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RESUMEN

La produccion ovina ha sido fundamental en el desarrollo socioeconémico de
Uruguay. Los sistemas pecuarios han tendido a la intensificacion y esto podria ocasionar
nuevas problematicas que debemos monitorear para mitigar sus eventuales efectos.
Dentro de las especies pertenecientes a la microbiota intestinal que han cobrado
importancia, se encuentran las de Campylobacter. Estas han sido identificadas como
responsables de gastroenteritis en humanos, y también como importantes causantes de
aborto en ovinos. A nivel de establecimientos, la proporcion de animales que excretan
estas bacterias varia ampliamente entre majadas, especies animales, estudios y sitios de
muestreo. Es importante contar con métodos que rapidamente puedan identificar animales
que posean altas cargas de estos agentes, para tomar medidas preventivas y de control,
evitando consecuencias reproductivas y de salud puablica. El objetivo principal fue
describir la excrecion de Campylobacter spp. en borregas y ovejas de cria de majadas de
Uruguay a lo largo del ciclo reproductivo en el afio 2020, y evaluar factores asociados
definidos a priori para la excrecion de Campylobacter spp. en cada tiempo de muestreo.
A partir de un disefio longitudinal de 20 borregas y 19 ovejas en el predio 2a y 19 ovejas
y 18 borregas en el predio 2b, se monitoreé la excrecion fecal de Campylobacter spp.
utilizando técnicas moleculares para deteccién de especies de Campylobacter y
especificamente de Campylobacter jejuni. Se observaron diferencias en las proporciones
de animales excretores de Campylobacter spp. a lo largo del tiempo segun la categoria y
el predio, sin encontrarse excretores de C. jejuni. Los factores principales para explicar
la excrecion considerados en este ensayo fueron la categoria (borrega/oveja) y los dias de
gestacion en el muestreo Ta. En el predio 2b, la proporcion de ovejas excretando
Campylobacter spp. fue méaxima (0.80) proximo al parto, similarmente a lo que
determinaron otros estudios. Por otra parte, la maxima excrecién de Campylobacter spp.
en las borregas y ovejas del predio 2a y borregas del predio 2b coincidieron con eventos
puntuales: la esquila preparto y el cambio de plano nutricional. Se secuenciaron
amplicones al azar y 11 muestras tuvieron alta identidad con C. lanienae, una especie
comensal en animales y que recientemente se ha asociado a casos clinicos de
gastroenteritis en humanos. No se identificaron especies con conocida patogenicidad para

oVinos.



Estos resultados indican que la proporcion de ovinos que excretan C. lanienae es
variable a lo largo del ciclo reproductivo. EI monitoreo longitudinal empleando técnicas
moleculares de deteccion, permite conocer los cambios que ocurren en la excrecion del
agente en los huespedes, y podria ser de utilidad para monitorear la eliminacién de
Campylobacter spp. en majadas padeciendo pérdidas reproductivas para mejorar el
entendimiento de la epidemiologia y transmision de Campylobacter spp., incluyendo
aquellas responsables de campilobacteriosis ovina.



2. INTRODUCCION

2.1 Produccion ovina nacional y su importancia econoémica

La produccién ovina ha sido de gran importancia en la historia del desarrollo
econdmico y social de Uruguay. Durante mucho tiempo fue el principal rubro proveedor
de divisas del pais y jug6é un papel fundamental en el aprovisionamiento de materia
prima permitiendo el desarrollo de la industria textil nacional, asi como obtener una de
las principales fuentes alimenticias en el desarrollo rural. Las existencias ovinas sufrieron
una dréastica disminucion luego de 1991, cuando la estructura de la majada nacional pasé
de un sistema lanero con produccion de capones a un sistema puramente de cria y
produccion de corderos pesados, ocurriendo una concentracion en las zonas de basalto
(SUL, 2018). Tradicionalmente los productores uruguayos se han inclinado por razas de
doble propdsito (carne y lana), cuyo potencial reproductivo es limitado y esta
condicionado por la edad a la primera encarnerada y el potencial de mellizos. Existen
varios factores que incidieron negativamente, y lo estan haciendo actualmente, entre los
cuales se destacan: los predadores, las condiciones climaticas, la falta de mano de obra 'y
el endeudamiento (INIA, 2005).

Dado el contexto actual, se ha incorporado gradualmente una serie de tecnologias que
han demostrado ser efectivas en mejorar el porcentaje de sefialada. En primer lugar, el
empleo de la ecografia para mejorar el plano nutricional de las hembras melliceras, la
suplementacion de altimo tercio de la gestacion de la majada de cria y la esquila preparto
(Banchero et al., 2007).

Mas recientemente se ha hecho hincapié en el incremento de las precauciones para el
resguardo de inclemencias climéticas al momento de la paricion (indice de enfriamiento)
utilizando parideras, el aumento de la tasa ovulatoria empleando cruzamientos con razas
prolificas y el uso de perros de guarda para reducir la depredacion (Ganzabal et al., 2007;
Ganzabal, 2018; Grattarola, 2013).

En la actualidad las existencias ovinas en el pais son de 6,6-7 millones de cabezas. En

el total del comercio mundial, Uruguay da cuenta del 1,2% del mercado de lanas y el 9%
del mercado de lana peinada. Cabe destacar que nuestro pais es el cuarto exportador con
3



destino a China (Bertamini & Bervejillo, 2015). La sefialada nacional de corderos se
estima en 75%. Ultimamente han surgido productores ovinos familiares de pequefia
escala en la zona sur del pais. No es esperable que la pequefia escala produzca cambios
macroeconomicos importantes, pero genera evoluciones en el capital social,
cuantificables a través de la colaboracion establecida en un grupo humano, y el uso
individual o familiar de las oportunidades surgidas a partir de ellas. En estos sistemas de
produccion la precocidad sexual, los partos multiples y los ciclos biolégicos cortos son
fundamentales. Es asi que se explica la introduccion de las razas Finnish Landrance y
Frisona Milchschaf (Banchero & Rivero, 2017; CYTED, 2014).

Debido a los cambios que estan sucediendo propios de la intensificacion, es
fundamental el monitoreo de agentes patdgenos que son plausibles de desencadenar
problematicas antes no reconocidas o dimensionadas. Dentro de los agentes a destacar,
se encuentran las especies del género Campylobacter, que forman parte de la microbiota
intestinal de rumiantes y algunas de las cuales pueden causar importantes pérdidas

reproductivas en ovinos (Rukambile et al., 2019).

2.2 Especies de Campylobacter

La primera bacteria perteneciente al género que hoy se conoce como
Campylobacter fue aislada en 1906 por McFadyean y Stockman en el Reino Unido. Estos
investigadores observaron un microorganismo muy movil y con forma curvada en una
muestra de mucus uterino de una oveja prefiada de un rebafio con alto porcentaje de
abortos. Esta bacteria fue también aislada en Estados Unidos por Smith y Taylor en 1919
y nombrada Vibrio fetus, debido a su semejanza morfolégica y de motilidad con
ejemplares del género Vibrio. En 1963, Sébald y Véron propusieron que las especies
Vibrio fetus y Vibrio bubulus debian incluirse en un nuevo género debido a sus diferencias
en el contenido de bases GC (guanina citosina) y en la prueba de oxidacion-fermentacion
(prueba de Hugh y Leifson) con respecto a otras especies del género Vibrio. Este nuevo
género fue llamado Campylobacter (del griego campy, que significa “curvo”) debido a su
forma (Sébald & Véron, 1963). En 1973 Véron y Chatelain realizaron un estudio
taxondmico del genero Campylobacter en base a pruebas bioquimicas, seroldgicas y
contenido GC abarcando en el mismo cuatro especies: C. fetus (con las subespecies C.

fetus fetus y C. fetus venerealis), C. jejuni, C. coli y C. sputorum (Skirrow, 2006).



Actualmente, el género Campylobacter comprende 33 especies y seis subespecies
(Vandamme & Ley, 1991; LPSN, 2021). Dentro de las 33 especies hay especies

comensales y patdgenas que habitan en un amplio rango de hospederos.

2.3 Campylobacter spp. intestinales en rumiantes y su impacto en la salud publica

Por ser causante de infecciones humanas en varios paises, se han realizado numerosos
estudios de C. jejuni y su colonizacion en el tracto gastrointestinal, encontrandose en una
amplia variedad de animales homeotermos (Skirrow, 2006; Stanley & Jones 2003; OIE
2018). Clasicamente se considerdé a las aves como principales responsables de la
transmision de infecciones clinicas por C. jejuni en humanos. Sin embargo, existe
evidencia molecular que sugiere que hay una importante influencia de fuentes de
contaminacion diferentes a las aves para casos humanos, siendo las mismas subestimadas
(Stanley & Jones, 2003). En Uruguay se han reportado casos de gastroenteritis causados
por Campylobacter spp. en nifios con cuadros de diarrea sanguinolenta (Mota et al., 2010;
Notejane et al., 2015). No se identifica en estas publicaciones las especies involucradas
en los casos. También existe un reporte de caso en un trabajador rural asociado a C. fetus
(lraola et al., 2015).

La contribucion directa o indirecta de los rumiantes en la transmisién de C. jejuni a
humanos en casos esporadicos es desconocida (Stanley & Jones, 2003). Existe poca
evidencia a partir de estudios de casos y controles o de prevalencia que sugieren que el
consumo de carnes rojas es un importante factor de riesgo para las infecciones humanas.
En los Gltimos afios se ha concluido que la proporcion de Campylobacter spp. en carnes
rojas es baja con respecto a la encontrada en carne de pollo. Sin embargo, existe evidencia
molecular de que las fuentes no aviares de contaminacidén son importantes para las
infecciones clinicas en humanos (Fitzgerald et al., 2001; Nielsen et al., 2000; On, 1996;
Stanley & Jones, 2003). En un estudio realizado en Reino Unido, se encontro que algunas
cepas parecian ser especificas de huésped y que seis genotipos diferentes componian el
50% de las cepas aisladas de materia fecal en bovinos, ovinos y pavos sanos. Estas
mismas cepas se encontraban en muestras de humanos (Fitzgerald et al., 2001). Por lo
tanto, estos huéspedes pueden excretar cepas capaces de causar enfermedad clinica en

humanos, y que la estacionalidad que presentan puede deberse a diferencias importantes
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en la ecologia de los reservorios del agente (Grove-White et al., 2010; Stanley & Jones,
2003).

En el caso de especies termofilicas como C. coli y C. jejuni el mayor reservorio
natural son los intestinos de mamiferos y aves (OIE, 2018; Stanley & Jones, 2003). Por
lo general, no son patogénicas en animales adultos y la colonizacion y tasas de portador
son mayores en animales mas jovenes. Existe estacionalidad en el estado de portador en
animales adultos (Griffiths & Park, 1990; Grove-White et al., 2010; Rukambile et al.,
2019).

2.3.1 Epidemiologia y transmision de campilobacteriosis causantes de pérdidas

reproductivas en ovinos

Las especies de Campylobacter causantes de abortos en ovinos son altamente
contagiosas (Hedstrom et al., 1987; Wu et al., 2014) y pertenecen a la poblacion normal
del intestino de varias especies animales. Algunas especies animales, incluyendo ovinos,
bovinos, cerdos y aves, son reservorios de las mismas y las eliminan por heces, de modo
que las bacterias se encuentran en el ambiente, incluyendo tierra y aguas residuales y
subterraneas (Ogden et al., 2009). Las bacterias ayudadas por su flagelo son capaces de
colonizar el intestino (Stahl & Vallance, 2015) y asentarse compitiendo en desventaja con
otros microorganismos. Se cree que los ovinos portadores son en gran parte responsables
por los brotes de enfermedad en las majadas, cuando los mismos son manejados en altas
cargas por unidad de superficie (Stanley & Jones, 2003). La transmision se realiza
mediante ingestion de alimento o agua contaminados, material de aborto y descargas
uterinas. No existe transmision sexual ni infertilidad. EI aborto suele ocurrir 7-25 dias
luego de la infeccion, tipicamente ocurriendo en el ultimo periodo de la gestacion
(APHIS, 2014; Glanville, 2017; Wu et al., 2014).

Usualmente la incidencia de abortos por campilobacteriosis es 10-20%, pero en
algunos brotes pueden llegar a abortar la mitad de las hembras (Wu et al., 2014). Se
desarrolla inmunidad en las hembras abortadas y mediante contacto con otras hembras
infectadas dentro de una majada. La mayoria de las hembras recuperan la capacidad de
reproducirse en afos subsiguientes. Sin embargo, las ovejas portadoras pueden ser fuente

6



de infeccion para animales susceptibles no expuestos, ya que se convierten en
eliminadoras fecales persistentes de Campylobacter spp. (APHIS, 2014; Wu et al., 2014).
La asociacion entre la presencia de la bacteria en el tracto intestinal y aborto ain no esta
clara (Hum et al., 2009; APHIS, 2014; Sanad et al., 2014).

En Nueva Zelanda y Australia, C. fetus es la causa principal de aborto infeccioso
ovino, aunque las especies C. jejuni y C. coli también han sido implicadas (Mannering et
al., 2006). En Brasil la ocurrencia de estas bacterias y la asociacién con problemas
reproductivos es baja. En un estudio de la materia fecal de ovejas sanas se obtuvo un 2,9%
de positivas para C. jejuni (Rizzo et al., 2015). En Argentina se reporté a C. fetus fetus en
un brote de aborto en un tambo de ovinos Pampinta en La Pampa, con aislamiento de
muestras fetales y de placenta (Fiorentino et al., 2015). En el mismo pais, C. jejuni fue
identificada como causa de placentitis y aborto en una oveja (Della Rosa, 2021). En
Uruguay, C. fetus fetus fue confirmada como causal de aborto en una oveja (Dorsch et
al., 2021), y una cepa de Campylobacter no identificada definitivamente a nivel de
especie, pero distinta de C. fetus (posiblemente C. jejuni), se asocio también a aborto
ovino (Araoz et al., 2018; Dorsch et al., 2021b). El Centro de Epidemiologia y Salud
Animal de Estados Unidos determind que desde 1980 ocurrié un cambio en la
predominancia de C. fetus a C. jejuni en abortos ovinos. Un clon particular de C. jejuni
denominado SA predomina y tiene un alto grado de resistencia a tetraciclinas,
reafirmando la importancia de la vigilancia de este patdgeno (APHIS, 2014; Sahin et al.,
2017; Wu et al., 2014). Es importante contar con métodos que rapidamente puedan
identificar animales que posean altas cargas de Campylobacter spp. y su identificacién a
nivel de especies de modo de poder tomar medidas de prevencion y control y evitar su

transmision dentro y entre majadas.

2.4 Pérdidas reproductivas ovinas en Uruguay

Las pérdidas reproductivas han sido poco estudiadas y cuantificadas a nivel
nacional en el pasado, donde las pérdidas embrionarias, que representan un 15-30%, las
fetales, que son 5-7% y la sobrevida de los corderos hasta las 72 h de nacidos representan
los puntos criticos. La tasa de fertilizacion varia entre un 75 y un 94%, siendo

dependientes de factores como la alimentacion y la sanidad. Las muertes embrionarias se



pueden dividir en precoces y tardias, siendo las precoces las de mayor importancia. La

condicidn corporal es un factor determinante de las mismas (Fernandez Abella, 2011).

Recientemente se publicaron tres reportes de casos de abortos ocasionados por
Campylobacter spp. en Uruguay. El primer caso correspondia a una oveja de dos afios
cruza Texel con Ideal de una majada de 23 ovinos en el departamento de Colonia, que
abortd un feto a término con lesiones tipicas de campilobacteriosis. Aunque la especie
actuante no pudo ser identificada con certeza, la secuenciacion de un fragmento del gen
16S RNA revel6 que no se trataba de C. fetus, sino que tenia 99-100% de similitud con
las siguientes cuatro especies: C. jejuni, C. coli, C. insulaenigrae y C. hepaticus (Aradz
et al., 2018). De estas especies, la Unica con potencial patogénico y abortivo ampliamente
reconocido es C. jejuni. En el segundo caso, se aislo C. fetus fetus a partir de una placenta
de una oveja de la raza Finnish abortada en el mismo departamento, y que tenia severa
placentitis (Giannitti et al., 2018). Interesantemente la cepa aislada demostrd ser
multirresistente a antibiéticos (Dorsch et al., 2021a), por lo que fue sometida a
secuenciacion del genoma completo (Costa et al., 2020). En 2020 se registro un brote de
abortos ovinos por C. fetus fetus en una majada del departamento de Rio Negro (Giannitti

F, comunicacion personal).

2.5 Identificacion de Campylobacter y andlisis moleculares para su deteccion

Las técnicas de diagnostico recomendadas por la Organizacién Mundial de
Sanidad Animal (OIE) para Campylobacter son cultivo y aislamiento bacteriano y
espectrometria de masas por MALDI-TOF. Estas técnicas se recomiendan para garantizar
que la poblacion se encuentre libre del agente patdégeno, para contribuir en politicas de
erradicacion y en vigilancia epidemioldgica (OIE, 2018). La deteccion de patdgenos
dependientes del aislamiento combinado con la identificacion bioquimica, si bien es
altamente especifica, requiere de tiempo y personal capacitado. Para Campylobacter estas
técnicas se ven afectadas por la labilidad de la bacteria (dificultad para sobrevivir al
transporte hasta el laboratorio debida a su sensibilidad al oxigeno), su crecimiento lento
en placas de cultivo (de 5 a 7 dias) y la competencia de la bacteria con otras presentes en
el medio (Barcellos, 2018; Calleros, 2015; Delpiazzo et al., 2021). La caracterizacién
bioquimica puede complementarse o sustituirse por métodos moleculares 0 MALDI-

TOF. Se establece por la OIE que las técnicas moleculares por si solas son adecuadas,
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pero se requiere continuar validandolas (OIE, 2018). Se han disefiado varias técnicas de
PCR que logran identificar especies o grupos de especies de Campylobacter (Bang et al.,
2001). La metodologia propuesta por Linton et al. (1996) es ampliamente utilizada para
la deteccion e identificacion de especies del género Campylobacter. La misma consiste
en una PCR a tiempo final cuyo blanco de amplificacién es el gen 16S ribosomal (Linton
etal., 1996). En los métodos moleculares de deteccion deben incluirse cepas de referencia
positivas y controles negativos para detectar posibles inhibiciones de la PCR por la matriz
de la muestra. Mediante secuenciacion directa de los amplicones obtenidos se puede

caracterizar la especie mayoritaria (Barcellos, 2018; Gorkiewicz et al., 2003; OIE, 2018).

Las técnicas moleculares como la PCR en tiempo real (QPCR), permiten una
deteccidn rapida, igual de especifica que los métodos de cultivo, y han demostrado ser
mas sensibles (Calleros, 2015; Delpiazzo et al., 2021; Iraola et al., 2016). Estas estan
basadas en distintas sondas de ADN y en amplificacion de fragmentos blanco-especificos.
Vondrakova y col. disefiaron y pusieron a punto una PCR multiple a tiempo real para para
mejorar la deteccidn y cuantificacion simultanea de C. jejuni, C. lari y C. coli a partir de
muestras alimenticias. Disefiaron cebadores y sondas de hidrdlisis para el gen hipO
(hipuricasa) de C. jejuni, serina hidroximetiltransferasa de C. coli y peptidasa T de C. lari
(Vondrakova et al., 2014). Otro disefio de gPCR doble, amplifica un fragmento del gen
mapA de C. jejuni, y del gen CeuE de C. coli (Best et al., 2003).

2.6 Factores asociados a excrecion de Campylobacter, concepto de chance (odds) y
de razén de posibilidades (OR).

Es de suma importancia estudiar los factores que afectan la excrecion de
microorganismos causantes de enfermedades zoonéticas. Los animales de produccion
constituyen importantes reservorios de estos microorganismos y Su monitoreo es
fundamental para garantizar que no sean una amenaza para la salud pablica (OIE, 2018;
Rukambile et al., 2019; Stanley & Jones, 2003). Se han identificado algunas variables
como: tamafio del rebarfio, época del afio, edad del animal, caracteristicas del predio, dieta,
practicas de estabulacién, el parto y el destete, como explicativas de las diferencias

observadas entre estudios (Grove-White et al., 2010; Kimman et al., 2013; Stanley &



Jones, 2003). Una de las formas de evaluar el OR es a través de modelos de regresion
(Glen, 2021).

e La chance (odds) se define como la razon de éxito sobre la razén de fracaso. Su
rango es [0 , «].
Odds =P/(1—P) (A)

e La razon de posibilidades (OR) es una medida de asociacion entre exposicion y
ocurrencia de un acontecimiento. La razon representa la chance de que suceda
algo dada una exposicién particular en comparacion con falta de exposicion.
Puede ser empleado para determinar si la exposicion a una determinada variable
de interés constituye un factor en particular para el acontecimiento de la variable
de interés y para comparar la magnitud de varios factores. Por lo general se
emplean en estudios de casos y controles, pero también en estudios de cohorte y
transversales. En la ecuacion B se presenta la formula utilizada para el calculo de
OR.

_ P1/(1-P1)
OR = P2(1-P2) (B)

La interpretacion del OR se realiza de la siguiente forma:

OR=1. La exposicion no afecta la ocurrencia del evento de interés.

OR>1. La exposicion esta asociada a un aumento de chance de ocurrencia de evento de
interés.

OR<1. La exposicion esta asociada a una menor chance de ocurrencia de evento de

interés.

No se pueden emplear los OR directamente en modelos porque son asimétricos.
Es por este motivo que se utiliza el log de OR (logit) que permite crear una regresion cuya

relacién es simétrica con respecto a 0.

Funcién del logaritmo natural

La regresion logistica se emplea cuando se desea modelar una respuesta
dicotdmica. Generalmente, se codifica la respuesta con 0y 1 (por ejemplo, 0 ausencia, 1
10



presencia). La media de la distribucion es equivalente a la proporcion de 1 en los datos.
Por otra parte, la media de la poblacion representa la probabilidad de escoger al azar de
la distribucion una observacion cuya respuesta sea 1. Es por esta razon, que la proporcion
de 1y la probabilidad son iguales en estos casos (P) y la proporcion de 0 es (1-P). El
objetivo de la regresion logistica es predecir una probabilidad desconocida para el suceso
de un evento de interés. En el modelo logit (el log de odds, el log de la chance) de la
respuesta es modelada como una combinacién lineal de las variables predictoras. Al
emplear una regresion logistica, el coeficiente de regresion calculado representa el
aumento estimado en el log de la chance de ocurrencia de un acontecimiento por cada

unidad de aumento en el valor de la exposicion (Szumuilas, 2010; Bhattacharyya, 2018).

Los estudios longitudinales, como el que se realizd en esta tesis, permiten
monitorear una respuesta en el tiempo. Se ha estudiado en otros paises que la excrecion
es intermitente y el parto es un factor asociado al aumento de la excrecion de especies de
Campylobacter en ovinos y que la tasa de portadores es mayor en animales jovenes. En
nuestro pais los abortos por especies de Campylobacter significan un problema y es de
suma importancia examinar cuales son los factores que determinan una mayor excrecién
de estos agentes y aumentan la contaminacion ambiental y de que los animales se
expongan a cepas y cantidades que puedan desencadenar pérdidas reproductivas. Este
estudio permite abordar un tema complejo, multifactorial en un disefio observacional que

genera un conocimiento nuevo en nuestro pais.
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3. HIPOTESIS

La excrecion de Campylobacter spp. en ovinos es intermitente y la proporcién de

hembras eliminadoras fecales del agente varia con la categoria y momentos del ciclo

productivo.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Describir la excrecion de Campylobacter spp. en borregas y ovejas de cria de majadas

de Uruguay a lo largo del ciclo reproductivo en el afio 2020, y evaluar factores asociados

definidos a priori para la excrecion de Campylobacter spp. en cada tiempo de muestreo.

4.2 Obijetivos especificos

=

Comparar dos métodos de extraccion de ADN a partir de heces ovinas para la
deteccidn de Campylobacter spp. mediante PCR/gPCR.

Evaluar el limite de deteccion de una gPCR para C. jejuni mediante
contaminaciones artificiales de heces ovinas con una cepa del agente.

Monitorear la excrecion fecal de especies de Campylobacter en cinco momentos
de muestreo a lo largo del ciclo reproductivo en borregas y ovejas de cria y
describir los patrones de excreciéon fecal en animales a lo largo del tiempo
(intermitente o continua).

Determinar factores asociados a la excrecion fecal de Campylobacter en cada
tiempo de muestreo.

Identificar las especies de Campylobacter excretadas por los animales mediante

secuenciacion de un fragmento del gen 168S.
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5. ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

La estrategia de investigacion consistié en dos etapas que contaron con trabajo de
campo y de laboratorio (Figura 1). En la primera etapa de laboratorio se evaluaron
metodologias moleculares para la identificacion de C. jejuni a partir de muestras fecales
ovinas por gPCR. La puesta a punto de esta técnica consistio en la realizacion de
contaminaciones artificiales de materia fecal ovina con cultivos puros y diluciones
seriadas de C. jejuni. Para verificar la integridad del ADN extraido y descartar la
presencia de inhibidores, se realizé una PCR a tiempo final disefiada por Barcellos (2018)
cuyo blanco es el gen 16S de archaeas y bacterias. Dentro de la primera etapa de campo
se realiz6 un muestreo fecal al azar de 39 borregas y 23 ovejas en dos establecimientos
independientes (predio 1a y predio 1b) y se usé la metodologia puesta a punto para la
identificacion de C. jejuni por gPCR. Debido a que las muestras de campo fueron
negativas a C. jejuni se optd por realizar una PCR a tiempo final disefiada por Linton
(1996) y puesta a punto en el laboratorio de Genética Evolutiva de Facultad de Ciencias,
UdelaR, para la deteccion de especies pertenecientes al género Campylobacter. La
proporcion resultante de animales con deteccion de bacterias pertenecientes al genero al
momento del muestreo en la primera etapa por categoria (borregas/ovejas) se emple6 para
realizar un calculo muestral para deteccion de diferencias en proporciones existentes entre

categorias en la segunda etapa.

La segunda etapa del trabajo consistié en un disefio longitudinal de muestreo de
un nimero constante de animales por categoria segun lo determinado en la primera etapa.
Se sumo otro predio al ensayo (predio 2b) de modo de aumentar el tamafio muestral. Se
muestrearon dos establecimientos independientes (predio 2a 'y predio 2b). En el predio 2a
se incluyeron 20 borregas de 2 dientes (D) y 19 ovejas de 6 a 8 D identificadas
individualmente con una caravana visual. En el predio 2b se incluyeron 19 ovejas y 18
borregas de la misma edad que las anteriores que pastaban conjuntamente la mayoria del
ensayo. Las muestras fueron tomadas a lo largo del ciclo reproductivo en tiempos
prefijados (To, T1, T2, T3y T4). Se empled la misma metodologia de laboratorio que en la

etapa anterior para el procesamiento de las muestras.
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Se analizaron los datos obtenidos en primera instancia a traves de analisis
exploratorios para el estudio de variables individuales y sus caracteristicas. El andlisis se
baso en el tiempo de muestreo y en las categorias. Se realizaron pruebas de comparacion
de proporciones entre categorias y se describieron los patrones de excrecion de cada
hembra participante. Se utilizaron modelos de regresion para evaluar los factores
definidos a priori y su eventual asociacion con la proporcién de animales eliminando el

agente en cada tiempo de muestreo.

Once amplicones tomados al azar fueron enviados a secuenciar para determinar la
especie de Campylobacter presente. Se realiz6 la edicion y ensamblado de las secuencias
mediante herramientas informéticas. Se compararon entre si y con secuencias existentes

en las bases de datos.
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Figura 1. Estrategia de investigacion. Se presenta la estrategia adoptada, que consta de dos etapas. ARA: aptitud reproductiva aparente. T:
tiempo
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Descripcion de predios, conformacion de grupos y protocolo de muestreo a

campo

Etapa 1. Pre-ensa