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RESUMEN

Gran parte de la economia de nuestro pais es esta basada en la ganaderia y
concretamente en la cria vacuna. Historicamente se han registrado porcentajes de
prefiez que oscilan entre el 65% y 82%. Los factores que influyen en dichos
porcentajes son multiples, pero uno de ellos son las enfermedades de transmision
venérea, como es el caso de la Campilobacteriosis Genital Bovina causada por la
bacteria Campylobacter fetus venerealis. Las dificultades en los analisis de laboratorio
para el correcto diagndstico de la enfermedad fue lo que origind este experimento. El
objetivo fue comparar dos técnicas de diagnéstico a partir de la misma muestra de
esmegma prepucial, la Reaccion en Cadena de Polimerasa en Tiempo Real (QPCR)
con la técnica de Cultivo y Aislamiento (técnica gold standard), para poder estimar la
sensibilidad y especificidad de la qPCR. Se obtuvieron 277 muestras de esmegma
prepucial de diferentes toros de descarte enviados a faena en el Frigorifico Schneck,
provenientes de 48 establecimientos diferentes. Las muestras fueron analizadas y
procesadas siguiendo con todas el mismo protocolo. Se sembraron en medio de
cultivo Skirrow y se realiz6 la gPCR en el la Seccién Genética Evolutiva de Facultad
de Ciencias dentro de las 6 horas luego de obtenidas en todos los casos. Se
obtuvieron 6 cultivos y aislamientos positivos de C. fetus, y 271 cultivos negativos. A
su vez, se obtuvieron 7 reacciones de qPCR positivas y 270 reacciones negativas. De
los 48 establecimientos de origen, se obtuvieron 5 positivos por cultivo y aislamiento,
y 6 positivos a qPCR. La sensibilidad estimada fue de 83,3 % (entre 45,2% y 100%),
y la especificidad del 99,3% (entre 98,1% y 100%). El valor de concordancia kappa
fue de 0,76 (error estandar de 0,13). Se obtuvo una proporcion de 2,2% de toros
portadores de C. fetus por cultivo y aislamiento y de 2,5% por gPCR, sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas. También se obtuvo una proporcion de
10,4% de establecimientos con presencia de C. fetus por cultivo y del 12,5% por gPCR
sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los dos resultados. En
conclusidn, la qPCR es adecuada como técnica de screening para detectar C. fetus
de forma directa del esmegma prepucial, ademas la bacteria sigue estando presente
en Uruguay en establecimientos de diferentes regiones y orientaciones ganaderas.



SUMMARY

A large part of the economy of our country is based on livestock and specifically on
breeding cattle. Historically, pregnancy rates have been between 65% and 82%. The
factors that influence these percentages are multiple, but one of them is venereal
diseases, such as Bovine Genital Campylobacteriosis caused by the bacterium
Campylobacter fetus venerealis. The difficulties in the laboratory analysis for the
correct diagnosis of the disease was what originated this experiment. The objective
was to compare two diagnostic techniques from the same sample of preputial smegma,
the Real Time Polymerase Chain Reaction (QPCR) with the Culture and Isolation
technique (gold standard technique), in order to estimate the sensitivity and specificity
of the gPCR. 277 samples of preputial smegma were obtained from different discard
bulls sent to slaughter at Frigorifico Schneck, from 48 different farms. The samples
were analyzed and processed following the same protocol with all of them. They were
sown in Skirrow culture medium and gPCR was performed at the Evolutionary
Genetics Section of the Faculty of Sciences within 6 hours after being obtained in all
cases. 6 positive cultures and isolates of C. fetus were obtained, and 271 negative
cultures. In turn, 7 positive gPCR reactions and 270 negative reactions were obtained.
From the 48 different farms, 5 were positive for culture and isolation, and 6 positives
for gPCR. The estimated sensitivity was 83.3% (between 45.2% and 100%), and the
specificity was 99.3% (between 98.1% and 100%). The kappa concordance value was
0.76 (standard error 0.13). A proportion of 2.2% of bulls with C. fetus was obtained by
culture and isolation and of 2.5% by gPCR, without finding statistically significant
differences. A proportion of 10.4% of establishments with the presence of C. fetus by
culture and 12.5% by gPCR was also obtained, without finding statistically significant
differences between the two results. In conclusion, gPCR is suitable as a screening
technique to detect C. fetus directly from the preputial smegma, in addition the
bacterium continues to be present in Uruguay in establishments in different regions
and livestock orientations.



1. INTRODUCCION

En el pais hay mas de 40.000 establecimientos ganaderos, ocupando cerca de 15
millones de hectareas de pastoreo, siendo la gran mayoria predios familiares y de
explotacion mixta, es decir cria de vacunos y lanares en el mismo predio. Estos
establecimientos se ubican principalmente en centro, norte y este del pais. Uruguay
es de los paises que tienen una mayor relacion de vacunos y ovinos por habitante
(casi 4 vacunos/habitante) y son mayormente criados en condiciones de campo
natural (MGAP-DIEA, 2019). Esto ultimo sumado a que ademas es uno de los paises
libres de Encefalopatia Espongiforme Bovina (OIE, 2020) y que cada ternero cuenta
con trazabilidad individual, permitiendo su rastreo desde el nacimiento hasta etapas
de industrializacion y comercio, hacen que los productos carnicos sean reconocidos
por su excelencia a nivel internacional. A pesar de su reducida superficie el pais se
encuentra entre los 10 principales exportadores de lana peinada, leche en polvo y
carne vacuna congelada en el mundo (ITC Trade Map, 2020). Sin embargo, los indices
de procreo en rodeos de carne uruguayos se han considerado bajos los ultimos afios
(MGAP-DIEA, 2019). Dentro de las causas que influyen negativamente en el
comportamiento reproductivo, se hallan factores nutricionales, de manejo e
infecciosos. En este ultimo, las enfermedades infecciosas causantes de trastornos
reproductivos, como infertilidad, aborto y pérdidas perinatales tienen gran importancia
econdémica y sanitaria (Easton, 2006).

La Campilobacteriosis Genital Bovina se encuentra dentro de las principales
enfermedades infecciosas que afectan la reproduccion en la regién. Campylobacter
fetus fue uno de los dos agentes bacterianos causantes de aborto mas aislados por
Campero at al. (2003) en Argentina. De la misma manera Easton (2006) destaca su
gran incidencia dentro de los agentes bacterianos aislados provenientes de fetos
abortados en Uruguay. Los toros son los principales difusores y reservorios de la
enfermedad pese a actuar de manera asintomatica no afectandose la libido ni la
calidad espermatica. Por dichas razones esta deberia ser la categoria objetivo a la
hora de diagnosticar la enfermedad en los rodeos (Silveira et al. 2018).

Dentro de las técnicas disponibles para su diagnéstico se encuentran el cultivo y
aislamiento, considerada la técnica gold standard, y Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) a tiempo final y tiempo real (QPCR). Las muestras pueden
obtenerse de tres formas distintas cuando existe sospecha de la enfermedad, estas
son: esmegma prepucial de toros, mucus ceérvico-vaginal de hembras vacias y/o que
hayan abortado y muestras de feto abortado (placenta, liquido abomasal, pulmén e
higado) (OIE, 2018).

Iraola et al. (2016) desarrollaron en Uruguay una gPCR que se dirige a una regién
Unica del gen 16S ARNr de C. fetus, con una sensibilidad de 100% obtenida a partir
de cepas de C. fetus, y una especificidad de 100% (con un intervalo de confianza del
95%), sin reaccion cruzada con otras especies bacterianas. El fundamento de este
experimento es poder comparar una prueba de detecciéon rapida (qPCR), con la
técnica de cultivo y aislamiento a partir de la misma muestra de esmegma prepucial,
con el fin de estimar la sensibilidad y especificidad de la gPCR. De esta manera, se
estima poder establecer un protocolo estandar de diagndstico como resultado de la
informacion generada (Delpiazzo, 2018).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Campylobacter fetus
Campylobacter fetus es una bacteria gram negativa perteneciente al phylum
Proteobacteria, el mas numeroso de todo el dominio Bacteria. Dentro de dicho phylum,
las épsilon proteobacterias son la clase mas pequefia y menos diversa. Dentro de
ésta, la familia Campylobacteraceae incluye los géneros Aliarcobacter, Arcobacter,
Arcomarinus, Halarcobacter, Malaciobacter, Poseidonibacter, Pseudoarcobacter,
Campylobacter, Candidatus Thioturbo y Sulfurospirillum (NCBI, 2021). Obtienen su
energia principalmente de aminoacidos o intermediarios del ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Su habitat es muy variable, desde tracto gastrointestinal de los
animales hasta yacimientos petroliferos o las fuentes hidrotermales (Eppinger et al.
2004; Gupta, 2006).
El género Campylobacter estda compuesto por bacterias con las siguientes
caracteristicas diagnosticas: Gram negativas, forma alargada, curvada o en espiral
que les da su nombre (del griego campylo: curvado), méviles gracias a la accion de
uno o dos flagelos polares, con metabolismo respiratorio de aminoacidos e
intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, no fermentan ni oxidan
carbohidratos, la mayoria microaerofilicos, las temperaturas Optimas de crecimiento
varian entre 25y 42°C (Penner, 1988). Campylobacter fetus es una de las 50 especies
actualmente conocidas del género (LPSN, 2021), tiene forma alargada y curvada,
mide 0,2 a 0,8 micras de ancho y 0,5 a 5 micras de largo; luego de 72 horas en placas
de agar-sangre forma pequefias colonias que varian en color desde blanco brillante
hasta marron claro. Necesita una atmaosfera con 10% de diéxido de carbono y 5% de
oxigeno para su crecimiento (Kiggins y Plastridge, 1958; George et al. 1978; Alves et
al. 2011,). Es capaz de crecer a 25°C, 37°C y 42°C (siendo mas lento su crecimiento
a esta Ultima temperatura).
Campylobacter fetus se divide en tres subespecies: C. fetus subsp. venerealis (Cfv),
C. fetus subsp. fetus (Cff) y C. fetus subsp. testudinum (Cft). Cff y Cfv fueron definidas
por caracteristicas ecoldgicas (preferencias de nicho, hospedero y presentacion
clinica). Cft posee una gran divergencia genética con respecto a Cff y Cfv; ademas de
presentarse en reptiles, es capaz de infectar humanos (Dingle et al. 2010; Patrick et
al. 2013; Fitzgerald et al. 2014). Cfv causa infertilidad crénica y abortos, se encuentra
exclusivamente en el tracto genital bovino, transmitiéndose via venérea, no pudiendo
sobrevivir en tracto digestivo (Bryner et al. 1964). Cff causa abortos esporadicos en
bovinos y ovinos, transmitida via oro-fecal, aunque también puede habitar tracto
genital y transmitirse via venérea de forma esporadica (Veron y Chatelain, 1973). La
subespecie testudinum es hallada en humanos y reptiles y no puede ser diferenciada
por pruebas fenotipicas convencionales, a la vez que presenta similitud en la
secuencia del gen 16S propia de la especie (Fitzgerald et al. 2014).

2.2 La campilobacteriosis genital bovina

Etiologia, transmision y patogenia

La campilobacteriosis genital bovina (CGB) es una enfermedad bacteriana, de
transmision venérea que provoca repeticion de celos, infertilidad temporaria y abortos
esporadicos; siendo su agente etiolégico Campylobacter fetus venerealis (Cfv),
aunque también puede encontrarse ocasionalmente Cff en el tracto genital tanto de
hembras como de machos. Debido a que Cff es capaz de provocar abortos
esporadicos, es conveniente contar con un meétodo de diagndstico que detecte ambas
subespecies.
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La transmision clasica ocurre por monta natural, aunque también se conoce del
contagio por inseminacion artificial a través del uso de semen contaminado (Mshelia
et al. 2010). Ademas, se reportaron casos donde el inseminador, en etapas previas a
la inseminacién en si misma, buscando signos secundarios de celo mediante la
introduccidn de la mano enguantada en vagina y posteriormente realizando el mismo
procedimiento en varias hembras sin haber cambiado de guantes (BonDurant, 2005).
En el caso de las vacas, se ha descrito que luego de la invasion de C. fetus hacia el
Utero, se produce una respuesta inflamatoria leve de la pared uterina, que hace de
este un ambiente inhospito para el embrién (Peterson y Newsam, 1964; Clark, 1971;
Schurig et al. 1974; Silveira et al. 2018).

Por otra parte, el macho puede infectarse al montar una vaca infectada o al utilizar
una vagina artificial contaminada para la extraccion de semen. En las criptas de la
region prepucial, C. fetus encuentra las condiciones microaerofilicas adecuadas para
su crecimiento y multiplicacion. A mayor profundidad de criptas, mejores las
condiciones para el crecimiento de esta bacteria, condicién que se ve favorecida a
mayor edad del toro. El toro queda como portador asintomatico, no habiendo invasién
sistémica ni a otros érganos reproductores (Samuelson y Winter, 1966; Corbeil, 1999;
Balzan et al. 2020). Si hay un toro infectado en un rodeo donde se utiliza 1 toro cada
40 vacas (2,5% de toros), el 60% de las vacas estarian siendo infectadas en un solo
ciclo estral (Newsam, 1960).

Signos clinicos

Clinicamente en las hembras se manifiesta con una vaginitis, cervicitis, salpingitis y
endometritis, lo que provoca fallas en la implantacion del embrion (Schurig et al. 1974).
Es de transmision venérea, siendo el toro infectado el principal dispersor de la
enfermedad, ya sea por monta natural o por inseminacion artificial (Mshelia et al. 2010;
Molina et al. 2013). Algo caracteristico de esta enfermedad, es encontrarse vacas ya
servidas retornando al estro, vemos en estos rodeos repeticién de celos e intervalos
entre servicios mas largos de lo normal, lo que al final se evidencia con bajas tasas
de prefiez, pudiendo ser tan bajas como del 10 al 30%, en un periodo de entore de 60
dias. Después de retornar al celo unas 2 a 4 veces, algunas vacas pueden quedar
prefiadas y mantener la gestacion, pero siempre un bajo porcentaje de ellas aborta
entre el 4°y 7° mes de gestacion. Los abortos presentan lesiones inespecificas, como
proliferacion linfoide y acumulacion focal de células mononucleares en la mayoria de
los 6rganos (Jeffrey y Hogg, 1988).

Diagndéstico

Partiendo de una correcta anamnesis y la presencia de los signos clinicos podemos
considerar la patologia en el rodeo, pero para un diagnéstico definitivo se requiere
confirmar la presencia del agente etiolégico mediante andlisis de laboratorio.

Muestras

Hay tres muestras distintas que pueden tomarse cuando se sospecha la enfermedad:
esmegma prepucial de toros, mucus cérvico-vaginal de hembras (vacias o que hayan
abortado), y muestras de feto abortado (placenta, liquido abomasal, pulmoén e higado
de feto abortado). Por otra parte, también hay tres técnicas de diagndstico
principalmente: cultivo y aislamiento, reaccion en cadena de polimerasa (PCR) a
tiempo final y en tiempo real e Inmunofluorescencia directa (IFD).

Comunmente el diagndstico de rutina se realiza a partir de muestras del macho, por
la practicidad. Ademas, es econdmico ya que se toman menos muestras por
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representar los toros un menor porcentaje del rodeo (Terzolo et al. 1992). La obtencion
de muestras de esmegma proveniente de los toros se puede obtener por aspiracion,
lavado, raspaje (Tedesco et al. 1977; Terzolo et al. 1992) o hisopado (Briano et al.
1973, citado por Terzolo et al. 1992).

La toma de muestras mediante aspiracion, o método de la pipeta, ha ido cambiando a
lo largo de los afios. Se solian utilizar las pipetas de Barlett (1949) (Terzolo et al. 1992),
un tubo de vidrio de 54cm con uno de sus extremos biselado, el cual era introducido
en la cavidad prepucial al tiempo que en el otro extremo se le colocaba un tubo de
latex por donde se aspiraba el material. Actualmente se utilizan las vainas azules
descartables de Cassou empleadas en inseminacion artificial con pastillas junto con
el dispositivo metélico de 45 cm por el cual se acopla (Terzolo et al. 1992).

El método del lavado consiste en introducir una solucion a la cavidad prepucial vy,
manteniendo cerrado el orificio prepucial manualmente, masajear vigorosamente por
1 minuto (Tedesco et al. 1977, Terzolo et al. 1992). Para ello se utiliza una pipeta de
inseminacion artificial a la que se le conecta un tubo de latex. Dicho tubo esta adosado
por su otro extremo a un frasco o jeringa que contiene la solucién PBS (Buffer Fosfato
Salino), y tras masajear se deja caer la muestra por gravedad a través de la goma
(Terzolo et al. 1992).

En cuanto al raspaje fue descrito por Tedesco et al. (1977) siguiendo el trabajo de
Sutka y Katai (1969) que usaba un instrumento metélico de 70 cm de largo y 3mm de
ancho que tenia soldado un extremo de 13 cm de largo y 8 mm de ancho y contaba
con 31 ranuras circulares para facilitar la acciébn de raspado a nivel de pliegues
prepuciales. Este objeto, previo lavado del orificio prepucial, era introducido y guiado
al aspecto antero-dorsal del pene y una vez ingresado se procedia al raspaje con
aproximadamente 20 movimientos en sentido antero-posterior. Una vez retirado para
tomar la muestra se lavaba el instrumento en tubos de 8ml de caldo de peptona. Para
su esterilizacién se lo sumergia en agua hirviendo por 5 minutos y posterior enjuague
(Tedesco et al. 1977). La modificacion realizada actualmente consiste en utilizar
raspadores de plastico descartables, uno por animal; se higieniza el orificio prepucial,
se recortan pelos, se lava con suero fisiolégico estéril y se seca. Luego se procede a
introducir el raspador en cavidad prepucial, evitando contactar con pelos y parte
externa del prepucio, se efectian 20-30 movimientos en sentido antero-posterior con
el raspador tratando de no contactar con el pene (solamente sobre prepucio y sus
pliegues) (Tedesco et al. 1977), extraer el raspador tratando de no tocar pelos y parte
externa del prepucio.

El trabajo de Tedesco et al. (1977), cuyo autor comparé los tres métodos hasta aqui
mencionados, concluyé que el raspaje fue el que obtuvo mayor proporcién de placas
con menor contaminacion y el de mas aislamientos exitosos.

Finalmente, el hisopado utiliza una torunda de gasa adosada a un mango de madera
para frotar la mucosa prepucial. (Briano et al. 1973, citado por Terzolo et al. 1992).
Los autores lo describen como poco practico a nivel de campo, sin embargo,
mencionan su posible utilidad en toros donantes de semen aprovechando el momento
del salto para tomar la muestra (Gibson et al. 1970, citado por Terzolo et al. 1992).
Los toros son portadores asintomaticos y diseminadores de la enfermedad, por lo
tanto, son de eleccion a la hora de obtener muestras para el diagnéstico de CGB en
predios endémicos. Cfv establece una colonizacion persistente en las criptas
prepuciales, por lo tanto, para la deteccion y aislamiento del agente, seria adecuado
tomar las muestras preferentemente del prepucio de toros afectados (Silveira et al.
2018).
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En el caso de las hembras, se obtienen muestras de mucus cérvico-vaginal de vacas
vacias o que hayan abortado. Las muestras pueden obtenerse por aspiracion o lavado
de la cavidad vaginal. Para la aspiracion, se higieniza la zona vulvar y se introduce en
la cavidad vaginal una pipeta de inseminacion artificial o una pipeta de Cassou (vaina
azul), alcanzando la parte superior el cuello uterino (Campero et al.,, 2003). Se
succiona suavemente, mientras se mueve la pipeta hacia adelante y hacia atras, se
retira la pipeta y ese mucus recogido se inocula directamente en un medio de cultivo
0 en un medio de trasporte y enriquecimiento. El Mucus puede ser recogido también
mediante el lavado de la cavidad vaginal, para esta técnica, se introducen en la
cavidad 20-30ml de PBS con una jeringa unida a una pipeta de inseminacion artificial.
El liquido es aspirado y reintroducido en la cavidad unas cuatro o cinco veces previo
a recogerlo y extenderlo directamente en un medio de cultivo o afiadirlo a un medio
de trasporte y enriquecimiento. Es posible la coleccién de liquido de lavado vaginal
con un tampén o gasa estéril, mantenidos en la vagina por 5-10 minutos después de
introducir PBS. Las muestras obtenidas por succion, pueden diluirse con PBS o,
sembrarse directamente en un medio de cultivo o de trasporte y enriguecimiento.
También se pueden obtener muestras de fetos abortados, para ello se recomienda
obtener muestras asépticas de placenta, liquido abomasal, pulmones e higado del
feto, siendo estas las mejores muestras para el aislamiento de C. fetus. Deben
colectarse en forma aséptica y ser inoculadas en un medio de trasporte y
enriguecimiento, o en PBS con 1% de formalina, para llevar a cabo la
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) (OIE, 2018). También es recomendado enviar el
feto entero al laboratorio para realizarle la necropsia completa, permitiendo sacar una
muestra menos contaminada. Ya que normalmente el tracto digestivo fetal es estéril
asegurara la supervivencia del posible agente etioldégico durante unas horas (Terzolo,
1992). La calidad de las muestras remitidas resulta fundamental para la confirmacion
del diagndstico etiolégico, tanto por su estado de conservacion como su llegada en
tiempo y forma al laboratorio (Easton, 2006).

Técnicas de diagndstico

La técnica de cultivo y aislamiento, conocida como gold standard, es muy especifica,
aunque resulta un proceso lento, costoso y poco practico debido a las caracteristicas
bioldgicas de C. fetus, las muestras prepuciales y vaginales muestran morfologia
caracteristica luego de 48hs en condiciones de microaerofilia. Este tipo de cultivos
son susceptibles al pronto desarrollo de contaminantes debido al lento y dificil
desarrollo de las colonias de C. fetus que compite con organismos de multiplicacion
mas rapida (McMillen et al. 2006), lo que no brinda una gran precision a la hora del
diagndstico. En la actualidad hay muchos medios de cultivo en uso para el diagnéstico
bacteriologico de la CGB. La mayoria de los medios contienen cicloheximida
(antifingico) que, por su posible toxicidad, este puede sustituirse por anfotericina B.
Como medio selectivo para el aislamiento de Campylobacter fetus, se recomienda el
Skirrow, se trata de un medio basado en sangre, con 5-7% de sangre lisada,
desfibrinada que contiene los siguientes agentes selectivos: sulfato de polimixina B
(2,5 Ul/ml), trimetoprim (5 pg/ml), vancomicina (10 pg/ml) y cicloheximida (50 pg/ml).
Como alternativa, puede utilizarse un medio no selectivo basado en sangre (5-7%)
combinado con la filtracion (0,65 um), pero puede ser menos sensible que un medio
selectivo (OIE, 2018). Las placas se incuban a 37°C y una atmadsfera microaerobia de
5-10% de dioxido de carbono y de preferencia un 5-9% de hidrogeno para un
crecimiento 6ptimo (Vandamme, 2000). Los métodos de microaerofilia pueden variar
de un laboratorio a otro, en algunos se crea una atmoésfera adecuada, sustituyendo
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gas en una jarra. Existen kits a la venta para generar el gas, también incubadoras de
atmosfera variable. En el cultivo e incubacion, deben utilizarse en forma sistemética
cepas control de C. fetus subsp. fetus y C. fetus subsp. venerealis.

Para el diagndstico mediante Inmunofluorescencia directa (IFD), seria de esperar una
alta sensibilidad, siendo mas directa la deteccion, sin tener que recurrir al cultivo
microbiolégico, pero la desventaja de esta técnica es que no posee la capacidad de
diferenciar la subespecie actuante de C. fetus, y su especificidad es limitada.

A través de ensayos bioquimicos se puede diferenciar el C. fetus a nivel de
subespecies en fetus y venerealis. Mientras que Cff es capaz de desarrollarse con un
1% de glicina, el Cfv no tolera dicha concentracién en el medio siendo positivo y
negativo a esta prueba respectivamente. (Veron y Chatelain 1973, Penner 1988,
Calleros 2015). De la misma manera el Cff es capaz de producir sulfuro de hidrégeno
(H2S) en medio enriguecido con cisteina y no asi el Cff (Penner 1988, Calleros 2015).
Para la caracterizacion genética de Campylobacter, se puede realizar la amplificacién
de un fragmento del gen 16S con cebadores de regiones con secuencias exclusivas
del género (Linton et al. 1996). En los ultimos afnos, se desarrollaron métodos basados
en PCR en tiempo real (qPCR) (Mcmillen et al. 2006; Chaban et al. 2009,). Se
desarroll6 un método de identificacién de la especie basado en el gen cpn60, que
codifica para una chaperonina de 60 kDa, utilizando SYBR Green (Chaban et al.
2009). Otro método utiliza sondas de hidrolisis (TagMan) y tiene como blanco el gen
nahE (van der Graaf-van Bloois et al. 2013, Selim et al. 2014,). Otro método de gPCR
a se basa en un conjunto de cebadores que amplifica una secuencia de 78pb del gen
ARNr 16S y una sonda TagMan MGB, que se dirige a una region polimorfica de 19pb,
gue discrimina cepas de C. fetus del resto de especies de Campylobacter y de otras
bacterias. Para la identificacion de C. fetus mediante esta técnica, se prob6 con una
coleccion de cepas de C. fetus aisladas de bovinos, humanos y reptiles y con cepas
de varias especies de Campylobacter (Iraola et al. 2016).

Para la diferenciacion de subespecies, se han descrito métodos basados en PCR y
otros como la secuenciacion del gen 16S (On & Harrington, 2001; Gorkiewicz et al.
2003), PFGE (electroforesis en gel de campo pulsado) (On & Harrington, 2001), AFLP
(andlisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados) (Wagenaar et
al., 2001) y MLST (tipificacién multilocus de secuencias) (van Bergen et al., 2005a).
La mayoria de los laboratorios que llevan a cabo el diagndstico en forma habitual, les
resulta de mayor utilidad la PCR. De varias PCR se ha dicho que son especificas de
subespecie, como las desarrolladas por Hum et al. (1997), Wang et al. (2002), Tu et
al. (2005), van Bergen et al. (2005) y Abril et al. (2007). Sin embargo, no se dispone
de ninguna PCR que permita identificar con fiabilidad las cepas de C. fetus a nivel de
subespecie (van der Graaf-van Bloois et al., 2013). La multiplex PCR descrita por Abril
et al. (2007) demostré ser fiable para la correcta identificacién de C. fetus, con un
100% de sensibilidad y un 100% de especificidad, aunque la diana especifica de Cfv
descrita para esta PCR da lugar a un 97% de sensibilidad y no puede emplearse para
diferenciar de forma fiable entre cepas de Cff y de Cfv (van der Graaf-van Bloois et al.,
2013). Ladiana de C. fetus en la que se basa esta PCR, el gen nahE, puede emplearse
para identificar C. fetus y también se ha desarrollado como prueba en tiempo real (van
der Graaf-van Bloois et al., 2013; McGoldrick et al., 2013). La PCR que describe Van
Bergen et al. (2005) permite detectar cepas de Cfv del mismo modo que con AFLP,
pero la prueba no permite identificar C. fetus subesp. venerealis biovar intermedius.
Por lo tanto, esta PCR no es adecuada para fines de diagnéstico (van der Graaf-van
Bloois et al., 2013). La PCR multiplex de Hum et al. (1997) permite amplificar un
fragmento de ADN especifico de C. fetus (aproximadamente 200 pb méas pequefio que
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el de 960 pb descrito en el estudio original), asi como un fragmento especifico de C.
fetus subesp. venerealis. Mediante la comparacion de esta PCR con las pruebas AFLP
y MLST (van Bergen et al., 2005) y con la prueba de la glicina (Willoughby et al., 2005)
se confirma que la PCR puede dar tanto falsos positivos como falsos negativos (van
der Graaf-van Bloois et al., 2013). En otro estudio, esta PCR dio un resultado positivo
con una cepa de C. hyointestinalis aislada de un toro (Spence et al.,, 2011). Esta
observacion hace que el gen diana parA especifico de Cfv, y en consecuencia todas
las demas PCR en las que se utilice esta diana, resulten inadecuados para el
diagnostico. La PCR descrita por Wang et al. (2002) solo proporciona un producto
especifico de C. fetus subesp. fetus. Estos resultados se obtuvieron tan solo con un
namero muy pequefio de pruebas. Las PCR para la amplificacion aleatoria de ADN
polimérfico (RAPD), descritas por Tu et al. (2005), parece que se han evaluado con
un nimero muy pequefo de cepas de C. fetus subesp. venerealis.

En comparacién con las técnicas tradicionales, se puede decir que con la técnica de
PCR se podria trabajar con un mayor nimero de muestras y en un menor tiempo,
menor aun si se trata de gPCR, ya que se puede prescindir de la etapa de
electroforesis, logrando ademas una sensibilidad mayor (Bove et al. 2013).

Sensibilidad y Especificidad

Los términos de sensibilidad y especificidad fueron introducidos por Yerushalmy en
1947 como indicadores estadisticos que evaluan el grado de eficacia inherente a una
prueba diagnostica (Lorenzo, 1905; Castles, 1998; citado en manual de Epidat 3.1).
Ambos indican la discriminacién diagndéstica que tiene una prueba en relacion a un
criterio de referencia, que se considera la verdad (manual de Epidat 3.1).

La sensibilidad (S) se define como la proporcion de animales con la enfermedad que
resultan positivos a la prueba diagnéstica evaluada. Es decir, indica cuan "sensible"
es la prueba frente a la presencia de la enfermedad. Se calcula en términos de
probabilidad condicional como la probabilidad (P) de que el Test sea positivo (T+) dado
qgue el animal efectivamente sea enfermo (Enf) o portador: S = P (T+/Enf) (Feinstein
etal. 1975; Griner et al. 1981; Fescina et al. 1985; Begg et al. 1983; citados en manual
de Epidat 3.1).

La especificidad (E) se define como la proporcién de animales sanos que resultan
negativos a la prueba diagndstica evaluada, e indica la capacidad que tiene la prueba
de identificar como sanos (no enfermos) a los animales que efectivamente sean
sanos. También se calcula en términos de probabilidad condicional como la
probabilidad (P) de que el Test sea negativo (T-) dado que el animal efectivamente es
sano (no Enfermo): E = P (T-/no Enf) (Feinstein et al. 1975; Griner et al. 1981; Fescina
et al. 1985; Begg et al. 1983; citados en manual de Epidat 3.1).

Este trabajo experimental tiene como objetivo poder comparar una prueba de
deteccién rapida (qPCR; Iraola et al. 2016), con la técnica de cultivo y aislamiento
(gold standard) a partir de la misma muestra de esmegma prepucial, a fines de estimar
la sensibilidad y especificidad de la qPCR. De esta manera, se estima poder
establecer un protocolo estandar de diagnostico como resultado de la informacion
generada (Delpiazzo, 2018).
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3. HIPOTESIS

La sensibilidad y especificidad de la técnica de gPCR desarrollada por Iraola et al.
(2016) para la deteccion de Campylobacter fetus son comparables a las de los
meétodos de cultivo y aislamiento.

Campylobacter fetus se encuentra presente en toros de Uruguay.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general
Contribuir a la validacion de una técnica de gPCR para la deteccion rapida de

Campylobacter fetus desarrollada por Iraola et al. que se dirige a una region unica del
gen 16S ARNr en muestras de esmegma prepucial bovino.

Objetivos especificos

e |dentificar cepas de Campylobacter fetus por cultivo y aislamiento y por g°PCR
a partir de las mismas muestras de esmegma prepucial de toros de descarte
enviados a faena de distinta procedencia.

e Comparar los resultados obtenidos entre ambos métodos de diagndstico
utilizados, estimando la sensibilidad y especificidad de la gPCR.

e Estimar de la proporcién de toros y establecimientos positivos por cultivo y por
real time PCR en la muestra obtenida.
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5. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron en total 6 muestreos, obteniendo 277 muestras de esmegma prepucial
de toros de 48 origenes diferentes, de distintas edades y razas.

Se registré cada muestra obtenida en una base de datos, asignando a cada muestreo
un codigo por orden alfabético, y luego un nimero correlativo a cada muestra (por
ejemplo, AD1, AD2, AD3; AE1, AE2, AE3, etc.). Se registrd el nimero de caravana
individual del toro, el DICOSE fisico del establecimiento de origen, departamento,
seccional policial, fecha de muestreo, y luego los resultados de cada muestra para el
cultivo y aislamiento, y gPCR.

5.1 Obtencion de muestras

Los muestreos se realizaron en la planta de faena habilitada del Frigorifico Schneck
S.A (Camino Carmelo Colman 4598, Montevideo, Uruguay).

La técnica de obtencion de la muestra de esmegma prepucial consistio en obtener
durante la faena la parte completa de pene y prepucio. Inmediatamente después, en
una sala aparte, se exteriorizd el pene ayudado de una pinza en el glande para
exponer la mucosa prepucial completa. Luego se rasp6 la mucosa con una espatula
o cuchara descartable, obteniendo el esmegma prepucial con la menor contaminacion
posible (modificado de Briano et al. 1973, citado por Terzolo et al. 1992). Esa espatula
fue descargada en tubos individuales identificados, con 4 ml de PBS y puestos en
conservadora de isotérmica sin refrigerante (Delpiazzo, 2018).

5.2 Procesamiento en Laboratorio

Aislamiento y cultivo

Las muestras se sembraron en el Laboratorio de Genética de Microorganismos de la
Seccion Genética Evolutiva de Facultad de Ciencias dentro de las 6 horas de
obtenidas en todos los casos. En dicho laboratorio se sembraron 100 pl de cada
muestra en Medio Skirrow (OIE, 2018), se incubaron a 37 °C en atmodsfera
microaerofilica (CampyGen®, 5-10% de oxigeno, 5-10% de dioxido de carbono y 5-
9% de hidrégeno) durante 7 dias, con observacion de las placas cada 48 horas. En
ese momento se observaron las colonias presentes al microscopio por contraste de
fases, realizando la resiembra correspondiente de las colonias sospechosas de C.
fetus en medio de cultivo Agar sangre Columbia (OXOID), continuando con su
observacion y replaqueo cada 48 horas en busqueda de su aislamiento. Las colonias
obtenidas se conservaron en caldo Brucella con glicerol al 17% a -80°C.

Analisis molecular

Serealiz6 la gPCR de las muestras en el Laboratorio de Genética de Microorganismos
de la Seccion Genética Evolutiva de Facultad de Ciencias, siguiendo el protocolo
descrito y publicado por Iraola et al. (2016).

Se utilizaron un par de cebadores que amplifican una secuencia 78-bp del gen 16S
ARNr (16SFw: 5-GC ACCTGTCTCAACTTTC-3' y 16SRv: 5-CCTTACCT
GGGCTTGAT-3) y una sonda TagMan-MGB (16SPb: 5'-VIC-
ATCTCTAAGAGATTAGTTG-MGB/NFQ-3') que hibrida con una region polimérfica de
19 pb que detecta cepas de C. fetus diferenciandola de otras especies tanto de
Campylobacter como de otras bacterias.

Se realiz6 la extraccién de ADN con un método de calor fastboiling rapido partiendo
de 500 pL de esmegma prepucial (Schunk et al. 1995). Las muestras se agruparon en
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pooles de a 5 muestras cada uno. La reaccion de qPCR se realiz6 por duplicado con
un volumen final de 25 pL, que contenia 1 xHotRox Master Mix (Bioron), 8 mM MgCl2,
0.3 uM de cada cebador, 0.1 uM de la sonda TagMan-MGB (Applied Biosystems) y 1
a 5 pL del ADN correspondiente a las muestras. El ciclado se realizé en un equipo
ABIPrism 7500 (Applied Biosystems).

Cuando se detecto algun pool positivo, se repitié la gPCR con cada muestra individual
gue formaba ese pool para identificar la muestra positiva.

Para determinar la positividad de las muestras individuales asi como de los pooles se
compararon los valores CT siendo el limite inferior establecido en 102 copias de
genoma por reaccion, lo que equivale a un valor CT de 37 (Iraola et al., 2016). Por lo
tanto aquellas muestras con valor CT menor a 37 fueron consideradas positivas.

En cada una de las qPCR realizadas se incluyeron controles positivos (extracciones
de ADN realizadas a partir de cultivos puros de C. fetus) y blancos de PCR.

5.3. Analisis estadistico

Los calculos de sensibilidad y especificidad de la gPCR, utilizando como referencia el
aislamiento, y el valor de concordancia kappa entre ambas técnicas (Thrusfield, 1995),
se calcularon utilizando el software Epidat 3.1.

La estimacion del porcentaje de positivos se realizd por el método de Wilson Score,
estableciendo la media estimada, y los rangos entre el limite inferior y limite superior,
con un intervalo de confianza del 95% (Wilson, 1927; Boomsma, 2005). Se consideré
que hubo diferencia estadisticamente significativa cuando no coincidié ningun valor
en la comparacion entre los rangos del limite inferior y el limite superior.
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6. RESULTADOS

Se obtuvieron 277 muestras de esmegma prepucial de diferentes toros, de 48
establecimientos diferentes. De estas 277 muestras, se obtuvieron 6 cultivos y
aislamientos positivos de C. fetus, y 271 cultivos negativos. A su vez, se obtuvieron 7
reacciones de gPCR positivas y 270 reacciones negativas. Las 2 muestras que dieron
positivo a qPCR pero no se obtuvo crecimiento en los medios de cultivo fueron la AD35
y AF 26. En la muestra AD 29 se obtuvo aislamiento por cultivo, pero la gPCR dio
negativo (Cuadro 1). De los 48 establecimientos de origen, se obtuvieron 5 positivos
por cultivo y aislamiento, y 6 positivos a qPCR.

Estimacién de la sensibilidad y especificidad de la gPCR y valor kappa

Para la estimacion de la sensibilidad y especificidad de la qPCR, se tom6 como
referencia de “animales enfermos” a los positivos por cultivo y aislamiento, obteniendo
una sensibilidad del 83,3% (entre 45,2% y 100%). A su vez, se tomd como referencia
de “animales sanos” a los negativos por cultivo y aislamiento, obteniendo una
especificidad del 99,3% (entre 98,1% y 100%) con un intervalo de confianza del 95%
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Resultados utilizados como referencia para la estimacion de la sensibilidad
y especificidad de la real time PCR.

Cultivo
Enfermo Sano
Positivo 5 2 7
PCR -
APCR - ~Negativo 1 269 270
6 271 277

El valor de concordancia kappa obtenido al comparar ambas técnicas diagnosticas fue
de 0,76 con un error estdndar de 0,13 con un intervalo de confianza de 95%.

Estimacién del porcentaje de positivos en la muestra

Se obtuvo una proporcion de 2,2% de toros portadores de C. fetus por cultivo y
aislamiento (6 toros positivos de 277), y de 2,5% por qPCR (7 toros positivos de 277),
sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los dos resultados, con
un intervalo de confianza del 95%. (Cuadro 2).

Cuadro 2. Estimacioén de la proporcién de toros positivos por cultivo y por real time
PCR, en la muestra obtenida con un intervalo de confianza del 95%.

o o
Toros /° "”?'te % de positivos & I'm.'te
inferior superior
Positivos por cultivo 1,0% 2,2% 4,6%
Positivos por gPCR 1,2% 2,5% 5,1%

También se obtuvo una proporcion de 10,4% de establecimientos con presencia de C.
fetus por cultivo y aislamiento (5 establecimientos positivos de 48), y del 12,5% por
gPCR (6 establecimientos positivos de 48), sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los dos resultados, con un intervalo de confianza del 95% (Cuadro
3).
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Cuadro 3. Estimacion de la proporcion de establecimientos positivos, por cultivo
y por real time PCR, a partir de la muestra obtenida (48 establecimientos diferentes),
con un intervalo de confianza del 95%.

YT YT
Y% limite % de positivos Y% limite

Establecimientos

inferior superior
Positivos por cultivo (n = 5) 4,5% 10,4% 22,2%
Positivos por gPCR (n = 6) 5,9% 12,5% 24, 7%
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7. DISCUSION

La comparacion de la qPCR, descrita por Iraola et al. (2016) utilizada en nuestro
trabajo, con los resultados de las mismas muestras con la técnica gold standard de
cultivo y aislamiento fue til para establecer un resultado estimado de la sensibilidad
y especificidad de la qPCR realizada directamente a partir de muestras de esmegma
prepucial.

En cuanto a las muestras obtenidas, creemos que se obtuvieron muestras de forma
mMAas aseéptica en comparacion con las muestras obtenidas de toros vivos (menor
movimiento, tierra del lugar de campo), también al ser muestras de toros de descarte,
eso nos da la pauta de que haya mayores probabilidades de aislar la bacteria en
comparacion con un rodeo de toros sanos evaluados a campo.

Los resultados de este trabajo confirman que C. fetus se encuentra presente en
muestras de esmegma prepucial de toros de descarte enviados a faena. Esto coincide
con los datos aportados en 2005 por Repiso et al. (2005) y con la informacion
reportada hace 51 afios cuando se aisl6 por primera vez C. fetus en Uruguay (Stella
y Canavez, 1971). Si bien la estrategia de muestreo de este trabajo fue util para
obtener una estimacién del porcentaje de positivos a C. fetus, seria til poder realizar
un muestreo con mayor cantidad de muestras en todo el pais que sea representativo
de la poblacion, para poder tener una estimacion mas exacta de la prevalencia, de la
presencia clinica de la enfermedad, y poder evaluar las pérdidas reproductivas que
este microorganismo ocasiona.

Los resultados que obtuvimos de 2,2% de positivos a C. fetus por toro en la muestra
son muy similares a la prevalencia estimada por Repiso et al. (2005), de 2,6%
utilizando el método de cultivo y aislamiento, es decir que la prevalencia individual
estimada se mantiene muy similar en nuestro pais. En cuanto al porcentaje de
establecimientos positivos a C. fetus de 10,4%, se observa una diferencia con
respecto al 20,5% reportado por Repiso et al. (2005) estimado sobre la base de 47
aislamientos positivos. Por otra parte, Repiso et al. (2005) informaron que 93,7% de
los productores no tiene diagndstico ni cree tener antecedentes de CGB, lo que lleva
a que tan solo el 4,7% de los productores utilicen la vacuna como medida preventiva
para el control de la enfermedad.

Los protocolos de cultivo y aislamiento descritos presentan dificultades tales como su
lento crecimiento, la presencia de microrganismos contaminantes (Lander, 1990a) y
condiciones atmosféricas especificas como requerimiento para su crecimiento, por lo
que parte de la estrategia de investigacion de nuestro trabajo fue poner a punto una
metodologia de obtencion de muestras, de transporte y procesamiento que funcione
correctamente. También se debe tener en cuenta que todas las muestras provienen
de ambientes muy contaminados: prepucio, vagina y fetos abortados (Tait et al. 1983),
lo que dificulta atn mas poder obtener el cultivo positivo y el aislamiento.

Las técnicas de diagnostico para la deteccion de C. fetus y sus subespecies han sido
motivo de mucha investigacion buscando desarrollar metodologias que sean
practicas, rapidas y de bajo costo. On (1996) realizd una revision sobre los métodos
de identificacion para el género Campylobacter, comparando pruebas bioquimicas,
pruebas seroldgicas, PCR y otros métodos genéticos La principal conclusién de la
revision es que, a pesar del desarrollo tecnologico, todavia existe la necesidad de
poner a punto un método préactico y rentable para la identificacidon precisa y rapida de
especies y subespecies de Campylobacter. A su vez, el cultivo y aislamiento ofrece
muchas desventajas como herramienta de diagnostico.
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El cultivo y las pruebas bioguimicas siguen siendo las técnicas gold standard para el
diagnostico e identificacion de C. fetus y sus subespecies, pero las dificultades de
crecimiento y la falta de reproducibilidad de algunas pruebas bioquimicas motivaron
el desarrollo de herramientas de diagnostico molecular que sean mas practicas. La
PCR comenz6 a utilizarse como metodologia para la correcta identificacion de las
especies de Campylobacter. En la actualidad, la PCR es principalmente utilizada para
la identificacion precisa de subespecie a partir de aislamientos de C. fetus. Pannachio
et al. (1993) y Hum et al. (1997) desarrollaron una PCR con el objetivo de lograr una
correcta identificacion de Cfv y de Cff. Luego Abril et al. (2007) desarrollaron una
multiple PCR con la cual obtuvieron un 100% de sensibilidad y un 100% de
especificidad en la identificacion de especie C. fetus mediante la deteccion del gen
nahE, aunque obtuvieron un 97% de sensibilidad para el gen diana ISCfel especifico
de Cfv, y por lo tanto no puede utilizarse eficientemente para diferenciar entre cepas
de Cffy de Cfv (Van der Graaf et al. 2013).

Las 2 muestras AD35 y AF 26 que dieron positivo a qPCR, pero no se obtuvo
crecimiento en los medios de cultivo, fueron consideradas como “falsas positivas” para
el calculo estimado de la sensibilidad y especificidad. De todas maneras, nos parece
correcto considerarlas como muestras que realmente tenian presencia de C. fetus
detectada por gPCR, considerandolas “positivas”, dado por la informacién generada
por Iraola et al. (2016), y también por la sensibilidad del 83,3% y especificidad de
99,3% de la gPCR. Ademas, dada la baja sensibilidad descrita que tiene el cultivo,
entre 32,7 y 60% (Dutra 2013, Garcia Guerra et al. 2014), nos lleva a poner en
discusiéon que una misma muestra que fue negativa al cultivo pero positiva a qPCR,
es muy probable que sea realmente positiva. Por otra parte, hay 1 muestra (AD 29)
en la que se obtuvo aislamiento por cultivo, pero la gPCR dio negativa. Esta muestra
la consideramos como “falsa negativa” a gPCR, lo que repercutié en una disminucion
en la estimacion de la sensibilidad de la gPCR como técnica que esta siendo evaluada.
A su vez, el valor de concordancia kappa de 0,76 entre el cultivo y la gPCR establece
una excelente concordancia entre los resultados de ambas técnicas, en base a las
referencias establecidas por Landis y Koch (1977), quienes propusieron una escala
de interpretacién del valor de kappa que considera como “aceptable” un valor mayor
o igual a 0,40 y “excelente” los valores superiores a 0,75 (Manual de Epidat 3.1).

El protocolo descrito por Iraola et al. (2016) es una técnica precisa y rapida, sensible
y especifica. Utilizar esta gqPCR como técnica de screening podria generar un avance
en la eficiencia para la deteccion de la presencia de C. fetus directamente en las
muestras obtenidas en el campo. En el caso de que todos los toros sean negativos a
gPCR, podemos concluir con una especificidad del 99% que el rodeo es libre. En el
caso de que haya algun resultado positivo, se podria confirmar posteriormente por
cultivo y aislamiento. Una ventaja de la PCR y las técnicas de biologia molecular es
gue se basan en la deteccion del ADN y por lo tanto pueden detectar el patégeno,
aungque se encuentre en muy bajas concentraciones. Ademas, la sensibilidad y
especificidad de esta gPCR nos permiten analizar pooles de muestras, lo que
disminuye significativamente el tiempo de trabajo cuando se trata de un numero
significativo de toros, como en el caso de predios comerciales en Uruguay.

La informacion que aporta un analisis de laboratorio debe complementarse con toda
la informacion clinica disponible, incluyendo la historia del rodeo, el examen objetivo
general de los animales, y los signos clinicos. Es decir que debe haber alguno de los
signos clinicos tales como presencia de infertilidad temporaria, repeticion de celos y
abortos esporadicos en las hembras para complementar un resultado positivo en un
analisis de laboratorio. Para establecer un diagndstico definitivo, muchas veces se
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requiere mas de un resultado de laboratorio, como lo son, los resultados de la técnica
de cultivo y aislamiento y la técnica de PCR, en parte, por la complejidad que requiere
Campylobacter fetus para su crecimiento, como asi las diferentes sensibilidades y
especificidades de ambas técnicas, lo que pueden llevar a falsos positivos/falsos

negativos.
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8. CONCLUSIONES

e La gPCR es una técnica que resulta adecuada para la deteccion de C. fetus
directamente a partir de muestras de esmegma prepucial, ya que presenta un
valor adecuado de concordancia kappa (0,76) con el gold standard por lo que
puede ser utilizada como técnica de screening previo a realizar el cultivo.

e Esta técnica (QPCR) presenta la ventaja de ser mas rapida y permite analizar
un numero mayor de animales en un tiempo menor en comparacioén con la
técnica de cultivo y aislamiento.

e Campylobacter fetus sigue estando presente en nuestro pais en
establecimientos de diferentes seccionales departamentales.

CONSIDERACIONES FINALES

De cara a los proximos afios nos proyectamos a continuar ampliando el nUmero de
muestras obtenidas, para seguir aislando el Campylobacter fetus para posteriores
estudios moleculares y genémicos.

Se deberia continuar la investigacion a nivel genémico y molecular para aproximarse
a conocer si es realmente necesario que una técnica de diagnostico pueda diferenciar
entre subespecies de Cfv y Cff.

El estudio aqui desarrollado fue parte de un trabajo publicado junto con otros autores
(Delpiazzo et al. 2021) en el que se buscé demostrar la utilidad de la gPCR en
muestras clinicas de raspaje prepucial para el diagndstico de C. fetus (Ver Anexos).
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10. ANEXOS

a) Articulo publicado “Accurate and fast identification of Campylobacter fetus in bulls
by real-time PCR targeting a 16S rRNA gene sequence”.

Enlace: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2451943X20300764

b) Tabla de registro de muestras individuales:
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