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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue detectar la presencia de Campylobacter fetus y
Tritrichomona foetus en muestras de esmegma prepucial de toros, y poder calcular la
prevalencia estimada de estos agentes. También se realizdé la comparacion entre la
rtPCR vy el cultivo y aislamiento (gold standard), realizando las dos técnicas a partir de
la misma muestra de esmegma prepucial, para poder estimar la sensibilidad y
especificidad de la rtPCR. Se realizaron 12 muestreos en los cuales se obtuvieron 315
muestras de esmegma prepucial de toros de descarte enviados a planta de faena y de
predios con sospecha de la enfermedad. Todas las muestras se procesaron y analizaron
siguiendo el mismo protocolo. Se sembraron en medio de cultivo Skirrow y se realizo la
rtPCR en el Laboratorio de Genética de Microorganismos de la Seccién Genética
Evolutiva de Facultad de Ciencias dentro de las 24 horas de obtenidas en todos los
casos. También se sembré 1 ml de la misma muestra en medio de cultivo Diamond
TYM para Tritrichomona foetus en el Laboratorio de la Plataforma de Salud Animal de
INIA La Estanzuela, dentro de las 24 horas de obtenidas. La sensibilidad estimada de la
rtPCR fue del 100% (entre 92,9% y 100%) y la especificidad del 99,4% (entre 98,3% y
100%), con un intervalo de confianza del 95%. Se obtuvieron 7 aislamientos de C. fetus;
6 se identificaron como C. fetus venerealis, y 1 como C. fetus fetus. La prevalencia por
toro de C. fetus estimada fue de 2,2% por cultivo y aislamiento, y de 2,9% por rtPCR.
La prevalencia por establecimiento de C. fetus estimada fue de 9,7% por cultivo y
aislamiento, y de 12,9% por rtPCR, sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados, con un intervalo de confianza del 95%. No se
encontrd presencia de Tritrichomona foetus en ninguno de los cultivos realizados. En
conclusion, se estima que C. fetus sigue estando presente en nuestro pais, en
establecimientos de diferentes regiones. Ademas, la rtPCR utilizada es una técnica
adecuada para la deteccion de C. fetus directamente a partir de muestras de esmegma
prepucial como técnica de screening.



SUMMARY

The aim of this work was to detect the presence of Campylobacter fetus and
Tritrichomona fetus in samples of preputial smegma of bulls, and to calculate the
estimated prevalence of these agents. In addition, comparison was made between rtPCR
used and the culture and isolation (gold standard), performing the two techniques from
the same sample of preputial smegma, to estimate the sensitivity and specificity of the
rtPCR. There were made 12 samplings in which 315 preputial smegma samples were
obtained from discarded bulls sent to the slaughterhouse and from farms with suspected
disease. These samples were processed and analyzed following the same protocol. They
were cultured in Skirrow culture medium and the rtPCR was performed in the
Laboratory of Genetics of Microorganisms of the Evolutionary Genetic Section of the
Faculty of Sciences within 24 hours of the obtained in all cases. One ml of the same
sample was also cultured in Diamond TYM culture medium for Tritrichomona fetus at
INIA La Estanzuela Animal Health Laboratory, within 24 hours of collection. The
estimated sensitivity of the rtPCR was 100% (between 92.9% and 100%) and 99.4%
specificity (between 98.3% and 100%), with a confidence interval of 95%. Seven
isolates of C. fetus were obtained; 6 were identified as C. fetus venerealis, and 1 as C.
fetus fetus. The prevalence by bull of C. fetus was estimated at 2.2% for culture and
isolation, and 2.9% for rtPCR. The farm prevalence of C. fetus was 9.7% for culture and
isolation, and 12.9% for rtPCR, without finding statistically significant differences
between the results, with a confidence interval of 95%. No presence of Tritrichomona
fetus was found in any of the cultures carried out. In conclusion, is estimated that C.
fetus is still present in our country, in farms from different regions. In addition, the
rtPCR used is a suitable technique for the detection of C. fetus directly from samples of
preputial smegma as a screening technique.



1. INTRODUCCION
1.1 CAMPILOBACTERIOSIS GENITAL BOVINA

1.1.1 Etiologia
La campilobacteriosis genital bovina (CGB) es un enfermedad bacteriana de
transmision venérea que provoca infertilidad temporaria, repeticion de celos y
abortos esporadicos, cuyo agente etiologico es Campylobacter fetus. Esta especie se
divide en tres subespecies: C. fetus subsp. fetus (Cff), que causa abortos esporadicos
en ovinos y bovinos; C. fetus subsp. testudinum (Cft), que tiene origen en reptiles y
es capaz de infectar humanos (Patrick et al. 2013); y C. fetus subsp. venerealis (Cfv)
(Berg & Firehammer, 1971). La subespecie venerealis, a su vez, posee el biotipo
intermedio. Campylobacter fetus subsp. fetus (Cff) es mas comunmente aislado del
tracto digestivo de bovinos y ovinos.
El género Campylobacter fue propuesto por Sebald & Véron en 1963 para algunas
bacterias que habian sido previamente clasificadas bajo el género Vibrio.
Actualmente este genero se denomina Campylobacter y pertenece a la familia
Campylobacteraceae, que incluye ademas los géneros Sulfurospirillum y Arcobacter
(LPSN Bacterio.net, 2018). Son bacilos Gram negativos, con forma de “S” en espiral
o "forma de gaviota", muy maviles, que miden 0,2 - 0,8 um de didmetro y 0,5 - 0,8
um de longitud. Tienen principalmente requisitos microaerofilicos (5% de O,, 10%
de CO,, 85% de Ny) (Kiggins et al. 1956; Vandamme, 2000), aunque algunos son
anaerdbicos (LPSN Bacterio.net, 2018). Su metabolismo es respiratorio, oxidasa
positivo y reductor de nitratos. Las bacterias del género Campylobacter estan
presentes en diversos lugares de la naturaleza (suelos, agua, animales, plantas, etc.) y
algunos son patdégenos para humanos y/o animales, produciendo pérdidas
econdémicas graves en la produccion animal (enfermedades reproductivas y
digestivas) y serios problemas de salud en humanos: diarreas y Enfermedades
Trasmitidas por Alimentos (Mshelia et al. 2010).
Campylobacter fetus es una de las 38 especies actualmente conocidas del género
Campylobacter (LPSN Bacterio.net, 2018) y una de las especies mas estudiadas del
género, debido a su importancia veterinaria por ser uno de los agentes causantes de la
CGB. Las subespecies han sido definidas por caracteristicas fenotipicas vy
epidemioldgicas (preferencias de nicho, hospedero y presentacion clinica). La
diferenciacion genética de las subespecies no ha sido estudiada en profundidad, si
bien existen algunos datos de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
que avalan esta subdivision (Wagenaar et al. 2001).
Cfv es generalmente el agente causante de la CGB. Esta subespecie tiene preferencia
por el tracto genital bovino, y causa infeccion en el sistema reproductor de las vacas
gue conduce a un cuadro de disminucidn de la fertilidad con la muerte temprana del
embrion, repeticion de celos y abortos esporadicos (Corbeil, 1999). De todas
maneras, también la Cff puede causar abortos esporadicos en bovinos por medio de
una placentitis (Campero et al. 2003).

1.1.2 Transmision
La CGB es una enfermedad venérea que afecta al ganado vacuno (Lander et al.
1985). Su principal via de transmision es la via venérea, por monta natural o por
inseminacién artificial (I1A). También hay reportes de transmision a través de fémites
(pipetas de inseminacion, vaginas artificiales contaminadas, etc) y a través de semen



infectado de los centros de IA. No hay transmision horizontal o vertical entre la
hembra y su descendencia o entre dos hembras directamente (Newsam et al. 1964).

1.1.3 Patogenia en vacas
Se han propuesto varias explicaciones de por qué disminuye la fertilidad en vacas
infectadas con Cfv. Se ha descrito que luego de la invasion de Cfv hacia el utero, se
produce una respuesta inflamatoria leve de la pared uterina (endometritis leve
definida por lesiones linfociticas focales y plasmaticas del endometrio) que lo hace
inhospito para el embrion (Peterson et al. 1964; Clark, 1971; Schurig et al. 1974).
Esta endometritis puede durar de 3 a 4 meses, lo que explicaria la pérdida de la
prefiez, los ciclos estrales anormalmente largos y prefieces tardias (Clark, 1971;
Schurig et al. 1974). Ware (1980) propuso que el Cfv podria disminuir la tensién de
oxigeno disuelto dando como resultado un ambiente inhospito para que el embridn se
adhiera, ya que es altamente dependiente de la tension de oxigeno del Utero antes y
después de la implantacion. Por ultimo, Stalhem et al. (1975) estudiaron el efecto de
Cfv en cultivos de drganos con tejido uterino bovino y descubrieron que Cfv
generaba pérdida de cilios y, por lo tanto, movimiento ciliar. Teniendo en cuenta que
el embrion depende en gran medida del movimiento ciliar para llegar al Utero e
implantarse, esto también podria contribuir a la pérdida temprana de embriones en
vacas o vaquillonas recién infectadas.
De todas maneras, esta claro que después de la infeccidn, la bacteria invade el Gtero y
lo transforma en un entorno agresivo para el embrion. La infeccion finalmente se
elimina del Gtero, pero puede sobrevivir durante dos afios en la vagina (Van Bergen
et al. 2005a). Una vez que se ha eliminado por completo, la vaca es inmune a la
reinfeccién durante 2 a 4 afios, momento en el cual la mayoria de los animales
volverian a ser susceptibles (Corbeil et al. 1981).
Si hay un toro infectado en un rodeo en el que se utiliza 2,5% de toros (1 toro cada
40 vacas), el 60% de las hembras se infectarian en un solo ciclo estral (Newsam,
1960). Otros toros sanos se infectaran cuando monten a vacas infectadas que estén
repitiendo celo. Estos toros recién infectados montaran otras vacas sanas y las
infectaran, y asi sucesivamente durante el entore. Al terminar la época del entore,
probablemente el 90% del rodeo de vacas estara infectado y se observaran los
sintomas a nivel de rodeo (Carrol & Hoerlein, 1972).

1.1.4 Patogenia en toros

Un macho puede infectarse cuando monta a una vaca infectada o cuando se utiliza
una vagina artificial contaminada al extraer semen (Clark, 1971). EIl prepucio del
toro tiene criptas en la regién donde la mucosa prepucial se une a la mucosa del pene
(férnix). En ese lugar, Cfv encuentra las condiciones microareofilicas necesarias para
el crecimiento y la multiplicacion. Cuanto mas profundas son estas criptas, mejores
son las condiciones para el Cfv, condicidn que se podria dar con el envejecimiento de
los toros. Segun esto, a mayor edad del toro mas propenso sera a ser portador de Cfv
en el prepucio (Wagner et al. 1965). Pero el toro queda como portador asintomatico,
y no ocurre invasién sistémica ni invasién a otros drganos reproductores (Samuelson
et al. 1966; Corbeil, 1999).

Se han realizado distintas investigaciones sobre la incidencia de Cfv en toros viejos y
toros jovenes, la duracion y su potencial de infeccion, y su capacidad de convertirse
en toros portadores. Las definiciones de "viejo" y "joven™ en diferentes publicaciones
varian; Wagner et al. (1965) consideraron toros jovenes de 6 afios 0 menos; Philpott
(1968) considerd a los toros menores de 4 afios como jovenes; Ladds et al. (1973)



establecen el limite como menor o igual a los 3 afios de edad. En cualquiera de los
limites, estos autores concluyeron que los toros mas viejos muestran una mayor
probabilidad de ser portadores que los toros mas jovenes. Por otra parte, en los
trabajos de Dufty et al. (1975) y Bier et al. (1977) no encontraron diferencias de edad
en la incidencia de Cfv en toros. También llegaron a la conclusion de que el uso de
toros jovenes para disminuir la diseminacion de la infeccién por Cfv en un rodeo era
de un valor cuestionable (Dufty et al. 1975; Bier et al. 1977).

En el trabajo de Strickland (2010) se estudid la histologia de la mucosa prepucial
entre toros de 2 afios y toros mayores o igual a 5 afios de edad. No se encontraron
diferencias significativas en el area total del epitelio prepucial, area total abarcada
por los pliegues epiteliales del prepucio, ni en el numero total de pliegues epiteliales
del prepucio por unidad de medida, entre ambos grupos.

En resumen, es relativo afirmar que cuanto mas viejo es el toro, mas tiempo conserva
la infeccion en las criptas profundas del prepucio, y que el uso de toros jovenes para
disminuir la propagacién de la enfermedad no elimina el riesgo. Lo mas importante
que debe tenerse en cuenta es la cantidad y concentracion de bacterias de Cfv viables
dentro del prepucio, porque esto representa el indculo que los toros van a depositar
en la vagina de la hembra durante la monta. Este nimero varia desde 1x10° células
hasta mas de 2x10°, una variabilidad que se encuentra no solo entre los toros, sino
también en distintas muestras de un mismo toro (Clark, 1971).

1.1.5 Signos clinicos

La CGB se manifiesta clinicamente en las hembras bovinas como una inflamacién de
la mucosa vaginal y uterina (vaginitis, cervicitis, endometritis y salpingitis), la cual
provoca fallas en el implante del embrién (Schurig et al. 1974). La enfermedad se
transmite por via venérea, y el toro infectado es el principal dispersor de la
enfermedad ya sea por monta natural o por inseminacién artificial (Mshelia et al.
2010; Molina et al. 2013).

Las vacas infectadas sufren una endometritis leve y salpingitis, pero generalmente
esto no es observado a nivel de campo debido a la ausencia de signos externos
(Hartley, 1952, Cipolla et al. 1994). El principal signo clinico que se puede observar
es el retorno anormal al estro de las vacas que ya han sido servidas. Los retornos al
estro seran repetidos y con intervalos entre servicios de longitud irregular, tendiendo
a ser mas largos de lo normal. Al final del servicio, las tasas de prefiez pueden ser tan
bajas como del 10 al 30% en una duracién del entore de 60 dias (Te Punga et al.
1958; Newsam, 1960; Carrol & Hoerlein, 1972). Si el entore no tiene una duracion
determinada, las pariciones pueden extenderse hasta 7 meses o mas (Carrol &
Hoerlein, 1972).

Después de 2 a 4 retornos al celo, las vacas pueden quedar prefiadas y mantener la
gestacion. Pero entre 1 y 10% de estas vacas abortan entre el 4° y el 7° mes de
gestacion. Estos abortos presentan lesiones inespecificas, como la proliferacion
linfoide y la acumulacién focal de células mononucleares en la mayoria de los
organos (Jeffrey et al. 1988). Las vaquillonas infectadas podran tener un porcentaje
de prefiez del 20% (Hartley, 1952), pero el porcentaje de prefiez general podria
alcanzar el 85% (Carrol & Hoerlein, 1972). Con el tiempo, el porcentaje de prefiez se
estabiliza entre 75% y 85%, dependiendo de la proporcion de vaquillonas no
vacunadas, y vacas inmunizadas naturalmente que pierden inmunidad a lo largo del
tiempo (Carrol & Hoerlein, 1972). La paricion se extendera en el tiempo y ocurriran
abortos esporadicamente (Hartley, 1952). Los toros no infectados se infectan al



montar las vacas infectadas y pueden seguir siendo portadores de por vida segun su
edad, sin mostrar sintomas externos (Hartley, 1952).

1.1.6 Diagndstico

La presencia de Cfv puede sospecharse a partir de una correcta anamnesis
reproductiva del rodeo y de la presencia de los signos clinicos mencionados. Cuando
existe clinicamente esta sospecha, se deben tomar las muestras apropiadas y
procesarlas correctamente para poder aproximarse a un diagndstico acertado.
Existen tres muestras distintas que pueden tomarse frente a la sospecha de la
enfermedad:

- Esmegma prepucial de toros,

- Mucus cérvico vaginal de hembras vacias o que hayan abortado,

- Muestras de feto abortado: placenta, liquido abomasal, pulmon e higado del

feto abortado.

El método para la obtencion de la muestra puede variar segin qué técnica de
diagndstico se utilice.
Se han desarrollado en nuestro pais principalmente tres técnicas de diagnostico:

- Cultivo y aislamiento.

- Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) a tiempo final y tiempo real.

- Inmunofluorescencia directa.

1.1.6.1. Obtencion de muestras
a) Esmegma prepucial de toros
La muestra de esmegma prepucial puede obtenerse por medio de raspaje prepucial,
aspiracion, lavado (Tedesco et al. 1977; Clark & Dufty, 1978, Terzolo et al. 1992) o
hisopado (Briano et al. 1973, citado por Terzolo et al. 1992).
Los raspadores prepuciales son instrumentos metalicos de 70 cm de largo que tienen
un extremo anterior ranurado de aproximadamente 10 cm de largo y 8 mm de
diametro, el cual facilita la accién del raspado sobre los pliegues prepuciales
(Tedesco et al. 1977; Terzolo et al. 1992). El raspaje prepucial se realiza primero
esterilizando el raspador metélico por fuego directo o ebullicion en agua durante 5
minutos. La modificacién que se introdujo actualmente fue la de utilizar raspadores
de plastico descartables, uno por animal. Luego se higieniza el orificio prepucial: se
recortan pelos, se lava con suero fisioldgico estéril y se seca. Se procede a introducir
el raspador en la cavidad prepucial, intentando evitar el contacto con pelos y la parte
externa del prepucio. Una vez dentro del prepucio, se efectdan 20-30 movimientos en
sentido antero-posterior con el raspador. Debe hacerse sobre el prepucio y sus
pliegues, con la precaucién de no raspar el pene. Finalmente se debe extraer el
raspador con la precaucion de evitar el contacto con pelos y parte externa del
prepucio (Tedesco et al. 1977).
En cuanto a la aspiracion, originalmente se utilizd la pipeta de Bartlett (1949)
(Terzolo et al. 1992), que consistia en un tubo de vidrio de 54 cm de largo y con uno
de sus extremos biselado, el cual se introducia en la cavidad prepucial mientras que
en el extremo opuesto se colocaba un tubo de latex por donde se aspiraba el material.
Actualmente se utilizan las vainas azules descartables de Cassou, las mismas que se
emplean para inseminacion artificial con pastillas, con el dispositivo metélico de 45
cm de largo por 3 mm de diametro por el cual se acopla (Terzolo et al. 1992). La
aspiracion se realiza introduciendo la vaina en la cavidad prepucial y realizando
movimientos leves en sentido antero-posterior y simultdneamente aspirando con al
pipeta (Campero et al. 2003).



Para los lavados prepuciales se utiliza una pipeta de inseminacién artificial, a la que
se le conecta un tubo de latex de aproximadamente 60 cm. Este tubo de latex esta
adosado por su otro extremo a un frasco o jeringa que contiene PBS (Phosphate
Buffer Saline). Una vez introducida la solucion, se cierra con una mano el orificio
prepucial para evitar su salida y se efectian vigorosos masajes en sentido craneo-
caudal durante aproximadamente 1 minuto. Posteriormente se recoge el liquido en un
frasco, dejandolo caer por gravedad a través de la goma (Clark & Dufty, 1978,
Terzolo et al. 1992).

Por ultimo, también se ha descrito la técnica de muestreo con hisopado, que si bien
no resulta practico realizarlo a campo, es una técnica que puede disminuir la
contaminacion de la muestra. Consiste en frotar la mucosa peneana mediante una
torunda de gasa adosada a un mango de madera de 14 cm de largo (Briano et al.
1973, citado por Terzolo et al. 1992).

Tedesco et al. (1977) compararon el raspador, la aspiracion prepucial con pipeta, y el
lavado prepucial. Obtuvieron como resultado significativamente menos
contaminacion y mas aislamientos exitosos de Cfv usando el raspador que los otros
dos métodos. No se encontro dificultad en la obtencidn de la muestra en ninguno de
los tres métodos, pero Dufty et al. (1969) mencionan que el uso de la pipeta es
incébmodo para los toros, y en algunos casos observaron leve presencia de sangrado.
El esmegma prepucial obtenido se puede utilizar directamente para sembrar en el
medio de cultivo, o puede descargarse en un tubo con 4 ml de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) con 1% de formalina, para el diagnéstico mediante la
prueba de la inmunofluorescencia, como se explicard méas adelante. En todos los
casos, las muestras deben ser obtenidas bajo las mejores condiciones asépticas
posibles, ya que existe gran cantidad de flora contaminante dentro de la cavidad
prepucial. EI medio de dilucidn para descargar la muestra de esmegma también ha
estado sujeto a mucha investigacion. Actualmente, se recomienda el uso de PBS
(Hum, 1987; Lander, 1990b; OIE, 2017) pero en el pasado se han utilizado muchos
otros medios (por ejemplo, tioglicolato de sodio (Modolo et al. 2000), caldo de
peptona (Dufty et al. 1969) y agua peptonada (Tedesco et al. 1977).

b) Mucus cérvico vaginal de hembras vacias o que hayan abortado

Las muestras de mucus cérvico vaginal (MCV) se utilizan para la mayoria de las
pruebas de diagnostico y aislamiento microbioldgico. Antes de proceder a obtener la
muestra, el area de la vulva debe limpiarse adecuadamente, utilizando alcohol u otro
desinfectante. Las heces y el moco seco deben eliminarse de la vulva, seguido de un
lavado a fondo, un secado y una limpieza aséptica del area (Benquet Sansone, 2005).
La muestra de MCV puede obtenerse por aspiracion o por lavado de la cavidad
vaginal. Para la aspiracion, se limpia la zona de la vulva y se introduce en la cavidad
vaginal una pipeta de inseminacion artificial o una pipeta de Cassou (vaina azul), de
forma que la parte anterior alcance el cuello uterino (Terzolo et al. 1992). Se
succiona suavemente mientras se mueve la pipeta hacia delante y hacia atrds. Se
retira la pipeta y el mucus recogido se inocula directamente en un medio de cultivo o
en un medio de trasporte y enriquecimiento (OIE, 2017).

ElI MCV también puede recogerse mediante lavado de la cavidad vaginal: se
introducen en la cavidad 20-30 ml de PBS con una jeringa unida a una canula o
pipeta de inseminacion artificial. El liquido se aspira y se reintroduce en la cavidad
cuatro o cinco veces antes de recogerlo y extenderlo directamente en medio de
cultivo o de afadirlo a un medio de transporte y enriquecimiento (OIE, 2017).
También se puede recoger liquido a partir del lavado de la cavidad vaginal con un
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tampon o gasa estéril mantenidos en la vagina durante 5-10 minutos después de
introducir PBS. Las muestras de MCV obtenidas por succién pueden diluirse con
PBS, o sembrarse directamente en un medio de cultivo o de transporte y
enriquecimiento (OIE, 2017).

c) Muestras de feto abortado

Las muestras que se recomiendan obtener de un aborto son la placenta y el liquido
abomasal, los pulmones y el higado del feto. Las muestras se deben obtener de forma
aséptica y se pueden inocular directamente en un medio de transporte y
enriquecimiento, o en PBS con un 1% de formalina para realizar
inmunofluorescencia indirecta (OIE, 2017). Si es posible, los medios de transporte
deben ser inoculados con muestras de liquido abomasal lo antes posible (Varga et al.
1986; Terzolo et al. 1992). También existe la posibilidad de enviar el feto entero al
laboratorio para realizar alli la necropsia completa, lo que permite sacar una muestra
menos contaminada, y poder hacer el diagnostico de otras causas de aborto (Riet-
Correa, com. pers.).

1.1.6.2. Técnicas de diagnostico
a) Cultivo y aislamiento
Transporte de muestras
Para mantener la viabilidad del Cfv e inhibir el crecimiento de otros
microorganismos contaminantes, las muestras deben enviarse al laboratorio para su
aislamiento lo antes posible, o de lo contrario se inoculan en medios de transporte y
enriquecimiento.
Dado que Cfv es una bacteria Gram-negativa, en la mayoria de estos medios se
incluyen antibidticos para inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas, y
antifangicos.
Se han desarrollado medios de transporte y enriquecimiento sélidos (Clark et al.
1969; Dufty & McEntee, 1969; Clark et al. 1974a; Garcia et al. 1984; Hum et al.
1994; Monke et al. 2002), semisdlidos (Clark et al. al., 1978; Luechtefeld et al. 1981;
Terzolo et al. 1992, Marcellino et al. 2015) y liquidos (Bolton et al. 1983; Lander,
1990a y 1990b; McFadden et al. 2004).
Los medios de transporte mas utilizados son:

e Medio de Clark: medio semis6lido que contiene 5-fluorouracilo, sulfato de
polymixina B, verde brillante (contra bacterias Gram positivas), acido nalidixico
y cicloheximida (antifingico) en una base de suero equino o bovino. Este medio
tiene buena calidad, pero su preparacion es dificil y lleva mucho tiempo. Se
utiliza principalmente en Australia y en Uruguay, en la Direccién de
Laboratorios Veterinarios (DILAVE) para raspados prepuciales, mas conocido
como T.E.M (Medio de Transporte y Enriquecimiento) (Clark et al. 1978;
Repiso et al. 2005).

e Medio Cary Blair: es un medio semisolido que contiene tioglicolato de sodio,
fosfato disddico, cloruro de sodio, cloruro de calcio al 1% y agua destilada, con
los siguientes agentes antimicrobianos: vancomicina, polimixina B, trimetoprim,
anfotericina B, y cefalotina (Luechtefeld et al. 1981; Terzolo et al. 1992,
Marcellino et al. 2015).

e Medio de Lander: caldo liquido que contiene complemento de crecimiento de
Campylobacter (Oxoid), carbdn bacteriol6gico, sangre equina hemolizada,
vancomicina, sulfato de polimixina B, cicloheximida, trimetoprima y b5-
fluorouracilo, en una base de caldo Mueller-Hinton. Se utiliza principalmente

6



para lavados prepuciales y lavados vaginales (Bolton et al. 1983; Lander, 1990a;
McFadden et al. 2004).

Procesamiento de las muestras
Las muestras para cultivo y aislamiento deben procesarse preferiblemente dentro de
las 24 horas para aumentar la posibilidad de obtener el aislamiento.

Muestras de toros
El objetivo de un correcto muestreo de esmegma prepucial es poder obtener la mayor
cantidad de Cfv presentes en las criptas prepuciales. Uno de los problemas para esto
es el alto volumen en el cual se descarga la muestra obtenida de esmegma prepucial
(desde 4 a 10 mL). Para solucionarlo, se planted centrifugar las muestras para
concentrarlas, inoculando luego el medio de transporte con el pellet (Clark et al.
1969; Clark et al. 1974a; Bier et al. 1977; MacLaren et al. 1988; Lander, 1990b),
otros autores dejaron reposar la muestra durante unos minutos antes de inocular el
medio de transporte con el sobrenadante (Repiso et al. 2005), y otros filtraron una
alicuota de la muestra a través de filtros con un tamafio de poro de entre 0,65y 0,60
pum (Plumer et al. 1962; Lander, 1990a) y también se combinaron dos o tres métodos
(Dufty, 1967; Winter et al. 1967; Clark et al. 1978; von Bispin et al. 1981; Modolo et
al. 2000). Todos los méetodos han dado buenos resultados, pero no hay un trabajo que
compare estos protocolos.

Muestras de vacas
La muestra de MCV puede ser demasiado viscosa y puede ser necesaria la
licuefaccion. Esto se logra mediante la adicion de un volumen igual de una solucion
de cisteina a la muestra y la espera de 15 a 20 minutos antes de la inoculacion de la
muestra diluida en cualquier otro medio (OIE, 2017). También se puede filtrar antes
de inocularla para el aislamiento o inmunofluorescencia (Shires et al. 1974), o
sembrarla directamente en el medio de transporte (Marcellino et al. 2015).

Muestras de feto abortado
La muestra de liquido abomasal se puede inocular directamente en un medio de
cultivo. Las muestras de placenta, higado, y pulmones del feto se flamean para
esterilizar la superficie, y luego se homogeneizan y se inocula en medio de cultivo
(OIE, 2017).

Medio de cultivo para el aislamiento

Existen medios de cultivo utilizados para el aislamiento de Campylobacter spp. que
no son adecuados para el C. fetus a causa de los antimicrobianos que pueden inhibir
el crecimiento de C. fetus, como por ejemplo las cefalosporinas (van Bergen et al.
2005b). Como medio selectivo para el aislamiento de C. fetus se recomienda el
medio de Skirrow. Se trata de un medio con un 5-7% de sangre (lisada) desfibrinada
y contiene los siguientes agentes selectivos: sulfato de polimixina B (2,5 Ul/ml),
trimetoprim (5 pg/ml), vancomicina (10 pug/ml) y cicloheximida (50 pg/ml). De
forma alternativa, se pueden usar medios no selectivos a base de sangre, como agar
Columbia, o agar sangre enriquecido con sangre de oveja o caballo.

Campylobacter fetus es una bacteria microaerofilica que necesita una mezcla de
gases de no méas de 5 a 10% de oxigeno, 5 a 10% de didxido de carbono y 5 a 9% de
hidrogeno para un crecimiento 6ptimo (Kiggins et al. 1956; Vandamme, 2000). Las
condiciones microaerobias pueden establecerse mediante varios metodos. En algunos
laboratorios se crea una atmdsfera adecuada sustituyendo gas en una jarra. También
existen Kits para la generacion del gas, o se pueden utilizar incubadoras de atmosfera
variable (OIE, 2017). Luego de sembrados, los medios se incuban a 37°C en esta



atmosfera microaerobia. Se necesitan entre 4 y 7 dias para que las colonias de
Campylobacter fetus sean visibles. El hecho de no observar colonias de
Campylobacter fetus despues de 4 dias no asegura que sea un resultado negativo. Se
recomienda verificar las condiciones de cultivo e incubacion utilizando cepas control
de C. fetus subesp. fetus y C. fetus subesp. venerealis cada vez que se intente llevar a
cabo un aislamiento (OIE, 2017).

Identificacién de colonias de Campylobacter

Las colonias de Campylobacter fetus miden 1-3 mm de diametro. Son ligeramente
rosas-grisaceas, redondas, convexas, lisas y brillantes y con borde regular (OIE,
2017). Para identificar las colonias en crecimiento se puede realizar una tincion de
Gram a partir de un frotis de la colonia sospechosa. EI Campylobacter presenta una
forma de un bacilo curvo, de 0,3 a 0,4 um de ancho y 0,5 a 0,8 um de largo, gram
negativo. También se pueden observar frotis de colonias vivas en contraste de fases,
y se puede distinguir la gran movilidad y forma caracteristica de los bacilos: formas
cortas (en forma de coma), media (en forma de S) y largas (helicoidales con varias
espirales) (On, 2001).

Caracterizacion bioquimica

Se han disefiado distintas pruebas bioquimicas o fenotipicas para poder identificar
correctamente la especie y subespecie de Campylobacter de acuerdo a la respuesta en
diferentes condiciones bioquimicas (OIE, 2017). Las pruebas bioquimicas
actualmente recomendadas por la OIE (2017) se muestran en el Cuadro I.

Cuadro |. Caracteristicas diferenciales de varias especies de Campylobacter que
pueden aislarse del tracto genital bovino y de fetos bovinos abortados (segln
Bergey’s Manual, 2° edicion, 2005, citado por Manual de la OIE 2017).

o o . NaCl Glicina
25°C 42°C Oxidasa Catalasa 3.5% 1% H,S
C. fetus subesp. venerealis \% -v@ + \% - - -
C. fetus subesp. Fetus v V@ + + - + +
C. jejuni - v® + Vv© - Vv +
C. hyointestinalis - + + + - \Y n.d.
C. sputorum - + + \Y% + + n.d.

(a) Aungue C. fetus no es una especie termdfila de Campylobacter, se ha descrito el crecimiento de
esta especie a 42°C;

(b) C. jejuni subesp. jejuni es positivo, C. jejuni subesp. doylei es negativo;

(c) C. jejuni subesp. jejuni es positivo, C. jejuni subesp. doylei es variable;

(+) reaccion o crecimiento positivo y (-) reaccidn negativa o ausencia de crecimiento de la cepa en un
medio adecuado bajo condiciones especificadas

V = resultados variables; n.d. = indeterminado.

Sensibilidad y especificidad del cultivo y aislamiento

En 1947, Yerushalmy introdujo los términos de sensibilidad y especificidad como
indicadores estadisticos que evaltan el grado de eficacia inherente a una prueba
diagnostica (Lorenzo, 1905; Castles, 1998; citado en manual de Epidat 3.1). La
sensibilidad y la especificidad indican la discriminacion diagnostica 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 diagnostica evaluada. Es decir, indica cuan “sensible”
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es la prueba frente a la presencia de la enfermedad. Se calcula en términos de
probabilidad condicional como la probabilidad de que el Test sea positivo (T+) dado
que el animal efectivamente sea enfermo (Enf) o portador: S = P (T+/Enf) (Feinstein
et al. 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 proporcion 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 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).

La informacion publicada sobre la sensibilidad de la técnica de diagndstico
bacterioldgico utilizando el medio de cultivo Skirrow para C. fetus varia desde un
32,7% (Garcia Guerra et al. 2014) a un 40-60% (Dutra 2013, Marcellino et al. 2015).
Presenta una baja sensibilidad, por lo tanto puede haber animales portadores
positivos que no sean detectados mediante esta técnica, obteniendo resultados Falsos
Negativos. Al ser una técnica de baja sensibilidad, se recomienda realizar 3 raspajes
cada 7 a 15 dias para poder alcanzar una sensibilidad del cultivo del 88% (Dutra,
2013). En cuanto a la especificidad del medio de cultivo Skirrow, distintos autores
reportaron un 100% de especificidad (Dutra, 2013; Garcia Guerra et al. 2014;
Marcellino et al. 2015). Es decir que el animal sano no portador va a dar negativo,
siendo Verdadero Negativo.

b) Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Basado en trabajos previos de Wesley et al. (1991), Blom et al. (1995) publicaron
una técnica de PCR para la identificacion de C. fetus a nivel de especie, dirigida a la
amplificacion de un fragmento del gen 16S ARN ribosomal (ARNr) que codifica
para la sintesis de ARN ribosémico. Este gen es omnipresente, es facil de secuenciar,
y hay grandes bases de datos disponibles para la alineacién e identificacion de la
secuencia (Drancourt et al. 2000). Por otro lado, Oyarzabal et al. (1997)
seleccionaron secuencias cortas de las regiones hipervariables del gen 16S ARNr
para producir primers especificos para la especie C. fetus. Este método logrd
identificar la especie C. fetus de otras especies de Campylobacter. Hum et al. (1997)
publicaron un método de PCR multiple. En este trabajo se usé dos pares de primers
(MG3F, MG4R; y VenSf, VenSR). El primer par de primers se dirige a las especies
de C. fetus que amplifica una banda de 960 pares de bases (pb) y el segundo par de
primers se dirige a especificamente a una banda de 142 pb de Cfv. Se analizaron 99
cepas y obtuvieron como resultado un 80,8% de coincidencia entre la PCR y la
caracterizacion bioquimica. Las cepas en las que se produjo la diferencia se
volvieron a identificar mediante esta PCR, y los autores atribuyeron las diferencias a
la falta de una adecuada estandarizacién de las pruebas bioguimicas. Esta fue la
primera técnica de PCR que aparentemente fue capaz de diferenciar entre Cfv y Cff y
representd un paso adelante de la PCR como una técnica rapida y precisa para la
identificacion de la presencia de ADN especifico de especie.

Luego se desarroll6 un método de identificacidn de especie C. fetus basado en el gen
cpn60, que codifica para una chaperonina de 60-kDa (Chaban et al. 2012). Esta
metodologia utiliza primers especificos y el flourocromo SYBR green, pero su
eficiencia no es muy alta cuando se analizan muestras sin enriquecimiento (Chaban
et al. 2012). A su vez, se disefid un método que utiliza una sonda TagMan basada en



el gen parA para la diferenciacion de subespecies de C. fetus (McMillen et al. 2006,
Chaban et al. 2012; McGoldrick et al. 2013), pero este método necesita ser mejor
evaluado, ya que se han detectado reacciones cruzadas entre las subespecies (Spence
etal. 2011).

Se han evaluado distintos métodos de PCR (Newell et al. 2000; Wagenaar et al.
2001; Vargas et al. 2003; y Muller et al. 2003) y se han desarrollado otros protocolos
(Wang et al. 2002; Tu et al. 2005; van Bergen et al. 2005c; y Abril et al. 2007), con
aspectos en comun pero también con algunas diferencias (Van der Graaf et al. 2013)
(Cuadro I1).

Cuadro I1. Sensibilidad y especificidad de la identificacion de C. fetus a nivel de
subespecie mediante PCR (OIE, 2017 adaptado de Van der Graaf et al. 2013).

Autor (PCR) Identificacion Gen Sensibilidad® Especificidad®

C. fetus nahE 100% (143/143)  100% (12/12)
Abril et al. 2007

Cfv ISCfel 97% (58/60) 100% (95/95)
Van Bergen et al. 2005¢c  Cfv desconocido 45% (27/60) 100% (95/95)

C. fetus CStA 100% (143/143)  100% (12/12)
Hum et al. 1997

Cfv parA 589% (46/70) 83% (79/95)
McMillen et al. 2006 Cfv parA 53% (32/60) 100% (95/95)
Wang et al. 2002 Cff sapB2 76% (63/83) 72% (52/72)
Van der Graaf et al. 2013 C. fetus nahE 100% (143/143) 100% (12/12)

El estudio incluy6: 60 cepas de Cfv, 83 cepas de Cff, 12 cepas no fetales de Campylobacter, 95 cepas
no Cfvy 72 cepas no Cff (Van der Graaf et al. 2013).
# expresado en forma de porcentaje (nimero de cepas identificadas de forma correcta/nlimero total de

cepas).
Cfv: Campylobacter fetus venerealis. Cff: Campylobacter fetus fetus.

La PCR multiple descrita por Abril et al. (2007) demostré ser valida para la correcta
identificacion de C. fetus, con un 100% de sensibilidad y un 100% de especificidad,
aunque el gen diana ISCfel especifico de Cfv descrito para esta PCR, dio un 97% de
sensibilidad y no puede emplearse para diferenciar entre cepas de Cff y de Cfv con
validez (Van der Graaf et al. 2013). El gen nahE puede emplearse para identificar C.
fetus por PCR convencional y por real time PCR (Van der Graaf et al. 2013;
McGoldrick et al. 2013).

Sobre la PCR mudltiple descrita por Hum et al. (1997), se hicieron estudios
posteriores donde se compararon los resultados de esta PCR con las pruebas AFLP y
MLST (Multilocus Sequence Typing) (van Bergen et al. 2005a) y con la prueba de la
glicina (Willoughby et al. 2005) y se observo que esta técnica de PCR puede dar
tanto falsos positivos como falsos negativos (Van der Graaf et al. 2013). En otro
estudio, esta PCR dio 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 deméas PCR en las que se utilice este gen diana,
resulten inadecuados para el diagnostico. Las otras PCR mencionadas en el Cuadro Il
se hicieron con un nimero muy pequefio de cepas y de pruebas, por lo que habria que
seguir generando informacion.
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A pesar de las diferencias que se pueden observar, la PCR como técnica parece ser
un método Util para la identificacion de la especie C. fetus, pero ninguna PCR
publicada permite identificar con validez las cepas de C. fetus a nivel de subespecie
entre Cfv y Cff (OIE, 2017, Van der Graaf et al. 2013).

Se han descrito otros métodos moleculares para la identificacion de subespecies de
cepas aisladas de C. fetus: la secuenciacién del gen 16S (Gorkiewicz et al. 2003; On
y Harrington, 2001), PFGE (electroforesis en gel de campo pulsado) (On y
Harrington, 2001), AFLP andlisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos
amplificados) (Wagenaar et al. 2001) y MLST (van Bergen et al. 2005a) y la
secuenciacion de todo el genoma (Van der Graaf et al. 2014), pero estos métodos son
laboriosos y caros para poder realizarlo en los laboratorios de diagnostico (OIE,
2017).

En el estudio de Iraola et al. (2016) se desarroll6 una técnica de rtPCR que se dirige a
una region unica del gen 16S ARNr de C. fetus. Esta técnica demostro tener una
sensibilidad del 100% con cepas de C. fetus, y una especificidad entre 95 y 100%.
No es util para la deteccion de subespecies Cfv o Cff, pero es altamente sensible y
especifica para deteccion de especie C. fetus.

Sensibilidad y especificidad de la PCR

La sensibilidad y especificidad de diferentes técnicas de PCR han sido evaluadas en
base a cepas aisladas de C. fetus, Cfv y Cff, obteniendo valores de 100% de
sensibilidad y 100% de especificidad para la correcta deteccion de especie C. fetus,
pero siendo muy variables para la deteccion de subespecie Cff o Cfv (Cuadro Il, Van
der Graaf et al. 2013). En un protocolo de rtPCR para la deteccion de Cfv probado
directamente a partir de muestras de campo (Garcia Guerra et al. 2014) obtuvieron
una sensibilidad de 85,4% y una especificidad de 85%. La rtPCR publicada por
Iraola et al. (2016) obtuvo una sensibilidad del 100% (entre 94% y 100%, con un
intervalo de confianza de 95%), y una especificidad de 100% (entre 59% y 100%,
con un intervalo de confianza de 95%) para correcta deteccion de cepas de C. fetus.
Las técnicas moleculares de PCR han sido 100% sensibles y 100% especificas para
detectar la especie C. fetus (Hum et al. 1997; Abril et al. 2007; Van der Graaf et al.
2013). Pero parece ser que no hay una correlacion exacta entre la caracterizacion
bioquimica y la deteccion o identificacién por PCR de las subespecies Cfv y Cff
(Hum et al. 1997; Wang et al. 2002; Van Bergen et al. 2005c; McMillen et al. 2006;
Abril et al. 2007; Van der Graaf et al. 2013).

c) Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia (IF) puede aplicarse para la identificacion del
microorganismo de forma directa a partir de muestras, o para confirmar la
identificacion de una cepa después del aislamiento. Sin embargo, esta prueba tiene
como desventaja que no permite diferenciar entre las subespecies Cff y Cfv.

Mellick et al. (1965) utilizaron por primera vez la técnica de anticuerpos
fluorescentes en lavados prepuciales, con resultados de coincidencia completa entre
la inmunoflourescencia y el aislamiento microbiolégico de Cfv. Sin embargo, esta
técnica presentd la desventaja de tener reactividad cruzada con Cff. Luego, Winter et
al. (1967) evaluaron el uso de IF y el aislamiento. Un total de 269 muestras de
esmegma prepucial de 145 toros se procesaron usando ambas técnicas. Se encontrd
una coincidencia en 122 muestras negativas y 44 muestras positivas. 12 toros fueron
positivos solo para IF y 8 solo para aislamiento. Como conclusion, sostienen que
aungue ambas técnicas son Uutiles, deberian tomarse muestras seriadas, que ninguno
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de los dos métodos de diagnostico deberia usarse solo, y que un unico resultado
negativo en ambas técnicas no deberia considerarse definitivo. En el mismo afio,
Dufty (1967) encontré que 94 de las 100 muestras de esmegma prepucial recogido
utilizando la pipeta de Barttlet evaluadas por IF, dieron resultados positivos, aunque
también hubo reaccion cruzada con Cff. Esta técnica fue la que tuvo mayor
sensibilidad comparada con los cuatro métodos utilizados en esta investigacion
(cultivo y aislamiento en medio selectivo, cultivo y aislamiento después de una
filtracion, y aislamiento después de la congelacién con glicerol). De todas maneras,
indico que se deberian hacer al menos cuatro muestreos en serie antes de diagnosticar
un animal como negativo. Lein et al. (1968) y Ruckerbauer et al. (1974) coinciden
con resultados similares.

En hembras, se propuso utilizar esta técnica con fines de screening previo para
establecer un estatus a nivel de rodeo (Carrol & Hoerlein, 1972), pero Shires et al.
(1974) criticaron esta estrategia considerando que la presencia de Cff es poco
frecuente en todas las muestras excepto en los abortos. En este caso, la filtracion del
MCV mejord los resultados de la IF, al eliminar la interferencia de sangre o material
purulento en la muestra, y otros contaminantes que puedan generar fluorescencia.

En 2002, la técnica de IF se validé formalmente, comparando la sensibilidad,
especificidad, limite de deteccidn y efectos del observador (Ferreira Figueredo et al.
2002). La sensibilidad y especificidad para diferenciar Cfv de otras especies de
Campylobacter fue 92,6% y 88,9% respectivamente, y los limites de deteccion
fueron 1x10* UFC/mI en muestras prepuciales en PBS y no centrifugadas, y 1x10?
UFC/ml para muestras centrifugadas. No hubo efecto del observador en los
resultados finales. El limite de deteccion de la IF en lavados prepuciales
centrifugados segun Ferrerira Figueredo et al. (2002) fue mayor que el encontrado
por Eaglesome & Garcia (1997) usando PCR para la deteccion de C. fetus subsp.
venerealis en semen bovino (3 UFC/ml).

La IF se sigue utilizando, tanto para muestras de esmegma prepucial como para
confirmacion de cepas aisladas en cultivos. El limite de deteccion, los contaminantes
presentes y el procesamiento de la muestras son los puntos criticos que influyen en la
sensibilidad para detectar los positivos (Ferreira Figueredo et al. 2002).

1.1.7 Tratamiento
Se han estudiado diferentes posibles tratamientos de toros portadores, con resultados
variables. Las primeras pruebas consistieron en los siguientes tratamientos:
- lavados prepuciales diarios con 0,5 a 1 litros de una solucion al 3% de
hidrégeno peroxidasa seguido de 300 ml de una solucion acuosa al 0,5-0,7%
de clorhidrato de furaltadona (Winter et al. 1967);
- lavados prepuciales con una combinacion de penicilina y estreptomicina
(Clark, 1971).
Posteriormente se realizaron trabajos utilizando clorhidrato de dimetridazole
(Campero et al. 1987), y metanosulfonato de dimetridazole (Stoessel y Haberkorn,
1977; Palladino et al. 1983) con resultados exitosos, pero estos principios activos ya
no se encuentran en el mercado, y por lo tanto no es viable su utilizacion.
También se realizaron otros trabajos utilizando tratamiento sistémico con
oxitetraciclina con resultados de 100% de eficacia (von Bispin et al. 1981; Campero
et al. 1993), y otra prueba con 2 grupos de toros infectados, uno con tratamiento
sistémico con oxitetraciclina, y otro con tratamiento sistémico mas tratamiento local
también con oxitetraciclina, repetidos a las 72 horas (Cipolla et al. 2000) con 95% de
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eficacia. También ha sido utilizada la estreptomicina (Campero et al, 1993; Tuyers et
al. 2014) con resultado eficaz.

A su vez, se deberian realizar 4 muestreos negativos consecutivos luego de realizado
el tratamiento para diagnosticar a los animales como libres de la enfermedad
teniendo en cuenta que los toros tratados con éxito son susceptibles de reinfeccion en
cuanto vuelvan a estar expuestos en un rodeo infectado (Dufty, 1967; Clark, 1971).
En las vacas, es dificil aplicar un tratamiento eficaz. Hartley (1952) informd un
tratamiento exitoso de las vacas mediante la inyeccién intrauterina de soluciones de
estreptomicina o combinaciones de penicilina y propamidina. Te Punga et al. (1958)
previnieron con éxito la enfermedad mediante irrigacion uterina de una solucion de
estreptomicina cuatro dias después de inseminar vaquillonas con semen infectado.
Despueés de estas publicaciones iniciales y la aparicion de la vacunacion como un
método efectivo de control y prevencion en las vacas, hizo que se deje de lado la
investigacion sobre el uso de antibiéticos como tratamiento en hembras (Benquet
Sansone, 2005).

Se introdujo la vacunacion como una herramienta para el control y la prevencion de
la enfermedad, pero también como tratamiento con efecto curativo (Clark, Dufty y
Monsbourgh, 1968). Esto fue confirmado por estudios posteriores (Bouters et al.
1973; Clark et al. 1974b; Palladino & Campero, 1983) donde informaron que el
poder curativo de la vacuna contra la infeccion con la cepa homologa fue del 100%.
En los trabajos donde utilizan vacuna contra la infeccion homéloga se observo buena
respuesta curativa y alta reacciéon sistémica a anticuerpos (Bouters et al. 1973;
Palladino & Campero, 1983; Vasquez et al. 1983). En trabajos donde utilizan cepas
de otro origen no se obtuvieron buenos resultados de curacion ni respuesta de
anticuerpos (Hum et al. 1993; Campero et al. 2010).

1.1.8 Control y prevencion

Lo métodos de control de la CGB descritos hasta el momento se basaban en la
revisacion y descarte de los toros positivos previo al servicio, el reemplazo con toros
jévenes negativos (Hartley, 1952; von Bispin et al. 1981), y sobre todo la vacunacién
de hembras previo al servicio (Palladino & Campero 1983; Cipolla et al. 1992).
También existen medidas de manejo como la separacion de rodeos infectados y no
infectados, el uso toros virgenes o sanos con vacas y vaquillonas libres, (Hartley,
1952), y el desarrollo de técnicas de inseminacion artificial.

La vacunacion como herramienta para el control y la prevencion comenz6 a
desarrollarse en la década de 1960. Los primeros trabajos mostraron que la inyeccion
subcutanea de una suspension de celulas de Cfv producia una rapida recuperacion de
la fertilidad en vaquillonas (Te Punga, 1962).

Michi et al. 2016 publicaron una revision exhaustiva sobre enfermedades venéreas y
el desarrollo de vacunas. La vacunacion sistémica de toros con antigenos de C. fetus
venerealis ha sido eficaz para prevenir la infeccion a nivel prepucial (Vasquez et al.
1983; Bouters et al. 1973; Clark et al. 1974b). En el estudio de Clark et al. (1974b),
se administré una vacuna sistémica con antigenos de C. fetus venerealis (con 40 mg
de materia seca) en adyuvante oleoso (aceite mineral) a 16 toros, dos veces con un
intervalo de 2 meses, y luego anualmente. Luego estos toros fueron desafiados
experimentalmente a nivel intraprepucial con C. fetus venerealis cada 6 meses (un
total de cinco veces) y se consideraron libres de infeccion después de 4 cultivos
semanales consecutivos de esmegma prepucial negativos (Clark et al. 1974b). En ese
estudio, los 16 toros vacunados estaban libres de la infeccion, mientras que de 17
toros desafiados no vacunados, 13 se infectaron durante al menos 3 meses, 2 se
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infectaron durante menos de 2 semanas y solo los 2 restantes permanecieron libres de
la infeccion (Clark et al. 1974b). Las edades a las que los toros se infectaron
oscilaron entre 2 y 6 afios (Clark et al. 1974b). Asimismo, en el trabajo de Clark et al.
(1979), se administrdé una vacuna bivalente que contenia antigenos C. fetus
venerealis y C. fetus venerealis biotipo intermedius (20 mg de cada uno) a 10 toros
(de 20 -34 meses) utilizando el mismo protocolo de vacunacion y desafio. Los cinco
toros desafiados con C. fetus venerealis y los cinco toros desafiados con C. fetus
venerealis biotipo intermedius permanecieron libres de la infeccion, mientras que 9
de 10 toros del grupo control no vacunados y desafiados, se infectaron durante al
menos 5 semanas despues del desafio (Clark et al. 1979). Las edades a las que los
toros se infectaron oscilaron entre 3,5 y 5,5 afios (Clark et al. 1979).

La vacunacién sistémica de las vacas con una cepa de Cfv se asocié con la
prevencion de la infeccion y la posible curacion. La vacunacién sistémica de vacas
con C fetus venerealis y C. fetus venerealis biotipo intermedius (20 mg de peso seco
de cada uno) con adyuvante oleoso, protegi6 contra la infeccion experimental vaginal
con ambos microorganismos (Clark et al. 1977). En otro estudio con vaquillonas, se
vacuno con una bacterina conteniendo antigeno capsular K, y estas se mantuvieron
resistentes a la infeccion experimental con el C. fetus (Border & Firehammer, 1980).
Ademas, la inmunizacion sistémica con células muertas de C. fetus en adyuvante
oleoso de Freund también curd la infeccion en 6 de las 8 vacas infectadas
previamente con C. fetus venerealis (Schurig et al. 1975). Estos efectos protectores y
curativos de la vacunacion sistémica se han asociado en gran medida con la
induccion de la respuesta inmune y produccién de anticuerpos. Las vacunas
sistémicas con bacterinas de C. fetus en adyuvante oleoso estimularon altas
concentraciones sistémicas y a nivel genital de anticuerpos IgG1 e 1gG2 (Corbeil et
al 1974; Corbeil et al. 1981).

Se han realizado otros estudios sobre el patrén de secrecion de inmunoglobulinas
producidas por las vacunas. En las vacas, la IgG y la IgA aumentaron tanto en el
suero como en la mucosa vaginal después de la vacunacion, aungque no se observo
una relacion constante entre ambas (Schurig et al. 1975). En los toros, la difusién de
IgG e IgM hacia el prepucio junto con la secrecién local de IgA se produce después
de la vacunacion aunque en bajas cantidades (Van Aert et al. 1976). Border &
Firehammer (1980) informaron que los antigenos capsulares K del Cfv son los que
generan la respuesta inmune. Investigacién adicional mostré que los anticuerpos
contra los antigenos capsulares K se secretaron 4 semanas después de la vacunacién
y los anticuerpos contra el antigeno somatico “O” se secretaron dentro de las 6
semanas de la vacunacion (Vasquez et al. 1983).

Segun Hjerpe (1990), las vacunas desarrollan inmunoglobulinas del tipo 1gG contra
antigenos capsulares K labiles al calor del Cfv. Estas 1gG difunden hacia la vagina y
el Utero. La presencia de IgG en la vagina no dura mucho tiempo y puede producirse
una invasion bacteriana, aunque no se pierde la fertilidad. En los toros, la
inmunizacion da como resultado la presencia de IgG, IgM e IgA en la cavidad
prepucial. Por lo tanto, la vacunacion evitara la infeccion de los toros y la
transmision de la enfermedad a las vacas susceptibles (Hjerpe, 1990).

Se evaluo la inmunidad contra Cfv utilizando vacunas formuladas con Cff, ya que
comparten antigenos entre si (Bouters et al. 1973; Clark et al. 1975). En el trabajo de
Bouters et al. (1973), la vacuna contra C. fetus subesp. fetus confirio inmunidad
contra C. fetus subesp. venerealis. Otros resultados encontraron que existe proteccién
cruzada contra Cfv a partir de las vacunas elaboradas con Cff (Eaglesome et al.
1986), también con vacunas elaboradas con Cfv biotipo intermedio (Johns et al.
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1977), e incluso con vacunas bivalentes preparadas a partir de cepas de Cfv y Cfv
biovar intermedius (Clark et al. 1977). También se ha evaluado la eficacia de
vacunas con células muertas de Cfv en hembras con buenos resultados (Schurig et al.
1978).

A pesar de las publicaciones que informan buena eficacia de la vacuna, también se
han informado fallas en la respuesta. Dos vacunas comerciales formuladas con C.
fetus venerealis administradas por via subcutanea en vacas, no las protegieron contra
la infeccion de C. fetus venerealis cuando fueron desafiadas de forma natural con un
toro infectado durante 60 dias (Cobo et al. 2003). A pesar de la vacunacion, tanto los
grupos vacunados, como los controles, tuvieron un alto porcentaje de vaquillonas
infectadas y ambos grupos tuvieron bajos porcentajes de prefiez (Cobo et al. 2003).
En un experimento de Hum et al. (1993), la vacunacion terapéutica fallé en un toro
de 4 afios infectado con C. fetus venerealis, ya que permanecio infectado después de
la inmunizacién sistémica con dos vacunas comerciales, con 2 y 3 revacunaciones
respectivamente.

Actualmente en el mercado existen vacunas polivalentes para la prevencion de
enfermedades reproductivas comunes que han desarrollado los laboratorios
comerciales. Cobo et al. 2003 evaluaron la eficacia en la prevencion de la CGB de
una vacuna polivalente que contiene Leptospira interrogans serovar pomona,
Haemophilus somnus, Cff, Cfv, IBR y antigenos BVD en adyuvante de hidréxido de
aluminio; comparado con otra vacuna que contiene los mismos antigenos excepto
Haemophilus somnus (Cobo et al. 2003). Se encontrd que estas vacunas no producian
una correcta inmunidad contra Cfv.

Las fallas en las vacunas contra la CGB se pueden atribuir a dos factores: las
diferencias antigénicas entre las cepas locales y las cepas estandar utilizadas en la
elaboracion de las vacunas, y/o debido al contenido insuficiente de peso seco de
células de C. fetus (menos de 40 mg de peso seco) (Michi et al. 2016). Puede haber
una variacion de los antigenos de superficie entre las cepas locales de C. fetus
venerealis y las cepas internacionales de referencia utilizadas para la elaboracion de
vacunas, que puede impedir el reconocimiento por parte del sistema inmune cuando
se produce la infeccion en un animal vacunado, y en consecuencia inducir una
respuesta inmune limitada (Michi et al. 2016). A su vez, se ha encontrado que
vacunas elaboradas con cepas foraneas o muy antiguas no aportaron una correcta
proteccion (Corbeil et al. 2003; Cobo et al. 2003; Jimenez et al. 2011). EIl peso seco
de antigeno por dosis puede determinar la efectividad de una vacuna, ya que las
vacunas experimentales indujeron una fuerte proteccién contra la infeccion genital
solo cuando contenian al menos 40 mg de peso seco por dosis en el adyuvante oleoso
(Clark et al. 1977).

1.2 TRICOMONIASIS GENITAL BOVINA

La Tricomoniasis Genital Bovina (TGB) es producida por Tritrichomona foetus (T.
foetus), un protozoario piriforme eucariota flagelado, de aproximadamente 8-18 um
de largo y 4-9 um de ancho. Taxondémicamente T. foetus pertenece al Dominio
Eukarya, Reino EXCAVATA, Philum PARABASALIA, Orden Trichomonadida,
Familia Tritrichomonadinae. Presenta tres flagelos anteriores que se originan en el
blefaroplasto o cuerpo parabasal, y uno posterior o recurrente, que acompana a la
membrana ondulante (Warton & Honigberg, 1979).

El lugar de la infeccién en los toros es principalmente la cavidad prepucial
(Parsonson et al. 1974; BonDurant, 1997), pero es clinicamente asintomatica y no
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causa cambios patologicos graves. La transmision de la infeccion tiene lugar a través
de la monta natural, o mediante inseminacion artificial con instrumentos
contaminados, o mediante el examen del aparato genital de las vacas. En los toros
mayores de 3-4 afios raramente tiene lugar la recuperacion espontanea, de tal modo
que se convierten en una fuente permanente de infeccion en el rodeo. En los toros
menores de 3-4 afios, la infeccidn puede ser transitoria (OIE, 2012).

En las vacas infectadas, la lesion inicial es una vaginitis, que puede continuar en las
vacas prefiadas con la invasion a través del cérvix hacia el Gtero. Pueden aparecer
varias secuelas, como una placentitis que provoca aborto entre 1 y 16 semanas,
secrecion uterina y piometra. Luego de la infeccion, las vacas pueden presentar
ciclos estrales irregulares, secrecion uterina, piometra o aborto (BonDurant, 1997;
Fitzgerald, 1986; Skirrow & BonDurant, 1988). Generalmente, las vacas se
recuperan y se hacen inmunes, al menos durante la duracion de ese servicio
(BonDurant, 1997; Fitzgerald, 1986; Soulsby, 1982).

El diagndstico de la TGB se basa en una correcta anamnesis e historia clinica del
rodeo, con presencia de problemas reproductivos, signos clinicos de aborto,
repeticion de celos, o celos irregulares, y se confirma la infeccion cuando se
observan los microorganismos en los medios de cultivo (OIE, 2012). Las muestras de
esmegma prepucial, mucus vaginal y feto abortados se obtienen de la misma manera
que para la CGB (Schonmann et al. 1994; Kittel et al. 1998; Parker et al. 1999;
Mukhufthi et al. 2003; de Manual de la OIE, 2012).

La prueba de diagnostico mas comdn para la TGB es el cultivo de la muestra
obtenida. Los medios mas usados son el medio Diamond para tricomonas o Kits
comerciales de cultivo, como el llamado InPouchTM (Bryan et al. 1999; Eaglesome
& Garcia, 1992; Parker et al. 2003; Ribeiro, 1990).

También se han desarrollado técnicas moleculares basadas en la PCR para la
identificacion de T. foetus (Cobo et al. 2007; Felleisen et al. 1997; 1998; Parker et al.
2001). La PCR ofrece varias posibles ventajas, como una alta sensibilidad analitica,
un diagnostico mas rapido, y el hecho de que los microorganismos de la muestra
recogida no tienen que ser viables al momento del procesamiento (OIE, 2012).

Se han realizado estudios sobre el control de la enfermedad probando la
inmunizacion sistémica en toros con antigenos de T. fetus (Clark et al. 1983; Clark et
al. 1984) donde se evalud la prevencién o eliminacion de la infeccion genital
artificial, utilizando como técnica de evaluacion y diagnostico el cultivo de muestras
de esmegma prepucial, con resultados satisfactorios.

También se han realizado pruebas de vacunas con T. foetus en vacas, pero se requiere
mas investigacion para evaluar los antigenos, ya que un analisis reciente de la
eficacia de las vacunas con células completas muertas de T. foetus concluyé que la
vacunacion de vaquillonas tiene un éxito limitado para la prevencion y control de la
enfermedad (Baltzell et al. 2013).
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2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Se diagnostico la CGB por primera vez en Uruguay en el afio 1967 (Stella y
Canavez, 1971) comprobandose posteriormente su amplia distribucion en la cuenca
lechera del sur del pais (Tedesco et al. 1976). Luego, Errico et al. (1976) lograron
aislar 50 cepas de Campylobacter fetus a partir de 103 muestras remitidas de raspaje
prepucial, mucus vaginal, tejido placentario y fetos abortados. Se tipificaron por
pruebas bioquimicas 38 cepas de Campylobacter fetus venerealis, 10 cepa de C. fetus
venerealis biotipo intermedio, y 2 cepas de Campylobacter fetus fetus (Cff) siendo la
primera vez que se aislo Cff asociado a sindrome de infertilidad y abortos bovinos.
En el Uruguay en ganado de carne, la enfermedad fue diagnosticada en 37% de los
establecimientos y en el 28% de los toros analizados mediante inmunofluorescencia,
obteniendo el cultivo y aislamiento en 47 muestras de las 1.754 analizadas (2,6%)
(Repiso et al. 2005). De los 47 aislamientos de C. fetus, el 75% fue biotipificado
como C. fetus subsp .venerealis y el 25% restante como C. fetus subsp. fetus (Repiso
et al. 2005). Por su parte, la Tricomoniasis Bovina tiene nula o muy baja prevalencia
en Uruguay (Repiso et al. 2005), pero es de rutina el analisis de ambas enfermedades
conjuntamente, ya que presentan signos clinicos y patogenia similar.

Otros estudios hechos en nuestro pais encontraron que el 34% de los abortos
remitidos al laboratorio de diagnodstico de la DILAVE eran de etiologia bacteriana,
ubicandose el Campylobacter fetus en tercer lugar como principal etiologia de
abortos, con un 12,9% de 431 casos estudiados entre 2002 y 2005 (Easton, 2006).

El promedio de la tasa de prefiez nacional fue de 77,8% (2017, XV Taller de
evaluacion de los diagndsticos de gestacion vacuna, INIA) y la tasa de procreo se ha
mantenido estable a lo largo de los afios, entre 60 y 70%, llegando a 72% en 2011
(INIA, 2012). Las pérdidas reproductivas reportadas entre el diagndstico de
gestacion y el destete han sido entre 7,9 % (de Nava, 2011) y 10,3% (Bidondo et al.
2010). Influyen en estas pérdidas factores nutricionales, de manejo y agentes
infecciosos a los cuales se les puede atribuir mas de un 50% de las fallas
reproductivas (Campero et al. 2003). Entre esas causas, se encuentra la CGB,
enfermedad que se encuentra distribuida mundialmente segun la Organizacién
Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2017).

Si bien existen vacunas nacionales e importadas para la prevencion de la CGB, no
hay informacion en Uruguay sobre la eficiencia de estas vacunas a campo. Segun una
encuesta realizada, solamente el 4% de los productores declard vacunar para prevenir
la enfermedad (Repiso et al. 2005). Para que las vacunas sean eficientes es
recomendable que contengan cepas autdctonas antigenicamente aptas. Sin embargo
no hay un relevamiento actual de las cepas bacterianas que circulan en Uruguay
comparado con las cepas que se usan en las vacunas que permitan determinar cual
vacuna es la mas adecuada para combatir esta enfermedad.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales problemas para el control de C. fetus es la complejidad en su
diagndstico, en la tipificacion de las subespecies y en la sensibilidad y especificidad
de las técnicas de diagnostico utilizadas. Las tecnicas de cultivo y pruebas
bioguimicas como método fenotipico son lentas y requieren personal especializado,
ya que C. fetus es una bacteria dificil de cultivar en el laboratorio (Dekeyser 1984;
Smibert 1984). Los métodos inmunoldgicos de unién a anticuerpos especificos
desarrollados para C. fetus presentan también dificultades técnicas, ademas de tener
la desventaja de que pueden dar reaccion cruzada con otras especies de
Campylobacter o géneros relacionados. Para la diferenciacion de Cff y Cfv, la OIE
(2017) recomienda la utilizacion del test fenotipico de tolerancia a 1% de glicina
(Cfv es negativo y Cff positivo). Sin embargo, este test puede arrojar resultados
ambiguos por la presencia de mutaciones puntuales (Hum et al. 1997; McGoldrick et
al. 2013). Otro ensayo bioguimico aceptado es la produccién de sulfuro de hidrogeno
(H2S) en medio sensible, para la cual Cfv es negativo y Cff es positivo (Cuadro I).
En base a este Gltimo test, se define el Cfv biotipo intermedio, ya que es negativo
para la tolerancia a 1% de glicina y positivo para la produccion de H,S. Ensayos
adicionales han sido probados, incluyendo algunos de resistencia a antibiéticos como
el acido nalidixico, pero ninguno de ellos da resultados concluyentes, ya que existen
ambigliedades en los resultados obtenidos con las diferentes pruebas.

Dentro de los métodos moleculares de diagnostico, los basados en PCR en tiempo
real tienen varias ventajas para la deteccion de C. fetus. Son métodos muy sensibles,
por lo que pueden ser utilizados con éxito aun en muestras con bajas cargas
bacterianas y sin un paso de enriquecimiento previo, lo cual disminuye la dificultad y
el costo de la logistica para la toma de muestras, facilitando la tarea de los
veterinarios de campo. Tienen una especificidad muy alta, y pueden ser
adecuadamente estandarizados. Ademas, la amplificacion y deteccion del amplicon
se realiza en una sola reaccion con el tubo cerrado, lo cual minimiza el riesgo de
contaminacion cruzada. Estas metodologias son facilmente automatizables,
permitiendo analizar gran cantidad de muestras en poco tiempo. Actualmente la OIE
recomienda los métodos moleculares para la diferenciacion de subespecies, si bien se
advierte que dan resultados ambiguos en algunos casos (Cuadro II).

Dada la diversidad de metodologias moleculares desarrolladas al momento para la
deteccidn y caracterizacion de las subespecies, Van der Graaf et al. (2013) realizaron
un estudio donde probaron todas las metodologias de diferenciacion de subespecies
disponibles. Su conclusién fue que ninguna de las herramientas moleculares que han
sido desarrolladas presenta una concordancia total con la determinacién bioguimica
de las subespecies. Este andlisis indico la falta de especificidad de las técnicas
desarrolladas hasta el momento. Esta falla se debe principalmente a que los genes
blanco utilizados en todas las metodologias disponibles no han sido identificados a
partir de la comparacion de datos gendmicos que comprendan toda la variabilidad
existente en C. fetus. Esto se debe a la escasa informacion genomica disponible para
la especie C. fetus, y para las subespecies Cff, Cfv y Cfv biotipo intermedio. Es
necesario aumentar de forma significativa la disponibilidad de informacion genomica
de estos organismos, ya sea para continuar el desarrollo de metodologias de
caracterizacion molecular, como para profundizar en el conocimiento de su
evolucion gendmica. Un problema para el diagndstico parece ser que las subespecies
de C. fetus tienen muchas caracteristicas en comdn tanto a nivel genémico como
fenotipico (Van der Graaf et al. 2013), y por lo tanto surge la interrogante de si es
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necesario que una técnica de diagnostico molecular PCR deba diferenciar entre Cfv y
Cff, o simplemente detectar la especie C. fetus a partir de una muestra, como
orientacion para el diagnostico. Se deberia seguir investigando a nivel gendémico y
molecular para poder aclarar este punto.
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4. HIPOTESIS

Campylobacter fetus y Tritrichomona foetus se encuentran presentes en muestras de
esmegma prepucial obtenidas de toros de descarte enviados a faena y de
establecimientos con sospecha de la enfermedad en Uruguay.

5. OBJETIVOS
Objetivo general
Detectar la presencia de Campylobacter fetus y Tritrichomona foetus en muestras de

esmegma prepucial de toros en Uruguay.

Obijetivos especificos
- Aislar e identificar Campylobacter fetus de distintos toros y establecimientos.

- Aislar e identificar Tritrichomona foetus de distintos toros y establecimientos.

- Estimar la prevalencia por toro, por establecimiento, por edad y por raza de ambos
agentes etioldgicos.

- Comparar una técnica de rtPCR para la deteccién de C. fetus con el cultivo y
aislamiento (considerada como la técnica gold standard), a partir de una misma
muestra de esmegma prepucial, para estimar la sensibilidad y especificidad de la
rtPCR.

- Obtener aislamientos de Campylobacter fetus para estudios moleculares y
genoémicos posteriores.
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6. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

El trabajo se realiz6 desde setiembre 2015 a diciembre 2017 en 2 etapas. La primera
etapa fue desde setiembre 2015 a setiembre 2016, donde se puso a punto y
estandarizd6 la metodologia de obtencion de muestras, procesamiento en el
laboratorio para el cultivo y aislamiento, y la puesta a punto de la rtPCR a partir de
muestras de esmegma prepucial.

La segunda etapa fue desde setiembre 2016 hasta diciembre 2017, donde se
obtuvieron muestras de esmegma prepucial de toros en establecimientos con
sospecha de la enfermedad y en toros de descarte en plantas de faena.

6.1 Puesta a punto de la metodologia

En la primera etapa se obtuvieron 166 muestras. Se realizaron pruebas con los
medios de transporte y enriquecimiento de Clark (medio T.E.M), Lander, Cary Blair,
0 solamente en PBS. Se evalud el tiempo transcurrido desde que se obtenia la
muestra hasta que llegaba al laboratorio, y se realizaron pruebas de observacion
utilizando cepas de referencia ATCC (American Type Culture Collection) de
Campylobacter fetus subsp. venerealis en medio de cultivo Skirrow, en estufa a 37°
durante 7 dias sucesivos, con el objetivo de establecer la mejor combinacion y
metodologia posible como para poder obtener aislamientos positivos. La conclusién
de esta prueba fue que lo més eficaz era descargar la muestra de esmegma prepucial
directamente en PBS, luego transportarla en conservadora isotérmica sin refrigerante,
y sembrarla en el medio Skirrow en el laboratorio entre las 4 a 6 horas después de
obtenida (datos no publicados). La rtPCR utilizada fue la citada por Iraola et al.
2016, la cual se puso a punto en el Laboratorio de Genética de Microorganismos de
la Seccion Genética Evolutiva de Facultad de Ciencias.

El cultivo de Tritrichomona foetus se agreg0 a la estrategia de investigacion con la
finalidad de conocer la presencia o ausencia de este agente. Se puso a punto la
metodologia utilizando el medio de cultivo Diamond TYM (BonDurant, 1997) para
Tritrichomona foetus en el Laboratorio de la Plataforma de Salud Animal de INIA La
Estanzuela.

6.2 Muestreo de toros

En la segunda etapa se obtuvieron 315 muestras de esmegma prepucial de toros, las
cuales se procesaron y analizaron todas con el mismo protocolo.

Se obtuvieron muestras de toros en establecimientos con sospecha de la enfermedad
(repeticion de celo, abortos, etc.) y en toros de descarte enviados a faena,
considerando la ventaja de obtener mayor cantidad de muestras, de distintos
origenes, razas y edades. En el caso de los toros de establecimientos con sospecha de
la enfermedad se tomaron muestras de esmegma prepucial con raspador descartable
(modificado de Tedesco et al. 1977). En el caso de los toros de descarte enviados a
plantas de faena, se tomaron las muestras de esmegma prepucial a partir de la
obtencion durante la faena de la porcion completa del pene y prepucio, utilizando un
raspador con forma de espatula o cuchara (modificado de Briano et al. 1973, citado
por Terzolo et al. 1992).
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7. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron en total 12 muestreos, obteniendo 315 muestras de esmegma prepucial
de toros de 62 establecimientos diferentes, de distintas edades y razas.

Se registrd 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 Al, A2, A3; B1, B2, B3, etc). Se registro el nimero de caravana individual
del toro, la raza, la edad estimada en afios, 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, rtPCR para C. fetus; y cultivo para T.
foetus.

7.1 Muestras de esmegma prepucial de toros
Se obtuvieron muestras de esmegma prepucial en 4 establecimientos con sospecha de
la enfermedad, donde se obtuvieron 70 muestras de esmegma prepucial (Cuadro I11).

Cuadro I11. Informacion de los establecimientos muestreados con sospecha de la
enfermedad.
Establecimiento Departamento Slstem_a Numero de Perd|dz_;15 «
Productivo muestras reproductivas
H Rio Negro Lecheria 2 30%
M Florida Lecheria 15 12%
S Paysandu Ganaderia 25 25%
U Paysandl Ganaderia 28 20%

* Suma estimada de las pérdidas por falta de prefiez més las pérdidas de prefiez entre el diagnéstico de
gestacion y el parto.

Las muestras se obtuvieron siguiendo un protocolo descrito por Tedesco et al. (1977)
modificado con la utilizacion de raspadores descartables:

a) Se higienizo el orificio prepucial recortando los pelos del prepucio. En caso de
haber barro u orina, se lavo con suero fisioldgico estéril y luego se seco con
papel higiénico descartable.

b) Se introdujo el raspador descartable en la cavidad prepucial, intentando evitar el
contacto con pelos y la parte externa del prepucio.

c) Se efectuaron 20-30 movimientos en sentido antero posterior sobre el prepucio y
sus pliegues, con la precaucion de no raspar el pene.

d) Se extrajo el raspador con la precaucion de evitar el contacto con pelos y parte
externa del prepucio.

El material colectado en el raspador fue descargado en tubos individuales
identificados, con 4 ml de PBS y puestos en conservadora isotérmica sin refrigerante.
También se obtuvieron muestras en 2 plantas de faena habilitadas; el frigorifico
matadero Los Olivos S.A en el departamento de Paysandu, y el Frigorifico Schneck
S.A en el departamento de Montevideo.

En Los Olivos S.A se hicieron 3 muestreos diferentes donde se obtuvieron 29
muestras, mientras que en el Frigorifico Schneck se realizaron 5 muestreos diferentes
donde se obtuvieron 216 muestras. En el caso del Frigorifico Schneck se decidio
topear la cantidad de muestras diarias en 44, para poder conseguir mayor variabilidad
de distintos origenes de los toros en los diferentes muestreos, y para poder procesar
los cultivos sin inconvenientes en las jarras de anaerobiosis a nivel del laboratorio.
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Durante la faena, se registré el ordinal de faena individual de cada toro, y con esta
informacion se obtuvo desde el portal del SNIG (Sistema Nacional de Informacion
Ganadera) los datos de identificacion individual, raza, edad y origen. 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
exteriorizo el pene ayudado de una pinza en el glande para exponer la mucosa
prepucial completa. Luego se raspd 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.

7.2 Procesamiento de las muestras para Campylobacter fetus

Cultivo y aislamiento microbiolégico

Las muestras se sembraron en el Laboratorio de Genética de Microorganismos de la
Seccion Genética Evolutiva de Facultad de Ciencias dentro de las 24 horas de
obtenidas en todos los casos. En dicho laboratorio se sembraron 100 ul de cada
muestra en Medio Skirrow (OIE, 2017), se incubaron a 37 °C en atmosfera
microaerofilica (CampyGen®, 5-10% de oxigeno, 5-10% de diéxido de carbono y 5-
9% de hidrdgeno) 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 hasta que se identifico y se obtuvo el
aislamiento. Las subespecies de las cepas se identificaron fenotipicamente por la
prueba de tolerancia a glicina al 1% y la prueba de produccion de sulfuro de
hidrégeno (H2S) en un medio con Triple Sugar Iron (TSI) (OIE, 2017). Los
aislamientos obtenidos fueron congelados a menos 80°C.

Real time PCR

Se realiz6 la rtPCR de las muestras en Laboratorio de Genética de Microorganismos
de la Seccién Genética Evolutiva de Facultad de Ciencias, siguiendo el protocolo
descrito y publicado por Iraola et al. (2016). Se utilizaron un par de primers que
amplifican una secuencia de 78 pb del gen 16S rRNA y una sonda TagMan-MGB
que se dirige a una region polimérfica de 19 pb que detecta cepas de C. fetus para
diferencia de otras especies de Campylobacter y otras bacterias. Se realiz6 la
extraccion de ADN con un método de calor “fastboiling” rapido (Schunk et al. 1995)
a partir de 1 ml de esmegma prepucial. Las muestras se agruparon en pooles de a 5
muestras cada uno. La rtPCR se realiz6 con un volumen final de 25 pL, que contenia
1 x TagMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, EE. UU.), 1
x Custom TagMan SNP Genotyping Assay (0,9 uM cada primer y 0,2 uM de la
sonda) y 1 puL del ADN correspondiente al pool de muestras. El termociclado se
realizd en un ABIPrism 7500 (Applied Biosystems). Cuando se detectaba un “pool”
positivo, se repetia la rtPCR con cada muestra individual que formaba ese pool para
identificar la muestra positiva.

7.3 Procesamiento y cultivo de las muestras para Tritrichomona foetus
Luego de descargar el esmegma prepucial en los tubos de PBS correspondientes, se
obtuvo 1 ml con pipeta Pasteur descartable y se sembré en el tubo correspondiente
individualmente identificado con el medio de cultivo Diamond TYM (BonDurant,
1997) para T. foetus. Fueron enviadas al Laboratorio de la Plataforma de Salud
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Animal de INIA La Estanzuela, dentro de las 24 horas de obtenidas, en recipientes
isotérmicos a temperatura ambiente. En el laboratorio se incubaron en estufa a 37°C
durante 7 dias. Para determinar el crecimiento y/o presencia de Tritrichomona foetus,
diariamente se realizo la observacion del cultivo correspondiente colocando una gota
con ansa sobre un portaobjeto y observando al microscopio con un aumento de 100X
durante 7 dias, buscando la morfologia y movilidad caracteristica.

7.4 Andlisis estadistico

Los calculos epidemioldgicos de sensibilidad y especificidad de la rtPCR, y el valor
de concordancia kappa (Thrusfield, 1995) entre el cultivo y la rtPCR, se calcularon
utilizando el software Epidat 3.1.

La estimacion de la prevalencia se realizd por el método de Wilson Score,
estableciendo la media estimada, y los rangos entre el limite inferior y el limite
superior, expresado en porcentaje, con un intervalo de confianza del 95% (Wilson,
1927; Boomsma, 2005). Se consider6 que existio diferencia estadisticamente
significativa en el caso de que no coincidiera ningun valor en la comparacion entre
los rangos del limite inferior y el limite superior.
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8. RESULTADOS

Se obtuvieron 315 muestras de esmegma prepucial de diferentes toros, de 62
establecimientos. De estas 315 muestras, se obtuvieron 7 cultivos y aislamientos
positivos de Campylobacter fetus, y 308 cultivos negativos. De estos 7 aislamientos,
6 se identificaron por pruebas bioquimicas como C. fetus venerealis y 1 como C.
fetus fetus. En cuanto a la rtPCR, se obtuvieron 9 reacciones positivas y 306
reacciones negativas. Las 2 muestras que dieron positivo a rtPCR pero no se obtuvo
crecimiento en los medios de cultivo, fueron la R13 (n° de muestra 59) y la S4 (n° de
muestra 90). Las 7 cepas de Campylobacter fetus aisladas son de 6 origenes
diferentes, ya que hay 2 cepas que son del mismo establecimiento. De 62
establecimientos de origen, se obtuvieron 6 positivos por cultivo y aislamiento, y 8
positivos a rtPCR. Los cultivos de Tritrichomona foetus fueron todos negativos.

Aislamientos por predio y caracteristicas de los mismos

De los 4 establecimientos muestreados, se obtuvo un aislamiento de C. fetus fetus en
el establecimiento H (muestra H1) y C. fetus venerealis en el establecimiento U
(muestra U10), mientras que en los establecimientos M y S no se obtuvo ningun
aislamiento. En cuanto a los resultados de la rtPCR, se obtuvieron las mismas
muestras positivas que los cultivos en los establecimientos H y U, mientras que la
muestra S4 del establecimiento S fue positiva a rtPCR, a pesar de que no se obtuvo el
cultivo positivo (Cuadro 1V).

Cuadro IV. Resultados de las muestras de esmegma prepucial obtenidos de los
establecimientos con sospecha clinica de la enfermedad.

NGmero de Cultivo rt PCR Cultivo
Establecimiento Campylobacter Campylobacter  Tritrichomona
muestras
fetus fetus foetus
H 2 H1: POSITIVO H1: POSITIVO Negativo
M 15 negativo negativo Negativo
S 25 negativo S4: POSITIVO Negativo
@] 28 U10: POSITIVO U10: POSITIVO Negativo

*rtPCR: real time Polymerase Chain Reaction.
H1, S4 y U10: cddigos correspondientes a las muestras obtenidas.

Establecimiento H
El establecimiento H era un predio lechero, con 43 vacas en ordefie, 10 vacas secas,
y 2 toros con servicios todo el afio. Los primeros sintomas que se observaron fue una
baja en el nimero de partos, a lo que se agregd 3 abortos en el dltimo tercio de la
gestacion, estimando un 30% aproximadamente de pérdidas reproductivas. Frente a
esta situacion, se concurrio al establecimiento para realizar el examen de aptitud
clinica reproductiva y se obtuvieron muestras de esmegma prepucial de los 2 toros
H1 y H2. En la muestra del toro H1 se obtuvo cultivo y aislamiento de C. fetus
positivo y rtPCR positivo.

Establecimiento M
El establecimiento M era un predio lechero, con 600 vacas en ordefie. El predio
contaba con antecedentes de la presencia de CGB con diagndstico positivo por
cultivo obtenido a partir de muestras de mucus vaginal de vacas abortadas. Los
servicios se realizaban con inseminacion artificial desde mayo a noviembre, y repaso
con toro desde noviembre a diciembre. Se registraron pérdidas de porcentaje de
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prefiez de un 10%, mas 2% de abortos a término, estimando un 12% total de pérdidas
reproductivas. Se realizo el raspaje prepucial de 15 toros utilizados en el servicio,
pero no se obtuvo aislamiento positivo.
Establecimiento S
El establecimiento S era un predio ganadero donde se realizaba cria vacuna, con 25
toros y 450 vacas de cria. Luego del diagnostico de gestacion realizado en mayo de
2018, se observo un porcentaje de prefiez del 40%, muy bajo comparado al 70% de
promedio de afos anteriores, y aplicando siempre las mismas medidas de manejo.
Frente a la sospecha de la enfermedad, se concurrid al establecimiento para tomar
muestras de esmegma prepucial de los 25 toros utilizados. De estas muestras no se
obtuvo ningun aislamiento, pero la muestra S4 fue positiva a rtPCR.
Establecimiento U
El establecimiento U era un predio ganadero donde se realizaba cria vacuna, con 55
toros y 520 vacas de cria, con servicio desde el 15 de noviembre al 15 de febrero, y
antecedentes de prefiez del 85% promedio de los Gltimos 5 afios.
En el diagndstico de gestacidn se obtuvo 68% de prefiez en un lote de vacas, mas 4 o
5 abortos que se observaron a campo, estimando un 20% de pérdidas reproductivas.
Dada la sospecha clinica de la enfermedad, el veterinario del establecimiento realizo
el examen de aptitud clinica reproductiva de los 55 toros utilizados en el servicio,
incluyendo el raspaje prepucial para descartar enfermedades venéreas, y se
obtuvieron 12 toros positivos por PCR en un laboratorio privado.
Con este resultado, se concurrié al establecimiento para obtener muestras de
esmegma prepucial para cultivo bacterioldgico y poder confirmar el diagnostico. Se
realizé el raspaje de 28 toros, y en la muestra del toro U10 se obtuvo cultivo y
aislamiento de C. fetus positivo y rtPCR positivo.

Estimacion de la sensibilidad y especificidad de la rtPCR y valor kappa

Para la estimacion de la sensibilidad y especificidad de la rtPCR, se tomé como
referencia de “animales enfermos” a los positivos por cultivo y aislamiento,
obteniendo una sensibilidad del 100% (entre 92,9% y 100%). A su vez, se tomaron
como referencia de “animales sanos” a los negativos por cultivo y aislamiento,
obteniendo una especificidad del 99,4% (entre 98,3% y 100%) con un intervalo de
confianza del 95% (Cuadro V).

Cuadro V. Sensibilidad y especificidad de la real time PCR.

cultivo
enfermo sano
positivo 7 2 9
MPCR  —egativo 0 306 306
7 308 315

El valor de concordancia kappa obtenido al comparar ambas técnicas diagndsticas
fue de 0,87 con un error estandar de 0,09 y un intervalo de confianza de 95%.

Estimacidn de la prevalencia

Se obtuvo una prevalencia estimada por toro de C. fetus de 2,2 % por cultivo y
aislamiento, y de 2,9% por rtPCR, sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los dos resultados, con un intervalo de confianza del 95%.
(Cuadro VI).
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Cuadro VI. Estimacién de la prevalencia individual por cultivo y por real time
PCR, a partir de 315 muestras, 7 aislamientos positivos, y 9 positivos a real time
PCR, con un intervalo de confianza del 95%.

% limite % limite

L 0 . .
Por técnica inferior Yo de prevalencia estimada superior
Prevalencia por cultivo 1,1% 2,2% 4,5%
Prevalencia por rtPCR 1,5% 2,9% 5,3%

También se obtuvo una prevalencia estimada por establecimiento de C. fetus de 9,7%
por cultivo y aislamiento, y del 12,9% por rtPCR, sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas entre los dos resultados, con un intervalo de confianza
del 95% (Cuadro V1I).

Cuadro VII. Estimacion de la prevalencia por establecimiento por cultivo y por
real time PCR, a partir de una muestra de 62 establecimientos diferentes, con un
intervalo de confianza del 95%.

YT YR
% limite % de prevalencia estimada %6 limite

Por establecimiento

inferior superior
Prevalencia por cultivo 4,5% 9,7% 19,5%
Prevalencia por rtPCR 6,7% 12,9% 23,4%

Se obtuvieron muestras de 12 departamentos diferentes del pais, sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas entre los positivos segin departamento de
origen, con un intervalo de confianza del 95%, obteniendo cepas de 5 departamentos
diferentes (Cuadro VIII).

Cuadro VIII. Resultados de muestras positivas por cultivo y por real time PCR
segun departamento de origen de la muestra.

Cultivo rtPCR

Departamento Total negativo POSITIVO negativo POSITIVO
Artigas 37 36 1 36 1
Canelones 60 60 59 1*
Cerro Largo 35 32 3 32 3
Colonia 2 2 2

Flores 7 7 7

Florida 22 21 1 21 1
Paysandu 74 73 1 72 2*
Rio Negro 10 9 1 9 1
Rocha 4 4 4

Salto 20 20 20

San José 33 33 33

Treintay Tres 11 11 11

Total 315 308 7 306 9

* Muestras positivas a real time PCR y negativas a cultivo.
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Se obtuvieron muestras de toros desde 2 a 12 afios de edad, que se agruparon en toros
menores 0 igual a 3 afos, y toros mayores a 3 afios (Wagner et al. 1965; Philpott
1968; Ladds et al. 1973), sin encontrar diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos, con un intervalo de confianza del 95% (Cuadro IX).

Cuadro IX. Estimacién de la prevalencia por edad de la muestra, para los grupos
menores o0 igual a 3 afios, 0 mayores a 3 afios, con un intervalo de confianza del 95%.

AT YT
Por edad % limite % de prevalencia estimada % limite

inferior superior
menor o igual a 3 afios 0,5% 1,8% 6,2%
mayores de 3 afios 1,6% 3,6% 8,2%

Se obtuvieron muestras de toros de 25 razas y cruzas diferentes, que se agruparon en
raza Hereford, Aberdeen Angus, Holando, y “Cruzas y otras” (razas sintéticas y
varias), sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, con
un intervalo de confianza del 95% (Cuadro X).

Cuadro X. Estimacion del intervalo de la prevalencia por raza de la muestra, con
un intervalo de confianza del 95%.

VAT YR
% limite % de prevalencia estimada % limite

Por raza

inferior superior
Hereford 0% 0% 3,56%
Aberdeen Angus 0,6% 2,0% 7,0%
Holando 0,3% 1,7% 9,1%
Cruzas y otras 2,97% 7,5% 17,9%

Los cultivos correspondientes a Tritrichomona foetus dieron todos negativos, luego
de la observacion diaria de los medios de cultivo durante 7 dias.
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9. DISCUSION

Los resultados de este trabajo confirman la hipotesis planteada de que
Campylobacter fetus se encuentra presente en muestras de esmegma prepucial de
toros de descarte y de establecimientos con sospecha de la enfermedad. Esta
informacion coincide con los datos aportados en 2005 por Repiso et al. (2005) y con
la informacion reportada hace 51 afios cuando se aislé por primera vez C. fetus en
Uruguay (Stella y Canavez, 1971).

Si bien la estrategia de muestreo de este trabajo fue util para obtener de forma
estimada la presencia y prevalencia de C. fetus, seria Gtil poder realizar un muestreo
con mayor cantidad de muestras en todo el pais, que sea representativa 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 prevalencia individual estimada de
Campylobacter fetus son muy similares a los obtenidos 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 desde hace 13 afios. En
cuanto a la prevalencia estimada de 9,7% por establecimiento, se observa una
diferencia con respecto al 20,5% reportado por Repiso et al. (2005) estimado sobre la
base de 47 aislamientos positivos. No se correlaciond directamente el aislamiento
positivo con las pérdidas reproductivas de cada establecimiento, debido a que estas
pérdidas son multifactoriales. Tampoco hemos encontrado estudios donde se
relacione la presencia del agente etiolégico con el porcentaje de pérdidas
reproductivas, ya que clinicamente es muy variable y depende de otros factores de
manejo y prevencion que se realicen en el establecimiento. Repiso et al. (2005)
informaron que 93,7% de los productores no tiene diagnostico 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. En cuanto al
andlisis de la prevalencia por raza, los resultados muestran que no hay diferencias
entre razas carniceras y lecheras.

Por otra parte, no se encontrd prevalencia de Tritrichomna foetus en las muestras
analizadas. Si bien esta enfermedad fue diagnosticada en la década de los 70 en
nuestro pais, principalmente en ganado lechero, existen muy pocos diagnésticos
desde la década del 80 hasta nuestros dias (Repiso et al. 2005). A pesar de las
medidas de manejo aplicadas para evitar la TGB, parece dificil de explicar por qué
existe tan baja o nula prevalencia en nuestro pais, ya que la TGB es endémica en
otras zonas similares epidemiolégicamente como La Pampa Argentina, con manejo
extensivo y monta natural. A nivel mundial, se ha descrito una prevalencia por
establecimiento del 30,4% en Florida (USA) o del 18,4% y 28%, en Costa Rica y
Argentina, respectivamente (Rojo Montejo et al. 2014).

La comparacién de la rtPCR, 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 Gtil para establecer un resultado estimado de la sensibilidad
y especificidad de la rtPCR realizada directamente a partir de muestras de esmegma
prepucial. Iraola et al. (2016) desarrollaron en nuestro pais una rtPCR que se dirige a
una region 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. Estos
resultados y los encontrados en nuestro trabajo son mejores que los presentados por
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Garcia Guerra et al. (2014) correspondiente al 85,4% de sensibilidad y 85% de
especificidad, pero realizado directamente a partir de muestras de campo, y para
detectar subespecie C. fetus venerealis (Hum et al. 1997; Chaban et al. 2012).

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) realizé una revision sobre los metodos
de identificacion para el género Campylobacter, comparando pruebas bioquimicas,
pruebas seroldgicas, PCR y otros métodos gendmicos. La principal conclusion de la
revision es que a pesar del desarrollo tecnoldgico, todavia existe la necesidad de
poner a punto un método practico y rentable para la identificacion precisa y rapida de
especies y subespecies de Campylobacter. A su vez, el cultivo y aislamiento ofrece
muchas desventajas como herramienta de diagnoéstico. Los trabajos de investigacion
que se hicieron comparando los medios de transporte y enriquecimiento no han dado
resultados repetitivos, y no hay un consenso sobre cual es mas atil, ni cuél es la
mejor combinacion entre los medios de transporte a utilizar y su protocolo de
procesamiento (Newsam, 1960; Clark et al. 1969; Dufty & McEntee, 1969; Andrews
et al. 1974; Hum et al. 1994). De todas maneras, la recomendacion mas extendida
como medio de cultivo selectivo para Campylobacter fetus es el uso del medio de
cultivo Skirrow (OIE, 2017). 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 obtencidn
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
aln mas poder obtener el cultivo positivo y el aislamiento. A esto se agrega que la
identificacion de C. fetus a nivel de subespecie es compleja, ya que puede haber mas
de una subespecie al mismo tiempo en la muestra. Las mas comunes son: Cfv, Cff, C.
jejuni y C. bubulus (Samuelson et al. 1966; McFadden et al. 2004). Al parecer, Cfv
comparte una estrecha relacion genémica con Cff (Harvey & Greenwood, 1983;
Roop et al. 1984). Estas dos subespecies tienen muchas caracteristicas en comun
tanto a nivel gendémico como fenotipico (Van der Graaf et al. 2013), y por lo tanto se
plantea la interrogante de si es realmente necesario que una técnica de diagndstico
pueda diferenciar entre subespecies Cfv y Cff. Se deberia seguir investigando a nivel
gendémico y molecular para poder aclarar este punto.

En este trabajo se obtuvieron 7 aislamientos nacionales que seran Utiles para estudios
gendmicos posteriores y poder seguir avanzando en el conocimiento microbiol6gico
de este agente. Estos aislamientos se podrian también utilizar en estudios con el
objetivo de compararlos con las cepas utilizadas en las vacunas en plaza, de las
cuales existe cierta evidencia empirica de que funcionan correctamente, pero no hay
informacién cientifica nacional al respecto. Se podria continuar esta linea en
investigaciones posteriores.

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 vy la falta reproducibilidad de algunas pruebas bioquimicas motivaron el
desarrollo de herramientas de diagndstico molecular que sean mas préacticas. La PCR
comenzo a utilizarse como metodologia para la correcta identificacion de las especies
de Campylobacter. La PCR mudltiple desarrollada por Hum et al. (1997) fue la
primera técnica de PCR que aparentemente fue capaz de diferenciar entre cepas de

30



Cfv y Cff, y representd un avance para la PCR como una técnica rapida y precisa
para la deteccion de ADN especifico de especie. Pero los autores encontraron solo el
80,8% de coincidencia entre la PCR vy la caracterizacion bioquimica de las cepas
utilizadas. Le atribuyeron estas diferencias a la falta de una adecuada estandarizacion
de las pruebas bioguimicas.

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 Cff y de Cfv (Van der Graaf
et al. 2013). Por otro lado, una de las desventajas de la muestra de esmegma
prepucial que se obtiene del toro es la baja concentracion de posibles C. fetus
presentes. Pannachio et al. (1993) intentaron resolver este problema a través de la
extraccion de ADN con fenol/cloroformo para eliminar proteinas y contaminantes,
seguido de la precipitacién de ADN con etanol. El pre-tratamiento fue necesario para
eliminar otras bacterias y compuestos quimicos, lo que podria inhibir la reaccion de
PCR. La precipitacion de ADN fue necesaria para concentrar el ADN presente en la
muestra tratada, para facilitar la deteccion en el caso de que haya pocas bacterias Cfv
en la muestra. Al concentrar las bacterias de Cfv en muestras de esmegma prepucial,
se mejoraron las posibilidades de recuperacion (Clark, 1971; Pannachio et al. 1993).
El tratamiento de las muestras mediante filtracion y centrifugacion, aumenta
significativamente el porcentaje de resultados positivos, y por lo tanto es importante
realizar ese tratamiento antes de realizar la PCR (Pannachio et al. 1993, Hum et al.
1997).

Las 2 muestras R13 y S4 que dieron positivo a rtPCR, y en las cuales no se obtuvo
crecimiento en los medios de cultivo, parece correcto considerarlas como verdaderas
positivas a rtPCR y falsas negativas en los cultivos, considerando la sensibilidad del
100% y especificidad de 99.4% de la rtPCR usada en nuestro trabajo, y también en
base a la informacidn generado por Iraola et al. (2016). A su vez, la baja sensibilidad
que tiene el cultivo de entre 32,7 y 60% (Dutra 2013, Garcia Guerra et al. 2014) nos
lleva a discutir que la misma muestra que fue negativa al cultivo pero positiva a una
rtPCR con una sensibilidad estimada del 100%, tiene mayor probabilidad de ser falsa
negativa al cultivo y verdadero positivo por la rtPCR. A su vez, el valor de
concordancia kappa de 0,87 entre el cultivo y la rtPCR 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
interpretacion 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).

La posibilidad de diagnosticar muestras de forma rapida, sensible y reproducible
hace que este protocolo de rtPCR sea una buena opcion para la identificacion y
cuantificacion molecular de especies de C. fetus. El protocolo descrito por Iraola et
al. (2016) es una técnica precisa y rapida, sensible y especifica. Utilizar esta rtPCR
como técnica de screening podria generar un avance en la eficiencia para la deteccién
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 rtPCR, 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
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de la PCR vy las técnicas de biologia molecular es que se basan en la deteccion del
ADN vy por lo tanto pueden detectar el agente aunque se encuentre en muy bajas
concentraciones. En una enfermedad como la CGB, donde no se puede predecir el
namero de bacterias viables obtenidas en la muestra de esmegma prepucial, y donde
es dificil la adecuada identificacion del microorganismo, poder confiar en una
técnica de PCR es una ventaja para el futuro del diagndstico. Ademas, la sensibilidad
y especificidad de esta rtPCR nos permiten analizar pooles de muestras, lo que
disminuye significativamente el tiempo de trabajo cuando se trata de un nimero
significativo de toros, como en el caso de predios comerciales en Uruguay.

Es importante diferenciar entre la deteccion de C. fetus en un analisis de laboratorio,
y el diagnostico clinico de la enfermedad CGB segun la definicion utilizada (OIE
2017). La informacion que aporta un andlisis 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. No es suficiente un resultado de
laboratorio para establecer correctamente el diagnostico, en parte porque esos
resultados pueden ser falsos o verdaderos segun la sensibilidad y especificidad de la
técnica utilizada. Este trabajo tuvo como uno de los objetivos poder desarrollar y
poner a punto una metodologia de laboratorio para la correcta deteccién de C. fetus,
pero en los muestreos de establecimientos con sospecha de la enfermedad se intent6
relacionar la informacién de los antecedentes y la posible sintomatologia clinica
presente, con la estimacion del porcentaje de pérdidas reproductivas en cada caso. El
porcentaje de pérdidas reproductivas estimado en este trabajo fue muy variable,
desde un 12% a un 30%, siendo superiores a los datos publicados de 7,9 % (de Nava,
2011) y 10,3% (Bidondo et al. 2010).

En el caso de que las muestras de esmegma prepucial sean positivas a la deteccién de
C. fetus, se podria optar por descartar ese toro, o eventualmente optar por realizar un
tratamiento. Los estudios mencionados sobre los tratamiento de toros utilizando
clorhidrato de dimetridazole (Campero et al. 1987), metanosulfonato de
dimetridazole (Stoessel y Haberkorn, 1977; Palladino et al. 1983), estreptomicina
(Campero et al. 1993; Tuyers et al. 2014), oxitetraciclina (von Bispin et al. 1981;
Campero et al. 1993; Cipolla et al. 2000), han obtenido resultados eficaces de entre
95% y 100%. Abril et al. (2010) encontraron cepas de Cff con genes de resistencia
para tetraciclina y estreptomicina, también presentes en Cfv, lo que hace que
disminuyan las alternativas de tratamiento. Partiendo de esta informacion, se realizo
un experimento en paralelo a esta tesis, donde se evalu6 un tratamiento sistémico con
oxitetraciclina y un tratamiento local con rifaximina, con resultados de 83% y 50%
de eficacia respectivamente (Delpiazzo et al. 2018). No hay previamente informacién
disponible sobre el tratamiento local con rifaximina para CGB, pero la eficacia del
50% obtenida genera un antecedente importante.
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10. CONCLUSIONES

Campylobacter fetus sigue estando presente en nuestro pais, en
establecimientos de diferentes regiones.

La rtPCR utilizada (lraola et al. 2016) es una técnica adecuada para la
deteccion de C. fetus directamente a partir de muestras de esmegma
prepucial, ya que presenta un elevado valor de concordancia kappa (0,87),
pudiendo ser utilizada como técnica de screening previo a realizar el cultivo.
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