Rioseco, 2019).

Neospora caninum ha sido identificado mundialmente como causa de aborto en
bovinos (Dubey & Schares, 2011). En Uruguay, la enfermedad fue reportada con tasas de
prevalencia entre 13% y 28% a nivel individual y 61,3 y 76,8% a nivel predial, tanto en
ganado de carne como de leche (Kashiwazaki et al., 2004; Piaggio et al., 2004; Repiso et al.,
2005; Banales et al., 2006; Furtado et al., 2011). Actualmente, para bovinos de leche, se
determinaron en un estudio de representatividad nacional prevalencias prediales de 21,5% e
individuales de 96% (Macchi, 2019).
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La campilobacteriosis genital bovina (CGB) y la tricomoniasis bovina (TB) son
enfermedades venéreas de distribucién mundial (Mshelia et al., 2010; Yao, 2013). En un
estudio en el que se evaluaron 1754 muestras de esmegma prepucial de toros dedicados a
carne en el Uruguay, se determind una prevalencia individual de CGB en 28% de los toros
presentes en 142 de 230 establecimientos (37%). En este mismo trabajo, T. foetus no fue
detectada en ninguna de las muestras (Repiso et al., 2005). Ademas, en un muestreo realizado
en toros de faena Campylobacter fetus fue detectado por gPCR en 2,9% del total de 315
toros que fueron enviados a faena (Delpiazzo et al, 2019). Tritrichomonas foetus en
Uruguay, fue reportada por ultima vez en el afio 2006, en el liquido abomasal de un feto
bovino abortado en asociacion con Campylobacter fetus subsp. veneralis (Easton, 2006).

La infeccion de vacas o vaquillonas prefiadas con el virus de la diarrea viral bovina
(vDVB) puede causar diferentes presentaciones clinicas dependiendo del periodo de
gestacion que afecta a la vaca, llevando a pérdida gestacional o nacimiento de terneros
persistentemente infectados (Flores & Schuch, 2007). En Uruguay, las primeras evidencias
de circulacion de vDVB datan de 1996 (Saizar, 1998), y un estudio seroepidemioldgico
nacional realizado en bovinos de carne durante 2000 y 2001 revel6 que 100% (230) de los
establecimientos y 69% de los animales presentaron anticuerpos contra el vDVB-1 y -2
(Guarino et al., 2008). Se determin6é que los subgenotipos circulantes en el pais son
predominantemente el vDVB-1a, seguido de vDVB-1i y vDVB-2b (Maya et al., 2016).

La leptospirosis es una zoonosis mundialmente distribuida (Picardeau, 2017).
Estudios seroldgicos demostraron que es una infeccion que esta ampliamente distribuida en
Uruguay, donde se encontr6 hasta 38,5% (2410/6261) de bovinos de cria con anticuerpos
para Leptospira spp., siendo observada mayor frecuencia de anticuerpos para los serovares
Hardjo y Wolfii seguidos de Pomona (Repiso et al., 2005).

El objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia de neosporosis, leptospirosis,
campilobacteriosis, tricomoniasis y diarrea viral bovina en rodeos bovinos lecheros del

Uruguay.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de los establecimientos

Los establecimientos seleccionados por conveniencia para este estudio fueron
aquellos que enviaron al menos un feto y/o placenta bovina abortado para diagnostico a la
Plataforma de Investigacion en Salud Animal de INIA. Luego, el veterinario remitente fue

contactado y todos los tambos que estuvieron dispuestos a participar de la investigacion
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fueron incluidos. Los estudios de los fetos y placentas abortados hacen parte de otra tesis
doctoral (Macias-Rioseco, 2019) y no son incluidos en este trabajo.
Entre los afios de 2016 y 2018 se realizaron muestreos en 20 tambos

(establecimientos 1-20) ubicados en la cuenca lechera del pais.

Muestreo

Para el muestreo intrarodeo, se eligieron aleatoriamente 60 vacas en ordefie (VO) por
cada tambo, sumando una totalidad de 1200 individuos muestreados para diagnostico
serologico de N. caninum de un total de 4208 VO. De estas 1200 muestras de suero
sanguineo fueron seleccionadas al azar 500 (25 por establecimiento) para serologia de
Leptospira spp. Se registraron individualmente la edad y historia reciente de aborto de estas
vacas (episodio de aborto en un periodo <1 mes).

De todas las vaquillonas <2 afios presentes en los establecimientos y que era posible
muestrear se obtuvo suero sanguineo para el diagnoéstico molecular de vDVB, totalizando
1138 vaquillonas analizadas. Todas las muestras de sangre fueron obtenidas por puncion de
la vena coccigea utilizando una aguja estéril y jeringa descartable por animal. La sangre fue
depositada en tubos de 10ml sin anticoagulante y llevadas al laboratorio para obtencion de
suero.

Fueron muestreados un total de 63 toros que eran utilizados para reproduccién
(monta natural) en los tambos visitados. Se obtuvo el esmegma prepucial para identificar
infecciones por Campylobacter fetus venerealis y Tritrichomonas foetus. Se registraron la
raza y la edad de cada toro muestreado. Los toros aptos para el estudio habian estado en
descanso reproductivo por al menos 7 dias previo al muestreo. EI esmegma fue colectado
por el método de raspaje prepucial (Tedesco et al., 1977) con un raspador estéril descartable
(metodologia descrita detalladamente en el capitulo 4). Cuando fue posible, los toros fueron
muestreados repetidamente en forma seriada siguiendo la misma metodologia, con
intervalos de aproximadamente 7-10 dias entre muestreos, hasta completar un total de 3

muestreos, antes de ser considerados negativos para estos agentes.

ELISA para N. caninum
Todas las muestras de suero bovino fueron analizadas en INIA La Estanzuela
mediante un kit comercial de ELISA indirecto (LSIVet, Bovine Neosporosis Advanced

Serum ELISA Kit, Thermo Fisher Scientific, Lelystad, Paises Bajos) que detecta anticuerpos
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isotipo 1gG especificos contra N. caninum, siguiendo las recomendaciones del fabricante
(metodologia descrita detalladamente en el capitulo 3).

MAT para Leptospira spp.

Los sueros de las 500 vacas seleccionadas en el muestreo fueron analizados en la
Direccidn de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) Miguel C. Rubino mediante la técnica de
MAT, siguiendo los protocolos de la seccion de Leptospirosis de dicha institucion, para
detectar anticuerpos contra Leptospira serovares: Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae,

Pomona, Canicola, Hardjobovis, Hardjoprajitno y Wolfii. Se utilizo el punto de corte 1/200.

Pruebas moleculares para DVB

La extraccion de ADN se realizdO en muestras de suero sanguineo de todas las
vaquillonas con el kit QlAamp® cador® Pathogen Mini (QIAGEN®, Alemania), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Para detectar vDVB-1, -2 y el Pestivirus similar a HoBi, se
realizé la PCR en tiempo real con el kit de sonda SensiMixTM 11 (Bioline Reagents Ltd.) y
un instrumento Rotor-Gene Q (Qiagen®) siguiendo las recomendaciones del fabricante
(metodologia descrita detalladamente en el capitulo 4). El anélisis molecular para vDVB fue
realizado en el Laboratorio de Virologia Molecular, CENUR Litoral Norte de la UDELAR

en Salto.

Deteccion de C. fetus venerealis

Una alicuota de 500 ul de cada muestra de esmegma prepucial recién tomada, fue
depositada en una solucion formolada para fijacion del agente. Se realiz6 IFD con un kit
comercial (Conjugado — Campy / Biotandil Diagndsticos, Argentina) para deteccion de
Campylobacter fetus en frotis de esmegma, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Para el cultivo de Campylobacter fetus, cada muestra fue sembrada en medio de agar
Skirrow (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) y las placas fueron incubadas en
microanaerobiosis con sobres comerciales (CampyGenTM, Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
Inglaterra) que promueven una atmosfera de 10% de CO2 y 5% de Oz, a 37°C por 2-7 dias,
visualizando las placas cada 48 h (Chaban y col., 2013). Para la diferenciacion entre las
subespecies C. fetus fetus y C. fetus veneralis se realizaron pruebas bioquimicas (OIE, 2008).
Las técnicas de IFD y de cultivo microbiolégico fueron realizadas en INIA La Estanzuela.

Se extrajo el ADN a partir de 500 uL de todas las muestras con un método de

ebullicion rapida (Schunck et al., 1995). Se utiliz6 un método de control interno para evaluar
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la calidad del ADN extraido. Este método amplifica un fragmento del gen 16S utilizando
cebadores universales (Barcellos 2018). EI género Campylobacter se detect6 utilizando un
método de PCR que amplifica un fragmento del gen 16S con los cebadores especificos
C412F y C1288F (Linton et al. 1996). Las muestras se analizaron para la identificacion de
especies genéticas y la diferenciacion de Cff y Cfv con un método basado en PCR multiplex
(Iraola et al. 2012). Se utilizd 1 pl de ADN en una reaccién de 20 pL que contenia 0.5 mM
de cada dNTP (Thermo Scientific, EE. UU.), 2 pL de tampon de reaccion 1x (Thermo
Scientific, EE. UU.), MgCl> 2.5 mM (Thermo Scientific, EE. UU.), 0.625 pares de cebadores
MG3F / MG4R pM, pares de cebadores nC1165g4F / nC1165g4 0.375 uM y ADN
polimerasa Taq de 1,5 U (Thermo Scientific, EE.UU.). Se utilizaron las siguientes
condiciones de ciclado: una desnaturalizacion inicial durante 3 minutos a 95°C seguida de
35 ciclos de desnaturalizacion durante 30 segundos a 94°C, recocido durante 30 segundos a
53°C y extension durante 1 minuto a 72°C. Los amplicones se separaron en geles de agarosa
al 1% y se tifieron con bromuro de etidio.

La PCR en tiempo real se llevo a cabo siguiendo un protocolo descrito previamente
(Iraola et al., 2016). El ensayo se basa en un conjunto de cebadores que amplifican una
secuencia de 78 pb del gen 16S rRNA y una sonda TagMan-MGB (ligante de surco menor)
que se dirige a una region polimorfica de 19 pb que distingue las cepas de C. fetus del resto
de las especies de Campylobacter y otras bacterias. Las muestras se agruparon en grupos de
cinco. La PCR en tiempo real se realiz6 en una reaccion de 25 ul que contenia una mezcla
maestra de genotipado TagMan 1x (Applied Biosystems, Foster City, EE. UU.), 1 ensayo de
genotipado TagMan SNP personalizado (0,9 UM para cada cebador y 0,2 uM para la sonda)
y 1 uL del ADN gendmico agrupado. El termociclado se realiz6 en un analizador ABIPrism
7500 (Applied Biosystems, FC, EE. UU.). Se identificaron grupos positivos, y el ensayo de
gPCR se repitié individualmente para identificar las muestras positivas. Todas las pruebas
moleculares fueron realizadas en la seccion genética evolutiva
de la Facultad de Ciencias (UDELAR).

Deteccion de T. foetus

Para el cultivo se utilizé el medio Trichomonas (CM0161, Oxoid Ltd, Basingstoke,
UK) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Todas las muestras se incubaron a 37°C
y alicuotas del cultivo se examinaron en microscopio Optico cada 24 horas durante 7 dias
(BonDurant, 2005).
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De todas las muestras de esmegma prepucial se extrajo el ADN y posteriormente se
realiz6 la PCR utilizando un par de cebadores TRF3/TRF4 que amplifican genes especificos
del género Tritrichomonas siguiendo el protocolo descrito por Felleisen et al., (1998).
Ademas, todos los fragmentos amplificados fueron purificados y secuenciados por el
servicio de Macrogen Inc. (Sedl, Corea) para confirmar que correspondian a T. foetus.

La metodologia para deteccion de T. foetus esta descrita detalladamente en el capitulo

5. Las pruebas microbiologicos y moleculares fueron realizada en INIA La Estanzuela.

Cuestionario

El cuestionario (Anexo 1) constaba de aproximadamente 40 preguntas cerradas,
siendo de tipo dicotomicas y de multiple opcion. El objetivo fue recolectar datos de los
establecimientos, datos del sistema productivo, datos del manejo sanitario y reproductivo.
Los datos obtenidos en el cuestionario fueron cargados en una base de datos digital en Excel
2016 (Microsoft  Office®) usando  formularios  de Google  forms®

(https://www.google.com/forms/about/).

Andlisis Estadistico

Se realizo el calculo del “n” muestral para detectar una asociacion entre N. caninum
y aborto en un software libre RStudio® (version 1.0.153) utilizando el paquete epiRy la
funcién “epi.cohortsize”. El tamafo de la muestra fue calculado para detectar con 80% de
poder una Razon de Prevalencia (RP) minima de aborto entre expuestos (N. caninum
positivo) y no expuestos (N. caninum negativo) de 1,5. Para esto, se asumi6 que
aproximadamente 30% de los animales seropositivos y 20% de los animales seronegativos
tenian historia de aborto y un efecto de delineamiento (deff) de 1,75. El “n” minimo necesario
considerando un nivel de confianza de 95% fue de 1135 animales.

Los célculos de las estimativas de prevalencias para las enfermedades (neosporosis
y leptospirosis) también fueron realizadas en RStudio® utilizando el paquete survey; los
establecimientos fueron considerados estratos y el peso muestral (inverso de la probabilidad
de sortear una VVO) fue incluido para el calculo de los errores.

Los factores asociados entre seropositivad para N. caninum (variable dependiente) y
las variables del cuestionario (variables independientes) y aborto (variable dependiente) y
seropositividad para N. caninum y Leptospira (variable independiente) fueron realizadas

utilizando modelos de Poisson con variancia robusta en el software SAS Studio (SAS
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University Edition). EI modelo estima la RP que es un indicador de los efectos de las
variables independientes sobre las variables dependientes.

Los modelos para evaluar el efecto de la infeccion (seropositividad para Leptospira
y Neospora) sobre la historia de aborto fueron ajustados por la edad de las vacas; ademas el
status vacunal contra Leptospira y seropositividad a N. caninum también fueron utilizados
en el modelo para evaluar el efecto de la infeccion por Leptospira. La inclusion de
seropositividad a N. caninum en el modelo fue hecha para controlar dicho efecto ya que
muchas vacas pueden presentar seropositividad para ambos agentes y el efecto de N.
caninum puede ser un sesgo. Se considerd el punto de corte >1:400 para determinar la
asociacion entre seropositividad de serovares de Leptospira y abortos (Sanhueza et al.,
2013). Para el modelo de los factores (variables del cuestionario) sobre la seropositividad a
N. caninum las siguientes variables fueron incluidas: numero de perros, origen de los perros,
sexo de los perros (macho, hembra), castrado o entero, contacto de los perros con vacas y
namero de VO (variable de ajuste). Todas las variables fueron incluidas y retiradas una a
una hasta que solamente quedaron variables con valor de p <0,05 (proceso “backward” de
seleccién de variables).

El andlisis de estadistica descriptiva para determinar las frecuencias de los
diagndsticos y de las variables recopiladas durante la encuesta fueron realizadas en Excel
2016 (Microsoft Office®).

RESULTADOS
Caracterizacion de los establecimientos

Los tambos estudiados (20) estaban localizados en 7 departamentos distintos
incluiyendo Colonia (7; 35%), San José (4; 20%), Canelones (3; 15%), Florida (2; 10%),
Lavalleja (2; 10%), Rio Negro (1; 5%) y Soriano (1; 5%) (Fig. 1 a,b).
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Figura 1: Mapa de Uruguay. A) Localizacion departamental de los establecimientos segun
la identificacion numérica que fueron registrados los tambos (1-20). B) En destaque la region

sur del pais donde fueron realizados los muestreos.

La superficie de los establecimientos dedicadas a los tambos varié de 58 a 750 ha,
con una mediana de 168 ha. La mediana de VO de los tambos encuestados fue de 163,5, con
un minimo de 60 y un maximo de 750 vacas de un total de 4208 vacas. Las principales razas
y cruzas criadas en los tambos fueron: 65% (13) Holando; 25% (5) Kiwi; 5% (1) Jersey; y
5% (1) Normando. De los 20 tambos, 3 (15%) no tenian toros en su predio, sin embargo 17
tambos criaban toros y tenian entre 1y 120 toros.

El 30% (6) de los predios realizaban servicio continuo y en consecuencia tenian
pariciones todo el afio, el 45% (9) realizaban servicio semicontinuo con el objetivo de evitar
la paricion de verano y el 25% (5) de los establecimientos realizaban servicio estacionado
con pariciones entre febrero y mayo principalmente. Las tecnologias usadas en los servicios
de los establecimientos muestreados fueron: en 70% (14) usaban inseminacion artificial (1A)
con repaso con toro(s), en 15% (3) solo 1A'y en los otros 15% (3) monta natural (Tabla 1).

De los 20 establecimientos estudiados, 30% (6) hacian diagnéstico de gestacién
temprana entre los dias 30-35 postservicio; 30% (6) entre los dias 40-45y 35% (7) entre los
dias 50-60; en uno de los tambos (5%) esta pregunta no fue contestada. De estos
establecimientos el diagnostico de prefiez era realizado por ecografia en 50% (10) y por tacto

en 45% (9); en un tambo no hubo respuesta (5%) (Tabla 1). Todos los establecimientos que
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hacian el diagndstico de gestacién temprano (entre 30-35 dias) lo hacian por ecografia.

Tabla 1: Manejo reproductivo utilizado en los 20 tambos estudiados.

Manejo reproductivo Numero de Frecuencia (%0)
tambos
Servicio
Estacionado 5 25
Semicontinuo 9 45
Continuo 6 30
Tecnologia
Inseminacion artificial 3 15
Monta natural 3 15
IA; repaso con toro 14 70

Periodo de diagndstico de gestacion
(dias postservicio)

30-35 6 30
40-45 6 30
50-60 7 35
Como se realiza el diagnéstico
gestacional
Tacto 9 45
Ecografia 10 50

IA: inseminacion artificial.

En promedio, los establecimientos reportaron que la tasa de pérdidas gestacionales
entre el servicio y el diagnéstico de gestacion fue de 25%, variando desde tambos con fallas
en la deteccidn de pérdidas en este periodo hasta pérdidas de 50%. Las pérdidas reportadas
desde el diagndstico de gestacion hasta el parto estuvieron entre 2% y 27%, con una media
de 10% (Fig. 2).

60%

50% M
40%
30%

20%

ool 1110 15 IR S

12 5 6 7 8 9 10 11 12 14 15 16 17 18 19 20
TAMBOS

O perdida servicio-diagnostico O perdida diagnostico-parto
Figura 2: Porcentaje de pérdidas gestacionales tempranas (entre el servicio y el diagnostico

de gestacion) y pérdidas gestacionales tardias (entre diagnéstico de gestacion y el parto) en
los 20 tambos estudiados.
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Sobre el manejo sanitario, 17 (85%) de los tambos vacunaban contra alguna de las
enfermedades abortivas, y 3 (15%) de ellos no vacunaban. De los tambos que usaban
vacunas, 47% (8) utilizaban productos comerciales solamente contra leptospirosis, ya los
demas 35% (6) usaban vacunas que generaban proteccion contra diferentes patdgenos
abortivos (DVB; IBR; CGB; leptospirosis; Histophilus somni). Ademés, 14 (70%)
reportaron aplicar métodos de control de roedores en el establecimiento y 30% (6) no.

El 100% de los establecimientos tenia al menos 1 perro, el nimero medio de perros
fue de 2,9, variando de 1 a 12. El 35% (7) de estos predios tenian perros nacidos en sus
establecimientos. El 60% (12) de los predios tenian perros de otro origen, siendo que 25%
(3) de dichos tambos compraron sus perros 'y 75% (9) los adoptaron. Uno de los tambos no
sabia el origen del perro. Ademas, 13 predios (65%) que tenian perros reportaron que
observaban con frecuencia que los animales comian fetos y/o placentas de vacas abortadas

0 paridas.

Serologia para Neospora caninum y factores asociados

Se muestrearon para el diagndstico seroldgico de N. caninum un total de 1200
animales que representaban 4208 vacas en ordefie ubicadas en los 20 tambos estudiados. En
100% (20/20) de los tambos se identificd al menos un animal seropositivo a N. caninum,
observando variacion de la seroprevalencia intrarodeo de 6,67% a 81,67% (Tabla 2). A nivel
individual la seroprevalencia fue de 36,1% (406/1200) (deff = 1,41; 1Cgs9 = 33,3% - 38,8%).
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Tabla 2: Seroprevalencia intrarodeo de N. caninum en los 20 tambos estudiados.

Tambo N° de vacas Seroprevalencia  Error Estandar 1Co5%
seropositivas/muestreadas (%) (%)
1 49/60 81,67 4,77 72,3-91,0
2 20/60 33,33 5,28 23,0- 43,7
3 44/60 73,33 2,88 67,7-79,0
4 16/60 26,67 4,46 179-354
5 7/60 11,67 0,00 11,7-117
6 23/60 38,33 4,78 29,0 - 47,7
7 11/60 18,33 3,19 12,1-24,6
8 4/60 6,67 2,83 11-12,2
9 12/60 20,00 4,56 11,1-289
10 26/60 43,33 0,00 43,3-433
11 22/60 36,67 2,03 32,7-40,6
12 18/60 30,00 4,85 20,5-39,5
13 26/60 43,33 5,69 32,2-545
14 20/60 33,33 4,14 25,2-41,4
15 26/60 43,33 4,89 33,7-52,9
16 12/60 20,00 4,99 10,2 - 29,8
17 13/60 21,67 2,73 16,3-27,0
18 32/60 53,33 5,73 42,1-64,6
19 12/60 20,00 4,29 116-284
20 13/60 21,67 4,68 12,5-30,8

IC: intervalo de confianza.

Del total de 1200 vacas fue posible obtener la informacion del status de aborto de
950 vacas, de las que 857 (90,2%) tenian el registro de no abortada y 93 (9,8%) de abortadas

(aborto visto). De la misma forma, fue posible registrar informacién sobre la edad en 930 de

estos animales, la media de edad fue de 4 afios. La seropositividad a N. caninum y el nimero

total de vacas abortadas segun la edad en afios de las vacas muestreadas se expresan en la

Figura 3.
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Figura 3: Numero total de vacas en ordefie (n=930) y frecuencia de vacas seropositivas a N.
caninum (n=317) y abortadas (n=93) seguln el rango de edad en afios.

La frecuencia de vacas seropositvas a N. caninum en el grupo de animales con
registro del status de abortos fue de 34,21% (325/950). Del total de 325 animales positivos
a N. caninum, 58 (17,85%) eran vacas que abortaron y 267 (82,15%) que no abortaron
(Figura 4). El total de animales seronegativos fue de 65,79% (625/950), de ellos 35 (5,6%)
tenian registro de aborto y 590 (94,4%) no (Tabla 3).

La prevalencia de abortos en vacas seropositivas a N. caninum fue 3,4 veces la
prevalencia de abortos en vacas seronegativas a N. caninum (p<0,0001; RP=3,4; 1Cos%= 1,86
- 6,24).

Tabla 3: Prevalencias de abortos en vacas seropositivas y seronegativas a N. caninum.

Serologia para Abortos Total Prevalenvia
N. caninum Si No de abortos
Seropositivo 58 267 325 17,85%
Seronegativo 35 590 625 5,6%

Total 93 857 950 9,8%
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Figura 4: Numero de vacas en ordefie abortadas (n=93) y seropositidad a N. caninum (n=58)

segun la edad en afios.

Hubo asociacion estadisticamente significativa (p= 0,001) entre la seropositivad a N.
caninumy el origen de los perros en los establecimientos en el modelo final. Se observé que
la prevalencia de N. caninum en vacas de tambos con perros nacidos en el establecimiento
fue 2,03 veces la prevalencia de N. caninum en vacas de establecimientos que tenian perros
adoptados (variable de referencia). No hubo diferencia entre la prevalencia de N. caninum
entre vacas de establecimientos que tenian perros comprados en comparacién con los
adoptados (Tabla 4).

Tabla 4. Razén de prevalencia del origen de los perros en los tambos en asociacion con la

seropositivad de N. caninum.

Origen de los perros Razén de Prevalencia 1Co5% p valor
Nacidos en el tambo 2,03 1,33-3,10 p= 0,001
Comprados 1,09 0,65-185 p=0,7383
Adoptados (referencia) 1 1

IC: intervalo de confianza.

Serologia para Leptospira spp.

De las 1200 muestras de suero sanguineo de VO, 500 fueron sometidas a serologia
por MAT para 7 serovares distintas de Leptospira spp. De estas, 97 (19,4%) fueron
seroreactivas a al menos a uno de los serovares. El serovar mas prevalente fue Pomona con
24,7%, seguido del serovar Hardjoprajitno (10,9%), Hardjobovis (9,5%), Wolfii (7,1%),
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Canicola (2,9%), Grippotyphosa (1,4%) y por ultimo el serovar Icterohaemorrhagiae (0,7%)
(Tabla 5).

Tabla 5: Seroprevalencia a nivel individual de las 7 serovares de Leptospira spp.

Serovares Prevalencia Deff 1Co5%

Grippotyphosa 1,4% 2,83 0,5% 4,0%
Icterohaemorrhagiae 0,7% 4,85 0,1% 5,0%
Canicola 2,9% 3,47 1,3% 6,0%
Pomona 24,7% 1,46 21,1% 29,0%
Hardjobovis 9,5% 2,63 6,5% 14,0%
Hardjoprajitno 10,9% 2,36 7,8% 15,0%
Wolfii 7,1% 2,61 4,5% 11,0%

Deff: efecto del delineamiento, IC: intervalo de confianza.

A nivel de rodeos, 16 de los 20 tambos (80%) presentaron animales seropositivos a

uno o mas de los serovares mencionados arriba. La variacion intrarodeo y los serovares

“ili h o
14 15 16 17 18 1

detectados en cada tambo se expresan en la figura 5.
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Figura 5: Prevalencia intrarodeo de 7 serovares de Leptospira.

Del total de 500 vacas muestreadas 393 (78,6%) tenian el registro del status de
abortos, de esas 43 (11%) eran vacas abortadas. De las vacas abortadas, 12 (30%) tuvieron
titulos >1:200 para al menos una de 10s serovares estudiados. Sin embargo, no se observaron

asociaciones estadisticas entre aborto y seropositividad para los serovares estudiados.
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Deteccion del vDVB

De los 1138 sueros sanguineos de las vaquillonas ubicadas en los 20 establecimientos
estudiados, la qPCR para vDVB revel6 que 4 (0,35%) fueron positivos, sugiriendo una
infeccion transitoria o un animal persistentemente infectado (PI). A nivel predial la
frecuencia observada fue de 10% (2/20). El subtipo observado en las 4 muestras positivas
fue el BVDV - 1la.

Deteccion de C. fetus venerealis y T. foetus

En total se muestrearon 63 toros distribuidos en 11 de los 20 tambos. Las razas
predominantes fueron Holando en 49,2% (31/63) de los animales, con la misma frecuencia
la raza Normando (49,2%) y mas raramente la raza Aberdeen Angus con 1,5% (1/63). La
media de edad fue de 3 afios, con un minimo de 1,2 y un maximo de 6 afios.

Ninguna de las 63 muestras fue positiva por cultivo, IFD y PCR para C. fetus
venerealis. Sin embargo, 4 toros fueron positivos a C. fetus fetus por PCR en 4
establecimientos distintos, dicha subespecie es de importancia clinica por ocasionar abortos
en bovinos, pero no es la responsable por la campilobacteriosis genital bovina (Tabla 7).

La PCR reveld que el 9,5% (6/63) de los toros analizados fueron positivos para T.
foetus (Tabla 7). Todos ellos pertenecientes al mismo establecimiento (tambo 11), resultando
una frecuencia predial de 9% (1/11) para este agente. Los 6 toros positivos a T. foetus eran
de la raza Normando Yy tenian entre 1,5 y 3,5 afios, en esos animales fueron realizados 3
muestreos con intervalos entre 7-10 dias y todos fueron positivos en el Gltimo muestreo. En
la secuenciacién genética, todas las muestras positivas a PCR fueron evaluadas y tuvieron

100% de similitud con T. foetus.

Tabla 6: Deteccién de C. fetus fetus y T. foetus por PCR en esmegma prepucial de toros en
11 tambos que tenian los animales disponibles para la realizacion de los muestreos.

Tambo  N° total de toros en N° de toros N° de Deteccion de Deteccion de Deteccion
el establecimiento muestreados  muestreos  C. fetus fetus  C. fetus venerealis  de T. foetus

2 2 2 3 Negativo Negativo Negativo
6 1 1 3 Positivo Negativo Negativo
7 1 1 3 Positivo Negativo Negativo
8 6 1 3 Positivo Negativo Negativo
9 9 7 3 Positivo Negativo Negativo
10 1 1 3 Negativo Negativo Negativo
11 31 31 3 Negativo Negativo Positivo
15 1 1 3 Negativo Negativo Negativo
16 120 15 3 Negativo Negativo Negativo
17 1 1 1 Negativo Negativo Negativo
18 2 2 1 Negativo Negativo Negativo
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las pérdidas gestacionales son un de los principales factores que afectan
directamente el crecimiento de los rodeos bovinos (Géadicke & Montib, 2008). En este
estudio fue posible observar que las tasas de péerdidas de gestacion occilaron en ambas fases
(entre el servicio y el diagndstico de gestacion, y entre éste y el parto). En promedio las
pérdidas fueron de 25% entre el servicio y el diagndstico de prefiez, llegando hasta pérdidas
de 50% en esta fase.

Se sabe que las fallas reproductivas, independientemente de la causa, se concentran
mayormente en la fase embrionaria de la gestacion (de la fertilizacién hasta los 45 dias de
gestacion) (Walsh et al., 2011). Se estima que, entre 20% Yy 45% de las pérdidas gestacionales
estan concentradas en la fase embrionaria temprana (hasta el dia 24 pos-fertilizacion) y
valores entre 8% y 17,5% en la fase embrionaria tardia (del dia 25 hasta el dia 45 de
gestacion) (Humblot, 2001). Sin embargo, valores >20% entre el dia 14 y 45 postservicio
son considerados elevados (BonDurant, 2007), ya que la cuantificacion de dichas pérdidas
es dificultosa debido a que la prefiez no puede ser identificada rutinariamente antes del dia
27 postservicio.

Un manejo adecuado observado en el estudio fue que en 50% de los tambos el
diagnostico de gestacion era realizado por ecografia y la confirmacion de la prefiez pudo ser
observada entre los dias 30-35 postservicio. Segun Coteaux et al., (2010) el empleo de la
ecografia puede mejorar la fertilidad en los rodeos, debido a deteccion temprana de las fallas
y eventuales problemas.

Yaen la etapa fetal, que va del dia 45 hasta el parto (Campero et al., 2017), se observé
en la poblacién de este estudio un promedio de 10% de pérdidas fetales variando de 2% a
27% entre los tambos. Valores que no se alejan de los reportados previamente en Uruguay
en un estudio realizado en 10 tambos que estimd que en promedio 14% de las hembras
gestantes abortan (Dr. Carlos Lemaire -Ejercicio liberal-, comunicacién oral). Aunque se
reportan valores aceptables de pérdidas esporadicas de gestacion (abortos) que varian de
0,3% a 5% a nivel de rodeos (Givens & Marley, 2008; Humblot, 2001; Walsh et al., 2011),
el aborto siempre es un resultado de un incidente (infeccioso o no), al menos un dnico aborto
visto ya debe ser interpretado como un problema de rodeo y debe motivar una investigacion
diagnostica y epidemioldgica en el predio.

Aunque en 2017 los productos lacteos alcanzaron el 4° lugar en el volumen de

exportaciones del Uruguay y eso significd gran impacto en la economia del pais (DIEA,
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2018), aun se desconocen las tasas y el monto a nivel nacional de las pérdidas reproductivas
bovinas y cuanto las mismas influyen negativamente en la productividad de los rodeos y
consecuentemente la rentabilidad de los productores lecheros uruguayos.

Este trabajo demostrd que, al menos en esta poblacion de la region sur de Uruguay,
la neosporosis es una enfermedad prevalente en bovinos de leche, con 100% de los tambos
estudiados y mas de 36% de vacas seropositivas a N. caninum. Esta seroprevalencia fue mas
alta que la observada en un reciente estudio nacional que reportd 21,5% y 96% a nivel
individual y predial respectivamente (Macchi, 2019). Esta diferencia, puede ser justificada
por tratarse de dos estudios diferentes, donde uno demuestra la seroprevalencia a nivel
nacional desde un muestreo aleatorio y el otro un muestreo por conveniencia en tambos que
reportaban tener problemas de abortos. Sin embargo, los resultados observados estan dentro
del rango del 14,1% al 88% reportado en bovinos de leche en paises de América del Sur
(Moore, 2005) y también del mundo donde en media la seroprevalencia de N. caninum en
ganado lechero es 16,1% (variacion de 3,8% a 89,2%) (Reichel et al., 2013).

Para la determinacién de la prevalencia de N. caninum en este trabajo, se realizo el
diagnostico de la exposicion al protozoario usando un kit comercial de ELISA que detecta
anticuerpos anti-N. caninum en suero sanguineo. Las pruebas de ELISA demuestran un alto
rendimiento en términos de sensibilidad y especificidad y son bien aplicadas cuando el
objetivo es obtener un diagndstico seroldgico poblacional en bovinos (Alvarez-Garcia et al.,
2013).

Ademas de la eficaz aplicabilidad de la técnica de ELISA para la aproximacion
diagnostica del aborto bovino demostrada en este trabajo (ver capitulo 3) y también
reportadas por otros autores (Wapenaar et al., 2007; Alvarez-Garcia et al., 2013; Roelandt
etal., 2015), la misma representa una herramienta Gtil a nivel de rodeo. Dicha prueba permite
la deteccion de animales positivos al agente lo que ayudaria a implementar medidas de
control en el predio (sacrificio de vacas positivas) y prevencion de la neosporosis bovina.
Por ejemplo, aplicandola en cuarentenas para la determinacion del ingreso de animales
negativos en el predio; seleccionando para el servicio vaquillonas hijas de madres negativas;
y también utilizando semen de toros para carne en vacas positivas a N. caninum con el
objetivo del nacimiento de terneros de carne para ser comercializados para faena.

La neosporosis bovina es un importante problema reproductivo y consecuentemente
productivo en el mundo (Dubey & Schares, 2011), incluyendo al Uruguay (Kashiwazaki et
al., 2004). Se reportan valores de riesgo de abortos en vacas y vaquillonas positivas a N.

caninum que varian entre 2 a 26 veces mas alto que en las serologicamente negativas (Lopez-
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Gatius et al., 2004; Weston et al., 2005). Datos muy semejantes a los observados en esta
tesis, donde en el estudio poblacional de 1200 vacas en ordefie, se observo que la prevalencia
de abortos en el grupo de vacas positivas a N. caninum fue 2,4 mayor a la prevalencia de
abortos reportados en vacas negativas. De la misma forma en un estudio de casos y controles
(ver capitulo 3) las vacas seropositivas a N. caninum tuvieron entre 5,13 y 36 veces mas
chances de tener una historia reciente de aborto que los seronegativos a este agente.

Un estudo que revisa trabajos de América del Sur demostré que en los bovinos de
leche hay varios factores de riego relacionados con la infeccion por N. caninum (Moore,
2005). La presencia de perros en los establecimientos es un importante factor de riesgo para
la neosporosis bovina (Paré et al., 1998; Bartels et al., 1999; Wouda et al., 1999; Old-
Amrouche et al., 1999; Dijkstra et al., 2002; Otranto et al., 2003; Schares et al., 2004; Favero
et al., 2017). Los mismos tienen un rol importante en la transmision horizontal del paréasito
para los bovinos, que pueden resultar en brotes epidémicos de la enfermedad en los rodeos
(McAllister et al., 2000). Gondim et al., (2000) afirman que los canidos eliminan hasta
504400 ooquistes de N. caninum en las heces y que solamente 300 de estos son suficientes
para causar infeccion en terneros.

En base a esto, el presente estudio deja en evidencia un factor importante asociado a
la seropositivad a N. caninum. Se pudo determinar referente al origen de los perros que,
cuando estos habian nacido en los establecimientos, N. caninum fue 2,03 veces mas
prevalente en los rodeos en comparacion con tambos que tenian perros adoptados o
comprados. Lo que complementa un reciente estudio en el pais, que reportd que el nimero
de perros en los predios lecheros esta asociado a altos niveles de infeccidn. Por cada perro
adicional en el predio existe un riego de 1,43 veces mayor de tener seroprevalencias
superiores a 20% (Macchi, 2019). Estos factores, llevados a las condiciones productivas de
manejo extensivo de los bovinos en los tambos de Uruguay, podrian tener un impacto negativo
en la reproduccién de los bovinos y en la economia del sector lacteo, teniendo en cuenta la gran
difusion de la enfermedad en el pais y la sobrepoblacion de perros existentes.

En este estudio evaluamos seroldgica y epidemioldgicamente la infeccion por 7
serovares distintos de Leptospira en suero sanguineo de 500 vacas en ordefie ubicadas en 20
tambos localizados en la region sur del Uruguay. La prevalencia fue de 19,4% de los
animales con titulos >1:200 y con al menos una vaca seroreactiva en 80% de los predios.
Sorprendentemente muy semejante a los valores actualmente estimados para bovinos de
leche a nivel nacional, donde la seroprevalencia fue de 18,4% y 83,5% a nivel individual y

predial respectivamente (Dr. Federico Fernandez, MGAP, comunicacion personal 2018).
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Dichas prevalencias son similares a las encontradas en el estado de Rio Grande del Sur,
Brasil, que determiné valores de 79,3% de los establecimientos y 28,9% (709/2451) de los
bovinos seropositivos a Leptospira spp. (Favero et al., 2001), donde las condiciones
geoclimaticas y de manejo del ganado son similares a las de Uruguay.

Los altimos antecedentes en Uruguay para bovinos de carne demostraron que 38,5%
(2410/6261) tenian anticuerpos contra Leptospira spp., siendo mayormente observada una
frecuencia de anticuerpos para los serovares Hardjo y Wolfii seguidos del Pomona (Repiso
et al., 2005). Sin embargo, se pudo observar en este estudio que el serovar mas prevalente
en vacas en ordefie fue Pomona con 24,7%, seguido del serovar Hardjoprajitno (10,9%),
Hardjobovis (9,5%), Wolfii (7,1%), Canicola (2,9%), Grippotyphosa (1,4%) e
Icterohaemorrhagiae (0,7%).

Los cerdos son considerados huéspedes de mantenimiento de diferentes serogrupos
de Leptospira, entre ellos el serogrupo Pomona. Estos animales también son capaces de
diseminar la infeccion entre los bovinos (Ellis, 2015). En Uruguay la cria intensiva de cerdos
domésticos es de baja escala, no siendo frecuente la practica de esta actividad en tambos en
el pais y tampoco en los tambos utilizados en este estudio (s6lo 1 de los 20 establecimientos
estudiados tenia cerdos). Esto sugiere que la elevada prevalencia puede estar asociada a dos
factores: el contacto con animales de vida libre como los jabalies (Sus scrofa) y los zorrillos
(Mephitidae) que también actdan como reservorios de este serovar y estan presentes en
Uruguay (Suepaul et al., 2011; Ellis, 2015); o por la presencia de anticuerpos vacunales
(Martins et al., 2018).

Se determind que, después de Pomona, el segundo y el tercero de los serovares mas
prevalentes en este estudio fueron el Hardjoprajitno y el Hardjobovis, respectivamente. Para
el serovar Hardjo el bovino esta reportado como huésped de mantenimiento, generalmente,
la infeccion es subclinica, excepto en vacas en lactacion donde puede ocasionar baja de la
produccion de leche (Ellis, 2015). Estd ampliamente documentado que el serovar que
frecuentemente ocasiona episodios de abortos, natimortos y mortalidad de terneros es el
serovar Pomona (Ellis, 1994; Draghi et al., 2011), sin embargo, hay evidencias de que el
serovar Hardjo también esta asociado con fallas reproductivas en bovinos de algunos paises
como Argentina (Cantén et al., 2006), Brasil (Junqueira et al., 2006), Nueva Zelandia
(Sanhueza et al., 2013) e India (Balamurugan et al., 2018).

Aunque en Uruguay, hay antecedentes de pérdidas gestacionales en bovinos por
Leptospira spp. (Easton, 2006), en un reciente estudio en 102 fetos y placentas de bovinos

lecheros abortados no se identifico Leptospira spp. como agente causal de abortos, a pesar
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de que se identific6 mediante PCR, ADN de este agente en un feto abortado que no
presentaba lesiones (Macias-Rioseco, 2019). En la poblacion estudiada en esta tesis no se
observaron asociaciones estadisticas entre vacas abortadas y seropositivad a ninguno de los
serovares utilizados. lgualmente, estudios epidemiologicos mas amplios, incluyendo
estudios de brotes por esta enfermedad en asociacion con pérdidas gestacionales en ganado
lechero y de carne deberian ser realizados en el pais, debido que los sueros sanguineos de
las vacas muestreadas en este estudio no fueron enfrentados con todos los antigenos
provenientes de cepas autoctonas aisladas en el Uruguay.

Para determinar la seroprevalencia de Leptospira en este trabajo, se utilizd la
serologia por MAT, un método laboratorial de diagndstico seroldgico Util para determinar
titulos de anticuerpos a nivel de rodeos (Ellis, 2015) y no como diagnostico individual. Para
este Ultimo estan los métodos basados en la PCR (Otaka et al., 2012).

Los requisitos minimos para el desarrollo confiable de la técnica MAT es que el
laboratorio debe tener cepas representativas de todos los serogrupos conocidos en el pais y/o
en la region, de la misma forma se debe tener las cepas reportadas como de mantenimiento
de las especies a ser examinadas (Ellis, 2015). Importantes estudios acerca de Leptospira
spp. en animales, y mas especificamente en rumiantes, se han realizado recientemente en
Uruguay, y algunos otros estan siendo conducidos actualmente. El pais cuenta con un banco
de 40 cepas autoctonas aisladas, y la MAT ya viene siendo aplicada en base a ese banco de
antigenos (Zarantonelli et al., 2018). De la misma forma, una PCR que amplifica el gen
lipL32, que es una lipoproteina de membrana presente en las Leptospiras patogénicas y de
patogenicidad intermedia (Picardeau, 2017), se ha estandarizado en el pais (Zarantonelli et
al., 2018) para el uso en la rutina diagndstica cuando se hace necesaria la confirmacion
molecular de infecciones por este agente en diferentes especies.

La interpretacion de los resultados de la serologia obtenidos con la técnica de MAT
debe ser cuidadosa. Debido que no es posible diferenciar los titulos vacunales de los
causados por una exposicion natural a Leptospira spp. La dindmica de la respuesta inmune
postvacunacion aln no esta totalmente clara (Grassmann et al., 2017), particularmente en
los animales (Martins et al., 2018).

En general, se requieren 10-15 dias para alcanzar titulos de anticuerpos especificos
detectables en la circulacion después de la vacunacion (Zuerner, 2015), un periodo similar
al determinado para infecciones naturales en bovinos (Ellis, 2015). Trabajos realizados en
Brasil, determinaron que la vacunacion induce una respuesta humoral especifica observada

por el aumento de la produccion de anticuerpos contra todos los serogrupos presentes en
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vacunas comerciales disponibles en ese pais, con un pico en el dia 60 postvacunacion y
disminucion progresiva hasta el dia 120 (Martins et al., 2018) pudiendo aun ser detectado
hasta 6 meses después de la vacunacion principalmente contra Leptospiras del serogrupo
Sejroe (Arduino et al., 2009).

Se reporta que una titulacion de 1:50 por la prueba MAT indica la exposicién del
animal al agente, y que titulos >1:100 ya son indicadores de la enfermedad (Plank & Dean,
2000). Zuerner et al., (2011) demostraron que los anticuerpos vacunales, principalmente
contra el serovar Hardjo alcanzan titulos entre 1:400 y 1:500 por la prueba MAT en la
semana 6 postvacunacion. Debido a eso, para verificar una posible asociacién del aborto con
la seropositivad a los 7 distintos serovares de Leptospira en este estudio, se utilizé el punto
de corte de >1:400, sabiendo que la mayoria de los tambos incluidos en el estudio
administraban vacunas comerciales contra Leptospira spp.

Los antecedentes de prevalencia del vDVB en Uruguay se basan en estudios de
deteccion de anticuerpos contra el virus y sugieren una alta exposicion al agente en el pais.
Un trabajo a nivel nacional en ganado de carne indic6 que 69% de 6358 bovinos eran
seropositivos, y que el 100% de 230 rodeos tenian al menos un animal seropositivo (Guarino
et al., 2008). Més recientemente en ganado de leche, se determind que 80,9% de 1438
bovinos fueron seropositivos en 98,8% de 102 tambos evaluados (Dr. Federico Fernandez,
MGAP, comunicacion personal 2018).

El objetivo de este estudio fue identificar la infeccion activa por el vDVB a través de
deteccion del genoma viral en suero de bovinos lecheros. Se pudo detectar por qPCR la
infeccion en 4 (0,35%) de 1138 vaquillonas que estaban en 2 (10%) de los 20 predios
evaluados. Maya et al., (2016) determinaron que 4,1% (16/390) de las muestras de suero
bovino provenientes de 14 rodeos diferentes, dedicados en su mayoria a produccion de
bovinos de carne en Uruguay fueron positivos al vDVB usando pruebas moleculares para
deteccion del genoma viral. Ambos estudios sugieren que los animales positivos podrian
tratarse de bovinos Pl o de una infeccidn aguda transitoria adquirida en la etapa postnatal, o,
mas probablemente, una combinacion de ambas situaciones.

La literatura determina que la prevalencia de bovinos Pl en un rodeo es <10%,
generalmente estan entre el 0,1-1% (Bolin et al., 1985), sin embargo, esta puede ser tan alta
como 25-30% en rodeos en los que grandes cantidades de vacas o vaquillonas han sido
expuestas a cepas no citopaticas del vDVB durante la gestacion temprana (Uzal et al., 2016).
Aunque los bovinos expuestos al virus en el Gtero constituyen una porcién importante de

presentaciones clinicas, los casos de infeccion aguda posnatal no deben ser desconsiderados
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como una fuente importante de pérdidas directas causadas por el vDVB (Ridpath et al.,
2010).

Los bovinos Pl son virémicos y excretan el virus de por vida, y son inmunotolerantes
a la cepa no citopatica con la que estan infectados, debido a una incapacidad del sistema
inmune de reconocer a los antigenos virales y, consecuentemente, no producen anticuerpos
contra el virus, no siendo posible el diagnéstico de exposicion al mismo por serologia
(Brodersen, 2014; Uzal et al., 2016). Contrariamente a las pruebas seroldgicas, las técnicas
diagnosticas basadas en deteccion del antigeno viral (ELISA) y las pruebas moleculares,
como la gPCR utilizada en este estudio, son eficaces para la deteccion de animales Pl in vivo
a partir de un muestreo de suero sanguineo pareado (Kim & Dubovi, 2003). En nuestro
estudio no fue posible realizar muestreos pareados de los animales infectados, motivo por el
cual no pudimos discriminar entre infecciones persistentes y transitorias.

Los resultados obtenidos en este estudio deberian estimular a los investigadores,
veterinarios y productores lecheros del pais a implementar estrategias de diagndstico de
situacion en los rodeos uruguayos. La identificacion de animales PI es fundamental para el
control de la diarrea viral bovina. Un importante factor de riesgo para la infeccion por el
vDVB en los rodeos es la comercializacion e introduccion de bovinos sin control previo del
estatus de infeccion viral, factor que esta relacionado directamente con la adquisicion de
animales PI que pueden introducir la infeccion en los rodeos (Solis-Calderon et al., 2005;
Luzzago et al., 2008; Talafha et al., 2009; Saa et al., 2012).

Las enfermedades venéreas, como la campilobacteriosis genital bovina y la
tricomoniasis tienen un importante rol debido a las pérdidas que producen por ocasionar
bajas tasas de prefiez, repeticion de servicios y prefieces tardias (Campero et al., 2017). En
este trabajo no fue posible diagnosticar C. fetus venerealis en las muestras prepuciales de los
63 toros utilizados para la reproduccion en 11 de los 20 tambos utilizados (ver discusion de
las pruebas diagnosticas en el capitulo 2). Sin embargo, este estudio, que resulta de un
namero pequefio de rodeos y toros lecheros, no minimiza la importancia que la enfermedad
podria tener en tambos del pais, ya que la campilobacteriosis genital bovina viene siendo
reportada hace mas de 4 décadas en Uruguay (Stella & Canabez, 1971; Repiso et al., 2005;
Delpiazzo et al., 2019), siendo una reconocida etiologia de abortos en bovinos de carne
(Bove et al., 2013) y leche (Easton, 2006; Macias-Rioseco, 2019).

Tritrichomonas foetus fue detectado por PCR en esmegma prepucial de 6 de 63 toros
(9,5%) del mismo establecimiento, aunque no se logrd cultivar el agente. Los toros

infectados dentro de un Unico rodeo pueden variar segun la edad pudiendo llegar hasta 40%
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aunque la media suele ser de 10-20% (Campero et al., 2017). En Uruguay no hay reportes
recientes de evidencia de infeccion por T. foetus en bovinos. La prueba diagndstica méas
utilizada en el pais es el cultivo en estufa a 37°C y visualizacion directa del protozoario en
microscopio. Dicha prueba es también muy utilizada en la regién (Campero et al., 2017) y
en el mundo (Clark & Diamond, 2002; Schonmann et al., 1994).

Como se menciond arriba, no fue posible aislar T. foetus, incluso con la realizacién
de muestreos repetidos por 3 veces con un intervalo entre 7-10 dias, como recomienda la
literatura para optimizar los resultados de dicha prueba (Terzolo et al., 1992; Campero et al.,
2017), dada su baja sensibilidad (72%), principalmente sobre muestras prepuciales de toros
(Pérez et al., 2006; Yao, 2013). Otro motivo por el cual se recomienda realizar muestreos
seriados en toros con reposo sexual es que la monta hace disminuir la poblacién de T. foetus
en el prepucio de los toros dificultando su recuperacién y posterior aislamiento (Campero et
al., 2017).

Debido a diversos factores que promueven una sensibilidad relativamente baja para
el cultivo (Yao, 2013) y al alto costo de un resultado falso negativo o positivo a T. foetus, se
utilizé simultaneamente la PCR como prueba diagnostica complementaria para aumentar la
probabilidad de identificar la mayor cantidad de verdaderos positivos en este muestreo, e
incluso animales que podrian estar recientemente infectados. La PCR convencional tiene una
sensibilidad y especificidad de 78-98% y 93-96%, respectivamente, mas altas que el cultivo
(Ho et al., 1994; Mukhufhi et al., 2003; Mutto et al., 2006; Cobo et al., 2007) y también
permite detectar una baja cantidad de T. foetus en las muestras (2 parasitos/mL) (Mukhufhi
et al., 2003).

La PCR podria ser utilizada por los laboratorios como prueba diagndstica para la
deteccidn de T. foetus en conjunto con el cultivo (Felleisen et al., 1998; Mukhufhi et al.,
2003; Cobo et al., 2007), en pos de lograr una mayor sensibilidad y especificidad y
consecuentemente resultados mas confiables. En nuestro estudio solamente pudimos
detectar el parasito debido al empleo de la PCR, lo que sugiere que la utilizacién del cultivo
como Unica técnica prodia estar resultando en sub-deteccion de la infeccion por T. foetus en
toros.

Una vez que las pruebas diagnosticas para las diferentes enfermedades infecciosas
que causan pérdidas embrionarias o fetales en bovinos estén diseminadas y estandarizadas
por los laboratorios veterinarios en Uruguay, estudios epidemiolégicos en asociaciones con

las tasas reproductivas y la cuantificacion de las pérdidas econdmicas se hacen necesarias en
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el pais. Esta informacion permitird tomar medidas adecuadas para el control de estas
enfermedades en el sector lacteo.
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7. CAPITULO 2: DIAGNOSTICO DE LA CAMPILOBACTERIOSIS
GENITAL BOVINA EN AMERICA DEL SUR

RESUMEN

La campilobacteriosis genital bovina (CGB) es una enfermedad infecciosa venérea que afecta
la reproduccién. Es causada por un bacilo Gram negativo Campylobacter fetus subespecie
venerealis (Cfv), que puede incluir el biotipo intermedius. El toro es el portador y diseminador
asintomatico de la enfermedad. En las hembras, Cfv puede causar infertilidad y aborto
esporédico. El objetivo de este estudio fue revisar y discutir métodos para el diagnostico de la
CGB, su prevalencia e impacto econdmico en América del Sur. La CGB es una enfermedad
de distribucion mundial y llega a causar una disminucion de la tasa de prefiez del 15 al 25%.
La prevalencia de la CGB en diferentes regiones de los paises sudamericanos muestra una
variacion entre 2.3 y 100%. Las discrepancias posiblemente dependen de las diferencias en
las practicas sanitarias, de manejo y reproductivas entre predios y regiones, pero también en
la interpretacion de diferentes pruebas de diagnoéstico. Las pruebas de laboratorio conocidas
actualmente incluyen el cultivo bacteriano, inmunofluorescencia directa, ensayos
inmunoenzimaticos, prueba de aglutinaciéon de muco vaginal, métodos basados en PCR,
histologia e inmunohistoquimica, que se aplican e interpretan en laboratorios de diagnostico
a diferentes escalas. Los datos epidemioldgicos de la CGB en América del Sur deben
interpretarse con precaucion. Se ha informado una alta prevalencia en algunos estudios,
aungue la baja especificidad de las pruebas de diagndstico utilizadas podria conducir a una
sobreestimacion de los resultados.

Palabras clave: Campilobacteriosis genital bovina, infertilidad, abortos, Campylobacter fetus

subsp. venerealis, métodos de diagndstico, América del Sur.

INTRODUCCION

Las enfermedades reproductivas de los bovinos que resultan en infertilidad y aborto
causan pérdidas econdmicas significativas (Weersink et al., 2002). En promedio, solo se
puede identificar una causa especifica en aproximadamente 45% de los fetos bovinos
abortados examinados en laboratorios de diagndstico veterinario en América del Sur. La
proporcién de casos de aborto atribuidos a Campylobacter spp. varia de 0 a 13% de todos
los fetos con una etiologia confirmada (Campero, 2000; Campero et al., 2003; Easton, 2006;
Fernandez et al., 2007; Antoniassi et al., 2013). Valores similares se encuentran en otros
paises, como los E.E.U.U., donde se alcanza un diagndstico confirmado en el 35.25% de los
casos, y Campylobacter spp. representa el 1.8-10.6% de los casos con diagndstico etiologico
(Anderson, 2007).

Las enfermedades venéreas, como la campilobacterosis genital bovina (CGB)
causada por el Campylobacter fetus subs. venerealis (Cfv) (OIE, 2017), son causas
importantes de pérdidas reproductivas. Campylobacter fetus es un bacilo Gram negativo
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curvo, movil, no formador de esporos, con uno o dos flagelos polares. La especie comprende
la subespecie Cfv, que puede incluir el biotipo intermedius (Eaglesome & Garcia, 1992; Van
Bergen et al.,2005) y la subespecie Campylobacter fetus subs. fetus (Cff) y C. fetus subs.
testudinum (Cft) (Fitzgerald et al., 2014). Campylobacter fetus fetus es un residente comun
del intestino de los mamiferos y puede causar abortos en bovinos y ovinos (Véron &
Chatelain, 1973), asi como enfermedades entéricas o sistémicas en humanos (Wagenaar et
al., 2014). La transmision de Cff ocurre principalmente a través de la ruta fecal-oral; Esto es
seguido por una bacteremia transitoria durante la cual, en rumiantes prefiados, el agente
puede translocarse a la placenta, lo que resulta en placentitis y aborto (Schlafer & Chatelain,
2016). Campylobacter fetus testudinum no es clinicamente importante paralos bovinos, se
reporta la infeccion en reptiles y también ha sido aislado de humanos (Fitzgerald et al., 2014).

La CGB se reconocié por primera vez como una causa de infertilidad en los bovinos
en la decada de 1940 y alcanzo distribucion mundial en la década de 1960 (Clark, 1971). En
América del Sur se diagnostico por primera vez en 1955 en Brasil, a través del aislamiento
de la bacteria de un feto bovino abortado (Dapice, 1956). La CGB es una causa importante
de fallas reproductivas, infertilidad y celo irregular tanto en vaquillonas como en vacas,
aunque las vaquillonas son mas susceptibles a la infeccion debido a los bajos niveles de
inmunidad (Stoessel, 1982; Catena et al., 2003; Jimenez et al.,2011).

Los rebafios con infeccién endémica por Cfv tienen una eficiencia reproductiva
reducida, incluyendo tasas de prefiez mas bajas de lo esperado, pérdidas embrionarias,
abortos esporadicos, mayor nimero de servicios hasta la concepcion, largos periodo de
partos y un intervalo mas largo entre partos. Los abortos se detectan con mayor frecuencia
entre los 4 y 6 meses de gestacion (Clark, 1971; Pellegrin et al.,2002; BonDurant, 2005;
Campero et al., 2005; Morrell et al., 2011).

La tasa promedio de prefiez en rebafios infectados varia segun la proporcién relativa
de portadores, hembras en edad reproductiva susceptibles e inmunes y toros infectados y no
infectados (BonDurant, 2005; Mshelia et al., 2010).

Los toros son los reservorios mas importantes y diseminan la enfermedad a través de
la monta (Eaglesome & Garcia, 1992). Campylobacter fetus venerealis se aloja en las criptas
prepuciales; los toros no desarrollan signos clinicos o lesiones debido a esta infeccion,
actuando como portadores asintomaticos. La infeccion no afecta la libido o la calidad del
semen (Eaglesome & Garcia, 1992; Pellegrin et al., 2002). Por esta razon, los toros deben
ser la categoria elejida para los enfoques de diagnostico, estudios epidemioldgicos, asi como

estrategias de control y prevencion. Después de la transmision venérea a las hembras, la
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infertilidad asociada con la infeccion por Cfv ocurre debido a la endometritis que causa
cambios en el entorno uterino que interfieren con la implantacion de los embriones. Ademas,
el entorno inhospito también puede afectar a los embriones que ya estan implantados y a los
fetos (Genovez, 1997).

La produccién de lacteos y carne desempefia un papel importante en la economia de
los paises sudamericanos. Brasil, Argentina 'y Uruguay son los tres paises con mayor “stock ”
de bovinos en la region, llegando a 172, 57 y 13 millones de cabezas en 2016,
respectivamente (IBGE, 2017; DIEA, 2017; SENASA, 2017). La conciencia de la
importancia socioecondmica de este sector, y el impacto econdmico de las enfermedades
venéreas del ganado (CGB y tricomonosis), condujeron en 2006 a la implementacién del
Programa Provincial de Control y Erradicacion (PCEP) de enfermedades venéreas bovinas
por parte del Ministerio de Produccion de la provincia de La Pampa, Argentina, junto con el
Colegio de Veterinarios, el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y el
Servicio Nacional de Saneamiento y Salud y Calidad Agroalimentaria (SENASA). La
participacion en el programa es obligatoria para todos los rebafios en La Pampa, las pruebas
deben realizarse antes de los movimientos de los toros. Todos los toros no virgenes se
prueban dos veces al afio, y los toros positivos se sacrifican dentro de los 120 dias posteriores
al diagndstico (prueba y estrategia de sacrificio). EI PCEP demostro ser efectivo para reducir
la prevalencia de estas enfermedades entre 2007 y 2014 en la provincia (Molina et al., 2018),
proporcionando un marco para establecer procedimientos de muestreo y metodologias de
prueba para identificar a los toros infectados de manera mas eficiente. Sin embargo, existen
dificultades intrinsecas con el diagnéstico de laboratorio de CGB en la regién que aln no se
han superado para establecer estrategias de control mas efectivas (Vazquez et al., 2012).

El diagndstico de la CGB presenta desafios importantes. El objetivo de este estudio
es revisar y discutir métodos para el diagnéstico de la CGB y su prevalencia e impacto

econémico en América del Sur.

DIAGNOSTICO DE LA CGB
Coleccion de muestras

Para el diagndstico de la CGB, se han desarrollado varios metodos diagnosticos que
demuestran la presencia del Cfv (gj. cultivo bacteriano) o algunos de sus componentes (gj.
ADN, proteinas) o la respuesta inmune desarrollada por el huésped contra el Cfv (ej. ensayos

inmunoldgicos) (OIE, 2017) (Tabla 1). La calidad de las muestras enviadas para las pruebas
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de diagnostico es extremadamente importante porque influye directamente en la precision
de los resultados obtenidos (Figueiredo et al., 2002).

Debido a que los toros son portadores asintomaticos de por vida y diseminadores de
la enfermedad, son los animales elegidos para el diagnostico de la CGB en rodeos endémicos
(BonDurant, 2005). Cfv establece la colonizacion persistente de las criptas prepuciales, que
puede estar relacionada con la modificacion de la composicién molecular de los antigenos
de superficie bacterianos que le permiten escapar de la respuesta inmune local (Wesley et
al., 1989). Dado el nicho ecologico de Cfv, las muestras de diagnostico para detectar o aislar
el agente debe tomarse preferiblemente del prepucio de los toros.

Para este proposito, el esmegma se puede obtener de la mucosa prepucial y del pene
por tres méetodos diferentes: (A) raspaje: realizado mediante la escarificacion del prepucio y
la mucosa del pene usando un raspador descartable de plastico o uno de metal reutilizable y
esterilizable (Tedesco et al., 1977) que luego se enjuaga en PBS; (B) aspiracion: realizada a
través de una vaina de plastico descartable acoplada a la pipeta de inseminacién artificial
para aspirar el esmegma; y C) lavado: realizado mediante la introduccion de
aproximadamente 20-30 ml de PBS en el prepucio, masajeandolo con el ostium cerrado antes
de recoger el material a través de un sistema de sifon (OIE, 2017; Terzolo et al., 1992). El
raspado prepucial, en comparacion con los otros dos métodos, es la técnica de eleccion
porque se identifican mas muestras positivas para C. fetus cuando se obtienen muestras por
este método (Tedesco et al., 1977). McMillen et al., (2006) confirmaron que el método de
raspado es mas efectivo para recuperar Cfv que los otros dos métodos de recoleccion.
Ademas, los autores enfatizan que esta técnica es mas facil y segura de realizar.

Los toros deben mantenerse en reposo sexual entre 7-15 dias antes del muestreo, y
se deben realizar tres recolecciones de muestras, con el mismo intervalo de descanso, para
aumentar la sensibilidad diagnostica (Terzolo et al., 1992). Las desventajas de esta practica
incluyen que A-los toros necesitan estar fuera de servicio durante ~45 dias, y B-se requieren
multiples visitas a los establecimientos para completar el muestreo, lo que implica mayores

esfuerzos logisticos por parte de veterinarios y productores.
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Tabla 1: Técnicas disponibles para el diagnéstico de la CGB.

o Tiempo para el Infeccion Diagndstico
Técnica diagnostica Muestras .
diagnostico detectable de CGB
Cultivo bacteriano e Esmegma prepucial;
identificacion mucus vaginal; tejidos y 7-10 dias Cfv; Cff Variable
fenotipica fluidos fetales
Esmegma prepucial;
IFD mucus vaginal; tejidos y 1 dias C. fetus No
fluidos fetales
ELISA de antigeno Esmegma prepucial; .
) 5-6 dias C. fetus No
de captura mucus vaginal
. Esmegma prepucial;
Métodos basados ] B C. fetus; Cfv; .
mucus vaginal; tejidos y 4-8 horas Variable
enPCR ) Cff
fluidos fetales
IHQ tejidos fetales 3 dias C. fetus No

CGB, campilobacteriosis genital bovina; IFD, Inmunofluorescencia directa; Cfv, Campylobacter fetus
venerealis; Cff, Campylobacter fetus fetus; IHQ, inmunohistoquimica.

En contraste, las vacas y las vaquillonas infectadas con Cfv son colonizadas
temporalmente por este patégeno, por lo tanto, de las hembras generalmente no se toman
muestras y no se analizan para fines de deteccion de la enfermedad en rodeos. Sin embargo,
cuando se producen pérdidas gestacionales, el moco cervicovaginal y la placenta de las vacas
abortadas, y los 6rganos y fluidos fetales representan muestras de diagnostico adecuadas
(Campero et al., 2003, BonDurant, 2005). Las mismas vainas de plastico acopladas a la pipeta
de inseminacién artificial utilizada en toros, se pueden utilizar con éxito en las hembras para
aspirar el moco cervicovaginal. Esto representa un método de muestreo facil y practico.
Ademas, también se puede usar un espéculo estéril para recolectar mucus cervicovaginal
(Terzolo et al., 1992; OIE, 2017; Campero et al., 2017).

Los métodos de diagndstico actuales para CGB incluyen: pruebas que demuestran la
presencia de Cfv (ej. cultivo bacteriano) o sus componentes (ej. inmunofluorescencia directa o
inmunohistoquimica para la deteccion de proteinas de superficie, métodos basados en PCR para
la deteccion de ADN), o pruebas que apuntan a detectar la respuesta inmune desarrollada por
el huésped contra Cfv (ej. ensayos inmunoenzimaticos, prueba de aglutinacion de mucus
vaginal) (Hum etal., 1997; Figueiredo et al., 2002; Campero et al., 2003; Campero et al., 2005;
Abril etal ., 2007; Iraola etal., 2012; Koya et al., 2015; Marcellino et al., 2015; OIE, 2017).
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Cultivo Bacteriano

Las secreciones genitales (esmegma prepucial y mucus cervicovaginal), placenta y
fluidos fetales (ej. contenido abomasal) y/o tejidos (ej. higado y pulmdn) representan
muestras adecuadas para el aislamiento y la identificacion de Cfv. En los casos en que se
sospecha de CGB, las muestras deben recogerse asepticamente y transportarse al laboratorio
de diagnostico (Terzolo et al., 1992; OIE, 2017). Para aumentar las posibilidades de aislar
este microorganismo fastidioso, los cultivos deben realizarse dentro de las 4 h de la
recoleccion de la muestra (Chaban et al., 2013). Sin embargo, el uso de medios de transporte
adecuados extiende este periodo a aproximadamente 24 h (Chaban et al., 2013). Los medios
de transporte y enriquecimiento (TEM) estan disponibles para optimizar el cultivo, como
Weybridge, Cary-Blair, Clark, Thomann, Lander y solucion salina estéril al 0,85% (Hum et
al., 1994; Monke et al., 2002; OIE, 2017; Harwood et al., 2009). Usualmente, Weybridge
TEM es el medio de eleccion, ya que es eficiente en mantener el Cfv viable y reducir la
contaminacion (Monke et al., 2002). Thomann TEM ha demostrado ser eficaz tanto para el
cultivo como para las pruebas de PCR (Harwood et al., 2009).

Las caracteristicas fisioldgicas de Cfv dificultan el cultivo de laboratorio ya que este
microorganismo microaerofilico y fastidioso requiere condiciones especiales de
crecimiento. Los procedimientos para aislar Cfv implican el uso de medios de cultivo
enriquecidos con antibidticos para minimizar el crecimiento de contaminantes y la
incubacion en condiciones microaerobias (5-10% de 02, 5-10% de CO2, preferiblemente
5-9% de H2, y el resto de N2), a 37°C durante un minimo de 48 h (Terzolo et al., 1992; OIE,
2017).

Se recomiendan medios de cultivo enriquecidos como agar Skirrow, agar verde
brillante y agar sangre para el aislamiento de Cfv. Cuando se manejan muestras clinicas
microbiolégicamente complejas, como el esmegma prepucial, el agar Skirrow es la mejor
opcion (Monke et al., 2002). Este medio contiene inhibidores que minimizan el crecimiento
de microorganismos contaminantes indeseables, lo que facilita el desarrollo de Cfv y la
consiguiente observaciéon de colonias bacterianas compatibles (Monke et al., 2002). La
filtracion pasiva de la muestra en los medios de cultivo puede aumentar la recuperacion de
Cfv y reducir la contaminacion por hongos (Chaban et al., 2013). Ademas, Skirrow también
podria usarse para el aislamiento de Brucella spp., Patdgenos que comparten nicho y estan
presentes en América del Sur (Terzolo et al., 1991).

La caracterizacion morfolégica de las colonias bacterianas no es suficiente para la

identificacion de Campylobacter a los niveles de especies y subespecies. Por esta razon, debe
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considerarse que Cff, que también es clinicamente importante pero no esté relacionado con
la CGB, puede crecer en los mismos medios selectivos y mostrar caracteristicas de colonias
similares a Cfv. Estas subespecies deben distinguirse por sus caracteristicas fenotipicas
basadas en pruebas bioquimicas (BonDurant, 2005, OIE, 2017) o enfoques moleculares (ver
la seccion sobre métodos basados en PCR a continuacion). Mientras que Cff produce H2S y
puede crecer en presencia de 1% de glicina 'y 0.1% de selenito de sodio, Cfv no (Véron &
Chatelain 1973; OIE, 2017). Sin embargo, existe preocupacion acerca de la confiabilidad de
estas caracteristicas bioquimicas para la identificacion definitiva de subespecies, ya que
algunas cepas de Cfv habian adquirido la caracteristica de tolerancia a la glicina. Chang y
Ogg (1971) describieron que este proceso ocurrié por transduccion y eventos de mutacion.
Ademas, el biovar intermedius, como Cff, produce H2S, lo que puede llevar a conclusiones
erroneas con respecto a la identificacion de Cfv (Véron & Chatelain 1973; VVan Bergen et al.,
2005).

Inmunofluorescencia directa (IFD)

La inmunofluorescencia directa se usa ampliamente para el diagnostico de la CGB en
muestras de esmegma prepucial, mucus cervicovaginal, tejido uterino, placenta y liquido
abomasal, pulmén e higado de fetos abortados (Cipolla et al., 2001; Figueiredo et al., 2002;
Campero et al., 2003; Campero et al.,2005; Repiso et al., 2005; Marcellino et al., 2015;
Campero et al., 2017), y es recomendado por la OIE como un método de diagndstico para el
comercio internacional (OIE, 2017). Esta prueba demuestra ser muy efectiva incluso en
muestras de campo contaminadas. El limite de deteccion es de 104 y 102 UFC/ml en lavados
prepuciales centrifugados y no centrifugados, respectivamente (Figueiredo et al., 2002).

Para IFD, las muestras deben almacenarse en PBS con formalina al 1% después de la
recoleccion. Las muestras genitales se deben centrifugar para eliminar los desechos y las
particulas contaminantes. El fluido se coloca en laminas de vidrio y posteriormente se agrega
un conjugado de antisuero con isotiocianato de fluoresceina (FITC) en la dilucién apropiada.
Las laminas se examinan bajo luz ultravioleta en un microscopio de fluorescencia. Las muestras
gue permiten detectar bacterias fluorescentes con la morfologia tipica de C. fetus se consideran
positivas (Figueiredo et al., 2002; OIE, 2017).

Un estudio realizado en Argentina que evalud el esmegma prepucial y el mucus
cervicovaginal a través de IFD determind una sensibilidad y especificidad de 69.4 y 94.4%,
respectivamente (Campero et al., 2017). Un estudio similar en Brasil estimé una sensibilidad

del 92.59% y una especificidad del 88.89% (Figueiredo et al., 2002). La interpretacion adecuada
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de las laminas puede ser un desafio, especialmente cuando hay muestras con baja concentracion
de Cfv en los campos de observacion microscopica (Figueiredo et al., 2002; Marcellino et al.,
2015). El rendimiento de esta técnica esta directamente influenciado por la calidad de la muestra
y el microscopio utilizado, y también por la experiencia del observador (Winter et al., 1967), lo
que puede conducir a una reduccién en la sensibilidad de la prueba. Por lo tanto, la capacitacion
adecuada del técnico es clave en la interpretacion del diagnostico. Contrariamente a esta
afirmacion, algunos autores consideran que el efecto de los observadores en el rendimiento de
la prueba es minimo (Figueiredo et al., 2002).

Los protocolos de IFD de rutina generalmente emplean anticuerpos policlonales de
FITC producidos en conejo que no discriminan entre las dos subespecies de C. fetus (OIE,
2017). Existe un riesgo de resultados falsos positivos de Cfv cuando la muestra contiene Cff
(Figueiredo et al., 2002; OIE, 2017), por lo tanto, se debe tener precaucion al interpretar solo
los resultados de IFD. Los anticuerpos producidos en pollos (IgY) contra C. fetus también
pueden emplearse en protocolos de IFD. Aunque los protocolos basados en IgY tienen una
sensibilidad similar en comparacion con la IgG de conejo, muestran una fluorescencia de fondo
no especifica mas baja y son mas baratos de producir (Cipolla et al., 2001).

Sinembargo, la IFD es rapida y ventajosa en comparacion con los ensayos que requieren
mas tiempo para el diagndstico de C. fetus. Usando muestras de mucus vaginal, Marcellino et
al., (2015) compararon la eficacia diagnostica de la técnica de IFD con el cultivo bacterioldgico,
obteniendo un acuerdo moderado (coeficiente kappa = 0,52) entre estas técnicas. Sin embargo,
generalmente las muestras de mucus vaginal no tienen tanta contaminacién indeseable como
las muestras prepuciales. Teniendo en cuenta que Cff y Cfv son subespecies de importancia
clinica y pueden causar pérdidas reproductivas, IFD es una técnica de facil aplicacion y es
adecuada para la deteccidn de C. fetus en rodeos endémicos de CGB vy episodios de aborto. Sin
embargo, para el diagnostico definitivo de CGB, se necesitan pruebas mas especificas y
sensibles para proporcionar evidencia de infeccion por Cfv.

Actualmente, la IFD se utiliza ampliamente en la mayoria de los laboratorios de
diagnostico en América del Sur como la Unica prueba de diagndstico para la CGB, posiblemente
porque el cultivo es una técnica dificil de ser utilizada en la rutina, y los protocolos de PCR aln
no estan estandarizados y validados en condiciones sudamericanas. La falta de experiencia,
equipo y fondos necesarios para realizar pruebas mas sensibles y/o especificas sigue siendo un

factor limitante en la mayoria de los laboratorios de diagndstico veterinario de la region.
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ELISA y otros ensayos inmunolégicos

Se desarroll6 un ELISA para detectar anticuerpos (IgA) especificos para el antigeno Cfv
en el mucus vaginal y se utilizé en el diagnostico del aborto inducido por Cfv (Humet al., 1991).
En las vacas infectadas, en especial aquellas que abortaron recientemente, existe una fuerte
respuesta inmune de los anticuerpos locales en la mucosa vaginal y uterina (Hum et al., 1991).
Esta prueba se ha utilizado para detectar CGB en rodeos de bovinos con infertilidad y abortos;
se reporto especificidad de 98.5%, aunque no se pudo estimar la sensibilidad (Hum et al., 1994).
Se ha postulado que la vacunacién contra la campilobacteriosis no interfiere con la prueba
ELISA de IgA, ya que solo se secreta IgG, pero no IgA, en el mucus vaginal de las vacas
vacunadas (Hum et al., 1994). Como la respuesta inmune en la mucosa prepucial de los toros
que portan la bacteria es fugaz (Wesley et al., 1989), se deben evitar las pruebas destinadas a
detectar anticuerpos en el esmegma prepucial.

También se han desarrollado pruebas de ELISA para la deteccion de antigenos de C.
fetus en cultivos bacterianos enriquecidos. En un estudio, las muestras de campo que incluyen
lavados prepuciales, placenta de vacas abortadas y liquido abomasal de fetos abortados, se
incubaron durante 4 dias en TEM de Clark y luego se analizaron con un ELISA de captura de
antigeno basado en anticuerpos monoclonales para la deteccién de C. fetus como una prueba de
“screening ”. La sensibilidad y especificidad fueron de 100 y 99.5%, respectivamente, en
comparacion con el cultivo convencional (Devenish et al., 2005).

Se desarroll6 un ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos séricos contra C. fetus
con rSapA-N, una proteina recombinante codificada por el gen de virulencia especifico de C.
fetus (SapA). La especificidad y sensibilidad de este método fueron 94.3 y 88.6%,
respectivamente (Zhao et al., 2010). Esta prueba no discrimina entre anticuerpos contra las dos
subespecies de C. fetus.

Los ELISAs pueden usarse como un primer examen de los rodeos infectados, lo que
permite el procesamiento rapido de muestras a gran escala (Hum et al., 1994; Brooks et al.,
2004; Devenish et al., 2005; Zhao et al., 2010;). Sin embargo, no hay informes de la aplicacién
de estas técnicas para el diagndstico de la CGB en paises de América del Sur, y los kits
comerciales no estan disponibles en esta region.

La prueba de aglutinacion de mucus vaginal (VMAT) se utilizo en las Gltimas decadas
para detectar anticuerpos en lavados de mucus vaginal. La sensibilidad fue ~50% (Clark et al.,
1971; Jesus et al., 1999). Este ensayo resulté en muchas muestras falsas negativas no solo por
la baja sensibilidad intrinseca, sino también porque los anticuerpos se detectan en el moco

vaginal después de 2 y antes de 7 meses de infeccidn (Hoffer, 1981). Por lo tanto, se desaconsejo
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el uso de VMAT. Esta prueba no se ha utilizado ampliamente con fines de diagndstico en
América del Sur.

Métodos basados en la PCR

Los métodos independientes del cultivo, como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Van Bergen et al., 2005), la PCR en tiempo real (McMillen et al., 2006; Iraola et al.,
2012; Guerra et al., 2014) y la PCR multiplex (Hum et al., 1997; Abril et al., 2007; Groff et
al., 2010; Iraola et al., 2012) también son utilizadas para el diagnostico de CGB. Estos
enfoques han mejorado la sensibilidad y la especificidad reportadas en comparacién con
otras técnicas como el cultivo microbioldgico (Guerra et al., 2014). Estas técnicas pueden
detectar secuencias especificas de ADN de Campylobacter mediante el disefio de cebadores
especificos (Hum et al., 1997; Iraola et al., 2012; Iraola et al., 2016).

La diferenciacion de Cfv de otras especies y subespecies se puede llevar a cabo
mediante la clasificacion de genotipos moleculares mediante técnicas de PCR multiplex. En
estos enfoques, cebadores especificos disefiados para detectar Campylobacter spp. a nivel
de especies y subspecies son utilizados (Hum et al 1997; Abril et al., 2007). Otra variacion
sensible es la PCR en tiempo real que es tedricamente capaz de detectar y cuantificar el ADN
de una sola célula de Cfv en muestras de campo (McMillen et al., 2006; Iraola et al., 2010;
Guerra et al., 2014). Los métodos basados en PCR tienen ventajas sobre los cultivos
microbioldgicos, como la simplicidad en la interpretacion de los resultados. Un protocolo de
PCR multiplex dirigido a secuencias presentes en Cfv pero no en Cff, se desarroll6 en
Uruguay (Iraola et al., 2012). Curiosamente, el ADN gendmico se extrae directamente del
liquido abomasal de los fetos bovinos abortados y el proceso posterior implica solo un paso
(lraola et al., 2012). Aplicando este protocolo, Cfv biovar intermedius podria detectarse
cuando los cultivos y las pruebas bioquimicas no son consistentes (Iraola et al., 2012; Van
der Graaf-van Bloois et al., 2013; Iraola et al., 2013). Sin embargo, un estudio reciente
demuestra que el gen virB11, utilizado como el gen especifico para la diferenciacion entre
subespecies en el protocolo de PCR mencionado anteriormente (Iraola et al., 2012), no esta
presente exclusivamente en las cepas Cfv y no siempre esta ausente en las cepas Cff (Van
der Graaf—van Bloois et al., 2016).

El genoma completo de una cepa argentina de Cfv biovar intermedius fue
secuenciado (lraola et al.,, 2013). La informacion gendémica de tales cepas atipicas
optimizaria el desarrollo de herramientas para un diagnostico molecular mas especifico.

Recientemente, el estudio de dos genomas reportd incongruencias entre los linajes de Cff y
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Cfv y las caracteristicas bioquimicas utilizadas para su diferenciacion, cuestionando la
relevancia clinica de subtipar estas cepas en mamiferos (Van der Graaf-van Bloois et al.,
2014; Van der Graaf-van Bloois et al., 2016).

Van der Graaf-van Bloois et al., (2013) probaron cinco PCR que los laboratorios de
diagndstico utilizan habitualmente, y sorprendentemente ninguno de ellos pudo identificar
correctamente las cepas de C. fetus a nivel de subespecie. Todas las pruebas se compararon
con los métodos de polimorfismo de longitud de fragmento amplificado (AFLP) (Wagenaar
et al., 2001) y tipificacion de secuencia multilocus (MLST) (Van Bergen et al., 2005), que
hasta ahora son las Unicas técnicas que han demostrado diferenciar de manera confiable las
dos subespecies. Desafortunadamente, estos ensayos son engorrosos, COStosos y poco
practicos para el uso rutinario.

La diferenciacion de las subespecies de C. fetus es esencial para la implementacién
de programas eficazes de control y erradicacion del Cfv, y para investigar la importancia en
la salud pablica. Sin embargo, su evolucién genémica en mamiferos sigue siendo poco
conocida. Un estudio reciente proporciona la estructura filogenética y evolutiva de C. fetus
que podria guiar el desarrollo de métodos para la diferenciacion y vigilancia epidemiolégica
de cepas bovinas y humanas (lraola et al., 2017).

En América del Sur, a pesar de que las pruebas moleculares se han desarrollado y
utilizado en los Gltimos afos, su aplicabilidad al diagndstico de laboratorio de rutina esta
actualmente en discusion. Esto se debe a la discrepancia entre los resultados obtenidos por
diferentes protocolos, y porque la mayoria de los protocolos no se pueden realizar con
confianza directamente en el ADN extraido de muestras de campo (el. esmegma prepucial).
Estos factores han conducido hasta ahora a la no aceptabilidad de la técnica por parte de
veterinarios de campo Yy laboratorios de diagndstico. Aunque es probable que estas
tecnologias sean cada vez mas adaptadas por los laboratorios veterinarios en los proximos
afios, especialmente teniendo en cuenta que son aceptadas por las normas de la OIE (OIE,
2017). Las pruebas fenotipicas siguen siendo las Unicas confiables y disponibles en América
del Sur para la identificacion de subespecies. Sin embargo, son poco reproducibles y no
corresponden a las caracteristicas gendmicas de algunas cepas (Van der Graaf-van Bloois et
al., 2014; Van der Graaf—van Bloois et al., 2016). Debido a estos aspectos, se necesita mas
investigacion para validar las técnicas moleculares con cepas aisladas localmente y evaluar

su aplicabilidad en la region.
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Métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos

La histologia y la inmunohistoquimica son métodos de diagndstico utiles y efectivos
en casos naturales de abortos bovinos por C. fetus (Campero et al., 2005), particularmente
en fetos y placentas de los cuales C. fetus no puede aislarse con éxito debido a la mala
conservacion de las muestras (ej. fetos abortados que estan autoliticos, congelados o
deteriorados a su llegada al laboratorio) (Morrell et al., 2011).

Las principales lesiones histologicas en fetos abortados son neumonia supurativa,
miocarditis, serositis fibrinosa, nefritis intersticial, hepatitis, gastroenteritis, meningitis y
placentitis necrotizante; sin embargo, estas lesiones no son patognomonicas de la infeccion
por C. fetus (Campero et al., 2005; Morrell et al.,, 2011; Koya et al., 2015). La
inmunohistoquimica para la deteccion de antigenos de C. fetus en tejidos embebidos en
parafina fijados con formalina, en ausencia de aislamiento bacteriano y evidencia molecular
de infeccion, es un método alternativo y practico para establecer el diagnostico en fetos
abortados (Campero et al., 2005; Morrell et al., 2011; Campero et al., 2017).

El examen patoldgico junto con la IFD y/o cultivo bacteriano se ha utilizado
ampliamente en Brasil, Argentina y Uruguay para el diagnostico de aborto inducido por
Campylobacter (Campero et al., 2003; Campero et al., 2005; Easton, 2006; Fernandez et al.,
2007; Morrell et al., 2011; Antoniassi et al., 2013; Bove et al., 2013). Sin embargo, este no

parece ser una metodologia diagnostica ampliamente utilizada en otros paises de la region.

IMPACTO ECONOMICO Y PREVALENCIA

La campilobacteriosis genital bovina es una enfermedad de distribucion mundial
(Mshelia et al., 2010). La prevalencia es alta en los paises en desarrollo donde se practica
ampliamente la cria extensiva de los bovinos (BonDurant, 2005), y el estatus de infeccion
en estes rodeos puede pasarse por desapercebido. Campilobacteriosis genital bovina puede
conducir a pérdidas economicas significativas en paises que mantienen un manejo
reproductivo basado en la monta natural con toros, como Uruguay, Brasil, Argentina y
Colombia (Lage & Leite, 2000; INALE, 2014).

Los estudios en rodeos de carne muestran que la enfermedad puede ocasionar a una
reduccion del 15 al 25% en las tasas de prefiez (Campero, 200). En los rodeos lecheros, la
infeccion por C. fetus influy6 negativamente en la produccion de leche (Akhtar et al., 1993),
sin embargo, estas pérdidas no se cuantificaron. Teniendo en cuenta que el costo de un aborto

en bovino lechero en los Estados Unidos se ha estimado en aproximadamente $ 555 por
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animal (De Vries, 2006), una hipotética reduccion del 20% por pérdidas gestacionales en un
rodeo de 1000 vacas prefiadas representaria una pérdida econémica de $ 111000.

No hay literatura disponible sobre la cuantificacion de las pérdidas economicas
causadas por la CGB en América del Sur. En las ultimas décadas, se ha informado una alta
prevalencia de CGB en rodeos lecheros y de carne en Brasil (Pellegrin et al., 2002; Stynen
etal., 2003; Filho et al., 2018), Uruguay (Repiso et al., 2005), Argentina (Molina et al., 2013;
Campero et al., 2017; Molina et al., 2018) y Colombia (Griffiths et al., 1984). En la Tabla 2
se presenta un resumen de los estudios que informan la prevalencia de CGB en diferentes
regiones de paises de la América del Sur entre 1984 y 2018. Cabe mencionar que la mayoria
de los estudios se realizaron con pocos establecimientos, por lo que es probable que no
reflejen con precision la verdadera prevalencia, como lo destacé Molina et al., (2018).

La prevalencia de CGB a nivel de rodeos en diferentes regiones de los paises
estudiados oscil6 entre 2,3 y 100%. Se espera esta dispersion ya que la transmision de la
enfermedad depende de las practicas de manejo sanitario y reproductivo utilizadas en cada
predio (McFadden et al., 2005). Sin embargo, es importante tener en cuenta que en muchos
de estos estudios las diferencias podrian estar asociadas con las pruebas de diagnostico
utilizadas. La mayoria de los estudios se basaron en la IFD (Tabla 2) que no distingue entre
las subespecies de C. fetus (Figueiredo et al., 2002). La inmunofluorescencia directa no debe
usarse como Unica técnica de diagndéstico para confirmar la infeccion por Cfv.

En Uruguay, en un estudio nacional en bovinos de carne se evaluaron 1754 muestras
de esmegma prepucial y se determind prevalencia de 28% de los toros positivos en 142 de
230 (37%) establecimientos. El diagndstico se realizé6 mediante IFD y cultivo bacteriano
directamente de muestras de esmegma prepucial enriquecidas en TEM durante 72 h. En 47
de los predios, el aislamiento de C. fetus fue exitoso y 35 (75%) de estos aislamientos se
identificaron como Cfv (Repiso et al., 2005). El cultivo y la identificacion de Cfv
confirmaron de manera confiable la CGB en el 15,2% de los rodeos, lo que sugiere que la
prevalencia del 37% probablemente fue sobreestimada. Estas variaciones pueden haber
ocurrido debido a las diferencias entre sensibilidad y especificidad inherentes a las pruebas
de diagnostico utilizadas en diferentes estudios. También se han llevado a cabo varios
estudios en diferentes regiones de Brasil, diagnosticando CGB por IFD en hasta el 51.7% de
los animales evaluados (Pellegrin et al., 2002; Stynen et al., 2003; Miranda, 2005; Alves et
al., 2011). Rocha et al., (2009) determinaron que la prevalencia en toros, mediante IFD, fue

del 35,9%; sin embargo, cae al 10,3% cuando se usa cultivo bacteriano.
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Los trabajos mas recientes realizados utilizando técnicas de PCR que son mas
especificas y sensibles que la IFD y tenden a diferenciar entre subespecies de C. fetus
determinaron una prevalencia menor de 7,7% (Filho et al., 2018) y 1,8% (Oliveira et al.,
2015), en diferentes regiones de Brasil. Ademas, Filho et al., (2018) confirmaron los
hallazgos a través de la secuenciacion del genoma completo de las cepas.

La inmunofluorescencia directa se puede usar como prueba de deteccion para C. fetus
(Pellegrin et al., 2002; Stynen et al., 2003; Repiso et al., 2005; Miranda, 2005; Rocha et al.,
2009; Molina et al., 2013). Sin embargo, la IFD no debe usarse para el diagndstico definitivo
de infeccion por Cfv. Los métodos basados en PCR y el cultivo bacteriano presentaron
mejores resultados para estimar la prevalencia de la CGB (Filho et al., 2018; Griffiths et al.,
1984). Sin embargo, una evaluacién critica de relevancia clinica es necesaria cuando el
diagnostico de la CGB se establece mediante pruebas fenotipicas (Van der Graaf-van Bloois
etal., 2014) y genotipicas solas (Sanhueza et al., 2014). On y Harrington (2001) argumentan
que la combinacion de métodos de identificacion (fenotipo y PCR) apoya principalmente la
division taxondémica de la especie; sin embargo, el uso de mas de un método es necesario
porque la identificacion precisa entre subespecies sigue siendo problematica.

Considerando que las pruebas de diagndstico confiables para la deteccion de Cfvy
Cff no estan validadas en América del Sur y no informan la prevalencia real, recomendar
estrategias de control adecuadas es una tarea dificil (Molina et al., 2018). En este punto, las
técnicas de IFD o PCR, podrian usarse para detectar C. fetus sin ignorar el aislamiento y la
identificacion fenotipica. El aislamiento, ademas de seguir siendo esencial para el
diagndstico, también es fundamental para identificar las cepas circulantes y realizar estudios
moleculares, ademas de determinar el posible papel de las cepas Cff en la produccion de

enfermedades venéreas.
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Tabla 2: Estudios que reportan la prevalencia de la CGB en diferentes regiones de paises
sudamericanos entre 1984 y 2018.

Pais Region Técnica Origen de Prevalencia Referencia
diagnostica la muestra

N° Rodeos N° animal Animal (%)
rodeos (%) (+/total)
(+/total)
Brasil MS IFD? Toro 17/19 - 171/327 51.7 Pellegrin et al., 2002
MG IFD? Vaca 9/9 100 40/157 25.5 Stynen et al., 2003
BA, GO, MA,
MT, MS, MG, IFD? Toro 224/1191 19.7 61/120 50.8 Miranda, 2005
PA, PR, RS,
RO, SPeTO
RJ IFD*y AP Toro -/9 - 14y 4/39 35.9y10.3 Rocha et al., 2009
RS PCR® Toro / 40/91 44 89/816 10.9 Ziech et al., 2014
Vaca /
Feto
PE PCR® Vaca 6/21 28.6 7/383 1.8 Oliveira et al., 2015
PB PCR® Vaca 6/19 31.6 21/273 1.7 Filho et al. 2018
Argentina La Pampa IFD? Toro 86/3766 2.3 437/29178 15 Molina et al., 2013
Diferentes - Toro - 9.8-15.3 - 1-5 Campero et al., 2017
regiones
La Pampa IFD? Toro -/6000 3-10 - - Molina et al., 2018
Uruguay Nacional IFD?y AP Toro 85/230 37 492/1754 28.05y 12 Repiso et al., 2005
Colombia Piemonte, AP Toro -/113 194 - 15 Griffiths et al., 1984

Caribe, Andina

MS, Mato Grosso do Sul; MG, Minas Gerais; BA, Bahia; GO, Goias; MA, Maranhdo; MT, Mato Grosso; PA,
Para; PR, Parana; RS, Rio Grande do Sul; RO, Rondonia; SP, Sao Paulo; TO, Tocantins; RJ, Rio de Janeiro;
PE, Pernambuco; PB, Paraiba.

3Inmunofluorescencia directa; PAislamiento; ‘Polymerase Chain Reaction. — no informado.

CONCLUSIONES

Se sabe que la campilobacteriosis genital bovina causa pérdidas reproductivas en
varios paises de América del Sur, sin embargo, estas pérdidas no se han cuantificado. La
falta de disponibilidad generalizada de técnicas simples, sensibles y especificas para el
diagndstico de la infeccion por Cfv en los laboratorios veterinarios, combinada con una
infraestructura de laboratorio limitada, recursos insuficientes para el desarrollo, son factores
clave que limitan el diagndstico correcto y el control de CGB en la region.

Se deben realizar estudios epidemiolégicos mas amplios para determinar la
prevalencia, los factores de riesgo y, en consecuencia, estimar las pérdidas econémicas de la
CGB en América del Sur. Debido a que los toros son portadores de Cfv de por vida, deberian
ser los principales animales a seren muestreados en rodeos endémicos y dichas muestras
analizadas para la deteccion confiable de Cfv con pruebas de diagndstico confirmatorias.

La combinacion de pruebas diagndsticas aumenta la efectividad de los resultados
cuando interpretadas correctamente. EI ELISA de captura y la IFD determinan la presencia
de C. fetus, pero deben usarse junto con el aislamiento bacteriano y la identificacion

fenotipica para el diagndstico confirmatoério de la enfermedad. El aislamiento de Cfv es
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crucial para obtener cepas autoctonas para futuras investigaciones y para desarrollar y
validar técnicas y reducir el costo del diagndstico. Metodos basados en la PCR son
herramientas disponibles para confirmar las pruebas fenotipicas. Estes métodos parecen ser
prometedores para el diagndstico en muestras de campo de esmegma prepucial, mucus
vaginal y tejidos y/o fluidos de fetos y/o placentas abortados, asi como aislamientos
bacterianos. Se recomienda el uso de estas técnicas para la identificacion inequivoca de Cfv
y, por lo tanto, el diagnostico final de la CGB porque son mas especificas y sensibles y
pueden llegar a diferenciar entre las subespecies de C. fetus. Los laboratorios de diagnostico
veterinario en América del Sur deberian trabajar para acreditar y validar las pruebas de
diagnostico para proporcionar diagndsticos confiables a los veterinarios y productores con
el objetivo de controlar o erradicar la CGB de los rodeos endémicos y prevenir la
introduccidn de toros infectados en predios libres de esta enfermedade.

Aunque la CGB es endémica, todavia no hay protocolos oficiales con respecto al
control de la CGB en rodeos sudamericanos. El desarrollo de politicas regionales de salud

con monitoreo y vigilancia ayudaria a establecer programas de control y erradicacion.

56



8. CAPITULO 3: ESTUDIO COMPARATIVO DE ELISAs
COMERCIALES PARA DETECCION DE ANTICUERPOS EN
LA INVESTIGACION DIAGNOSTICA DEL ABORTO
ASOCIADO A Neospora caninum EN RODEOS DE BOVINOS
LECHEROS DE URUGUAY

RESUMEN

El aborto bovino ocasiona cuantiosas pérdidas econdémicas para la industria ganadera
mundialmente, y reviste importancia en salud publica y seguridad alimentaria, dado que
muchos agentes infectocontagiosos abortigénicos en bovinos, son zoono6ticos. A pesar de su
importancia, el diagnostico etiolégico de aborto en bovinos representa un desafio técnico
para los veterinarios clinicos y laboratoristas, debido parcialmente a la dificultad de
recuperar fetos abortados en condiciones extensivas de campo, para investigacion
diagnostica patoldgica y microbioldgica, asi como de la deteccion temprana de los vientres
abortados. Neospora caninum es un protozoario cosmopolita identificado como uno de los
principales agentes abortigénicos en bovinos mundialmente. En este estudio proponemos
una aproximacién seroepidemiolégica comparativa para el diagnostico de aborto por N.
caninum en bovinos lecheros. Se procesaron muestras de entre 12 y 93 vacas/vaquillonas
con (casos) y sin (controles) historia reciente de aborto en cuatro tambos comerciales. La
proporcion de controles:casos fue de 1:1 a 4.6:1. Las muestras (n=230) fueron analizadas
mediante tres Kits comerciales de ELISA para la deteccion de anticuerpos 1gG anti-N.
caninum. En los cuatro tambos, la proporcion de vacas seropositivas por cualquier kit fue
significativamente mayor en los casos respecto de los controles (Odds Ratios=5.13 a 36,
p=0.0002 a 0.0485). La concordancia entre los kits vario de débil a fuerte (coeficiente Kappa
de Cohen=0.58 a 0.83). Concluimos que, a pesar de la imperfecta concordancia entre estos
kits, el empleo de cada uno de ellos permiti6 arribar a conclusiones similares respecto de la
asociacion estadistica entre seropositividad a N. caninum y aborto, lo que representa una
herramienta Gtil para la aproximacién diagnostica a nivel poblacional en condiciones de
campo.

Palabras clave: aborto, bovinos, coeficiente Kappa de Cohen, ELISA, epidemiologia,
Neospora caninum, serologia.

INTRODUCCION

Neospora caninum es un protozoario intracelular obligado del filo Apicomplexay es
una de las principales causas identificadas de aborto en bovinos de todo el mundo (Dubey &
Schares, 2011). Este parasito tiene un ciclo heteroxeno en el que los hospederos definitivos
son los caninos (perros, lobos, coyotes y dingos), que eliminan ooquistes infecciosos en las
heces (Dubey et al., 2007) y horizontalmente son transmitidos por via digestiva a una gran
variedad de hospederos intermediarios, que incluye los bovinos, venados, ovinos, bufalos,

roedores, aves y caballos (Dubey & Schares, 2011). En los bovinos también ocurre
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frecuentemente la transmision vertical por via transplacentaria, con tasas reportadas de 40-
95% entre los terneros nacidos de vacas seropositivas (Reichel et al., 2014), siendo esta una
de las principales vias de perpetuacion transgeneracional del agente en los rodeos. Dado que
se carece a nivel comercial de tratamientos especificos o vacunas eficaces para la prevencion
del aborto por neosporosis bovina, el control de la enfermedad esta practicamente restringido
a la deteccion seroldgica y eliminacion de los bovinos infectados de los rodeos, y a evitar el
contacto entre el alimento de los bovinos y la materia fecal de los huéspedes definitivos
potencialmente eliminadores de ooquistes.

A nivel global se estima que las pérdidas econdémicas medias anuales por neosporosis
bovina ascienden a US$ 633.4-2380.1 miles de millones (Reichel et al., 2013). Los paises
sudamericanos, con economias agroexportadoras y donde el agente estd ampliamente
difundido (Moore, 2005), no escapan a esta situacion. En Argentina y Brasil, las pérdidas
anuales por neosporosis bovina se han estimado en US$ 51.8-142.9 millones y US$ 99.4-
223 millones, respectivamente (Reichel et al., 2013). En Argentina, estas pérdidas
unicamente en la Pampa Humeda son de aproximadamente US$ 15.62-119.35 millones para
la ganaderia lechera, y US$ 1.13-42.1 millones para la ganaderia de carne (Moore et al.,
2013).

A pesar de que la neosporosis esta ampliamente distribuida en rodeos bovinos de
Uruguay, las pérdidas econdmicas no han sido determinadas. Estudios seroepidemioldgicos
publicados a nivel nacional reportaron prevalencias de anticuerpos anti N. caninum que
varian entre 61.3 y 76.8% a nivel predial (prevalencia de rodeos), y de 13 a 28% a nivel
individual, tanto en ganado de carne como de leche (Kashiwazaki et al., 2004; Piaggio et al.,
2004; Repiso et al., 2005; Bafales et al., 2006; Furtado et al., 2011). Un estudio mas reciente
(2015) de representatividad nacional indico prevalencias prediales de 86.5 y 96% para
establecimientos de carne y leche, respectivamente, y prevalencias individuales de 22.3% en
ganado lechero, y de 14.3% en ganado de carne (Dr. Federico Fernandez, MGAP,
comunicacion personal 2018). Asimismo, una gran proporcion de los abortos bovinos
diagnosticados en laboratorios veterinarios del pais son causados por este agente
(Kashiwazaki et al., 2004; Bafales et al., 2006; Easton, 2006; Macias-Rioseco et al., 2018),
similar a lo reportado en Argentina (Moore et al., 2008; Calandra et al., 2014) y sur de Brasil
(Macedo et al., 2017).

El diagnostico etioldgico del aborto bovino es complejo y requiere del examen de
laboratorio de fetos y placentas de vacas/vaquillonas abortadas (Gadickea & Montib, 2008),

incluyendo el examen patolégico macroscopico e histologico, y una amplia variedad de
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pruebas de diagndstico microbioldgicas para la deteccion de agentes infecciosos
abortigénicos (Campero et al., 2003), algunas de las cuales no estan ampliamente disponibles
en laboratorios de diagndstico veterinario en América del Sur. El correcto diagnostico
etioldgico del aborto es un insumo fundamental para controlar y/o prevenir estas pérdidas a
nivel predial, asi como desde el punto de vista de la salud publica y seguridad alimentaria,
considerando que varios de los microorganismos causales de aborto en bovinos son
zoonoticos.

En producciones ganaderas extensivas, como ocurre en la mayoria de los paises
sudamericanos, la recuperacion de fetos y placentas expulsados espontaneamente por
hembras bovinas que sufren abortos antes de que sean depredados o descompuestos para ser
enviados a laboratorios de diagnostico, representa un desafio adicional para el diagnostico
etioldgico (Campero et al., 2003). Sin embargo, la identificacion de animales que perdieron
la gestacion suele ser simple a través de un examen visual y/o clinico de campo realizado
por veterinarios o productores agropecuarios, lo que permite la obtencion de muestras de
sangre o leche de estos animales para andlisis laboratorial.

Un enfoque seroldgico poblacional en vacas/vaquillonas abortadas y no abortadas
usando ensayos de inmunoabsorcién ligados a enzimas (ELISA), para el diagnostico
indirecto de infeccion por N. caninum por deteccion de anticuerpos en suero, plasma o leche
(Alvarez-Garcia et al., 2013), puede ser de utilidad para la aproximacién diagnostica de
abortos causados por este agente (Roelandt et al., 2015). Las pruebas de ELISA demuestran
un alto rendimiento en términos de sensibilidad y especificidad (Alvarez-Garcia et al., 2013),
y se encuentran disponibles comercialmente en Sudamérica, a través de una variedad de
proveedores europeos y norteamericanos, a pesar de que las mismas no necesariamente han
sido adecuadamente validadas en nuestra region.

El objetivo de este trabajo es describir una estrategia seroldgica comparativa
poblacional usando 3 kits de ELISA comerciales, que pueda resultar util para la
investigacion diagnostica del aborto bovino asociado a N. caninum, particularmente en
rodeos donde no sea posible obtener fetos abortados para investigacion de laboratorio, que

sea practicay facil de aplicar e interpretar por médicos veterinarios clinicos y laboratoristas.

MATERIALES Y METODOS
Origen de las muestras
Se evaluaron muestras de suero bovino almacenadas en un banco de sueros

congelados (-20°C) en INIA La Estanzuela. Se seleccionaron aquellas muestras que fueran
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provenientes de episodios de aborto espontaneo en tambos, considerando que se contara con
muestras de vacas/vaquillonas abortadas y no abortadas contemporaneamente en un mismo
predio. Las muestras que cumplieron con estos criterios de inclusion eran provenientes de 4
episodios independientes de aborto espontaneo en ganado lechero en 4 establecimientos
agropecuarios (tambos A-D) de Uruguay. Las muestras se habian obtenido simultaneamente
de vacas/vaquillonas abortadas recientemente (casos) y vacas/vaquillonas prefiadas no
abortadas apareadas por categoria y ubicacion (controles). Las muestras habian sido
obtenidas por los veterinarios asesores de dichos establecimientos y enviadas al laboratorio
de la Plataforma de Investigacion en Salud Animal de INIA La Estanzuela. La informacion
sobre el nmero de animales en los rodeos, la raza, la categoria, el nimero de animales
muestreados, las tasas de abortos, las fechas de muestreo y el departamento donde se

ubicaban los establecimientos se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Namero de bovinos totales, abortados y controles muestreados, raza, categoria, tasa de aborto, fecha

del muestreo y localizacion geografica de los 4 tambos evaluados.

Total de N° de bovinos N° de bovinos

Tambo bovinos en abortados controles Raza y Tasa de aborto Fecha del Departament
categoria muestreo 0
el rodeo muestreados  muestreados

A 2000 31 62 Holstein, Vg 15.5% Abr, 2017 Colonia
Holstein y

B 200 6 6 cruza 3% Nov, 2017 Colonia

Holstein, Vg

C 300 12 55 Holstein, Vc (>'\éa)) Dic, 2017 Lavalleja
Holstein y

D 1505 19 39 cruzas 16.3% Dic, 2018 Florida
Holstein x
Jersey, V¢

Total 4505 68 162 - - - -

Vc: vaca, VQ: vaquillona, ND: no determinado.

Serologia

Todas las muestras de suero se descongelaron a temperatura ambiente y se analizaron
mediante 3 kits comerciales de ELISA indirecto que detectan anticuerpos isotipo IgG
especificos contra N. caninum, siguiendo las recomendaciones de sus fabricantes. Los Kits
usados han sido previamente utilizados y comparados con otras pruebas serolégicas y
serotecas de referencia en varias publicaciones (Alvarez-Garcia et al., 2003; ; Ghalmi et al.,
2009; Alvarez-Garcia et al., 2013), mostrando un buen desempefio, e incluyeron: 1) LSIVet,
Bovine Neosporosis Advanced Serum ELISA Kit, Thermo Fisher Scientific, Lelystad,
Paises Bajos; 2) Hipra, CIVTEST® BOVIS NEOSPORA, Girona, Espafa; y 3) BioX
Diagnostics, NEOSPORA CANINUM ELISA KIT, Rochefort, Bélgica. Los kits 1y 2 estan
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manufacturados utilizando lisados de taquizoitos de N. caninum como antigeno, mientras
que el kit 3 utiliza una proteina recombinante de N. caninum (NcSRS2).

Se utilizo un espectrofotémetro (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo
Fisher Scientific) para la lectura de la densidad dptica (DO) de cada pocillo de las
microplacas, con filtros de 450 nm para los kits 1y 3, y de 405 nm para el kit 2, como indican
las instrucciones de cada uno de los mismos. Para obtener los resultados, se leyeron las DO
de los sueros controles positivos y negativos provistos con cada kit y las DO de las muestras,
y se aplicaron las formulas recomendadas por los fabricantes de cada kit. Las muestras de
suero analizadas con los kits 1 y 3, fueron clasificadas como negativas o positivas. El kit 2
clasifica sus resultados en 3 categorias: positivo, sospechoso o negativo. Los resultados

individuales para cada animal se registraron en una planilla de Microsoft Excel®.

Anélisis estadisticos

Se calcul6 el porcentaje de animales seropositivos para cada tambo con cada kit. Para
este célculo, los resultados sospechosos para el kit 2 fueron considerados como no positivos,
por lo tanto, el nimero de animales sospechosos fue incluido en el denominador. Los
resultados fueron analizados empleando modelos lineales generalizados mixtos (Proc.
GLIMMIX, SAS Studio v3.6, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). El kit de ELISA usado,
el tambo, y la interaccion entre ambos, fueron incluidos como efectos fijos, y el animal fue
considerado como efecto aleatorio. Se asumié una distribucion binomial de la variable
respuesta y una funcidon de ligadura “logit”. Cuando fue necesario, las comparaciones
multiples se ajustaron utilizando el método de HSD (“honestly-significant-difference”) de
Tukey-Kramer. Los intervalos de confianza (IC) al 95% se calcularon empleando el método
de la razon de verosimilitud.

Ademas, los resultados se evaluaron en el contexto de la historia del aborto para cada
bovino analizado, independientemente en cada uno de los 4 establecimientos, y se calcularon
las razones de probabilidades (Odds Ratio, OR) para estimar el riesgo de aborto en forma
relativa al estatus seroldgico, utilizando un software estadistico de libre acceso disponible

online (MedCalc Free Statistical Calculators, Medcalc Software bvba, Ostend, Bélgica,

https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php). Para este célculo, los animales seropositivos
con historia reciente de aborto se computaron como expuestos positivos (celda a), los
seropositivos sin historia reciente de aborto como positivos controles (celda c), los
seronegativos con historia reciente de aborto como expuestos negativos (celda b), y los

seronegativos sin historia reciente de aborto como no expuestos negativos (celda d). Se
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registré el OR, el IC del 95% y el p-valor, considerando p<0.05 para establecer significancia
estadistica. Los resultados sospechosos para el kit 2 en los cuatro tambos fueron
desconsiderados para este analisis estadistico, incluyéndose solo los positivos y negativos.
Por ultimo, la concordancia entre los tres kits de ELISA se evalué en base al
porcentaje de acuerdo positivo, negativo y total (Cicchetti & Feinstein, 1990) y mediante el
coeficiente kappa (K) de Cohen (Proc. FREQ, SAS Studio v3.6, SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Los valores de K fueron interpretados segun McHugh (McHugh, 2012), como
sigue: K=0-0.20 sin concordancia, K=0.21-0.39 concordancia minima, K=0.40-0.59
concordancia débil, K=0.60-0.79 concordancia moderada, K=0.80-0.90 concordancia fuerte,
y K>0.90 concordancia casi perfecta. Los resultados sospechosos para el kit 2 en los cuatro

tambos también fueron desconsiderados para este analisis.

RESULTADOS

Del total de animales analizados (n=230), 112 (48.7%) fueron positivos con el kit 1,
110 (47.8%) con el kit 2 'y 138 (60.0%) con el kit 3 (Tabla 2). La proporcion de animales
seropositivos difirié significativamente entre Kits (p<0.01), pero no entre tambos (p=0.43).
El porcentaje de seropositividad fue significativamente mayor para el kit 3 respecto de los
Kits 1y 2 (p<0.01), mientras que este no difirio entre los kits 1 y 2 (p=0.97). Las diferencias
apreciadas entre Kits no fueron afectadas significativamente por el tambo (efecto tambo x
kit p=0.78). Los resultados en la categoria “sospechoso” para el kit 2 incluyeron en total
11/230 animales (4.8%), distribuidos de la siguiente manera: 2/93 animales (2.2%) para el
tambo A, 0/12 animales (0%) para el tambo B, 4/67 animales (6%) para el tambo C, y 5/58

animales (8.6%) para el tambo D.
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Tabla 2. Porcentaje de seropositividad a N. caninum segun los 3 kits de ELISA usados en cada uno de los 4
tambos evaluados.

Kit de Tambo (total de bovinos Seropositividad

ELISA muestreados) n Porcentaje (%) Error Estandar 1Co5%
A (n=93) 42 45.2 5.2 35.3-55.3
B (n=12) 6 50.0 14.4 23.8-76.2
C (n=67) 33 49.3 6.1 375-61.1
D (n=58) 31 53.5 6.6 40.7 — 65.7
Total (n=230) 112 48.72 3.3 42.3-55.1
A (n=93) 41 44.1 5.2 34.3-54.2
B (n=12) 6 50.0 14.4 23.8-76.2
C (n=67) 32 47.8 6.1 36.1-59.5
D (n=58) 31 53.5 6.6 40.7 — 65.7
Total (n=230) 110 4782 3.3 41.4-54.3
A (n=93) 48 51.6 5.2 41.5-61.6
B (n=12) 6 50.0 14.4 23.8-76.2
C (n=67) 44 65.7 5.8 53.9-76.3
D (n=58) 40 69.0 6.1 56.4 —79.9
Total (n=230) 138 60.0° 3.2 53.6 — 66.2

Kit 1: LSIVet, Kit 2: Hipra, Kit 3: BioX.
ab porcentajes con superindices distintos difieren significativamente (p<0.05, Ajuste de Tukey-Kramer). IC:
intervalo de confianza.

Los porcentajes de animales seropositivos abortados y no abortados en cada tambo,
y los resultados del andlisis estadistico para establecer asociacion entre seropositividad e
historia de aborto para cada uno los kits de ELISA evaluados (OR, IC y p-valores), se
resumen en la Tabla 3. Independientemente del kit de ELISA utilizado, en los 4
establecimientos estudiados, las vacas/vaquillonas seropositivas tuvieron una chance
significativamente mayor de pertenecer al grupo de animales con un historial reciente de
aborto, respecto de las vacas/vaquillonas seronegativas. El kit empleado no afectd
significativamente la asociacion entre el estatus serologico y la ocurrencia de aborto en
ninguno de los tambos. Las concordancias entre los 3 kits evaluados se presentan en la Tabla
4,
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Tabla 3. Porcentaje de seropositividad a N. caninum segun los 3 kits de ELISA para anticuerpos anti-Neospora

caninum, en los bovinos abortados y no abortados, y asociacidn estadistica con el aborto en cada uno de los 4

tambos evaluados.

% de bovinos

% de bovinos

Tambo Kt de abortados controles OR, ICgs59%, p valor

ISA seropositivos seropositivos
1 70.1% (22/31) 32.3% (20/62)  OR=5.13, IC=2-13.15, p=0.0007

A 2 73.3% (22/30) 31.1% (19/61) OR=6.07, 1C=2.2-16.09, p=0.0003
3 80.6% (25/31) 37.09% (23/62) OR=7.06, 1C=2.5-19.77, p=0.0002
1 83.3% (5/6) 16.7% (1/6) ~ OR=25, IC=1.2-520.76, p=0.0377

B 2 83.3% (5/6) 16.7% (1/6) OR=25, 1C=1.2-520.76, p=0.0377
3 83.3% (5/6) 16.7% (1/6) ~ OR=25, 1C=1.2-520.76, p=0.0377
1 91.7% (11/12) 40.0% (22/55)  OR=17, IC=2.05-141.1, p=0.0087

C 2 91.7% (11/12) 41.2% (21/51)  OR=17.7, 1C=1.8-131.14, p=0.0109
3 100% (12/12) 58.2% (32/55) OR=18.07, 1C=1.02-320.79, p=0.0485
1 94.7% (18/19) 33.3% (13/39) OR=36, 1C=4.31-300.1, p=0.0009

D 2 94.7 % (18/19) 38.2% (13/34) OR=29.07, 1C=3.45-244.48, p=0.0019
3 100% (19/19) 53.8% (21/39) OR=33.5, 1C=1.89-594.92, p=0.0166

Kit 1: LSIVet, Kit 2: Hipra, Kit 3: BioX, OR: Odds Ratio, IC: intervalo de confianza.

Tabla 4. Porcentaje de acuerdo y concordancia entre los 3 kits de ELISA comercial utilizados para deteccion

de anticuerpos contra N. caninum en los 4 tambos evaluados.

Kits de Nro. de Porcentaje de acuerdo Concordancia

ELISA muestras  Negativo Positivo  Total Kappa 1Co59% Interpretacion
lvs. 2 219 91.3 91.3 91.3 0.83 0.75-0.90 Moderada a fuerte
1vs. 3 230 77.1 80.8 79.1 0.58 0.48-0.69 Débil a moderada
2vs. 3 219 83.7 86.8 85.4 0.71 0.62-0.80 Moderada a fuerte

Kit 1: LSIVet, Kit 2: Hipra, Kit 3: BioX, IC: intervalo de confianza.

DISCUSION

El diagnostico de exposicion a N. caninum en bovinos vivos se realiza principalmente
por serologia, detectando anticuerpos en suero, plasma sanguineo o leche de animales a nivel
individual o colectivamente en vacas en lactancia mediante analisis de muestras del tanque
de leche (Alvarez-Garcia et al., 2013; Sekiya et al., 2013). En este estudio, el diagndstico
fue realizado en suero sanguineo de vacas/vaquillonas con el proposito de buscar asociacion

con el aborto, ya que no fue posible la obtencion de los fetos o placentas de las vacas
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abortadas debido al manejo pastoril extensivo de los rodeos, situacion muy frecuente en los
tambos de paises de Sudamérica.

La serologia es un indicador que permite evaluar la chance de que las vacas aborten
(Roelandt et al.,2015), sin embargo, la atribucion de causalidad en vacas abortadas no puede
realizarse por serologia a nivel individual, ya que un nimero importante de vacas expuestas
a N. caninum, y por lo tanto seropositivas, no abortan. Por este motivo es necesario realizar
estudios serologicos comparativos poblacionales. En este estudio, cuando comparamos los
resultados entre los 3 kits ELISA utilizados a nivel general sobre las 230 muestras, se
observd que para el kit 3 (BioX), el porcentaje de seropositividad fue significativamente
mayor que para los kits 1 y 2, entre los cuales no se apreciaron diferencias. A nivel de cada
uno de los establecimientos, el porcentaje de animales seropositivos fue superior (3/4
tambos) o igual (1/4 tambos) con el kit 3 en comparacion con los otros dos kits usados, pero
el riesgo del aborto y la significancia del analisis estadistico se mantuvieron en los 4 predios
independientemente del kit utilizado. En Uruguay, la asociacion entre seropositividad y
aborto se habia documentado previamente en un solo tambo, utilizando inmunofluorescencia
indirecta (Kashiwazaki et al., 2004).

Varios autores reportan que el riesgo de aborto observado en vacas serolégicamente
positivas fue de 2 a 26 veces mas alto que en las serolégicamente negativas (Lopez-Gatius
et al., 2004, Weston et al., 2005), datos muy semejantes a los observados en este estudio,
donde los bovinos seropositivos a N. caninum tuvieron entre 5.13 y 36 veces mas chances
de tener una historia reciente de aborto que los seronegativos a este agente.

Para la investigacion diagnoéstica del aborto asociado a la infeccion por N. caninum,
debe tenerse en cuenta cuando y cémo realizar el muestreo de suero sanguineo. Las muestras
de este estudio fueron tomadas cerca de la ocurrencia de los abortos, cuando existe la mayor
probabilidad de detectar anticuerpos anti-N. caninum y menores chances de detectar
animales falsos negativos (Guido et al., 2016). Es necesario identificar individual e
inequivocamente las vacas/vaquillonas abortadas (casos), y a efectos de comparacion, un
grupo de animales en riesgo de abortar (hembras prefiadas), pero no abortados (controles)
con similares caracteristicas de los casos (pareadas por edad, periodo de la lactancia, periodo
de gestacion, origen, tipo de alimentacion, etc.) (Gordis, 2015). Idealmente, la cantidad de
casos a muestrear debe ser suficientemente alto como para representar la situacion clinica
que se desea investigar. El nimero de controles que se deben seleccionar por cada caso en
un estudio de casos y controles es definido de acuerdo al poder estadistico en funcion de la

prevalencia estimada de infeccion. Seleccionando hasta cuatro controles por cada caso, se
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aumenta el poder estadistico (Ury, 1975; Gordis, 2015), sin embargo, esto también aumenta
los costos analiticos, y en ocasiones con una proporcion menor se alcanza un poder
estadistico adecuado. En nuestro estudio, el nimero minimo de casos muestreados fue de 6
animales (tambo B), y la proporcién de controles:casos fue de 1:1 para el tambo B, de 2:1
para los tambos Ay D, y de 4.6:1 para el tambo C. A pesar de que en el tambo B con una
baja cantidad de casos muestreados y una proporcion de controles:casos de 1:1 se pudo
establecer una asociacion estadistica significativa entre seropositividad e historia de aborto
con cualquiera de los 3 Kits utilizados, es recomendable que el nimero de casos muestreados
sea superior y que dicha proporcion sea al menos de 2:1 y no méas de 4:1 para lograr una
potencia estadistica adecuada (Breslow, 2014).

Los estudios de casos y controles no permiten definir la prevalencia de la enfermedad
en la poblacion en estudio, sino que se realizan para analizar la posible asociacién entre un
evento (en este caso aborto) y la exposicion a un agente o enfermedad (en este caso, N.
caninum) (Gordis, 2015), con el objetivo de hacer una aproximacion al diagnostico. En
nuestro estudio, a pesar de que no pudimos estimar la seroprevalencia en los 4 tambos
analizados, el porcentaje de seropositividad a nivel predial estuvo comprendido entre 45.2-
53.5% (kit 1), 44.1-53.5% (kit 2) y 51.6-69.9% (kit 3). El porcentaje de seropositividad fue
significativamente superior cuando se utiliz6 el kit 3, motivo por el cuél seria recomendable
realizar estudios de validacion regional de este Kit, para ajustar el punto de corte, si fuera a
usarse en futuros estudios epidemioldgicos en nuestra region. EI mayor porcentaje de
seropositividad observado con el kit 3, podria deberse a que este Kit utiliza como antigeno
una proteina recombinante de N. caninum (NcSRS2), que se expresa tanto en los bradizoitos
como en los taquizoitos del parasito (Fuchs et al., 1998), por lo que podria estar detectando
anticuerpos anti-bradizoitos (animales con exposicion cronica) y anti-taquizoitos
(exposicion mas reciente). Ademas, Alvarez-Garcia et al., (2013) reportaron que este kit
presentdé mayor nimero de reacciones cruzadas en relacion a otros Kits evaluados, lo que
también podria explicar la mayor frecuencia relativa de resultados positivos con este Kit.

Alvarez-Garcia et al., (2013), en un estudio realizado en Europa, evaluaron el
rendimiento de kits comerciales de ELISA para diagnostico serolégico de exposicion a N.
caninum, y observaron que, en términos de especificidad y sensibilidad, todos los Kits son
aptos para el diagndstico, informacion que resulta esencial para los laboratorios veterinarios
que los usan como herramienta diagnostica ofrecida a veterinarios clinicos y productores
agropecuarios. Otro estudio en el mismo continente realiz6 una evaluacion Bayesiana de dos

kits comerciales para el diagnostico serologico en vacas abortadas y no abortadas, asi como
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de bovinos comprados de otros origenes, los resultados demostraron una alta eficacia de
ambos kits (Roelandt et al., 2015). En EEUU también fueron realizados estudios
comparativos con kits de ELISA comerciales, reportando que es una técnica util en la
deteccion de anticuerpos anti-N. caninum (Wapenaar et al., 2007).

En Argentina se desarrollé experimentalmente un kit de ELISA (ELISA p-38) con
un antigeno nativo de 38kDa de N. caninum. Este kit fue evaluado y comparado con
inmunofluorescencia indirecta (IFI) e inmunoblot (IB), determinandose que el ELISA-p38
es altamente preciso, con sensibilidad y especificidad relativas de 97.8 y 99.5%,
respectivamente, y una concordancia excelente/casi perfecta (K= 0.93-0.99) tanto con IFI
como con IB”. En nuestro trabajo los resultados no difieren de los reportados en la literatura
para Kits de ELISA comerciales (Wapenaar et al., 2007; Alvarez-Garcia et al., 2013,
Roelandt et al., 2015), observandose una concordancia moderada a fuerte entre los kits 1-2,
y 2-3, y débil a moderada entre los kits 1y 3. Los porcentajes de acuerdo entre los Kits fueron
buenos, y todos ellos fueron igualmente aplicables a la aproximacion del diagnostico de
abortos por N. caninum a través de la estimacion de riesgo en casos y controles.
Desafortunadamente, el kit de ELISA desarrollado en Argentina no esta disponible
comercialmente, razén por la cual no pudo ser evaluado comparativamente con los otros Kits
en nuestro estudio.

Es fundamental que las pruebas diagnosticas desarrolladas y validadas en otros paises
sean evaluadas con un banco de muestras locales y de referencia, y que los puntos de cortes
recomendados por los fabricantes sean chequeados regionalmente, porque el desempefio de
estas pruebas puede estar basado en una regién especifica, un panel pequefio de muestras y/o
en muestras originadas sélo de infecciones experimentales con una unica cepa. Alvarez-
Garcia et al., (2013), reportaron que los valores de corte sugeridos por los kits de ELISA no
siempre son adaptables a la region de la investigacion. En dicho estudio, realizado con un
banco de sueros de referencia, las pruebas que presentaron una sensibilidad y especificidad
<95% fueron analizadas y ajustadas mediante curvas ROC (“receiver operating
characteristics”), observandose que los puntos de corte que determinaban un resultado
positivo o negativo eran distintos a los recomendados por los fabricantes.

La IFI fue considerada por muchos afios el método de referencia para el diagnostico
serologico de N. caninum. Sin embargo, suele presentar inconvenientes de baja sensibilidad
y discrepancias entre ensayos, por lo que ha sido desconsiderada como tal (Fréssling et al.,
2003; Campero et al., 2018). Otras desventajas son que es una técnica demandante de

tiempo, que requiere de experiencia del técnico observador, la interpretacion tiene cierto
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grado de subjetividad y puede haber variaciones importantes entre laboratorios y entre
operarios (Guido et al., 2016; Campero et al., 2018;). Por el contrario, el ELISA permite el
procesamiento de una gran cantidad de muestras en un periodo corto de tiempo, y
practicamente no hay interferencia técnica (Sartor et al., 2003), variabilidad entre operarios
o dificultades en la interpretacion de los resultados. Por estos motivos los ELISAs
comerciales han ido desplazando el uso de pruebas de IFI para el diagndstico de rutina.

Un ensayo interlaboratorial ciego en el que participaron 8 laboratorios
iberoamericanos con representantes de Argentina, Brasil, Espafia, México y Perq, evalud la
performance de 10 pruebas seroldgicas para la deteccion de anticuerpos especificos contra
N. caninum, incluyendo 7 pruebas no comerciales de IFI, y 3 kits de ELISA, dos
experimentales y uno comercial®; éste Gltimo es el kit 2 usado en nuestro estudio. Dicho
trabajo indico que 6 de las pruebas evaluadas tenian valores de sensibilidad o especificidad
<90%, y s6lo una de las pruebas de IFI tuvo un buen desempefio en términos de sensibilidad,
especificidad y area bajo la curva ROC, similar al de dos de los ELISAs evaluados,
incluyendo el ELISA comercial (Campero et al., 2018).

En Uruguay, no hay disponibilidad de kits ELISA para deteccion de anticuerpos
contra N. caninum desarrollados y producidos en el pais. Los kits disponibles son
importados, con costos de adquisicion relativamente altos que varian entre aproximadamente
US$ 2.8 y 3.5 por muestra, a los que hay que sumarles los costos operativos. Estos altos
costos muchas veces son inaccesibles para los productores bovinos, que suelen verse por tal
motivo desalentados a evaluar el estatus de infeccion de sus rodeos. Sin embargo, el pais
cuenta con el aparato cientifico-tecnoldgico y empresarial necesario para el desarrollo,
produccién y validacion de kits de ELISA a escala comercial, lo cual podria realizarse
considerando que varias cepas locales de N. caninum fueron recientemente aisladas en este
pais (Cabrera et al., 2018) y podrian usarse como fuente de antigenos.

Ademas de la aplicabilidad del ELISA para la aproximacion diagndéstica del aborto
bovino, esta también representa una herramienta aplicable al monitoreo y control de la
enfermedad en los rodeos, ya que permite la deteccion de los animales infectados, lo que
ayuda a la toma de decisiones respecto de su permanencia o introduccién en el rodeo de
hembras destinadas a reproduccion. Contar con una prueba de ELISA desarrollada y
validada regionalmente ayudaria a reducir los costos y posiblemente favoreceria que mas
productores bovinos se embarquen en la realizacion de estudios seroldgicos para establecer
un diagnostico de situacion en sus rodeos, o implementar medidas de control y prevencion

de la neosporosis bovina.
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La aplicabilidad eficiente del ELISA en la aproximacion del diagnéstico de infeccion
por N. caninum en asociacion con el aborto en vacas, debe alentar a los grupos de
investigacion y laboratorios de Sudamérica a desarrollar kits que lleguen a la etapa de
comercializacion a un costo significativamente menor que los importados. Estas pruebas
deberian pasar por etapas de validacién usando bancos de sueros bovinos con estatus
conocido de infeccion obtenidos regionalmente. De esta manera se podra evaluar la

reproducibilidad local y proporcionar resultados consistentes en la poblacién de estudio.

CONCLUSION

El enfoque seroldgico poblacional descrito aqui representa una herramienta util y
practica para establecer asociaciones estadisticas entre seropositividad a N. caninum y aborto
en rodeos de bovinos lecheros. La herramienta es particularmente til en brotes de aborto
presuntamente causados por N. caninum de los cuales no se pueden obtener fetos abortados
para estudios de patologia y microbiologia. El acuerdo observado entre los 3 kits evaluados

en este estudio permitio arribar a similares conclusiones seroepidemiolégicas.
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9. CAPITULO 4: ENFERMEDADES ASOCIADAS AL VIRUS DE
LA DIARREA VIRAL BOVINA SUBTIPOS lay 2b EN BOVINOS
DE CARNE Y LECHE DEL URUGUAY

RESUMEN

El virus de la diarrea viral bovina (BVDV, Pestivirus) causa pérdidas economicas
significativas a la industria bovina en todo el mundo. Aunque estudios seroldégicos muestran
que la exposicion al BVDV esta ampliamente difundia en los bovinos en Uruguay, las
enfermedades asociadas al BVDV no se reportan en gran medida. El objetivo de este trabajo
fue describir los hallazgos epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos y virologicos de brotes
espontaneos de enfermedades asociadas al BVDV en bovinos en Uruguay. Se llevaron a
cabo investigaciones de diagndstico de 6 brotes de enfermedades espontaneas en predios de
carne y leche en los departamentos de Colonia, Rio Negro y Soriano entre noviembre de
2016 y abril de 2018. Las carcasas de 8 bovinos muertos naturalmente de estos brotes fueron
necropsiados y sometidos a examen histolégico e inmunohistoquimica. para detectar el
antigeno BVDV en los tejidos. La RT-gPCR y secuenciacion genomica también se
realizaron para identificar BVDV en los niveles de especies y subtipos. Se realizaron otras
pruebas de diagnostico auxiliares, incluidos cultivos bacterianos, caso por caso para
descartar diagndsticos diferenciales basados en diagnosticos presuntivos clinico-patolégicos
iniciales. Los casos asociados con BVDV que se diagnosticaron en el estudio incluyeron
enfermedad de las mucosas, infecciones transitorias de BVDV postnatales asociadas con
salmonelosis entérica y septicémica por Salmonella serovar Typhimurium, bronconeumonia
por Histophilus somni, coinfecciones del tracto urinario con Escherichia coli y
Streptococcus sp., coinfeccion entérica con coccidios, e infecciones fetales transplacentarias
y abortos con coinfeccién por Neospora caninum. BVDV-1a y BVDV-2b se identificaron
en cuatro de los ocho casos. Llegamos a la conclusion de que BVDV-1ay -2b contribuyen
significativamente a la enfermedad y la mortalidad en el ganado en Uruguay. Investigaciones
futuras deberian estimar el impacto econémico de BVDV en el sector ganadero uruguayo.

Palabras clave: Virus de la diarrea viral bovina, enfermedades infecciosas, Pestivirus,
América del Sur.

INTRODUCCION

El virus de la diarrea viral bovina (BVDV) es un virus ARN, gque pertenece al género
Pestivirus, familia Flaviviridae y se distribuye en todo el mundo (Ridpath et al., 2010).
BVDV causa pérdidas econdmicas significativas a las industrias de bovino lechero y de
carne, que se atribuyen a la morbilidad, la mortalidad, el retraso del crecimiento, la
produccion reducida de leche, la eliminacion prematura, el rendimiento reproductivo
reducido y el aumento de la aparicion de otras enfermedades (Houe, 2003; Richter et al.,
2017). Las dos especies de BVDV actualmente reconocidas son BVDV-1 y -2, y
recientemente fueron renombradas Pestivirus A y B, respectivamente (Smith et al., 2017;
ICVT, 2018). BVDV-1 es el mas genéticamente diverso, con 21 subtipos (BVDV-1a hasta
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el BVDVu) actualmente reconocidos, mientras que 4 subtipos (a — d) se han descrito para
BVDV-2 (Vilcek et al., 2001; Flores et al., 2002; Deng et al., 2015; Yesilbag et al., 2017).
Mas recientemente, el virus Pestivirus HoBi-like se ha propuesto como una nueva especie
de BVDV (BVDV-3 o Pestivirus H) basada en similitudes antigénicas y genéticas (Liu et
al., 2009; Bauermann et al., 2012; Smith et al., 2017; ICVT, 2018;).

Los resultados clinicos de la infeccion por BVDV incluyen: A) infeccidn transitoria
0 aguda con manifestacion subclinica o clinica digestiva, respiratoria y/o septicémica
caracterizada por una alta morbilidad y mortalidad variable y generalmente asociada con
cepas virales no citopéaticas (NCP); B) infecciones reproductivas, incluidas las infecciones
por ovocitos o espermatozoides que afectan negativamente la fertilidad, o la transmision
transplacentaria que puede provocar la muerte embrionaria o fetal, momificacion, aborto,
anomalias congénitas, mortinatos o, si el feto sobrevive, el nacimiento de terneros con
infecciones persistentes (PI), particularmente cuando los fetos son infectados por cepas NCP
antes de los 4 meses de gestacion; y C) enfermedad de las mucosas (EM) caracterizada por
baja morbilidad y alta letalidad en animales PI, generalmente antes de los 2 afios de edad.
EM esté asociada con la sobreinfeccion con un biotipo citopatico (CP) que puede surgir a
través de mutaciones o recombinacion gendémicas de la cepa viral NCP que infectan los
bovinos PI (Lanyon et al., 2014; Uzal et al., 2016).

BVDV es un virus con distribucion mundial (Yesilbag et al., 2017). BVDV-1y -2
han sido reconocidos durante muchos afios en paises de Ameérica del Sur, incluso Brasil
(Weber et al., 2014), Argentina (Odeon et al., 2009), Colombia (Villamil et al., 2018), Perd,
Chile (Stahl et al., 2009) y Uruguay (Maya et al., 2016), mientras que el virus tipo Pestivirus
HoBi actualmente solo se ha identificado en Argentina (Pecora et al., 2017) y Brasil (Dias
et al., 2017) en este subcontinente. En Uruguay, la primera evidencia de circulacion de
BVDV data de 1996 (Saizar, 1998). Un estudio seroldgico revel6 que la exposicion al BVDV
estd difundida en bovinos de carne en todo Uruguay (Guarino et al., 2018). Mas
recientemente, se exploraron infecciones activas de BVDV Yy especies y subtipos circulantes
en rodeos bovinos con problemas reproductivos, y BVDV-1la se reveld6 como la
especie/subtipo predominante, seguido de BVDV-1i y BVDV-2b (Maya et al., 2016).

Las descripciones clinicopatologicas de las enfermedades asociadas a BVDV en
Uruguay y el impacto de estas enfermedades en los sistemas de produccion bovina en el pais
no se encuentran en la literatura cientifica. Reconocer e identificar estas enfermedades en
brotes de campo espontaneos es esencial para establecer programas de control para reducir

sus impactos econdémicos a nivel regional y nacional. Este trabajo describe los hallazgos
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epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos y viroldgicos en brotes de enfermedades espontaneas
asociadas con infecciones por BVDV en bovinos de Uruguay.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de los casos

Se describen ocho casos naturales de enfermedades asociadas con BVDV (casos 1-
8) durante seis brotes (brotes 1-6) en establecimientos comerciales de carne y lecheria en
Uruguay. Los casos se diagnosticaron entre noviembre de 2016 y abril de 2018 en el
Laboratorio de Diagndstico Veterinario del INIA (Plataforma de Salud Animal) en La
Estanzuela, Departamento de Colonia, Uruguay. Los bovinos muertos (casos 1-8) fueron
enviados para necropsia por veterinarios y productores. Ademas, en los casos 1y 6, las
muestras de suero recolectadas antes de la muerte por los veterinarios se pusieron a
disposicion para su andlisis. Se recopil6 informacion epidemiolégica y clinica para cada
brote cuando estuvo disponible.

Necropsia, histologia e inmunohistoquimica

Los 8 bovinos murieron espontaneamente en establecimientos comerciales y
posteriormente se les realizd la necropsia. Se recogieron muestras de tejido, se conservaron
congeladas a -20°C para virologia y se fijaron en formalina tamponada al 10% durante 48 h.
Los tejidos fijados se deshidrataron, se embebieron en parafina, se seccionaron a 4—5 pm, se
montaron en laminas de vidrio y se tifieron con hematoxilina y eosina para un examen
histol6gico de rutina.

Las secciones seleccionadas de bloques en parafina y fijadas con formalina de varios
tejidos de todos los casos se procesaron para inmunohistoquimica (IHQ) para detectar el
antigeno Pestivirus utilizando un protocolo estandar proporcionado amablemente por el Jan
Shivers del Laboratorio de Diagnostico Veterinario de la Universidad de Minnesota.
Brevemente, la recuperacion de antigeno inducida por calor se realizd colocando las
secciones desparafinizadas en una cdmara de desblogueo (Biocare Medical) a 110°C durante
30 segundos. Se aplicd un anticuerpo monoclonal anti-BVDV disponible comercialmente,
el isotipo 1gGz2a producido en ratones (catalogo D89, VMRD, Pullman, WA, E.E.U.U.) como
anticuerpo primario durante 45 minutos a una dilucion 1:20. Se utilizd un polimero anti-
raton marcado con peroxidasa (HRP)-labeled polymer (EnVision + HRP cabra anti-IgG de
raton, K4001, Dako) como sistema de deteccidn, con 3-amino-9-etilcarbazol (AEC # 3469,

Dako) como sustrato cromogeno. Se utilizé una seccion de tejido de intestino archivado de
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un ternero infectado naturalmente que dio positivo para BVDV por RT-PCR e IHQ como
control positivo. Para los controles negativos, las secciones en serie de todos los tejidos
analizados se procesaron en paralelo como se describi6é anteriormente, pero el anticuerpo
primario se reemplaz6 con suero de raton normal (NC499L, Biocare Medical) a la misma

dilucion.

Virologia molecular

Los &cidos nucleicos se extrajeron de suero congelado o muestras de tejido en todos
los casos utilizando un kit comercial denominado QlAamp® cador® Pathogen Mini Kit
(QIAGEN®, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. La transcripcion reversa
(RT) se realizd utilizando cebadores aleatorios y la enzima Super-Script 11 (Invitrogen®,
E.E.U.U.). Los ensayos de PCR en tiempo real dirigidos a un fragmento de 207pb de la
region 5'UTR del BVDV se realizaron usando los cebadores BVDV190F y V326, y la sonda
Tag-Man® TQ-Pesti como describe Hoffman et al., (2006) y Gaede et al., (2005),
respectivamente, y posteriormente modificado por Maya et al., (2016), para detectar BVDV-
1, BVDV-2 y el HoBi-like Pestivirus. Todas las PCR en tiempo real se realizaron con el kit
de sonda SensiMixTM I (Bioline Reagents Ltd.) y un instrumento Rotor-Gene Q (Qiagen®)

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Secuenciacion y andlisis filogenético

En todas las muestras positivas por gPCR, un fragmento de 207 pb del 5’UTR se
amplific6 mediante PCR convencional, utilizando el mismo par de cebadores utilizado para
la gPCR. Los amplicones se secuenciaron en Macrogen, Inc. (Seul, Corea del Sur) en un
analizador genético ABI3730XL (Applied Biosystems, CA, EE. UU.). Las secuencias se
editaron con el software SeqMan (DNAstar Lasergene), se subtipd con la herramienta
BLAST de NCBI y se depositaron en la base de datos GenBank. La asignacion del genotipo
se realizd mediante analisis filogenético de secuencias uruguayas de 5'UTR, junto con cepas
representativas de BVDV-1, BVDV-2 y HoBi-like Pestivirus recuperadas de GenBank. Las
secuencias de nucledtidos se alinearon usando Clustal W implementado en el software
MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013). EI modelo de sustitucion de nucle6tidos que mejor se
ajusta al conjunto de datos (parametros Kimura 2 + gamma) se selecciond utilizando el
programa jModelTest segin el Criterio de Informacion de Akaike (AIC; Akaike, 1974)
(Posada, 2008). Se construyo un arbol filogenético mediante el método Neighbour Joining
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(NJ) y se realizé el método Bootstrap de significacion estadistica (1000 repeticiones)

utilizando la version Mega 6.06 (Tamura et al., 2013).

Pruebas de diagndsticos auxiliares

Las investigaciones de diagndstico en cada caso también incluyeron la realizacion de
pruebas de laboratorio bacterioldgicas, viroldgicas, serolégicas y moleculares especificas
para evaluar otros patdgenos, en funcion de los diagnosticos presuntivos clinicos y
patoldgicos en cada caso. La tabla suplementaria 1 (ver anexo 4) resume las pruebas de

diagndstico auxiliares realizadas en cada uno de los 8 bovinos necropsiados.

RESULTADOS

La Tabla 1 resume la informacidn sobre los diagndsticos de las enfermedades, la
fecha de confirmacion del diagndstico, la ubicacion geogréfica del rodeo, la raza, la
explotacion, la edad y las especies/subtipos de BVDV identificados en los 8 casos, y si
bovinos de otros predios habian sido introducidos recientemente en los rodeos afectados. A
continuacion, se proporciona informacion epidemioldgica, clinica y patologica adicional
sobre cada caso/brote e interpretacion de los resultados de las pruebas auxiliares y de
diagndstico (Tabla suplementaria 1; ver anexo 4).
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Tabla 1: Diagndstico de la enfermedad, fecha, ubicacion geografica del rodeo, raza y tipo

de produccion, edad, especie y subtipo de BVDV identificado y resultados
inmunohistoquimicos para 8 casos de infeccién por BVDV.
Brote No. / Caso Enfermedad diagnosticada Raza, explotaccion, BVDV especies- BVDV Introduccion
Localizacion No. edad subtipo resultado reciente de
geogréfica/ Fecha IHQ bovinos
1/ Colonia / Nov 1 Novilla Aberdeen .
2016 Enfermedad de las mucosas Angus, carne, 18 meses BVDV-1a Positivo ND
. Aborto, infeccién por BVDV aguda .
2 / Rio Negro / Feb 2 N ) ., Feto, lecheria, 240-270 .
2017 ylo transitoria, cplnfecmon con N. dias de gestacion BVDV-1a Negativo ND
caninum
Infeccion por BVDV aguda y/o
3 trans.ltorla, cqueccmp con S. Novilla de leche BVDV-2b Positivo
3/ Colonia / May enterica §eroupe_ Typhlmgrlum
(salmonelosis entérica y septicemica)
2017 —
4 Infeccién por BVDV aguda y/o si
transitoria, coinfeccion con H. somni Novilla de leche BVDV-2b Positivo
(bronconeumonia)
Infeccion por BVDV aguda y/o
4 | Colonia / Junio 5 transitoria, coinfeccion con . - . Si
2017 Streptococcus sp. y E. coli en tracto Novillo, feed lot, 2 afios BVDV-1a Positivo
urinario
5 / Soriano / Abril 6 Posible enfermedad de las mucosas o
2018 severa infeccion transitoria, Holando, carne, 4 years BVDV-1a Positivo Si
coinfeccidn entérica con Eimeria sp.
7 Aborto, infeccion por BVDV aguda Feto, lecheria, 180-210 .
6 / Colonia / Dec y/o transitéria dias de gestacion BVDV-2b Negativo ND
2017 y Ene 2018 i i i — .
y 8 Aborto, infeccion por BVDV aguda Feto,' lecheria, 249 270 BVDV-2b Negativo
y/o transitéria dias de gestacion ND

IHQ: inmunohistoquimica. ND: no determinado.

Brote 1:

El brote 1 ocurrid en un lote de 340 vaquillonas Aberdeen Angus. Doce vaquillonas
murieron esporddicamente de septiembre a noviembre de 2016 (mortalidad 3,5%). El
examen clinico de una novilla de 18 meses (caso 1) reveld taquipnea (120
respiraciones/minuto), taquicardia (48 latidos/minuto), una temperatura rectal de 39.5°C
(normotermia), atonia ruminal, diarrea, deshidratacion y pérdida de peso. El animal murio
espontaneamente después de un curso clinico de 96 h.

La necropsia revel6 multiples erosiones irregulares y Ulceras no perforantes de hasta
0.5 cm en la mucosa de la region toracica del es6fago (Fig. 1a). Petequias y equimosis en la
serosa yeyunal y contenido liquido de color marrdn que se observaban también en ciego y
colon. Difusamente, la mucosa del colon estaba marcadamente enrojecida, con contenidos
viscosos de color marron y sangre coagulada adherida a la superficie (colitis hemorragica)
(Fig. 1b).

Microscopicamente, se observé esofagitis ulcerativa necrotizante multifocal (Fig. 1c)
con microtrombosis en la submucosa y necrosis y/o apoptosis de queratinocitos individuales,
rumenitis superficial multifocal y reticulitis con edema y degeneracion hidropica de

queratinocitos y transmigracion de neutrdfilos en el epitelio. También se observé
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enterotifilocolitis necrotizante extensa severa con edema submucoso, microtrombosis en la
l&mina propia y criptitis neutrofilica con enterocitos necréticos. La IHQ para la deteccion
del antigeno de BVDV revel6 inmunomarcacion abundante, fuerte y frecuente intralesional,
finamente granular y homogénea en el citoplasma del epitelio (queratinocitos y enterocitos)
y células inflamatorias en el es6fago (Fig. 1d), intestino delgado y colon.

El genoma de BVDV se detectd en el suero a través de RT-gPCR (ct 27.70), y el
BVDV-1a se identificd adicionalmente mediante la secuenciacion de la region genémica
5'UTR (GenBank MN159214). La enfermedad de la mucosa se diagnostico con base en estos
resultados (Tabla 1), mientras que otras causas de enterocolitis en el ganado, incluida
Salmonella spp. y el coronavirus bovino, se descartaron mediante pruebas especificas (Tabla

suplementaria; ver anexo 4).

";’,i'jf o =

Figura 1: Hallazgos patoldgicos en una vaquillona Aberdeen Angus con enfermedad de las
mucosas causada por BVDV-1a (caso 1). a) La mucosa del es6fago muestra multiples
erosiones, coalescentes, irregulares, bien definidas y Ulceras no perforantes (esofagitis
ulcerosa), algunas de las cuales tienen un halo hemorragico. b) La mucosa del colon esta
marcadamente enrojecida, necrdética, ulcerada y contiene escaso liquido marrén y pocos
coagulos de sangre (colitis necrohemorrégica). c) Histologia de la mucosa esofégica que
representa una de las Glceras que se muestran en a), con necrosis subyacente de la submucosa
y degeneracion hidropica de queratinocitos en el epitelio adyacente; H&E. d)
inmunohistoquimica de BVDV en una seccion de la lesion que se muestra en ¢) que denota
inmunomarcacion de antigeno abundante en la mucosa esofagica adyacente a la Glcera.
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Brote 2:

El brote 2 ocurrid en un rodeo lechero de 1222 bovinos Holando, incluidas 580 vacas
en ordefie, 40 vacas secas, 200 vaquillonas, 400 terneros y 2 toros. De 533 vacas 0
vaquillonas prefiadas de 2 a 7 afios, el 16% abortd entre 4 y 8 meses de gestacion. Un feto
macho (caso 2) que habia sido abortado aproximadamente a los 240 dias de gestacion por
una vaca de 5,5 afios fue necropsiado.

La Unica lesion macroscépica fue la presencia de petequias pleurales leves en el
pulmon derecho. La histologia reveld encefalitis linfocitica e histiocitica necrotizante
moderada, multifocal con gliosis, miocarditis linfocitica e histiocitica multifocal moderada
a severa y glositis linfocitica e histiocitica multifocal discreta. Como se muestra en la tabla
suplementaria 1, un procedimiento de IHQ para detectar el antigeno de Neospora caninum
revel6 inmunomarcacion intralesional en el encéfalo y el corazédn del feto. EI genoma del
protozoo se detecté por PCR en una muestra de cerebro congelado. En base a estos
resultados, se determiné un diagndstico etioldgico de encefalitis y miocarditis causadas por
N. caninum. Sin embargo, el genoma de BVDV fue detectado por RT-gPCR (ct 27.37) de
un pool de tejidos fetales y luego identificado como BVDV-1a (GenBank MN159211). La
inmunomarcacion para el antigeno BVDV fue negativo para todos los tejidos fetales
analizados (cerebro, rifion, pulmén, bazo e higado), lo que sugiere una infeccion aguda
(transitoria) por BVDV en lugar de un feto PI (Tabla 1).

Brote 3:

El brote 3 ocurrid en un predio dedicado a la cria de terneras y vaquillonas lecheras
originarios de varios establecimientos de diferentes departamentos de Uruguay. Se registrd
un brote de enfermedad respiratoria en un grupo de aproximadamente 200 terneras de 3 a 4
meses de edad gque habian sido llevadas al predio aproximadamente 30 dias antes. El brote
de enfermedad respiratoria comenzé en 20 terneras (10%) 15 dias después del ingreso en el
predio de recria, aproximadamente 80 animales (40%) se vieron afectados en un perido de 5
dias pés el inicio del brote. Las tasas de morbilidad y mortalidad fueron del 80% y del 7,5%
(15 terneras), respectivamente.

Dos terneras fueron necropsiadas (casos 3 y 4). Los hallazgos patoldgicos en el caso 3
incluyeron neumonia intersticial fibrinosa, moderada, difusa, histiocitica y neutrofilica con
bronquiolitis necrotizante, alveolitis neutrofilica multifocal y microtrombosis con pleuritis
multifocal. Multifocalmente, los pulmones y los rifiones mostraron vasculitis

linfohistiocitica y necrotizante segmentaria que afecto las arteriolas de tamafio mediano (Fig.
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2a). Ademas, se observa tiflocolitis erosiva multifocal moderada con criptitis necrotizante,
con infiltrado inflamatorio extendido a la submucosa, junto con linfadenitis mesentérica
fibrinosa y abomasitis linfocitica y neutrofilica multifocal moderada. También se observaron
hepatitis portal linfocitica, histiocitica y neutrofilica portal difusa, leve, con colestasis en los
conductos biliares y hepatitis histiocitica y neutrofilica necrosante aleatoria multifocal
minima en todo el parénquima.

Salmonella enterica serotipe Typhimurium se aislé del ganglio linfatico mesentérico
y de los intestinos, mientras que se descartd el coronavirus bovino y varios virus que causan
neumonia (ver tabla suplementaria 1). EI BVDV se identificé mediante RT-gPCR (ct 27.35)
de un pool de érganos congelados y se caracterizd como BVDV-2b por secuenciacion
(GenBank MN159205). La IHQ para la deteccion del antigeno BVDV en el pulmon reveld
inmunomarcacion finamente granular, homogénea y focal en el citoplasma del muasculo liso
y las células endoteliales de una arteriola afectada por arteriolitis y macrofagos infiltrantes
(Fig. 2b). No se produjo inmunomarcacion en los tejidos de rifién, intestino delgado, colon
0 higado. En base a estos resultados, diagnosticamos salmonelosis entérica y septicémica en
coinfeccion con BVDV-2b (Tabla 1), que fue detectado por IHQ dentro de las lesiones
arteriolares en el pulmon y, por lo tanto, se sospechaba que causaba la arteriolitis.

El caso 4 del mismo brote tuvo hallazgos patolégicos que incluyeron
bronconeumonia fibrinosupurativa, extensa, grave que afectaba aproximadamente al 70%
del parénquima pulmonar y pleuritis fibrinosa. La lengua mostrd necrosis multifocal de
queratinocitos en la mucosa y apoptosis multifocal de queratinocitos individuales en el
es6fago y el rumen.

Histophilus somni fue aislado del pulmoén y se descartaron las causas virales de
neumonia (Tabla suplementaria 1). Se identific6 BVDV en una muestra congelada de pool
de érganos por RT-gPCR (ct 26.08), y la secuenciacion del genoma reveld el mismo subtipo
que en el caso 3 de este brote (GenBank MN159204). La IHQ para el antigeno BVDV revel6
inmunomarcacion intralesional focal en el epitelio de la mucosa basal de la lengua, en el
citoplasma de las células endoteliales y musculares de los vasos sanguineos en los pulmones
y en los macrdofagos que se infiltran en la pleura y el intersticio. No se encontr6
inmunomarcacion en los tejidos de rifion, ganglio linfatico, corazon, intestino o rumen. Se
diagnostico bronconeumonia por H. somni (tabla 1) en coinfeccién con BVDV-2b que fue

detectado por IHQ en las lesiones pulmonares y linguales.
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transitoria por BVDV-2b (caso 3). a) Las células inflamatorias se infiltran en la tinica media
de una arteriola de tamafio mediano en el intersticio pulmonar (arteriolitis); H&E. b)
Inmunohistoquimica de BVDV que revela inmunomarcacion granular intracitoplasmatico
en macrdfagos que se infiltran en el intersticio pulmonar (pleura).

Brote 4:

El brote 4 ocurrio en un piquete de engorda de novillos con aproximadamente 300
animales de carne de diferentes origenes. Un novillo de carne de raza indeterminada de
aproximadamente 2 afios (caso 5) presentd inapetencia y dejo de beber agua. El tratamiento
con antibioticos (penicilina G procaina y dihidrostreptomicina) se administrd durante 5 dias;
sin embargo, el novillo murié después de un curso clinico de 10 dias. En 6 meses, otros dos
novillos con presentaciones clinicas similares murieron, lo que determina una tasa de
mortalidad del 1%.

El veterinario realizé una necropsia parcial y algunos érganos, incluidos el rifién, el
corazon, el higado, la vejiga urinaria y el intestino delgado y grueso, se enviaron al
laboratorio de diagnostico. Los hallazgos patologicos en los rifiones incluyeron necrosis
coagulativa cortical extensa (infartos renales) (Fig. 3a) y arteriolitis segmentaria necrotizante
ocasional con trombosis (Fig. 3b). También se observé necrosis transmural severa, urocistitis
fibrinosupurativa y hemorrégica con trombosis y necrosis individual de leiomiocitos
arteriolares. Ademas, se observé colitis leve aguda focal con criptitis necrotizante.

Se detectd6 BVDV por RT-gPCR (ct 34.04) del pool de 6rganos congelados y se
identifico adicionalmente como BVVDV-1a mediante secuenciacion (GenBank MN159221).
La IHQ para la deteccion del antigeno BVDV mostré inmunomarcacion citoplasmatica
multifocal e infrecuente en macréfagos que se infiltran en la mucosa de la vejiga urinaria;
no se observd marcacion en ningdn otro tejido analizado (higado, rifién, bazo, pulmén y
colon). Ademas, en este caso, Streptococcus sp. se aislé del rifidn y Escherichia coli se aislo
del rifidn, de la vejiga urinaria y del higado (Tabla suplementaria 1). Estos se consideraron
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posibles patdgenos secundarios oportunistas. Debido a que la IHQ para BVDV fue negativo
en multiples tejidos, excepto en la vejiga, se sospechd una infeccion aguda (transitoria) por
BVDV-1a.

Figura 3: Lesiones renales en un novillo de carne infectado con BVDV-1a (caso 5). a) Una
seccion de rifion muestra infartos renales corticales multifocales. b) Microscopia del rifidn
afectado que muestra arteriolitis severa con trombosis (parte inferior) y necrosis coagulativa
extensa de los tUbulos renales corticales adyacentes con hemorragia intersticial (infarto
agudo); H&E.

Brote 5:

El brote 5 ocurrio en un establecimiento de cria de terneros y engorde de novillos,
con 708 bovinos de diferentes razas y origenes. Entre enero y abril de 2018, 12 novillos
Holando (1,7%) presentaron emaciacion, anorexia, aislamiento y diarrea' y murieron después
de un curso clinico de 1 mes. Se realizé necropsia a un novillo Holando de aproximadamente
4 afios (caso 6) en mal estado corporal.

El examen patoldgico revel6 una enteropatia cronica que afectaba el ileon y el colon,
caracterizada por deplecion de las glandulas intestinales y criptas en la mucosa,
ocasionalmente criptitis neutrofilica y necrotizante y coccidios intraepiteliales infrecuentes,
morfolégicamente compatibles con Eimeira spp. Ademas, se observd nefritis intersticial
linfocitica crénica, moderada, multifocal, asi como pleuritis moderada con fibrosis pleural y
neumonia intersticial fibrosante y linfadenitis supurativa moderada de etiologia
indeterminada.

La IHQ para BVDV reveld6 un inmunomarcacion fuerte y abundante
intracitoplasmatica finamente granular y homogénea en las células epiteliales, que era difuso
en todos los tejidos examinados (pulman, intestino, higado y rifion). Se detecto BVDV en el
suero por RT-gPCR (ct 28.75), y BVDV-1a se identifico por secuenciacion (GenBank
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MN186041). Se descartaron otras causas de enterocolitis, incluidas Salmonella spp.,
Mycobacterium avium paratuberculosis, coronavirus bovino y rotavirus del grupo A (Tabla
complementaria 1). Con base en los resultados generales, probablemente este caso se trataba

de un ternero Pl con BVDV-1a o con una infeccién transitoria severa.

Brote 6:

El brote 6 ocurrié en una propriedad lechera con el tamafio del rodeo desconocido,
donde se registrd un aumento en la tasa de abortos. Dos fetos Holando abortados (casos 7 y
8) de aproximadamente 180-210 dias de gestacion fueron necropsiados. Para el caso 7, la
investigacion de diagndstico no permitié determinar la causa del aborto porque el feto no
presentaba lesiones, y todas las pruebas de diagnostico complementarias fueron negativas
(Tabla supleentaria 1) excepto el RT-gPCR para BVDV (ct 32.17), que fue positivo en un
pool de 6rganos fetales.

En el caso 8, el examen histoldgico reveld encefalitis necrotizante, linfohistiocitica,
multifocal, moderada, hepatitis necrotizante multifocal aleatoria severa, miocarditis
linfocitica multifocal moderada y placentitis linfohistiocitica multifocal con necrosis
trofoblastica. Todas las lesiones fueron altamente compatibles con la neosporosis. Neospora
caninum fue detectado intralesionalmente por IHQ en el cerebro y por PCR en el mismo
tejido (Tabla suplementaria 1). Se detecto BVDV por RT-gPCR (ct 33.90) en pool de
organos fetales.

Se identifico6 BVDV-2b en ambos fetos por secuenciacion (GenBank MN186039 y
MN186040). La IHQ para la deteccion del antigeno BVDV fue negativa en los tejidos de
ambos fetos, incluyendo el cerebro, los pulmones y el bazo en el caso 7 y el cerebro, los
rifiones, el higado y el bazo en el caso 8. Segun estos resultados, infecciones

agudas/transitorias por BVDV, en lugar de PI, se sospecharon en ambos casos (tabla 1).
Andlisis filogenético

Como se muestra en la Fig. 4, el analisis filogenético revel6 que 4 de las cepas eran

BVDV-1ay las otras 4 BVDV-2b con valores de bootstrap de 71% y 63%, respectivamente.
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Figura 4: Arbol filogenético construido por el método Neighbor Joining utilizando 207 nt
de los 5'UTR del genoma BVDV. Las cepas uruguayas estan indicadas por puntos negros.
Las secuencias de referencia de las especies BVDV-1, BVDV-2 y HoBi-like Pestivirus se
recuperaron de Genbank para fines de comparacion. Una secuencia del Border disease virus
(BDV) se incluyd en el analisis como un grupo externo.
DISCUSION

Los diagndsticos de infeccion por BVDV en los 8 casos informados aqui se basaron
en la deteccién del genoma viral por RT-gPCR, junto con examenes patoldgicos detallados
para caracterizar las lesiones y la IHQ para identificar el antigeno BVDV en los tejidos de
los bovinos necropsiados. El subtipo BVDV involucrado en todos los casos se identificd
mediante la secuenciacién de la region gendémica 5'UTR. Se realizaron pruebas auxiliares
para identificar coinfecciones y descartar diagnosticos diferenciales caso por caso (Tabla
suplementaria 1; ver anexo 4). Las investigaciones de diagnostico en los 8 casos fueron
compatibles con diferentes resultados de infeccién por BVDV, incluyendo EM (caso 1y
eventualmente caso 6), transmision transplacentaria con posible infeccion fetal
transitoria/aguda (casos 2, 7 y 8), infecciones postnatales agudas (transitorias) asociadas con
coinfecciones por bacterias patdgenas, como Salmonella Typhimurium (caso 3) e
Histophilus somni (caso 4), o bacterias oportunistas, como Streptococcus sp. y E. coli (caso

5), o eventual infeccidn transitoria severa asociada con coccidios entéricos (caso 6).
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Los signos clinicos y los hallazgos patoldgicos en la vaquillona del brote 1 fueron
los que se describen tipicamente en la literatura para casos de EM (Brodersen, 2014; Uzal et
al., 2016). La deteccion del genoma viral y la localizacion del antigeno BVDV
intralesionalmente por IHQ confirmaron el diagndstico etioldgico, mientras que otras causas
de colitis necrotizante, como Salmonella spp. y el coronavirus bovino, se descartaron (Uzal
etal., 2016).

Para la observacion de caso de EM se requiere la presencia de animales Pl infectados
congénitamente con BVDV, que son la principal fuente de infecciones en los rodeos. Los
bovinos PI son transmisores virales de por vida e inmunotolerantes a la cepa NCP con la que
estan infectados porque sus sistemas inmunes no reconocen los antigenos BVDV como
extrafios, lo que lleva a una replicacién viral extensa en las células (Brodersen, 2014; Uzal
et al. 2016). En nuestro caso, se confirmo la viremia identificando BVDV-1a en el suero,
mientras que la IHQ permitié detectar abundante antigeno viral en los tejidos del eséfago,
intestino delgado y grueso, que mostraron lesiones tipicas de EM. La EM se produce en
animales PI cuando la cepa NCP BVDV se convierte en el biotipo citopatico mediante
mutacion, recombinacién y/o reordenamientos gendémicos. En general, la proteasa viral
NS2/3 que contiene la cepa NCP se divide en NS2 y NS3 en las cepas citopaticas (Peterhans
et al., 2003; Lanyon et al., 2014). Esto da como resultado una infeccion devastadora que
destruye las células huésped, a las cuales el sistema inmune del animal no puede responder
(Uzal et al., 2016).

Los terneros Pl recién nacidos pueden ser clinicamente normales, débiles, nacer mas
pequefios de lo normal o mostrar retraso en el crecimiento; sin embargo, la mayoria muere
de EM antes de los 2 afios (Lanyon et al., 2014; Uzal et al., 2016), que es el mismo rango de
edad de la vaquillona con EM en el caso 1. El novillo de 4 afios en el brote 5 (caso 6) presentd
histologia intestinal severa lesiones compatibles con EM, aunque no se observaron lesiones
macroscopicas tipicas de EM en el tracto digestivo. Esto refuerza la idea de que los animales
PI pueden permanecer asintomaticos en los rodeos durante més de dos afios, perpetuando la
infeccion y la enfermedad. En los bovinos PI, la IHQ debe mostrar una inmunomarcacion
fuerte en todos o la mayoria de los tejidos y 6rganos, ya que la infeccidn en estos animales
es diseminada, y los tejidos generalmente contienen altas cargas virales (Bielefeldt-Ohmann
et al., 2008). La fuerte inmunomarcacion intra y extralesional generalizada en los pulmones,
intestinos, higado y rifiones del caso 6, junto con el genoma viral detectado en el suero,

indicaron que este novillo era virémico y probablemente representaba un animal PI.
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Las respuestas fetales a la infeccién por BVDV estan influenciadas principalmente
por la edad gestacional, la respuesta inmune fetal y el biotipo y subtipo viral (Bielefeldt-
Ohmann et al., 2008; Kelling & Topliff, 2013). Los abortos a los 6-8 meses de gestacion
identificados como casos 2 y 8 probablemente fueron causados por N. caninum dada la
naturaleza de las lesiones fetales, que eran tipicas de este protozoo, y su deteccion
intralesional a través de IHQ en el cerebro y miocardio, asi como por PCR en el cerebro en
ambos casos. Sin embargo, las coinfecciones con BVDV-1a (caso 2) y BVDV-2b (caso 8)
se identificaron mediante RT-gPCR y secuenciacion, lo que indica una circulacion
transplacentaria y la transmision de ambas especies y subtipos virales en estos fetos. Debido
a que los fetos infectados con cepas de BVDV NCP antes del cuarto mes de gestacion
generalmente son inmunotolerantes al virus y, por lo tanto, desarrollan infecciones
persistentes, la carga viral en los tejidos fetales de Pl generalmente es alta y detectable por
IHQ (Bielefeldt-Ohmann et al., 2008). Por el contrario, en nuestros fetos (casos 2, 7'y 8), el
virus no fue detectado por IHQ, aunque fue identificado por RT-qPCR, lo que sugiere que
la carga viral puede haber estado por debajo del limite de deteccion de IHQ e indirectamente
sugiere que en estos fetos las infecciones fueron agudas (transitoria). No se pudo determinar
el papel de las infecciones por BVDV-1ay BVDV-2b como causas de abortos en estos casos.
Curiosamente, en un estudio realizado en ganado lechero, se supuso que la inmunosupresion
inducida por BVDV contribuia a la ocurrencia de abortos debido a N. caninum (Bjérkman
et al., 2000), aunque se necesitan investigaciones mas detalladas para confirmar la posible
asociacion sinérgica entre estos agentes (Quinn et al., 2004).

Los fetos que sobreviven a las infecciones por cepas NCP de BVDV antes del dia 90,
y mas raramente hasta el dia 125 de gestacion, desarrollan inmunotolerancia al virus y nacen
Pl (Grooms, 2004). Se reporta que la inmunotolerancia estad mediada por la capacidad del
virus para inhibir la produccién de interferén tipo | en las células fetales infectadas,
permitiendo que la infeccién persista (Charleston et al., 2001). Sin embargo, dependiendo
de la edad gestacional y la cepa viral, la infeccion transplacentaria también puede provocar
la muerte embrionaria o fetal, causando reabsorcion, momificacion, aborto, malformacione
congénita o nacimiento de terneros clinicamente sanos (Moennig & Liess, 1995; Kelling &
Topliff, 2013).

El subtipo de BVDV del feto del caso 2 (brote 2) identifico BVDV-1a, mientras que
para los fetos del caso 7 y 8 (brote 6), el subtipo identificado fue el BVDV-2b. Bielefeldt-
Ohmann et al. (2008) informaron que tanto BVDV-2 como BVDV-1b tienen un tropismo
tisular similar, aunque BVDV-2 atraviesa la placenta mas rapidamente. Ademas, la
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inmunomarcacion antigénica en los tejidos fetales fue mas intenso para BVDV-2 que para
BVDV-1b (Bielefeldt-Ohmann et al., 2008). En los 3 fetos evaluados en nuestro estudio, la
IHQ para BVDV fue negativa en todos los tejidos analizados, independientemente de la
especie y subtipo viral infectante. Este hallazgo sugiere que los fetos no eran Pl, sino que
estaban infectados de forma aguda (transitoria), lo que puede haber contribuido o no al
aborto debido a N. caninum en los casos 2 y 8 como se discutié anteriormente. Cuando la
infeccion ocurre en el ultimo tercio de la gestacion, el sistema inmune fetal bovino esta
suficientemente desarrollado para responder al virus, siendo comparable con una infeccion
postnatal transitoria (Baker,1995; Moennig & Liess, 1995). En nuestro estudio no se
realizaron ensayos seroldgicos para evaluar si estos fetos habian desarrollado respuestas
humorales especificas al BVDV.

Las infecciones por BVDV agudas (transitoria) son en gran parte subclinicas o
causan signos clinicos leves, aunque pueden inducir leucopenia (linfopenia, monocitopenia)
y reducir la produccion de anticuerpos y la liberacion y funcion de neutréfilos, lo que resulta
en inmunosupresion. Dicha inmunosupresidn favorece las infecciones bacterianas y/o virales
secundarias (Uzal et al., 2016) que pueden contribuir a enfermedades respiratorias,
digestivas o septicémicas (Fulton et al., 2000; Uzal et al., 2016). En los tres animales de los
brotes 3 y 4 (casos 3 a 5), la infeccion por BVDV probablemente contribuy6 a la aparicion
de histophilosis neumédnica (caso 3), salmonelosis entérica y septicémica (caso 4) y
septicemia o infeccion urinaria por patégenos oportunistas como Streptococcus sp. y E. coli
(caso 5). Estas coinfecciones se confirmaron aislando los agentes bacterianos involucrados
en cada caso, y su papel patogénico se establecid evaluando las lesiones compatibles con las
causadas por estos agentes en los respectivos examenes patoldgicos.

La adquisicion de animales sin verificar su “estatus de infeccién por BVDV es un
factor de riesgo importante para la infeccion por este virus en rodeos bovinos. Esto esta
directamente relacionado con la introduccion de animales Pl que pueden transmitir la
infeccion o nuevas cepas virales a los rodeos (Solis-Calderon et al., 2005; Luzzago et al.,
2008; Talafha et al., 2009; Saa et al., 2012). En 3 de los brotes reportados aqui (brotes 3-5),
la informacién anamnésica reveld que los bovinos de diferentes origenes se introdujeron y
se mezclaron en los rodeos sin pruebas previas de BVDV, lo que posiblemente contribuyo a
diseminar y propagar infecciones y enfermedades entre predios. Detectar y eliminar el
ganado infectado de los rodeos es clave para controlar las infecciones por BVDV.

El BVDV-2 generalmente se considera mas virulento y frecuentemente se relaciona

con enfermedad y causan la muerte (Baker, 1995; Fulton et al., 2000). Sin embargo, en un
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estudio realizado en los E.E.U.U., tanto el BVDV-1 como el -2 fueron diagnosticados en
bovinos con manifestaciones clinicas respiratorias y digestivas, asi como en bovinos
necropsiados (Fulton et al., 2000), siendo BVDV-1 la especie mas comun (Fulton et al.,
2000; Fulton et al., 2005) BVDV-1a (casos 1, 5y 6) y BVDV-2b (casos 3 y 4) se
identificaron en vaquillonas y novillos en nuestro trabajo, lo que indica que ambas especies
estan relacionadas con la morbilidad y mortalidad posnatal en bovinos en Uruguay. En otros
paises de América del Sur, se ha informado enfermedad clinica para BVDV-1a, -1b, -2ay -
2b en Argentina (Odeon et al., 2003; Gonzalez et al., 2012; Pecora et al., 2014), BVDV-1b
-1d, -1i y -2b en Brasil (Lunardi et al., 2008; Santos et al., 2011; Bianchi et al., 2017,
Mosena et al., 2017) y BVDV-1a, -1b y -1c en Chile y Peru (Pizarro-Lucero et al., 2006;
Stahl et al., 2009).

Aunque el ternero expuesto al BVDV en el Utero constituye una parte significativa
de las presentaciones clinicas, los casos de infeccion postnatal aguda pueden ser fuentes
significativas de pérdidas directas (Ridpath et al., 2010). Varias de las muertes reportadas en
los brotes 3y 4 (casos 3-5) probablemente se debieron a infecciones agudas (transitoria) de
BVDV agravadas por infecciones bacterianas secundarias. La arteriolitis observada en el
caso 3 es una lesion que se encuentra con frecuencia en los casos de BVDV (Uzal et al.,
2016), mientras que no es un hallazgo tipico en la salmonelosis (Pecoraro et al., 2017), el
agente con el que se coinfectd esta ternera. Este caso presentd lesiones tipicas de ambos
agentes, y aunque Salmonella Typhimurium puede causar enfermedad y muerte por si
misma, también se comporta como un patdégeno oportunista y, por lo tanto, en este caso, el
BVDV puede haber predispuesto a la salmonelosis clinica. La evidencia adicional de
infeccion agudas (transitoria) en estos casos incluyd la deteccion de antigenos intralesionales
de BVDV por IHQ en solo algunos de los tejidos de la ternera.

La IHQ realizada en este estudio utiliz6 un anticuerpo primario monoclonal
comercial contra la glucoproteina 55 del BVDV (glucoproteina E2 de la envoltura) fabricado
con la cepa BVDV NADL. Aunque este anticuerpo se une y reacciona de forma cruzada con
la mayoria de las cepas de BVDV, no se une a algunas cepas (como el Oregon C24V
utilizado para producir vacunas en los E.E.U.U.) segun el fabricante y la informacion
publicada (Vickers & Minocha, 1990). La principal glucoproteina E2 es la glucoproteina
mas variable e inmunodominante en BVDV, y como tal, algunas cepas pueden no unirse a
este anticuerpo (Kalaycioglu et al.,, 2012). Nuestros resultados indicaron que este
procedimiento permitid identificar al menos cuatro cepas de campo uruguayas: tres cepas de
BVDV-lade los brotes 1, 4y 5, y una cepa de BVDV-2b del brote 3. Sin embargo, se deben
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realizar estudios adicionales de neutralizacion cruzada para evaluar si este anticuerpo
reacciona de forma cruzada con otras cepas locales de BVDV de campo, ya que se ha
identificado que la reactividad reducida de los anticuerpos anti-BVDV causa falla en la
deteccion de los aislados de campo (particularmente BVDV-2a) (Yan et al., 2016).

En Uruguay, un estudio seroldgico realizado en bovinos de carne en 2000-2001
indicd que el 69% de 6358 animales eran seropositivos y que el 100% de 230 rebafios tenian
al menos un animal seropositivo (Guarino et al., 2008). Incluso con una alta circulacion viral
en la poblacién bovina del pais, solo el 3% de los agricultores implementan vacunas
preventivas (Guarino et al., 2008). Mas recientemente, se exploraron infecciones activas de
BVDV en bovinos en Uruguay en un estudio en el que se analizaron 390 muestras de suero
de 14 rodeos para buscar antigenos virales mediante ELISA de captura y para genomas
virales mediante RT-qPCR. Dieciséis (4,1%) de estos animales fueron positivos por ambas
técnicas (Maya et al., 2016), lo que sugiere que eran animales Pl y/o infecciones agudas
adquiridas postnatalmente. Curiosamente, la tasa de mortalidad fue del 3.5% en el rodeo con
EM del brote 1 en nuestro estudio, lo que sugiere, hipotéticamente, que el 3.5% de los
animales de este rodeo podrian haber sido animales PI, un valor cercano al encontrado por
Maya et al. (Maya et al., 2016). Aunque la prevalencia de los animales Pl en un rodeo es
generalmente menor al 2%, puede llegar al 25-30% en rebafios donde muchas vacas y/o
vaquillonas estuvieron expuestas a cepas de NCP BVDV durante la gestacion (Uzal et al.,
2016).

El Unico estudio publicado para explorar la diversidad genética de BVDV en
Uruguay encontré que la especie y subtipo principal era BVDV-1a (Maya et al., 2016).
Casualmente, este subtipo se encontr6 en el caso de EM (brote 1) y en los brotes 2, 4 y 5
descritos aqui, lo que indica que, ademas de ser frecuente, este subtipo esta asociado con
enfermedades y muerte en el ganado, lo que no tiene precedentes en Uruguay en la literatura
cientifica. Segin nuestros resultados, BVDV-2b también puede considerarse como una
causa importante de enfermedad en Uruguay. Ademas, este trabajo amplia la distribucion
geografica (sur) y el biotipo de bovinos infectado (lecheros) en Uruguay para BVDV-2b, ya
que este subtipo se habia detectado anteriormente solo en un bovino de carne en el
departamento de Rivera, en el norte de Uruguay (Maya et al., 2016).

Las vacunas disponibles comercialmente para la prevencion del BVDV en Uruguay
se fabrican con virus inactivado y solo pueden proporcionar proteccion parcial, a diferencia
de las vacunas vivas modificadas utilizadas en otras regiones (Newcomer et al., 2017),

incluyendo paises sudamericanos como Brasil (Boehringer Ingelheim, 2018).
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Investigaciones recientes en Argentina han llevado al desarrollo de una vacuna de subunidad
de BVDV expresada en un baculovirus, basada en una glucoproteina E2 fusionada a un
anticuerpo de cadena sencilla que se dirige a las células presentadoras de antigeno (Pecora
etal., 2015). La inmunogenicidad de esta vacuna se probd en cobayas y bovinos, y el ganado
inmunizado desarroll altos niveles de anticuerpos neutralizantes contra BVDV hasta un afio
después de la inmunizacion. Sobre la base de estos resultados, la vacuna se registrd y se
comercializa como la primera vacuna de subunidad argentina para los bovinos (Vetanco,

2019). Queda por abordar si estas vacunas protegen contra las cepas uruguayas de BVDV.

CONCLUSIONES

El BVDV esta asociado con enfermedades y mortalidad en bovinos de carne y leche
en Uruguay. Se necesitan estudios mas extensos y sistematicos para determinar los efectos
epidemioldgicos y econdmicos del BVDV para los bovinos en Uruguay, asi como la
distribucion y frecuencia de las diferentes especies/subtipos involucrados con casos clinicos.
Los andlisis de costo-beneficio y los estudios de factibilidad podrian ayudar a establecer

programas preventivos y de control para BVDV a nivel de rodeos, regional y nacional.
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10. CAPITULO 5: DETECCION DE Tritrichomonas foetus POR PCR
EN ESMEGMA PREPUCIAL DE TOROS EN URUGUAY

RESUMEN

La tricomoniasis bovina es una enfermedad venérea causada por Tritrichomonas foetus,
responsable de pérdidas econdmicas principalmente por infertilidad y aborto en vacas y
vaquillonas. El diagndstico se basa en el cultivo del protozoario y/o su deteccidn por técnicas
moleculares. En Uruguay el reporte mas reciente del parasito data de 2005 en un feto bovino
abortado. El objetivo de este trabajo es comunicar la deteccion de T. foetus en esmegma
prepucial de toros de Uruguay. Se evaluaron 310 muestras de esmegma prepucial de 121
toros de tambos y 189 toros de sistemas productivos de carne, mediante PCR y cultivo para
T. foetus. Los animales provenian de 56 establecimientos (32 lecheros, 29 carniceros y 5
mixtos) distribuidos en 12 departamentos. En 2,25% (7/310) de las muestras se identificd T.
foetus por PCR seguida de secuenciacion genomica de los amplicones para la confirmacion,
mientras que ninguna muestra fue positiva por cultivo. Se observé un 5% (6/121) de
positivos en los animales destinados a la produccién lechera, todos ellos provenian del
mismo establecimiento. EI ADN del parésito se detect6 en 1 (0,5%) de los 189 toros de carne
que se analizaron. El 3,4% (1/29) y 3,1% (1/32) de los establecimientos evaluados que tenian
toros de carne y leche, respectivamente, fueron positivos a T. foetus. La PCR permite la
deteccion de ADN de T. foetus en muestras prepuciales de toros negativas por cultivo. La
infeccion por T. foetus podria estar subestimada debido al uso del cultivo como Unico método
de diagnostico.

Palabras clave: enfermedad venérea, PCR, tricomoniasis bovina, Tritrichomonas foetus,
Uruguay

INTRODUCCION

La tricomoniasis bovina es una enfermedad venérea causada por el protozoario
extracelular flagelado maévil Tritrichomonas foetus (Rae & Crews, 2006). La enfermedad
estd mundialmente distribuida (Yao, 2013), principalmente en regiones que utilizan la monta
natural como manejo reproductivo (Rae & Crews, 2006).

Los toros son portadores asintomaticos y diseminadores del protozoario. La
transmision ocurre principalmente en el momento del coito, aunque también puede ocurrir
por inseminacion artificial (IA) ya que T. foetus puede permanecer viable en semen
criopreservado (Egleasome & Garcia, 1992). El parasito se aloja en las criptas prepuciales y
en la mucosa peneana de los toros sin afectar la libido (BonDurant, 2005). En condiciones
in vitro el parasito altera la motilidad progresiva de los espermatozoides, lo que sugiere una
posible influencia negativa en la calidad seminal (Ribeiro et al., 2010).

La enfermedad afecta directamente el desempefio reproductivo de las hembras,
pudiendo obtenerse entre 45,3% y 57% de vacas no prefiadas al final del servicio v,
consecuentemente, una reduccion del 14% al 50% de la cantidad de terneros al pie de las
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madres (Ondrak, 2016). Esto se debe a que la infeccidn en vacas y vaquillonas suele resultar
en infertilidad, muerte embrionaria, piometra poscoital, aborto o maceracion fetal
(BonDurant, 2005; Ondrak, 2016; Rae & Crews, 2006). Se ha estimado que las pérdidas por
vaca infectada con T. foetus en lecherias de California, EEUU, han alcanzado los US$665
(Goodger & Skirrow, 1986). No se reportan en paises de Sudamérica estimaciones del
impacto econdmico de esta enfermedad.

Teniendo en cuenta el habitat de T. foetus, el diagndstico de tricomoniasis bovina se
ha basado en el cultivo microbioldgico y la examinacion microscopica de muestras clinicas
de esmegma prepucial de toros (Clark & Diamond, 2002; Schonmann et al., 1994). Cuando
se producen pérdidas gestacionales, el mucus cervicovaginal de vacas/vaquillonas afectadas,
y los organos y fluidos de los fetos abortados representan muestras adecuadas para el
diagnostico (Bondurant, 2005).

Tritrichomonas foetus también puede ser detectada mediante amplificacion de
secuencias de ADN ribosomal por PCR convencional con cebadores especificos que
permiten la amplificacion del gen 5.8S y secuencias ITS1 e ITS2 del parasito (Felleisen et
al., 1998). Tambiéen se han desarrollado protocolos de PCR cuantitativa o en tiempo real
(gPCR) que proporcionan ademas de alta especificidad, una alta sensibilidad (McMillen &
Lew, 2006), aunque este Ultimo abordaje es méas costoso que la PCR convencional
(Oyhenart, 2018).

La tricomoniasis bovina esta reportada en Argentina como una enfermedad
persistente en los establecimientos, con una prevalencia predial que varia del 3% al 19,4%
en diferentes regiones del pais (Molina et al., 2018; Rojas et al., 2011; Suérez et al., 2008).
En la provincia de La Pampa se implementd, primero en forma voluntaria y actualmente de
forma obligatoria, el Programa Provincial de Control y Erradicacion de enfermedades
venéreas bovinas (tricomoniasis bovina y campilobacteriosis genital bovina). Este programa
demostrd ser eficaz, reduciendo la prevalencia predial de estas enfermedades de
aproximadamente 10% a 3% en un periodo de 7 afios (2007-2014) (Molina et al., 2018Db).
En Brasil, considerando distintos estudios regionales, la prevalencia a nivel de rodeos de
tricomoniasis bovina es de 1,88% a 66,7% (Alves et al., 2011; Filho et al., 2018; Oliveira et
al., 2015), con regiones donde no se reporta la enfermedad (Rocha et al., 2009).

En Uruguay la enfermedad se diagnosticd por primera vez en la década de 1940 en
tambos, tanto en vacas como en fetos abortados (Cassamagnachi & Cassamagnachi, 1943).
Varias décadas después se observé una frecuencia de 6,5% (50/768) de establecimientos

positivos al parasito en la cuenca lechera del pais (Errico et al., 1978; Herrera et al., 1986).
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La ultima referencia del parasito data del afio 2005, cuando se reportd su observacion por
campo oscuro en el liquido abomasal de un feto bovino abortado, en coinfeccion con
Campylobacter fetus venerealis (Easton, 2006), otro agente abortivo de transmision venérea.
En un estudio a nivel nacional en ganado de carne, se evaluaron por cultivo 1754 muestras
de esmegma prepucial de toros, sin deteccion de animales positivos para T. foetus (Repiso
et al., 2005).

Sin embargo, debido que no se han implementado masivamente programas de control
y erradicacion de tricomoniasis bovina en Uruguay, es esperable que la enfermedad continte
presente en los rodeos bovinos. El objetivo de este trabajo es comunicar la deteccion de T.
foetus en toros destinados a la explotacion de leche y carne en el pais.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de las muestras

Entre julio de 2016 y febrero de 2019, se obtuvieron 310 muestras de esmegma
prepucial de toros de 56 establecimientos distintos, localizados en 12 departamentos de
Uruguay (Tabla 1). Fueron muestreados 121 toros en sistemas productivos lecheros en 32
establecimientos y 189 toros de 29 predios de produccién de carne, 5 establecimientos tenian
toros de leche y carne (explotaciones mixtas). Los muestreos se realizaron de dos formas
distintas: 1) directamente en establecimientos con problemas de abortos (146 toros de 15
establecimientos) y 2) en dos plantas de faena, de toros sin conocimiento de los datos
reproductivos de los establecimientos. De los 15 establecimientos visitados, 13 eran tambos
y 2 predios dedicados a la ganaderia de carne, lo que correspondia a 98 y 48 toros
muestreados, respectivamente (Tabla 2). EI esmegma en estos toros se obtuvo por el método
de raspaje prepucial (Tedesco et al., 1977) utilizando raspadores estériles descartables. El
raspador se introdujo en el orificio prepucial, se alcanzé la mayor profundidad posible en la
cavidad prepucial y se realizaron entre 20 y 30 movimientos en sentido anteroposterior.
Posteriormente, el raspador se introdujo inmediatamente en tubos de 15 mL de capacidad
que contenian 8 mL de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) sumergiendo toda la
punta del raspador y transfiriendo la mayor cantidad posible del esmegma obtenido. Un
mililitro de suspension en PBS se transfirié inmediatamente a un medio de cultivo comercial
para tricomonas (CMO0161, Oxoid Ltd, Basingstoke, UK). Las muestras se enviaron a
temperatura ambiente al laboratorio de la Plataforma de Investigacién en Salud Animal de

Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) para su procesamiento.
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En los frigorificos, se obtuvieron muestras de 23 toros originarios de 19 tambos y de
141 toros de carne provenientes de 27 predios distintos. Para obtener las muestras de
esmegma prepucial, la parte externa del pene y el prepucio fueron recuperados postmortem
y se raspd la mucosa prepucial con una espatula descartable (Terzolo et al., 1992). Las
muestras se transfirieron a tubos con PBS estéril. La suspension asi obtenida se inocul6 para

cultivo como se describid arriba.

Cultivo de T. foetus

Para cultivo de T. foetus se utiliz6 el medio de cultivo Trichomonas (CM0161, Oxoid
Ltd, Basingstoke, UK) adicionado con cloranfenicol 1% (100 pg/L; ION S.A., Montevideo,
Uruguay) y suero bovino inactivado por calor en bafio maria (8%; 56°C por 30min),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Todas las muestras se incubaron a 37°C y
alicuotas del cultivo se examinaron en microscopio Optico cada 24 horas durante 7 dias
(BonDurant, 2005). Para verificar cada lote de medio de cultivo se inocularon al menos 5
tubos con una cepa viable de T. foetus mantenida en el laboratorio, siguiendo el protocolo

descrito anteriormente.

PCR para la deteccion de T. foetus

Para la extraccion de ADN, 2 mL de la suspension del esmegma en PBS se
centrifugaron a 9500 g por 1 minuto. Luego, el sobrenadante se descarto y la extraccion se
realizd sobre el sedimento utilizando el kit comercial “Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe
Miniprep Kit” (Zymo Research, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la deteccion de T. foetus se amplificd el gen que codifica para el ARNr 5.8S 'y
las regiones ITS1 e ITS2 utilizando los cebadores TRF-3  (5’-
CGGGTCTTCCTATATGAGACAGAACC-3%) y TRF-4 (5°-
CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA-3’ (Felleisen et al., 1998). Para cada reaccion se
utilizaron 2,5 pl de MgClz (256mM), 0,2 pl de dNTPs (10uM), 2,5 pl de albumina sérica
bovina (BSA, 1%), 2,5 ul buffer (10x), 0,5 ul de cada cebador, 0,1 pl de ADN polimerasa
Taq (5U; Invitrogen), 3 ul de ADN de la muestra y agua bidestilada hasta completar un
volumen final de 25 ul. La amplificacion se realizd en un termociclador “Applied
Biosystems ProFlex PCR System” (Thermo Fisher Scientific) utilizando un protocolo que
incluyd una desnaturalizacion inicial (94°C, 3 min); 30 ciclos de: desnaturalizacién (94°C,
30 s), hibridacion (65°C, 30 s) y extension (72°C, 60 s); y una extension final de 5 min a

72°C. Los productos amplificados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%,
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tefiido con Good View™ y se visualizaron en un fotodocumentador “Gel Doc™ EZ Imager”
(Bio-Rad). El tamafio del fragmento esperado (347 pb), se determiné comparando con
HyperLadder 100 pb (Bioline, UK).

Secuenciacion de los amplicones

Para confirmar que los fragmentos amplificados correspondian a T. foetus se realiz
la purificacion y secuenciacion en el servicio de Macrogen Inc. (Seul, Corea). Las secuencias
se ensamblaron y editaron utilizando el programa BioEdit (Version 7.2.5; Ibis Biosciences,
Carlsbad, CA) y se compararon con la base de datos del GenBank del NCBI utilizando la
herramienta BLAST (Altschul et al., 1997).

Tabla 1: Cantidad de toros de leche y carne muestreados segun el departamento de origen.

Departamento Total de toros muestreados
Lecheria Ganaderia de carne
Artigas - 37
Canelones 3 38
Cerro Largo 2 18
Colonia 70 -
Flores - 7
Florida 7 -
Paysandu 1 53
Salto - 20
San José 20 5
Treinta y tres - 11
Lavalleja 3 -
Soriano 15 -

RESULTADOS

Ninguna de las 310 muestras fue positiva por cultivo para T. foetus. La PCR reveld
que el 2,25% (7/310) de los toros analizados fueron positivos para este agente. De los toros
destinados a produccion de leche, 5% (6/121) fueron positivos, todos ellos pertenecientes al
mismo establecimiento de origen (establecimiento 9; Tabla 2). En los toros de carne, se
detectd un animal positivo de 189 (0,5%).

El establecimiento lechero positivo esta localizado en el departamento de Colonia,
los 6 toros positivos eran de la raza Normando y tenian entre 1,5 y 3,5 afios, los animales

habian sido muestreados por visitas al predio. El toro de carne positivo, un Hereford de 6
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afios, era originario de un establecimiento del departamento de Treinta y Tres, y habia sido
muestreado en un frigorifico.

Del total de rodeos evaluados, 3,5% (2/56) tenian animales positivos para T. foetus,
siendo un rodeo lechero y uno de ganado de carne. La frecuencia predial fue de 3,4% (1/29)
en rodeos de carne y de 3,1% (1/32) en rodeos lecheros. Ninguno de los 5 establecimientos
con explotacion mixta fue positivo.

En la secuenciacion genética, las muestras evaluadas tuvieron 100% de similitud con

T. foetus.

Tabla 2: Identificacion, departamento, tipo de explotacién y cantidad de toros muestreados
en los establecimientos visitados.

Id. Establecimiento Departamento Explotacion Cantidad de toros
muestreados
1 Colonia Lecheria 4
2 San José Lecheria 2
3 Florida Lecheria 1
4 Canelones Lecheria 1
5 Florida Lecheria 1
6 San José Lecheria 7
7 Colonia Lecheria 14
8 Colonia Lecheria 1
9* Colonia Lecheria 48
10 Colonia Lecheria 1
11 Lavalleja Lecheria 1
12 Lavalleja Lecheria 2
13 Soriano Lecheria 15
14 Paysandu Ganaderia 15
15 Paysandu Ganaderia 33

*Establecimiento con 6 toros positivos a T. foetus por PCR.

DISCUSION

En este trabajo se detectd por PCR la presencia de ADN de T. foetus en toros de leche
y de carne, aungue no se logro cultivar el agente. En Uruguay hacia mas de una década que
no se reportaba la circulacion de T. foetus en bovinos. En este estudio los toros y los
establecimientos fueron incluidos sin tener en cuenta su historia reproductiva.

Herrera et al., (1986) en la cuenca lechera del pais, evaluaron muestras de esmegma
prepucial, mucus vaginal y fetos y placentas de ganado abortado y determinaron una
frecuencia de T. foetus a nivel predial de 6,5% (50/768). Sumando curiosonamente, que entre
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los afios 1973 y 1985, solamente dos toros de carne evaluados fueron positivos a la infeccion
por este parasito. Similar a lo reportado en dicho trabajo, aproximadamente 30 afios después
nuestros resultados sugieren que T. foetus esta presente con mayor frecuencia en ganado
lechero que de carne, aunque la proporcion de predios con toros positivos fue similar en
ambos sistemas productivos.

Los principales factores de riesgo para la tricomoniasis bovina son: la cantidad de
toros en un mismo establecimiento, reproduccion por servicio (monta) natural, y extenso
periodo de servicio (servicio continuo) (Ondrak, 2016). En este trabajo todos los toros
positivos destinados a lecheria pertenecian al mismo establecimiento, donde habia 48 toros
en total, todos los cuales fueron incluidos en el muestreo. Rae et al., (2004) indican que los
predios que tienen mas de 10 toros por grupo de reproduccién tienen 3,9 veces mas
oportunidades de tener infeccidon por T. foetus. En Argentina, este Gltimo también es un
factor de riesgo para la infeccion por T. foetus, sumado el manejo reproductivo continuo
(Odds Ratio=1,59) (Molina et al., 2018a).

En Uruguay, 41,3% de los tambos usan servicio continuo como manejo reproductivo
(Schild, 2017). Se reporta que 50% de los predios lecheros en el pais usa Unicamente servicio
con toros (monta natural), y un 29% adicional utiliza la combinacién de monta natural con
IA, es decir que en el 79% de los tambos uruguayos la monta natural es el manejo de eleccion
(INALE, 2014). El uso de toros para repaso como manejo reproductivo en gran parte de los
establecimientos lecheros del pais minimiza el uso de grandes grupos de estos animales. Por
otro lado, la monta natural es un factor de riesgo que puede perpetuar el parésito y
consecuentemente la enfermedad en los rodeos.

La deteccion de T. foetus por PCR ha sido previamente reportada (Felleisen et al.,
1998; Gookin et al., 2002; Riley et al., 1995). Esta es una herramienta diagndstica rapida
independiente del cultivo que permite obtener resultados en pocas horas (Cobo et al., 2007;
Mutto et al., 2006), mientras que el cultivo requiere de una semana para la obtencion de
resultados negativos (Cobo et al., 2007). La PCR convencional tiene una sensibilidad y
especificidad de 78-98,38% y 93,75-96,7% respectivamente, mas altas que las pruebas de
cultivo (Cobo et al., 2007; Ho et al., 1994; Mukhufhi et al., 2003; Mutto et al., 2006).

Si bien los cebadores utilizados en este trabajo se reportan como especificos para T.
foetus, Felleisen et al., (1998) reportaron que con estos mismos cebadores también
amplificaron el ADN de Tritrichomonas mobilensis y Tritrichomonas suis. T. mobilensis es
un parasito intestinal que ha sido identificado en monos ardilla (Saimiri spp.) (Culberson et

al., 1986) y T. suis se encuentra en la cavidad nasal y el tracto digestivo de los cerdos (De
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Carli & Guerrero Ramirez, 1975). Sin embargo, més recientemente la similitud morfoldgica,
genética y de patogenicidad entre las cepas de T. foetus y T. suis estan siendo ampliamente
discutidas. Los autores indican que estas dos especies de Tritrichomonas son identicas,
proponiendo cambio en la nomenclatura de T. suis, ya que es sindnimo de T. foetus (Tachezy
etal., 2002; Lun et al., 2005; Slapeta et al., 2012). Los factores arriba mencionados sugieren
que la posibilidad de observacion de T. mobilensis en muestras de esmegma prepucial bovino
es baja y que la reaccion cruzada con T. suis no influye en el diagndstico ya que es una cepa
equivalente a T. foetus en todos los aspectos. La secuenciacion realizada desde las muestras
positivas por PCR en ese estudio demostré 100% de similitud con T. foetus, lo que refuerza
la confiabilidad de los resultados positivos.

La sensibilidad de la PCR convencional puede ser mejorada utilizando la g°PCR para
la deteccion de T. foetus (Dufernez et al., 2007; McMillen & Lew 2006), sin embargo, esta
técnica no esta ampliamente distribuida en los laboratorios veterinarios en Uruguay, entre
otros motivos porque requiere técnicos altamente calificados para su ejecucion y la
validacién e interpretacion de los resultados, asi como equipos y reactivos especificos
costosos (Oyhenart, 2018).

En este estudio no fue posible aislar T. foetus. Este resultado puede deberse a
diferentes factores que promueven una sensibilidad relativamente baja para el cultivo (Yao,
2013). Perez et al., (2006) reportaron una sensibilidad y especificidad de 72% y 95,4%,
respectivamente, a partir un muestreo de 2838 toros usados para produccion de carne.
Debido al alto costo de un resultado falso negativo o positivo a T. foetus, es primordial
utilizar pruebas que permitan identificar la mayor cantidad de verdaderos positivos y
negativos. Con esta intencion, y para lograr una comparacion entre las dos pruebas mas
comunmente usadas, utilizamos el cultivo y PCR de forma simultanea sobre las mismas
muestras (Cobo et al., 2007), aumentando asi la probabilidad de deteccién de animales
positivos, incluso animales que podrian estar recientemente infectados.

El cultivo de T. foetus directamente de esmegma prepucial representa un desafio para
los laboratorios diagndsticos ya que el medio de cultivo utilizado promueve el crecimiento
de otros microorganismos. Esto afecta directamente el crecimiento de T. foetus, por la
replicacion mas rapida de la microbiota acompafiante y la acumulacion de sus productos
metabolicos que disminuyen el pH del medio (Clothier et al., 2015). A su vez, la
contaminacion de las muestras con materia fecal es otro inconveniente. En las heces puede
haber protozoarios sapréfitos no patogénicos, como Tetratrichomonas spp.,

Pentatrichomonas hominis y Pseudotrichomonas spp. que crecen en el medio de cultivo
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utilizado y son similares en tamafio, forma y motilidad a T. foetus (Dufernez et al., 2007).
Estas interferencias pueden conducir a un diagndstico incorrecto de tricomoniasis bovina
con importantes consecuencias debido a la eliminacién de toros sanos o la perpetuacion en

el uso de reproductores falsos negativos.

CONCLUSIONES

Tritrichomonas foetus es un patégeno que sigue circulando en Uruguay, tanto en
bovinos de leche como de carne. El cultivo del parasito es la prueba que mas se ha utilizado
para el diagnostico de tricomoniasis en el pais, aunque es posible que su empleo como Unica
técnica resulte en sub-deteccion de la infeccion por T. foetus. La PCR convencional podria
ser implementada en la rutina de los laboratorios de diagnostico veterinario para la deteccion
de este agente en muestras prepuciales de toros vivos o faenados, aunque se requieren
esfuerzos adicionales para la validacion de la técnica en nuestras condicioneses. Estudios
epidemioldgicos y de estimacion de pérdidas econdémicas deberian realizarse para
determinar la prevalencia y la real importancia de la tricomoniasis bovina para la ganaderia

uruguaya.
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11. CONSIDERACIONES FINALES

Los 5 trabajos que forman esta tesis son resultados parciales de un proyecto
(FSSA X 2014 1 105696 titulado “Causas y prevalencia de abortos y evaluacion de
indices reproductivos en rodeos bovinos lecheros con enfermedades abortivas en
Uruguay) del fondo Sectorial de Salud Animal, financiado por ANII e INIA, en el que
también se publicaron otros 4 trabajos correspondientes a la tesis doctoral de Melissa
Macias-Rioseco. En su conjunto, los resultados representan un avance en el conocimiento
de las enfermedades infecciosas abortivas que afectan el ganado lechero en Uruguay. Sin
embargo, la investigacion en enfermedades reproductivas en bovinos debe tener una
continuidad buscando encontrar formas de disminuir las pérdidas econémicas causadas por
estas y otras enfermedades reproductivas. Las pérdidas gestacionales, las altas tasas de
descarte y la mortalidad durante el periodo de cria en terneros limitan el crecimiento del
rodeo lechero de Uruguay.

Los resultados de este proyecto sugieren que la neosporosis bovina es una importante
causa de aborto en el rodeo lechero. Aunque no hay disponibles métodos de prevencion y
tratamiento de esta enfermedad aplicables masivamente a nivel de campo, se conocen
diversos factores de riesgo asociados a la misma. EI implemento de medidas de bioseguridad
en los tambos, como el descarte adecuado de fetos y placentas y el control de la poblacion
canina, restringiendo el acceso al alimento y agua consumidos por las vacas y minimizando
el contacto con las mismas, pueden disminuir la transmisién horizontal. El sacrificio
selectivo de bovinos positivos (en predios con bajas prevalencias), la reposicion con
vaquillonas no infectadas, la permanencia de hijas de vacas seronegativas y el entore de
vacas positivas con toros de carne son otras medidas que pueden ser aplicadas. Durante este
proyecto se identific6 ademas la necesidad de desarrollar una técnica de ELISA para
deteccidn de anticuerpos contra N. caninum, que sea accesible econdmicamente para los
productores y veterinarios que deseen controlar la neosporosis. Esta inquietud ha sido
transferida a otros grupos de investigacion que cuentan con las herramientas para el
desarrollo y validacion de estas técnicas en el pais.

El estudio de leptospirosis ha tomado impulso en estos ultimos afios en el pais.
Ademas de los resultados obtenidos dentro del proyecto mencionado arriba, se ha creado
recientemente un banco de cepas de Leptospira spp. aisladas de bovinos de Uruguay
(Zarantonelli et al., 2018). Se estima que aproximadamente 20% de las vacas eliminan
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Leptospiras patdgenas por la orina. A pesar de esto, la epidemiologia de la leptospirosis en
Uruguay merece ser mejor estudiada en futuros proyectos, para investigar el rol de estas
Leptospira spp. como causa de alteraciones reproductivas, estudiar la ocurrencia de brotes
de abortos por leptospirosis, que no fueron constatados en este proyecto, desarrollar vacunas
con los serogrupos circulantes en el pais y comprobar que las mismas sean seguras y eficaces.

La campilobacteriosis por Campylobacter fetus venerealis no fue diagnosticada en
los tambos estudiados en esta tesis. Sin embargo, considerando que fue una enfermedad
diagnosticada desde la década de 1970 en rodeos bovinos de Uruguay, sin que en este periodo
se haya instrumentado una campafia de control adecuada, y que hay reportes recientes de
abortos bovinos por este agente (Macias-Rioseco, 2019), es evidente que la enfermedad
continta ocurriendo en la cuenca lechera. Esto tiene importancia dado que 50% de los
tambos siguen utilizando Unicamente toros para el manejo reproductivo y 20% o mas utilizan
repaso con toros luego de la inseminacion artificial (INALE, 2014). Ademas, solamente
26,8% de los rodeos lecheros reciben vacunacion contra esa enfermedad (Federico
Fernandez, MGAP, comunicacion personal, 2018). Seguir desarrollando métodos de
diagnostico accesibles para los laboratorios veterinarios en diversas regiones del pais y
estudiar la eficiencia de las vacunas utilizadas en Uruguay es importante para establecer la
prevalencia, la importancia econémica y las formas de control de esta enfermedad.

Una situacion similar a la de la campilobacteriosis ocurre con la tricomonosis, que
después de no ser diagnosticada durante muchos afios, fue detectada por nuestro grupo
recientemente en ganado de leche y ganado de carne. En este caso el PCR desarrollado por
este proyecto es una herramienta que podrd ser utilizada por los laboratorios para
diagnostico, para estudios adicionales de epidemiologia y control.

Durante este estudio fueron identificados casos de infeccion por virus de la diarrea
viral bovina causando diferentes cuadros clinicos. Considerando que esta enfermedad, que
causa diferentes presentaciones clinicas, es responsable por numerosas pérdidas econémicas
en diversos paises, es evidente la necesidad de continuar los trabajos para determinar la
epidemiologia, importancia econémica y formas de control de esta enfermedad en Uruguay.

Un importante avance registrado durante el desarrollo de este proyecto es la puesta a
punto y estandarizacion de técnicas de diagndstico que permitiran, no solo el diagndstico,
sino también la continuidad de trabajos de investigacion para resolver problemas
relacionados a la epidemiologia, importancia econémica y formas de control de las

enfermedades reproductivas de los bovinos en Uruguay.
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13. ANEXOS

13.1. ANEXO 1:

CUESTIONARIO UTILIZADO EN EL TRABAJO NEOSPOROSIS,
LEPTOSPIROSIS, CAMPILOBACTERIOSIS, TRICOMONIASIS Y DIARREIA
VIRAL BOVINA EN RODEOS LECHEROS DE URUGUAY

o Identificacion:

INFORME n°; Fecha:

Nombre del Establecimiento:

Veterinario o Agronomo:

Tel / e-mail:

Propietario:

Tel / e-mail:

Encuestado: Rol:

Tel / e-mail:

Localidad y Departamento: DICOSE:

GEOREFERENCIACION:

RESPONSABLE:

e Datos generales del sistema productivo:

1- Tipo de explotacion (seleccione una opcion):

1.1-  Tambo bovino solamente ( )

1.2-  Explotacion mixta:
1.2-1. Tambo bovino y agricultura (venta de granos) ( )
1.2-2. Tambo bovino y cria bovina (produccién de carne) ( )
1.2-3. Tambo bovino e invernada/engorde (produccion de carne) ()
1.2-4. Tambo bovino, cria bovina e invernada/engorde (produccion de

carne) ()

1.2-5. Tambo bovino y cria ovina ( )

1.2-6. Tambo bovino y otra actividad no incluida arriba ( ) Cuél?

117




2. El emprendimiento es principalmente:

2.1-
2.2-
2.3-
2.4-

Comercial ()
Familiar con fines comerciales ( )

Familiar para consumo personal unicamente ( )
Otro ( ) ¢Cual?

3. Tamafio del establecimiento:

3.1-
3.2-

Superficie total del establecimiento (hectareas):

Superficie total del establecimiento dedicada al tambo:

4. Numero total de animales en el establecimiento?
4.1- Vacas (total):

4.1.1- Ordefie:
4.1.2- Secas:
4.1.3- Vaquillonas:
4.1.4- Toros:

4.1.5- Terneros:

5. Razas lecheras presentes en el tambo (seleccione todas las que corresponda):

5.1-
5.2-
5.3-
5.4-

Holstein/Holando ( )
Jersey ()

Otra raza pura ( ) ¢Cual?

Cruzas (mencione las razas usadas en el cruzamiento) ( )

6. Parametros productivos:

6.1-

6.2-
6.3-
6.4-
6.5-
6.6-
6.7-

Litros de leche producidos por vaca en ordefie por dia (promedio del Gltimo ciclo

productivo):

Relacion vaca en ordefie/vaca total (%):

Carga (total de vacas/hectarea):

Litros de leche producidos/hectarea/afio:

Litros corregidos a los 305 dias de lactancia:

Sélidos totales: Grasa: Proteina:

Nivel de lactosa: Primavera Verano Otofio Invierno

7. Destino de la leche producida:

7.1-
7.2-

7.3-

Venta a industria/cooperativa/usina lactea ( )

Industrializacion propia ( ). En caso de seleccionar esta opcion, mencione el/los
tipo/s de producto/s lacteo/s producidos:
Otro ( ) ¢Cuél?
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8. ¢Cuantas veces diarias se ordefian las vacas?
81- 1vez()
8.2- 2veces( )
8.3- 3wveces()
8.4- Masde 3 veces ()
9. En los ultimos 3 afios, el tambo ha vendido excedentes de:
9.1- Terneras (hembras). Si ( ) No ()
9.2-  Vaquillonas vacias. Si ( ) No ()
9.3-  Vaquillonas prefiadas. Si () No ()
10. Hay perros en el establecimiento? Si () No ( ) cuantos: Machos__ Hembras

10.1- Son: ( ) nacidos en el establecimiento () comprados ( ) adoptados?
10.2- Las hembras son castradas? ( ) Si ( ) No
10.3- Trabajan en el campo con las vacas? Si () No ()

10.4- Cual es la alimentacion?

10.5- Ha observado si los perros comen los restos fetales (feto y/o placenta) y carne de
bovinos muertos? Si( ) No ()
11. Se observan perros ajenos en el establecimiento? Si () No ()
12. Ha visto zorros? Si () No ()
13. Cerca del establecimiento, hay areas de montes y/o forestal? Si ( ) No ()

14. Cuando hay muerte de bovinos, cual es el destino de las carcasas?

15. Cuél es la fuente de agua? ( ) bebida/pozo ( ) tajamar ( ) laguna ( ) arroyo/cafiada
16. Lleva registro de datos del establecimiento? ( ) Si () No

16.1- Papel ( ) Digital ( ) Programa computadora ( ) ¢Cual?

17. Tipo de alimentacion:
17.1- 100% pastoril ( )
17.2- 100% estabulado con racién ( )
17.3- Base pastoril con suplementacion (racion) ( )
17.4- Base de racion con complemento de pastoreo ( )
17.5- Otro () ¢(Cudl?

18. Si se usa racion, indique: Comprada ( ) Producida ( )

18.1- Cudl es la manera de conservacion:

119



18.2- Se hace control de roedores: Si ( ) No ()
19. Hay aguadas cerca de los sitios de pastoreo de las vacas? Si( ) No ()

Manejo Reproductivo:

20. Cudl es el manejo reproductivo del establecimiento?

20.1- Inseminacion Artificial: Si( ) No ()

20.2- Compran semen: Si () No ()

20.3- Repaso con toros: Si ( ) No ()

20.4- Transferencia de embriones: Si ( ) No ()

20.5- Monta natural: Si ( ) No ()

20.6- Toros: Unicamente usado en este establecimiento ( ) prestado o compartido con
otro establecimiento ( )

21. Intervalo parto — primer servicio (dias):

22. Intervalo parto - concepcion (media del periodo de servicio en dias):

90 () 120( ) 150()
Tiene vacas atrasadas (>150): Si( ) No ()

23. Numero total de animales que fueron ofrecidos al servicio:

Vaquillonas Vacas >1 parto

24. Total prefiadas:

25. Total paridas:

26. Numero de animales que parieron en el afio anterior?
27. Duracion media de lactacion (dias):

28. Epoca de los partos:

ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL | AGO | SET | OCT | NOV | DIC

Problemas en el periodo Ene. — Dic. 2015:

Pre-parto
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29. Numero total de vacas que no se prefiaron:

Cuantas no fueron sometidas al servicio:

30. Sobre el celo:

Cuéntas tentativas de concepcion hasta el descarte: 1 (1) 2( )3 ( )>3()
Repeticion de celo: 1-5% ( ) 6-10% ( ) 11-15% ( ) >15% ()

Intervalo de celos (dias): 21 () 30 () 40( ) >40()
Tasa de abortos %:
- Tiempo de gestacion (meses):0-3 () 4-6() 7-9()

Observaciones:

Posparto

31. Ocurren retenciones de las placentas? Si ( ) No ( ) N°
32. Ocurren metritis? Si( )No () N°
33. Ocurren partos distécicos? Si ( )No () N°

Observaciones:

Terneros

34. Se ve muerte durante el parto:

Ninguna ( )1-5% () 6-10% () 11-15%( ) >15% ( )
35. Se ve mortalidad hasta las 48 horas postparto:

Ninguna ( )1-5% () 6-10% ( ) 11-15%( ) >15% ( )

Signos clinicos:

36. Se ve muerte hasta los 30 dias de vida:
ninguna ( )1-5% () 6-10% () 11-15% ( ) >15%( )

Signos clinicos:

37. Hay animales hasta los 2 afios con atraso en el crecimiento, menores ganancias de peso,

signos clinicos respiratorios y/o dermatitis? Si ( )No () N°
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Observaciones:

Registro de las vacas abortadas:

38. Hay diagnostico de enfermedades abortivas en el establecimiento? Si( ) No ()

38.1- Seroldgico: ( ) Cual:

38.2- Necropsia en fetos: ( ) Cuél:

38.3- Raspado en los toros: ()
Cual:

Manejo Sanitario

Vacunacién del rodeo contra:

Nombre comercial
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13.2. ANEXO 2:

Tabla suplementaria mencionada en el capitulo 4.

Tabla suplementaria 1: Pruebas de diagndsticos auxiliares serologicas y microbiolégicas realizadas en los 8
casos de infeccién por BVDV.

Caso No. (brote No.)

Prueba microbiologica (muestra): resultado

Prueba serologica (muestra): resultado

1 (brote 1)

Cultivo bacteriano selectivo para Salmonella
spp. en caldo tetrationato y agar xilosa-lisina-
desoxicolato (contenido intestinal) t: negativo.

Inmunohistoquimica para coronavirus bovino
(colon)®: negativo.

2 (brote 2)

Cultivo bacteriano aerobico en agar sangre y
agar MacConkey (placenta, pulmoén, higado y
liquido abomasal del feto)+: no hubo aisaldos.

MAT para Leptospira serovares
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Canicola, Hardjo Bovis, Hardjo
Prajitno y Wolfii (fluido toracico fetal) {:
Negativo en una diluicion de 1:10.

Cultivo bacteriano microaerobico en medio
Skirrow (placenta, pulmén, higado y liquido
abomasal del feto)t: no hubo aisaldos.

PCR{ para Leptospira spp. e IFDT (rifién e
higado del feto): negativo.

IFD para Campylobacter fetus (pulmdn, higado
y liquido abomasal del feto): negativo.

Inmunohistoquimica Neospora caninum
(cerebro, corazon)t: positivo.

Neospora caninum PCR (cérebro del feto)i:
positivo.

Cultivo para Tritrichomonas foetus en medio
Diamond (liquido abomasal del feto)+:
negativo.

3 (brote 3)

Cultivo bacteriano aerobico en agar sangre y
agar MacConkey (intestino, pulmén,
linfonodulos mesenterico y mediastinico)+:
Salmonella enterica aislada de linfonodulo
mesentérico e intestino. Escherichia coli aislada
de linfonodulo mediastinico.

Salmonella serotipo, Kauffman-White
esquema de clasificacién (Salmonella
enterica cepa aislada de cultivo bacteriano
aerobico): Salmonella enterica
Typhimurium.

RT-PCR para coronavirus bovino (intestino)§:
negativo.

RT-PCR para virus respiratorio sincitial bovino
(pulmén)*: negativo.

RT-PCR para el virus de la parainfluenza
bovina 3 (pulmdn)*: negativo.

PCR para el herpesvirus bovino tipo 1
(pulmén)8: negativo.

4 (brote 3)

Cultivo bacteriano aerobico en agar sangre y
agar MacConkey (intestino, pulmoén,
linfonodulos mesenterico y mediastinico)+:
Histophilus somni aisaldo de pulmén.

RT-PCR para virus respiratorio sincitial bovino
(pulmén)*: negativo.

RT-PCR para el virus de la parainfluenza
bovina 3 (pulmén)*: negativo.

PCR para el herpesvirus bovino tipo 1
(pulmon)8: negativo.
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5 (brote 4)

Cultivo bacteriano aerobico y anaerobico en
agar sangre, chocolate y MacConkey (rifin,
vejiga urinéria, pulmdn, higado, bilis)+:
Streptococcus sp. aislado de rifidn, Escherichia
coli aisalda de rifién, vejiga urinaria e higado.

Cultivo bacteriano selectivo para Salmonella
spp. en caldo tetrationato y agar xilosa-lisina-
desoxicolato (ciego, bilis): negativo.

6 (brote 5)

Cultivo bacteriano selectivo para Salmonella
spp. en caldo tetrationato y agar xilosa-lisina-
desoxicolato (linfonodulo mesentérico, heces):
negativo.

PCR para Mycobacterium avium
paratuberculosis (ileo, heces)}: negativo

RT-PCR para coronavirus bovino (intestino,
heces)8: negativo.

RT-PCR para Rotavirus grupo A (intestino,
heces)8: negative.

7 (brote 6)

Cultivo bacteriano aerobico en agar sangre y
agar MacConkey (pulmon, higado y liquido
abomasal del feto)t: no hubo aisalmiento de
patdgenos.

MAT para Leptospira serovares
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Canicola, Hardjo Bovis, Hardjo
Prajitno y Wolfii (fluido toracico del feto){:
Negativo en una diluicion de 1:10.

Cultivo bacteriano microaerobico en medio
Skirrow (pulmon, higado y liquido abomasal del
feto)t: no hubo aisalmiento de patdgenos.

PCR1 para Leptospira spp. e IFD¥ (rifidn e
higado del feto): negativo.

IFD para Campylobacter fetus (pulmdn, higado
y liquido abomasal)t: negativo.

PCR para Neospora caninum (cérebro del
feto)$: negativo.

Cultivo para Tritrichomonas foetus en medio
Diamond (liquido abomasal del feto)+:
negativo.

PCR para herpesvirus bovino tipo 1 (pool de
6rganos)§: negativo.

8 (brote 6)

Cultivo bacteriano aerobico en agar sangre y
agar MacConkey (placenta, pulmén, higado y
liquido abomasal del feto)t: E. coli aisalda del
pulmén y placenta.

MAT para Leptospira serovares
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Canicola, Hardjo Bovis, Hardjo
Prajitno y Wolfii (fluido toracico del feto){:
Negativo en una diluicion de 1:10.

Cultivo bacteriano microaerobico en medio
Skirrow (pulmon, higado y liquido abomasal del
feto)t: no hubo aisalmiento de patdgenos.

PCR] para Leptospira spp. e IFD¥ (rifion e
higado del feto): negativo.

IFD para Campylobacter fetus (pulmén, higado
y liquido abomasal)t: negativo.

Inmunohidtogquimica para Neospora caninum
(cerebro)t: positivo.

PCR para Neospora caninum (cerebro)i:
positivo.

PCR para herpesvirus bovino tipo 1 (pool de
0rganos)§: negativo.

IFD: inmunofluorescencia directa. PCR: reaccion en cadena de la polimerasa. RT-PCR: reverse transcriptasa-
PCR. MAT: prueba de microaglutinacion.
tPruebas realizadas en el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), La Estanzuela, Colonia,

Uruguay.
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° Pruebas realizadas en el “California Animal Health and Food Safety Laboratory”, University of California,
Davis, CA, USA.

1 Pruebas realizadas en el Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay.

§ Pruebas realizadas en el Laboratorio de Virologia Molecular, Universidad de la Republica, Salto, Uruguay.
* Pruebas realizadas en el Laboratorio de Virologia, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

{l Pruebas realizadas en el Division de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) Miguel C. Rubino, Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca, Montevideo, Uruguay.

a Pruebas realizadas en el Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica,
Montevideo, Uruguay.
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13.3. ANEXO 3
Publicaciones:
¢ Diagnosis of Bovine Genital Campylobacteriosis in South America: este trabajo

fue publicado en la revista Frontiers in Veterinary Science, el articulo se encuentra

disponible online:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6302017/

e Estudio comparativo de ELISAs comerciales para deteccion de anticuerpos en
la investigacion diagndstica del aborto asociado a Neospora caninum en rodeos de
bovinos lecheros de Uruguay: este trabajo fue publicado en la Revista Argentina de
Microbiologia, el articulo se encuentra disponible online:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0325754119300835

¢ Diseases associated with bovine viral diarrhea virus subtypes 1a and 2b in beef
and dairy cattle in Uruguay: este trabajo fue publicado en la Brazilian Journal of
Microbiology, el articulo se encuentra disponible online:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=diseases+associated+with+bovine+viral

+diarrhea+virus+subtype+la+and+2b+in+beef+and+dairy+cattle+in+uruguay

e Deteccion de Tritrichomonas foetus por PCR en esmegma prepucial de toros en
Uruguay: manuscrito enviado a la Revista de la Sociedad de Medicina Veterinaria del

Uruguay.
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