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RESUMEN 

 

La producción ovina ha sido fundamental en el desarrollo socioeconómico de 

Uruguay. Los sistemas pecuarios han tendido a la intensificación y esto podría ocasionar 

nuevas problemáticas 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 proporción de animales que excretan 

estas bacterias varía ampliamente entre majadas, especies animales, estudios y sitios de 

muestreo. Es importante contar con métodos que rápidamente puedan identificar animales 

que posean altas cargas de estos agentes, para tomar medidas preventivas y de control, 

evitando consecuencias reproductivas y de salud pública. El objetivo principal fue 

describir la excreción de Campylobacter spp. en borregas y ovejas de cría de majadas de 

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

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

A partir de un diseño longitudinal de 20 borregas y 19 ovejas en el predio 2a y 19 ovejas 

y 18 borregas en el predio 2b, se monitoreó la excreción fecal de Campylobacter spp. 

utilizando técnicas moleculares para detección de especies de Campylobacter y 

específicamente de Campylobacter jejuni. Se observaron diferencias en las proporciones 

de animales excretores de Campylobacter spp. a lo largo del tiempo según la categoría y 

el predio, sin encontrarse excretores de C. jejuni. Los factores  principales para explicar 

la excreción considerados en este ensayo fueron la categoría (borrega/oveja) y los días de 

gestación en el muestreo T4. En el predio 2b, la proporción de ovejas excretando 

Campylobacter spp. fue máxima (0.80) próximo al parto, similarmente a lo que 

determinaron otros estudios. Por otra parte, la máxima excreción 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 clínicos de 

gastroenteritis en humanos. No se identificaron especies con conocida patogenicidad para 

ovinos. 
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Estos resultados indican que la proporción de ovinos que excretan C. lanienae es 

variable a lo largo del ciclo reproductivo. El monitoreo longitudinal empleando técnicas 

moleculares de detección, permite conocer los cambios que ocurren en la excreción del 

agente en los huéspedes, y podría ser de utilidad para monitorear la eliminación de 

Campylobacter spp. en majadas padeciendo pérdidas reproductivas para mejorar el 

entendimiento de la epidemiología y transmisión de Campylobacter spp., incluyendo 

aquellas responsables de campilobacteriosis ovina.    
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2. INTRODUCCIÓN 

 

2.1 Producción ovina nacional y su importancia económica  

 

La producción ovina ha sido de gran importancia en la historia del desarrollo 

económico y social de Uruguay. Durante mucho tiempo fue el principal rubro proveedor 

de divisas del país y jugó un papel fundamental en el aprovisionamiento de materia 

prima permitiendo el desarrollo de la industria textil nacional, así como obtener una de 

las principales fuentes alimenticias en el desarrollo rural. Las existencias ovinas sufrieron 

una drástica disminución luego de 1991, cuando la estructura de la majada nacional pasó 

de un sistema lanero con producción de capones a un sistema puramente de cría y 

producción de corderos pesados, ocurriendo una concentración en las zonas de basalto 

(SUL, 2018). Tradicionalmente los productores uruguayos se han inclinado por razas de 

doble propósito (carne y lana), cuyo potencial reproductivo es limitado y está 

condicionado por la edad a la primera encarnerada y el potencial de mellizos. Existen 

varios factores que incidieron negativamente, y lo están haciendo actualmente, entre los 

cuales se destacan: los predadores, las condiciones climáticas, la falta de mano de obra y 

el endeudamiento (INIA, 2005). 

 

Dado el contexto actual, se ha incorporado gradualmente una serie de tecnologías que 

han demostrado ser efectivas en mejorar el porcentaje de señalada. En primer lugar, el 

empleo de la ecografía para mejorar el plano nutricional de las hembras melliceras, la 

suplementación de último tercio de la gestación de la majada de cría y la esquila preparto 

(Banchero et al., 2007). 

 

Más recientemente se ha hecho hincapié en el incremento de las precauciones para el 

resguardo de inclemencias climáticas al momento de la parición (índice de enfriamiento) 

utilizando parideras, el aumento de la tasa ovulatoria empleando cruzamientos con razas 

prolíficas y el uso de perros de guarda para reducir la depredación (Ganzábal et al., 2007; 

Ganzábal, 2018; Grattarola, 2013). 

 

En la actualidad las existencias ovinas en el país 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 país es el cuarto exportador con 
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destino a China (Bertamini & Bervejillo, 2015). La señalada nacional de corderos se 

estima en 75%. Últimamente han surgido productores ovinos familiares de pequeña 

escala en la zona sur del país. No es esperable que la pequeña escala produzca cambios 

macroeconómicos importantes, pero genera evoluciones en el capital social, 

cuantificables a través de la colaboración establecida en un grupo humano, y el uso 

individual o familiar de las oportunidades surgidas a partir de ellas. En estos sistemas de 

producción la precocidad sexual, los partos múltiples y los ciclos biológicos cortos son 

fundamentales. Es así que se explica la introducción de las razas Finnish Landrance y 

Frisona Milchschaf (Banchero & Rivero, 2017; CYTED, 2014). 

 

Debido a los cambios que están sucediendo propios de la intensificación, es 

fundamental el monitoreo de agentes patógenos que son plausibles de desencadenar 

problemáticas 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 móvil y con forma curvada en una 

muestra de mucus uterino de una oveja preñada de un rebaño 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 morfológica y de motilidad con 

ejemplares del género Vibrio. En 1963, Sébald y Véron propusieron que las especies 

Vibrio fetus y Vibrio bubulus debían incluirse en un nuevo género debido a sus diferencias 

en el contenido de bases GC (guanina citosina) y en la prueba de oxidación-fermentación 

(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 

taxonómico del género Campylobacter en base a pruebas bioquímicas, serológicas 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).  
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Actualmente, el género Campylobacter comprende 33 especies y seis subespecies 

(Vandamme & Ley, 1991; LPSN, 2021). Dentro de las 33 especies hay especies 

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

 

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

 

Por ser causante de infecciones humanas en varios países, se han realizado numerosos 

estudios de C. jejuni y su colonización en el tracto gastrointestinal, encontrándose en una 

amplia variedad de animales homeotermos (Skirrow, 2006; Stanley & Jones 2003; OIE 

2018). Clásicamente se consideró a las aves como principales responsables de la 

transmisión de infecciones clínicas por C. jejuni en humanos. Sin embargo, existe 

evidencia molecular que sugiere que hay una importante influencia de fuentes de 

contaminación 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 niños 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 

(Iraola et al., 2015). 

 

La contribución directa o indirecta de los rumiantes en la transmisión de C. jejuni a 

humanos en casos esporádicos 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 últimos años se ha concluido que la proporción 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 contaminación son importantes para las 

infecciones clínicas en humanos (Fitzgerald et al., 2001; Nielsen et al., 2000; On, 1996; 

Stanley & Jones, 2003). En un estudio realizado en Reino Unido, se encontró que algunas 

cepas parecían ser específicas de huésped y que seis genotipos diferentes componían 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 clínica en 

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

2003).  

 

En el caso de especies termofílicas como C. coli y C. jejuni el mayor reservorio 

natural  son los intestinos de mamíferos y aves (OIE, 2018;  Stanley & Jones, 2003). Por 

lo general, no son patogénicas en animales adultos y la colonización y tasas de portador 

son mayores en animales más jóvenes. 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 Epidemiología y transmisión 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 población 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 

subterráneas (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 transmisión se realiza 

mediante ingestión de alimento o agua contaminados, material de aborto y descargas 

uterinas. No existe transmisión sexual ni infertilidad. El aborto suele ocurrir 7-25 días 

luego de la infección, típicamente ocurriendo en el último periodo de la gestación 

(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 mayoría de las hembras recuperan la capacidad de 

reproducirse en años subsiguientes. Sin embargo, las ovejas portadoras pueden ser fuente 
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de infección para animales susceptibles no expuestos, ya que se convierten en 

eliminadoras fecales persistentes de Campylobacter spp.  (APHIS, 2014; Wu et al., 2014). 

La asociación entre la presencia de la bacteria en el tracto intestinal y aborto aún no está 

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 asociación 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 reportó 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 país, 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 asoció también a aborto 

ovino (Aráoz et al., 2018; Dorsch et al., 2021b). El Centro de Epidemiología y Salud 

Animal de Estados Unidos determinó que desde 1980 ocurrió 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 patógeno (APHIS, 2014; Sahin et al., 

2017; Wu et al., 2014). Es importante contar con métodos que rápidamente puedan 

identificar animales que posean altas cargas de Campylobacter spp. y su identificación a 

nivel de especies de modo de poder tomar medidas de prevención y control y evitar su 

transmisión 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 críticos. La tasa de fertilización varía entre un 75 y un 94%, siendo 

dependientes de factores como la alimentación y la sanidad. Las muertes embrionarias se 
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pueden dividir en precoces y tardías, siendo las precoces las de mayor importancia. La 

condición corporal es un factor determinante de las mismas (Fernández Abella, 2011). 

 

Recientemente se publicaron tres reportes de casos de abortos ocasionados por 

Campylobacter spp. en Uruguay. El primer caso correspondía a una oveja de dos años 

cruza Texel con Ideal de una majada de 23 ovinos en el departamento de Colonia, que 

abortó un feto a término con lesiones típicas de campilobacteriosis. Aunque la especie 

actuante no pudo ser identificada con certeza, la secuenciación de un fragmento del gen 

16S RNA reveló que no se trataba de C. fetus, sino que tenía 99-100% de similitud con 

las siguientes cuatro especies: C. jejuni, C. coli, C. insulaenigrae y C. hepaticus (Araóz 

et al., 2018). De estas especies, la única con potencial patogénico y abortivo ampliamente 

reconocido es C. jejuni. En el segundo caso, se aisló C. fetus fetus a partir de una placenta 

de una oveja de la raza Finnish abortada en el mismo departamento, y que tenía severa 

placentitis (Giannitti et al., 2018). Interesantemente la cepa aislada demostró ser 

multirresistente a antibióticos (Dorsch et al., 2021a), por lo que fue sometida a 

secuenciación del genoma completo (Costa et al., 2020). En 2020 se registró un brote de 

abortos ovinos por C. fetus fetus en una majada del departamento de Río Negro (Giannitti 

F, comunicación personal). 

 

2.5 Identificación de Campylobacter y análisis moleculares para su detección  

 

Las técnicas de diagnóstico recomendadas por la Organización Mundial de 

Sanidad Animal (OIE) para Campylobacter son cultivo y aislamiento bacteriano y 

espectrometría de masas por MALDI-TOF. Estas técnicas se recomiendan para garantizar 

que la población se encuentre libre del agente patógeno, para contribuir en políticas de 

erradicación y en vigilancia epidemiológica (OIE, 2018). La detección de patógenos 

dependientes del aislamiento combinado con la identificación bioquímica, si bien es 

altamente específica, 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 oxígeno), su crecimiento lento 

en placas de cultivo (de 5 a 7 días) y la competencia de la bacteria con otras presentes en 

el medio (Barcellos, 2018; Calleros, 2015; Delpiazzo et al., 2021). La caracterización 

bioquímica puede complementarse o sustituirse por métodos moleculares o MALDI-

TOF. Se establece por la OIE que las técnicas moleculares por sí solas son adecuadas, 
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pero se requiere continuar validándolas (OIE, 2018). Se han diseñado varias técnicas de 

PCR que logran identificar especies o grupos de especies de Campylobacter (Bang et al., 

2001). La metodología propuesta por Linton et al. (1996) es ampliamente utilizada para 

la detección e identificación de especies del género Campylobacter. La misma consiste 

en una PCR a tiempo final cuyo blanco de amplificación es el gen 16S ribosomal (Linton 

et al., 1996). En los métodos moleculares de detección deben incluirse cepas de referencia 

positivas y controles negativos para detectar posibles inhibiciones de la PCR por la matriz 

de la muestra. Mediante secuenciación 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 

detección rápida, igual de específica que los métodos de cultivo, y han demostrado ser 

más sensibles (Calleros, 2015; Delpiazzo et al., 2021; Iraola et al., 2016). Estas están 

basadas en distintas sondas de ADN y en amplificación de fragmentos blanco-específicos. 

Vondrakova y col. diseñaron y pusieron a punto una PCR múltiple a tiempo real para para 

mejorar la detección y cuantificación simultanea de C. jejuni, C. lari y C. coli a partir de 

muestras alimenticias. Diseñaron cebadores y sondas de hidrólisis para el gen hipO 

(hipuricasa) de C. jejuni, serina hidroximetiltransferasa de C. coli y peptidasa T de C. lari 

(Vondrakova et al., 2014). Otro diseño de qPCR 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 excreción de Campylobacter, concepto de chance (odds) y 

de razón de posibilidades (OR). 

 

Es de suma importancia estudiar los factores que afectan la excreción de 

microorganismos causantes de enfermedades zoonóticas. Los animales de producción 

constituyen importantes reservorios de estos microorganismos y su monitoreo es 

fundamental para garantizar que no sean una amenaza para la salud pública (OIE, 2018; 

Rukambile et al., 2019; Stanley & Jones, 2003). Se han identificado algunas variables 

como: tamaño del rebaño, época del año, edad del animal, características del predio, dieta, 

prácticas de estabulación, el parto y el destete, como explicativas de las diferencias 

observadas entre estudios (Grove-White et al., 2010; Kimman et al., 2013; Stanley & 
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Jones, 2003). Una de las formas de evaluar el OR es a través de modelos de regresión 

(Glen, 2021).   

 

• La chance (odds) se define como la razón de éxito sobre la razón de fracaso. Su 

rango es [0 , ∞]. 

𝑂𝑑𝑑𝑠 = 𝑃/(1 − 𝑃)                                                                                          (A) 

• La razón de posibilidades (OR) es una medida de asociación entre exposición y 

ocurrencia de un acontecimiento. La razón representa la chance de que suceda 

algo dada una exposición particular en comparación con falta de exposición. 

Puede ser empleado para determinar si la exposición 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 ecuación B se presenta la fórmula utilizada para el cálculo de 

OR.  

 

𝑂𝑅 =
𝑃1/(1−𝑃1)

𝑃2(1−𝑃2)
                                                                                            (B) 

 

La interpretación del OR se realiza de la siguiente forma: 

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

OR>1. La exposición está asociada a un aumento de chance de ocurrencia de evento de 

interés. 

OR<1. La exposición está 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 regresión cuya 

relación es simétrica con respecto a 0.  

 

Función del logaritmo natural  

 

La regresión logística se emplea cuando se desea modelar una respuesta 

dicotómica. Generalmente, se codifica la respuesta con 0 y 1 (por ejemplo, 0 ausencia, 1 
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presencia). La media de la distribución es equivalente a la proporción de 1 en los datos. 

Por otra parte, la media de la población representa la probabilidad de escoger al azar de 

la distribución una observación cuya respuesta sea 1. Es por esta razón, que la proporción 

de 1 y la probabilidad son iguales en estos casos (P) y la proporción de 0 es (1-P). El 

objetivo de la regresión logística 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 combinación lineal de las variables predictoras. Al 

emplear una regresión logística, el coeficiente de regresión 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 exposición (Szumuilas, 2010; Bhattacharyya, 2018).  

 

 Los estudios longitudinales, como el que se realizó en esta tesis, permiten 

monitorear una respuesta en el tiempo. Se ha estudiado en otros países que la excreción 

es intermitente y el parto es un factor asociado al aumento de la excreción de especies de 

Campylobacter en ovinos y que la tasa de portadores es mayor en animales jóvenes. En 

nuestro país los abortos por especies de Campylobacter significan un problema y es de 

suma importancia examinar cuáles son los factores que determinan una mayor excreción 

de estos agentes y aumentan  la contaminación 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 diseño observacional que 

genera un conocimiento nuevo en nuestro país.  
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3. HIPÓTESIS 

 

  La excreción de Campylobacter spp. en ovinos es intermitente y la proporción de 

hembras eliminadoras fecales del agente varía con la categoría y momentos del ciclo 

productivo. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general  

 

Describir la excreción de Campylobacter spp. en borregas y ovejas de cría de majadas 

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

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

 

4.2 Objetivos específicos 

 

1. Comparar dos métodos de extracción de ADN a partir de heces ovinas para la 

detección de Campylobacter spp. mediante PCR/qPCR. 

2.  Evaluar el límite de detección de una qPCR para C. jejuni mediante 

contaminaciones artificiales de heces ovinas con una cepa del agente. 

3. Monitorear la excreción fecal de especies de Campylobacter en cinco momentos 

de muestreo a lo largo del ciclo reproductivo en borregas y ovejas de cría y 

describir los patrones de excreción fecal en animales a lo largo del tiempo 

(intermitente o continua). 

4. Determinar factores asociados a la excreción fecal de Campylobacter en cada 

tiempo de muestreo. 

5. Identificar las especies de Campylobacter excretadas por los animales mediante 

secuenciación de un fragmento del gen 16S. 
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5. ESTRATEGIA DE INVESTIGACIÓN   

 

La estrategia de investigación consistió en dos etapas que contaron con trabajo de 

campo y de laboratorio (Figura 1). En la primera etapa de laboratorio se evaluaron 

metodologías moleculares para la identificación de C. jejuni a partir de muestras fecales 

ovinas por qPCR. La puesta a punto de esta técnica consistió en la realización de 

contaminaciones artificiales de materia fecal ovina con cultivos puros y diluciones 

seriadas de C. jejuni. Para verificar la integridad del ADN extraído y descartar la 

presencia de inhibidores, se realizó una PCR a tiempo final diseñada por Barcellos (2018) 

cuyo blanco es el gen 16S de archaeas y bacterias. Dentro de la primera etapa de campo 

se realizó un muestreo fecal al azar de 39 borregas y 23 ovejas en dos establecimientos 

independientes (predio 1a y predio 1b) y se usó la metodología puesta a punto para la 

identificación de C. jejuni por qPCR. Debido a que las muestras de campo fueron 

negativas a C. jejuni se optó por realizar una PCR a tiempo final diseñada por Linton 

(1996) y puesta a punto en el laboratorio de Genética Evolutiva de Facultad de Ciencias, 

UdelaR, para la detección de especies pertenecientes al género Campylobacter. La 

proporción resultante de animales con detección de bacterias pertenecientes al género al 

momento del muestreo en la primera etapa por categoría (borregas/ovejas) se empleó para 

realizar un cálculo muestral para detección de diferencias en proporciones existentes entre 

categorías en la segunda etapa.   

 

La segunda etapa del trabajo consistió en un diseño longitudinal de muestreo de 

un número constante de animales por categoría según lo determinado en la primera etapa. 

Se sumó otro predio al ensayo (predio 2b) de modo de aumentar el tamaño 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 mayoría del 

ensayo. Las muestras fueron tomadas a lo largo del ciclo reproductivo en tiempos 

prefijados (T0, T1, T2, T3 y T4). Se empleó la misma metodología 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 través de análisis 

exploratorios para el estudio de variables individuales y sus características. El análisis se 

basó en el tiempo de muestreo y en las categorías. Se realizaron pruebas de comparación 

de proporciones entre categorías y se describieron los patrones de excreción de cada 

hembra participante. Se utilizaron modelos de regresión para evaluar los factores 

definidos a priori y su eventual asociación con la proporción 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 realizó la edición y ensamblado de las secuencias 

mediante herramientas informáticas. Se compararon entre sí y con secuencias existentes 

en las bases de datos.
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Figura 1. Estrategia de investigación. Se presenta la estrategia adoptada, que consta de dos etapas. ARA: aptitud reproductiva aparente. T: 

tiempo  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Descripción de predios, conformación de grupos y protocolo de muestreo a 

campo 

 

Etapa 1. Pre-ensayo. Proporción de hembras ovinas por categoría (borrega/oveja) 

con presencia de Campylobacter spp. a nivel de dos predios independientes 

 

Durante 2019 se seleccionaron dos predios con sistemas de producción ovina: uno 

en el departamento de Flores (predio 1a) y otro en Colonia (predio 1b). El predio 1a es 

un predio comercial semi intensivo que no posee antecedentes de pérdidas reproductivas 

diagnosticadas y con buenos porcentajes de señalada histórica.  Por otra parte, el predio 

1b cuenta con un antecedente diagnosticado de aborto por campilobacteriosis en una 

oveja de dos años cruza Texel con Ideal de una majada de 23 ovinos. En esta majada se 

reportó en 2017 un caso de un feto abortado por Campylobacter spp. a término con 

diagnóstico confirmado por histopatología y PCR de muestras de líquido abomasal y 

pulmón (Aráoz et al., 2018). La secuenciación de un fragmento del gen 16S ARN (Linton 

et al., 1996) reveló 99-100% de similitud con C. jejuni, C. coli, C. insulaenigrae y C. 

hepaticus. La hembra abortada no se encontraba en el predio al momento del muestreo 

fecal realizado en esta tesis. 

 

La toma de muestra se realizó mediante extracción manual de 5 boñigas de materia 

fecal del recto por cada animal, que se colocaron en un frasco estéril rotulado con 15 mL 

de suero fisiológico (solución de cloruro de sodio al 0,9%) estéril. Las muestras fueron 

colocadas en una conservadora refrigerada a 4-8ºC para luego colocarlas a -20ºC hasta su 

procesamiento en el laboratorio. El protocolo de muestreo (ID 822 "Toma de muestras de 

heces ovinas para la búsqueda de Campylobacter spp.”) fue aceptado por la Comisión de 

Ética en el Uso de Animales (CEUA, Facultad de Ciencias) el 27/2/2019.   
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Se realizó un muestreo transversal y aleatorio simple de 39 borregas de 2 D en el 

predio 1a de una majada de 190 animales (20,5%) en agosto. En el predio 1b el muestreo 

correspondió al 100% de la majada de 23 ovejas de 4 D y 6 D en octubre.  

 

Etapa 2. Estudio longitudinal en tiempos fijos de muestreo a lo largo del ciclo 

reproductivo en ovejas y borregas 

  

Los predios usados para esta etapa están identificados como 2a y 2b. Sin embargo, 

el predio 2a es el mismo que el predio 1a usado en la primera etapa. Es un predio 

comercial y emplea un sistema mixto de pastoreo bovinos-ovinos. Los ovinos empleados 

son de la raza Merilín y es una majada de 220 ovejas y borregas. En este sistema se realiza 

un servicio extendido como estrategia para mitigar la mortandad perinatal por efectos 

climáticos. Se realiza inseminación artificial a tiempo fijo (IATF) y ecografía con 

clasificación de hembras melliceras para mejorar su plano nutricional. Se realiza esquila 

preparto y se cuenta con lugares resguardados para parición, campo natural mejorado y 

praderas donde pastan las hembras preñadas luego de la esquila preparto. Se realizó el 

mismo manejo nutricional para borregas y ovejas a lo largo del ensayo. 

 

 El predio 2b es de carácter experimental-demostrativo con pastoreo mixto bovino-

ovino. La majada en estudio está compuesta por 200 ovejas y 18 borregas de 2 D. Las 

mismas son de la raza Corriedale PRO y fueron encarneradas con carneros Southdown 

durante 34 días. La majada se encontraba bajo estudio en un proyecto financiado por la 

Agencia Nacional de Investigación e Innovación (ANII, código FCE_3_2018_1_148540, 

título: “Cuantificación de pérdidas embrionarias y fetales en majadas de Uruguay y 

diagnóstico de agentes infecciosos involucrados”). Luego del día 100 de gestación se 

realizó esquila preparto y se clasificaron las ovejas por gestación simple/múltiple 

priorizando las de gestación múltiple en praderas de mejor calidad.  

 

Se realizó un examen de aptitud reproductiva aparente (ARA) preservicio en los 

dos predios a toda la majada disponible para entrar a servicio. Se revisó el estado de la 

dentición para determinar el estado de desgaste (y a través de esta estimar la edad), el 

estado de las pezuñas y la condición de las ubres. Del lote considerado apto para 
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reproducción en función del examen de ARA, y de acuerdo con los resultados de la etapa 

1, se utilizó para el ensayo un grupo de 19 ovejas adultas y uno de 20 borregas de 2 D 

para el predio 2a y de 19 ovejas y 18 borregas para el predio 2b. Los animales se 

encontraban identificados individualmente con una caravana visual. Se registraron datos 

de condición corporal (CC) individual en la escala de 1-5 con intervalos de 0,25.  

 

El servicio del predio 2a consistió en una IATF. La sincronización se inició el 

4/4/2020 con esponjas intravaginales de poliuretano impregnadas con 60 mg de acetato 

de medroxiprogesterona por 10 días, seguida de una inyección de 200 unidades 

internacionales (UI) de gonadotropina coriónica equina (GCe). Se realizó doble 

inseminación artificial cervical a las 48 y 56 horas de retiradas las esponjas. Se emplearon 

4 borregos de 2 D como donantes de semen fresco. Se introdujeron borregos en 

proporción al 2% de la majada a los 14 días de la IATF y se los mantuvo por 68 días.  

 

En el predio 2b, el servicio consistió en monta natural que comenzó el 3/3/20 con 

carneros Southdown al 3% durante 34 días. Se marcaron los carneros y se registró la 

monta por colegas participantes del proyecto ANII - FCE_3_2018_1_148540 arriba 

mencionado.  

 

Las tomas de muestras fecales se realizaron de la misma forma que en la etapa 1. 

Se realizaron 5 muestreos fecales en distintos tiempos (T0, T1, T2, T3 y T4) en los 

siguientes momentos: el muestreo T0 se llevó adelante al momento de realización del 

examen de ARA, el T1 en el día 30 de gestación promedio, el T2 en el día 60, el T3 en el 

día 100 de gestación promedio y el T4 próximo al parto.  

 

En el predio 2a, la ecografía se realizó por un técnico a los 60 días de realizada la 

IATF. Los días de gestación y tipo de gestación (única/múltiple) se registraron a través 

de la ecografía y se corrigió por fecha de nacimiento de los corderos. Por otra parte, en el 

predio 2b la ecografía fue realizada por un técnico a los 30 y 60 días de realizado el 

servicio natural. Se calculó la edad gestacional en cada tiempo de muestreo de acuerdo 

con el registro de la monta y el tipo de preñez (única/múltiple) por ecografía.  
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Se registraron datos de CC individual en simultáneo con todos los muestreos 

fecales, como se describió anteriormente con una sensibilidad de 0,25 puntos. La 

condición corporal se registró independientemente de si los animales tenían materia fecal 

en el recto al momento de la toma de muestra.  

 

6.2 Procesamiento de muestras en el laboratorio  

 

6.2.1 Estandarización de metodologías: toma de muestra y métodos de extracción de 

ADN a partir de heces ovinas  

 

En primer lugar, se llevaron a cabo variantes de la metodología de toma de muestra 

y del método de extracción Fast Boiling Preparation (Schunck et al., 1995) para la puesta 

a punto y estandarización de la metodología a utilizar. Se probó realizar la toma de 

muestra de forma individual por oveja en un frasco estéril con 15 mL de suero fisiológico 

y con una cantidad de boñigas de 1-2 g. Se realizó la extracción comparando la misma 

metodología, pero con un paso de agitación de la muestra pura (ANEXO A.A) y pura sin 

agitación utilizando el suero de lavado (ANEXO A.B). Se realizó la misma comparación 

con las mismas muestras en diluciones 1:10. Todas las extracciones de ADN realizadas 

en este trabajo fueron cuantificadas con “NanoDrop” (Thermo Fischer Scientific) y se 

registró la concentración de ADN (ng/µL), y las tasas de absorbancia a 260nm /280 y 

230/260.  

 

En todos los casos, se verificó la integridad del ADN extraído y se descartó la 

presencia de inhibidores mediante una PCR a tiempo final que amplifica un fragmento 

del gen 16S de bacterias y archaeas universal con los cebadores delantero: Bac27F y 

reverso: 534R (Barcellos, 2018; De Long, 1992; Ott et al., 2004; Delpiazzo et al., 2021) 

(ANEXO B).   
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6.2.2 Etapa 1. Pre-ensayo. Proporción de hembras ovinas por categoría 

(borrega/oveja) con presencia de Campylobacter spp. a nivel de dos predios 

independientes  

 

Extracción de ADN y evaluación de su integridad 

 

Se realizó extracción de ADN con la técnica Fast Boiling Preparation (ANEXO 

A.B) modificada que fue puesta a punto en el laboratorio para materia fecal de ovinos. 

Las mismas fueron cuantificadas. Se utilizaron entre 70 y 120 ng de ADN por reacción 

de PCR (Schunck et al., 1995; Barcellos, 2018). Los amplicones se observaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en solución tampón tris-acetato-EDTA (TAE) 

1X teñido con bromuro de etidio, a 90 voltios y 150 mA durante 15 minutos, y 

visualización con un transiluminador con luz UV. 

 

Recuento bacteriano en placa, contaminaciones de materia fecal ovina con 

diluciones seriadas de C. jejuni, PCR a tiempo real para detección de C. jejuni y 

control de extracción 

 

Para verificar que las extracciones de ADN realizadas permitían la amplificación 

por la qPCR diseñada por Vondrakova et al. (2014) para la detección de C. jejuni, se 

realizaron contaminaciones artificiales de materia fecal ovina con cultivo puro y 

diluciones seriadas de C. jejuni. Se contaminó la materia fecal de una oveja (7120 La 

Estanzuela) con la cepa M3 de C. jejuni. Esta cepa había sido aislada e identificada por 

métodos bacteriológicos y moleculares en el laboratorio en un proyecto anterior. Como 

solución madre se utilizó una suspensión de bacterias cuya turbidez era equivalente al 0,5 

de la escala de McFarland. Se realizaron diluciones seriadas en base 10 a partir de la 

solución madre y se las identificó del -1 al -6. Estas diluciones eran equivalentes a 107- 

102-UFC/mL de C. jejuni. Se tomaron suspensiones de 1g de materia fecal en 10 mL de 

PBS 1X y se las contaminó con 1 mL de cada dilución. Se controlaron las diluciones -5 

y -6 sembrando 100 µL de cada una en placas de agar sangre, incubando a 42°C en 

condiciones de microaerobiosis por 48 horas y realizando un recuento de colonias.  
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Se llevaron a cabo extracciones de ADN con dos protocolos para cada 

contaminación de materia fecal con 107- 102-UFC/mL de C. jejuni. Se utilizó el kit 

“ZYMO Miniprep fecal/soil” (ANEXO C) y el método de Fast Boiling Preparation 

modificado (ANEXO A.B).  

 

Para la detección de C. jejuni a través de qPCR, se emplearon los cebadores 

descritos por Vondrakova et al. (2014). Los cebadores y sondas de hidrólisis tienen como 

blanco un fragmento del gen hipO (hipuricasa) y el tamaño del amplicón es de 124 pb 

(ANEXO D). Las muestras contaminadas con las diluciones seriadas de la cepa M3 de C. 

jejuni se analizaron por este método. Se realizaron dos tandas de qPCR que presentaban 

variantes, la tanda 1 fueron extracciones realizadas con Fast Boiling Preparation 

(dilución 1:5) y extracciones con el kit ZYMO. La tanda 2 consistió en extracciones con 

Fast Boiling Preparation (dilución 1:5) y las mismas extracciones puras. Se compararon 

ambas tandas definiendo un umbral de fluorescencia de 0,05 y se utilizó como punto de 

corte un Ct de 38. Se calculó la sensibilidad de la técnica y se graficó el log de 

copias/reacción según el Ct en un gráfico de líneas para cada tipo de extracción por 

separado utilizando Microsoft Excel (Microsoft Excel, 2018). Se estimó la ecuación de la 

recta resultante de la regresión lineal y el coeficiente de determinación (R2). A partir de 

la pendiente de la recta, se calculó la eficiencia según las ecuaciones C y D: 

 

𝐸 = 10−1/𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒                                          (C) 

%𝐸 = (𝐸 − 1)100                                           (D) 

 

Las muestras de los predios 1a y 1b también fueron analizadas con la qPCR 

diseñada para detección de C. jejuni.  

 

PCR para detección de especies de Campylobacter  

 

Se llevó a cabo una PCR a tiempo final (ANEXO E, Linton et al., 1996) que 

detecta especies de Campylobacter a partir de las extracciones de ADN resultantes de las 
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muestras que se contaminaron con diluciones seriadas de la cepa M3 de C. jejuni y las 

muestras de los predios 1a y 1b. Los amplicones se observaron tal como se indicó 

anteriormente.  

 

Purificación de productos de PCR, secuenciación y análisis bioinformático 

 

Se realizó una purificación del producto de PCR con el protocolo descrito en el 

ANEXO F.A en 5 muestras. Se envió a secuenciar a Macrogen Inc. Seúl, Corea (equipo 

ABI3730XL) el amplicón de la extracción kit-1j (extracción realizada con el kit comercial 

y la muestra contaminada con la dilución -1 de la cepa M3 de C. jejuni) de la PCR a 

tiempo final para amplificar el gen 16S de Campylobacter spp. y se secuenciaron 4 

amplicones de los obtenidos para muestras al azar en la etapa 1. El análisis bioinformático 

consistió en la edición de las secuencias utilizando el programa SeqMan del paquete 

Lasergene 7.0 (DNASTAR).  

 

Se utilizó la opción BLAST de la base de datos de GenBank (National Center for 

Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificar la similitud 

en las secuencias obtenidas con secuencias de microorganismos existentes en la base de 

datos.  

 

6.2.3 Etapa 2. Estudio longitudinal en tiempos fijos de muestreo de la excreción de 

Campylobacter spp. a lo largo del ciclo reproductivo en ovejas y borregas 

 

Extracción de ADN, control de extracción y detección de especies pertenecientes al 

género Campylobacter  

 

La extracción de ADN se llevó a cabo de la misma forma que para etapa 1. El 

control de extracción de ADN y la detección de Campylobacter spp. se realizó de la 

misma forma que para la etapa anterior.  
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Purificación de productos de PCR y secuenciación 

 

Se purificaron los productos de PCR de once muestras con un protocolo que utiliza 

pelotitas magnéticas (AMPure XP, ANEXO F.B) y se secuenciaron con presencia de 

especies de Campylobacter escogidas al azar de todos los tiempos de muestreo. Se utilizó 

el mismo procedimiento de edición y ensamblado descrito anteriormente. 

 

6.3 Análisis estadístico de proporciones y patrones de excreción 

 

6.3.1 Etapa 1. Pre-ensayo. Proporción de hembras ovinas por categoría 

(borrega/oveja) con presencia de Campylobacter spp. a nivel de dos predios 

independientes 

 

Se realizó un análisis exploratorio de los datos, cálculo de proporciones y cálculo 

muestral empleando el software RStudio 1.2.5001 (RStudio Team, Boston, MA) y los 

paquetes: pwr, Hmisc, dplyr, tidyr, epitools, ggplot2 y patchwork (Champely, 2018; 

Harell, 2020; Wickham, 2020a; Wickham, 2020b; Aragon, 2017; Wickham, 2016; 

Pedersen, 2019). 

 

6.3.2 Etapa 2. Estudio longitudinal en tiempos fijos de muestreo de la excreción de 

Campylobacter spp. a lo largo del ciclo reproductivo en ovejas y borregas 

 

Se utilizó el software STATA 16.1 (StataCorp LP, College Station, Texas). Se realizaron 

análisis exploratorios de los datos obtenidos a partir de las muestras fecales para 

Campylobacter spp. Se hizo un cálculo de proporciones, intervalos de confianza y 

pruebas de comparación de proporciones para determinar si existían diferencias entre 

tiempos de muestreo y categorías por predio y comparando categorías de los diferentes 

predios. Se analizó la excreción de Campylobacter por hembra a nivel individual y se 

detalló si la misma era intermitente o consecutiva en cada caso. Se calculó si existían 

diferencias significativas para el tipo de excreción entre los predios. Se realizaron análisis 

exploratorios de las variables gestación y CC para evaluar su distribución y tendencias. 

Se ejecutaron análisis empleando regresión logística para asociar a la variable respuesta 
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(presencia de Campylobacter spp.) por tiempo de muestreo. Se utilizo la categoría como 

variable principal en todos los tiempos de muestreo y se sumó días de gestación en T4. 

Las variables predio, CC y días de gestación (en T1, T2 y T3) se evaluaron como 

modificadoras de efecto, interacción o confusión de las principales con el desenlace. Se 

comenzó con un modelo saturado por tiempo de muestreo y se lo comparó con la prueba 

de similitud (likelihood-ratio test) con un modelo simple que no contenía términos de 

interacción. En caso de que el resultado de la prueba de similitud fuera significativamente 

menor a 0,05, se evaluaba la significancia de cada término de interacción en el modelo 

saturado. De lo contrario, se continuaba modelando los datos removiendo todos los 

términos de interacción. Luego de la evaluación de efecto de interacción, se evaluó la 

posibilidad de las variables actuando como confusoras de la relación del principal 

predictor y la presencia de Campylobacter spp. El efecto de confusión se evaluó 

desglosando el modelo resultante de la interacción y calculando el porcentaje de cambio 

del OR de la categoría en cada modelo sucesivo. Si la variación fue mayor o igual a 10% 

se lo consideró confusor de la relación. En caso de que existieran variables que 

interactuaban en la relación de la categoría y la presencia de Campylobacter spp. o 

actuaban como confusoras, se reportó el modelo final por tiempo de muestreo (Wayne & 

Sullivan, 2021).  

  



 

 

25 

 

7. RESULTADOS 

 

7.1 Toma de muestra, métodos de extracción de ADN a partir de heces ovinas y 

estandarización de metodologías 

 

Se compararon dos variantes del método de Fast Boiling Preparation con y sin el 

paso de agitación de la muestra previo a la realización de la extracción. Se evaluó cuál 

variante era adecuada de acuerdo a la presencia del amplicón en la PCR 16S de archaeas 

y bacterias (Barcellos, 2018). Cuando se utilizó como molde de PCR la extracción de 

ADN pura, no se obtuvo un producto de amplificación en ninguno de los casos, por lo 

que no se pudo realizar una comparación entre ambos métodos.  Por otra parte, cuando se 

utilizaron diluciones 1:10 de las extracciones, en todas las extracciones en donde no se 

realizó el paso de agitación, se obtuvo un fragmento de 507 pb. Para el protocolo con 

agitación se obtuvieron resultados variables: en algunos casos fragmentos de 507 pb y en 

otros no hubo producto de amplificación. Fue por esa razón que se empleó el protocolo 

de dilución de extracciones 1:10 y sin agitación para extracción de ADN en todas las 

muestras de campo. En la figura 2 se presentan los resultados de esta PCR. En la muestra 

colocada en el carril 4 (código 3S17) el resultado fue negativo.  
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% al utilizar los cebadores que 

amplifican el gen 16S de bacterias y archaeas. Carril 1: muestra código 3S10 dilución 

1:10 (amplificación), carril 2: muestra código 3S12 dilución 1:10 (amplificación), carril 

3: muestra código 3S14 dilución 1:10 (amplificación), carril: 4 muestra código 3S17 (sin 

amplificación), carril 5: control positivo muestra W11 (amplificación), carril 6: control 

negativo (sin amplificación), carril 7: amplicón 507 pb, carril: 8 marcador de peso 

molecular. 

 

7.2 Etapa 1. Pre-ensayo. Proporción de hembras ovinas por categoría con presencia 

de Campylobacter spp. a nivel de establecimientos rurales  

 

7.2.1 Extracciones de ADN de las muestras de campo de los predios 1a y 1b, 

contaminaciones de materia fecal con diluciones seriadas de C. jejuni y control de 

extracción 

 

Las extracciones de ADN de las muestras que provenían de los predios 1a y 1b 

por el método de Fast Boiling Preparation modificado presentaron una concentración de 

ADN media de 367,92 (IC 95% 319,70-416,15) y 604,42 (IC 95% 501,50-707,35) ng/µL, 

respectivamente. Se realizaron diluciones 1:10 y 1:20 para que las extracciones de trabajo 

tuviesen una concentración entre 70 y 120 ng/µL de ADN. Las extracciones de ADN 

provenientes de las contaminaciones de materia fecal con suspensión de la cepa M3 de 

C. jejuni, extraídas por el método de Fast Boiling Preparation, presentaron una 
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concentración de ADN media de 171,33 (IC 95 % 116,15-226,51) ng/µL. Las extraídas 

con el kit ZYMO Fecal Soil tuvieron una concentración media de ADN de 9,05 (IC 95% 

5,33-12,77) ng/µL. Los datos se presentan en el ANEXO G.  

 

Los resultados de la evaluación mediante PCR de la integridad y la ausencia de 

inhibidores en el ADN bacteriano extraído se presentan en las tablas 1 y 2 para las 

muestras de campo. Todas las muestras y las contaminaciones seriadas con la cepa M3 

de C. jejuni en la materia fecal por ambos métodos de extracción produjeron un amplicón 

específico para el control de extracción.  
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 Tabla 1. Resultados de PCR para 16S ARNr de archaeas y bacterias, de 

Campylobacter spp. y qPCR para C. jejuni en muestras del predio 1a (borregas) 

Muestra Caravana 
16S archaeas y 

bacterias 

C. jejuni Campylobacter 

spp. 

P01 3818 Presencia Ausencia Ausencia 

P02 3883 Presencia Ausencia Presencia 

P03 414 Presencia Ausencia Presencia 

P04 3850 Presencia Ausencia Presencia 

P05 3837 Presencia Ausencia Presencia 

P06 402 Presencia Ausencia Presencia 

P07 3843 Presencia Ausencia Presencia 

P08 3800 Presencia Ausencia Ausencia 

P09 3847 Presencia Ausencia Presencia 

P10 3828 Presencia Ausencia Ausencia 

P11 3812 Presencia Ausencia Presencia 

P12 3842 Presencia Ausencia Presencia 

P13 3851 Presencia Ausencia Ausencia 

P14 3880 Presencia Ausencia Presencia 

P15 3847 Presencia Ausencia Presencia 

P16 3889 Presencia Ausencia Presencia 

P17 3834 Presencia Ausencia Presencia 

P18 3853 Presencia Ausencia Presencia 

P19 410 Presencia Ausencia Presencia 

P20 416 Presencia Ausencia Ausencia 

P21 3845 Presencia Ausencia Ausencia 

P22 3833 Presencia Ausencia Ausencia 

P23 3803 Presencia Ausencia Presencia 

P24 413 Presencia Ausencia Presencia 

P25 3841 Presencia Ausencia Presencia 

P26 3832 Presencia Ausencia Presencia 

P27 404 Presencia Ausencia Presencia 

P28 3838 Presencia Ausencia Presencia 

P29 411 Presencia Ausencia Presencia 

P30 3844 Presencia Ausencia Presencia 

P31 415 Presencia Ausencia Presencia 

P32 3805 Presencia Ausencia Ausencia 

P33 3819 Presencia Ausencia Presencia 

P34 3839 Presencia Ausencia Presencia 

P35 3840 Presencia Ausencia Presencia 

P36 400 Presencia Ausencia Presencia 

P37 401 Presencia Ausencia Presencia 

P38 3856 Presencia Ausencia Presencia 

P39 412 Presencia Ausencia Presencia 
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Tabla 2. Resultados de PCR para 16S ARNr de archaeas y bacterias, de 

Campylobacter spp. y qPCR para C. jejuni en muestras del predio 1b (ovejas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2.2 Recuento en placa de contaminaciones artificiales y qPCR para detección de 

C. jejuni  

 

El recuento en placa de la dilución -6 de C. jejuni fue de 137 UFC. Se estimó que 

la suspensión madre de la cepa M3 de C. jejuni era de 1,37 𝑥 108 UFC/mL. El plaqueo 

de la dilución -5 no permitió contar adecuadamente la cantidad de UFC por ser un número 

muy elevado. Los resultados de qPCR obtenidos para las extracciones de ADN realizadas 

a partir de las muestras fecales contaminadas con diluciones seriadas de C. jejuni se 

presentan en la tabla 3 (grupo 1 y 2 corresponden a dos corridas independientes).  

 

Muestra 
16S archaeas y 

bacterias 

C. jejuni Campylobacter 

spp. 

M01 Presencia Ausencia Ausencia 

M03 Presencia Ausencia Ausencia 

M05 Presencia Ausencia Ausencia 

M06 Presencia Ausencia Ausencia 

M07 Presencia Ausencia Ausencia 

M08 Presencia Ausencia Ausencia 

M09 Presencia Ausencia Ausencia 

M10 Presencia Ausencia Ausencia 

M11 Presencia Ausencia Ausencia 

M12 Presencia Ausencia Ausencia 

M13 Presencia Ausencia Presencia 

M14 Presencia Ausencia Ausencia 

M15 Presencia Ausencia Ausencia 

M16 Presencia Ausencia Ausencia 

M17 Presencia Ausencia Ausencia 

M18 Presencia Ausencia Ausencia 

M19 Presencia Ausencia Ausencia 

M20 Presencia Ausencia Ausencia 

M21 Presencia Ausencia Ausencia 

M22 Presencia Ausencia Ausencia 

M23 Presencia Ausencia Ausencia 
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Tabla 3. Resultados de la qPCR para detección de C. jejuni en muestras fecales 

contaminadas con diluciones de la cepa M3 de C. jejuni 

Grupo 1  
Fecha de realización 28/10/2019  

 

Muestra 

  

Resultado 

  

Ct 

   

fb -1j (1:5) Presencia 29,2  

fb -2j (1:5) Presencia 32,3  

fb -3j (1:5) Presencia 35,0  

fb -4j (1:5) Presencia 37,2  

fb -5j (1:5) Ausencia    

fb -6j (1:5) Ausencia    

fb 7120 (1:5) Ausencia    

kit -1j Presencia 25,1  

kit -2j Presencia 29,3  

kit -3j Presencia 31,9  

kit -4j  Presencia 35,5  

kit -5j Ausencia    

kit -6j Ausencia    
 

Grupo 2  
Fecha de realización 28/10/2019 

 

Muestra 

  

Resultado 

  

Ct 

  
 

 

 

C+M3 Presencia 12,5 
fb Fast boiling Preparation-1j, -2j, -3j, -4j, -5j, -6j (diluciones seriadas de suspensión de C. jejuni cepa M3), (1:5) 

diluciones, ciclo umbral 0,05 Ct  

 

 

 

fb -1j (1:5) Presencia 29,5  

fb -2j (1:5) Presencia 33,2  

fb -3j (1:5) Presencia 35,9  

fb -4j (1:5) Presencia 37,8  

fb -5j (1:5) Ausencia   

fb -6j (1:5) Ausencia    

fb -1j Presencia 27,9  

fb -2j Presencia 30,1  

fb -3j Presencia 34,3  

fb -4j Presencia 35,0  

fb -5j  Ausencia   

fb -6j  Ausencia    
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La qPCR diseñada por Vondrakova et al. (2014) para detección de C. jejuni, 

amplificó de la dilución -4 a la -1 en todos los casos. Se compararon los grupos definiendo 

un umbral de 0,05. El umbral se determinó observando las gráficas de amplificación de 

los controles positivos y se lo estableció en la fase exponencial. El punto de corte se 

estableció en un Ct de 38. Los controles positivos (extracción de ADN de cultivo puro de 

la cepa M3 de C. jejuni) de ambos grupos fueron positivos y los blancos (agua) resultaron 

negativos.  

 

El rango dinámico fue de 274 copias/reacción a 2,74 x 105 copias/reacción. 

Cuando se realizó la extracción con el kit comercial, se logró una eficiencia de 97,6% 

mientras que para las extracciones realizadas por el método de Fast Boiling Preparation 

fueron 146% (puro) y 133% (dilución 1:5). Se presentan las regresiones lineales en la 

figura 3 con los cálculos de eficiencia. Los coeficientes de variación intra-ensayo variaron 

entre 0,02 y 2% y los inter-ensayo entre 0,72 y 2%.  
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A 

 

B 

 

C 

 

Figura 3. Gráficos de regresión lineal para cálculo de eficiencia de la qPCR para C. 

jejuni. A) Extracciones realizadas con el kit ZYMO fecal soil. B) Extracciones realizadas 

mediante Fast Boiling Preparation con dilución 1:5. C) Extracciones realizadas mediante 

Fast Boiling Preparation puras (sin diluir).  
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Las reacciones de qPCR para detección de C. jejuni de las muestras provenientes 

de los predios 1a y 1b fueron todas negativas. Los resultados se presentan en las tablas 1 

y 2.  

 

7.2.3 PCR para detección de especies de Campylobacter  

 

Las muestras cuyas diluciones seriadas con C. jejuni fueron usadas para 

contaminar materia fecal ovina produjeron todas un amplicón específico al realizar la 

PCR que detecta el 16S de Campylobacter (incluida la materia fecal sin contaminación 

de la oveja 7120 La Estanzuela que produjo una banda tenue). Los resultados se presentan 

en la tabla 4. El control positivo produjo un amplicón específico y el blanco de PCR no 

produjo amplicón. En las tablas 1 y 2 se presentan los resultados de las muestras de los 

predios 1a y 1b. En la figura 4 se presenta el gel de agarosa para esta PCR para muestras 

del predio 1a. 

 

Tabla 4. Resultados de PCR para detección de 16S de Campylobacter 

 

Muestra 

  

Resultado 

   

fb -1j (1:5) Presencia  

fb -2j (1:5) Presencia  

fb -3j (1:5) Presencia  

fb -4j (1:5) Presencia  

fb -5j (1:5) Presencia  

fb -6j (1:5) Presencia  

fb 7120 (1:5) Presencia  

kit -1j Presencia  

kit -2j Presencia  

kit -3j Presencia  

kit -4j  Presencia  
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % al utilizar los cebadores que 

amplifican el gen 16S de Campylobacter spp. en las muestras codificadas P01-P22. 

Fila superior: carril 1: P01, carril 2: P02, carril 3: P03, carril 4: P04, carril 5: P05, carril 

6: P06, carril 7: P07, carril 8: P08, carril 9: P09, carril 10: P10, carril 11: P11, carril 12: 

control de peso molecular amplicón 816 pb resultante de amplificación del gen 16S de 

Campylobacter spp. Fila inferior: carril 13: P12, carril 14: P13, carril 15: P14, carril 16: 

P15, carril 17: P16, carril 18: P17, carril 19: P18, carril 20: P19, carril 21: P20, carril 22: 

P21, carril 23: P22, carril 24: control positivo, carril 25: control negativo, carril 26: 

control de peso molecular amplicón 816 pb resultante de amplificación del gen 16S de 

Campylobacter spp.  
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7.2.4 Purificación de productos de PCR para detección de Campylobacter spp. y 

secuenciación 

 

La secuencia del amplicón resultante de la PCR para el 16S ARNr de 

Campylobacter spp. de la muestra kit-1j (muestra fecal contaminada con la dilución -1 de 

la suspensión de la cepa M3 de C. jejuni, extracción realizada con kit ZYMO). En el 

cromatograma (figura 5) se observaron picos superpuestos, lo cual es indicador de la 

presencia de más de una especie de Campylobacter en la muestra.  

 

 

Figura 5. Cromatograma de la secuencia para la muestra kit-1j (muestra 

fecal contaminada con la dilución -1 de la suspensión de la cepa M3 de C. jejuni, 

extracción realizada con el kit ZYMO).  
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Se secuenciaron cuatro amplicones tomados al azar de los obtenidos a partir de 

muestras en la etapa 1 (identificadas como M13, P03, P07 y P14) para identificar la 

especie de Campylobacter presente. Las secuencias mostraron 98-100% de similitud con 

C. lanienae. En la figura 6 se presentan las primeras secuencias de la base de datos con 

identidad nucleotídica de la secuencia de la muestra P07.  

 

Figura 6. Identidad nucleotídica de la secuencia de la muestra P07 con secuencias 

de la base de datos.  

 

7.2.5 Análisis estadístico de proporciones y cálculo muestral 

 

Se calculó la proporción de muestras de los predios 1a y 1b con presencia de 

Campylobacter. En el predio 1a fue de 0,79 y en el predio 1b de 0,047. La prueba de 

comparación de proporciones reveló diferencias significativas (p<0,05). Se utilizó para el 

cálculo muestral una proporción de 0,25 para el predio 1b por la proporción 

extremadamente baja que se encontró. El cálculo muestral para diferencia de 

proporciones se planteó con hipótesis unilateral (α = 0,05 y potencia de 80%) y fue de 19 

animales por grupo.  
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7.3 Etapa 2. Estudio longitudinal en tiempos fijos de muestreo de la excreción de 

Campylobacter spp. a lo largo del ciclo reproductivo en ovejas y borregas 

 

7.3.1 Aptitud reproductiva aparente, conformación de grupos en cada 

establecimiento y servicio 

 

La conformación de los grupos se basó en el cálculo muestral realizado en la etapa 

1 pero se ajustó a la realidad de la majada. En el predio 2a, se incluyeron 20 borregas de 

2 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 identificadas de igual forma que en el 

otro predio. Los datos de los animales se presentan en el ANEXO H.  

 

7.3.2 Muestreo fecal, ecografía y condición corporal  

 

Las fechas en las cuales se realizaron los muestreos pre-fijados a los tiempos T0, 

T1, T2, T3 y T4 se presentan en la figura 7.  

 

 

Figura 7. Representación gráfica de tiempos de muestreo con fechas de toma de 

muestra y determinación de condición corporal y de ecografía. Color anaranjado: 

predio 2a. Color verde: predio 2b. 

T0 T1 T2 T3 T4

2a 

2b 

Ecografía 

20/3/20 8/5/20 6/6/20 26/7/20 10/9/20 

3/3/20 20/4/20 28/5/20 2/7/20 21/7/20 

Ecografía 

(10/4/20) 

Ecografía 

(10/5/20) 
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La CC se determinó individualmente en el mismo momento que la extracción de 

las muestras fecales de los mismos animales. Se evaluó en los animales que se 

encontraban dentro del ensayo. La figura 8 presenta la CC en los dos predios por categoría 

y tiempo de muestreo. Los diagramas de caja representan la distribución del 50% de los 

datos. Se observó que la mayoría de los animales se ubicaban entre la CC 3 y 4 y que en 

la mayoría de los muestreos las ovejas presentaron una CC superior a la de las borregas. 

La tabla 5 resume la CC por tiempo de muestreo.  

 

 

Figura 8. Condición corporal por categorías y predios para muestreo longitudinal. 
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Tabla 5. Condición corporal promedio por cada tiempo de muestreo en los predios 

2a y 2b 

Tiempo Número de 

observaciones 

Media condición 

corporal ± 

desviación 

estándar 

Condición corporal 

adecuada en función 

del ciclo 

productivo* 

T0 78 3,47 ± 0,57 3,00-3,50 

T1 78 3,55 ± 0,41 2,50-3,00 

T2 78 3,53 ± 0,40 2,50-3,00 

T3 75 3,45± 0,42 3,00-3,50 

T4 74 3,53 ± 0,36 3,00-3,50 

*Según sugerencias del Secretariado Uruguayo de la Lana (SUL,2018). 

Los datos reproductivos se resumen en el ANEXO H. Los días de gestación por 

animal se determinaron por el registro de la fecha de parto y las ecografías. Para el predio 

2a, se tuvo en cuenta la fecha de parto y se completaron los datos faltantes con los de la 

ecografía. Para el predio 2b, se tuvo en cuenta el registro del servicio y dos ecografías en 

los días 30 y 60 de gestación. En las figuras 9 y 10 se presenta la distribución de los datos 

de días de gestación representados por diagramas de caja. En el predio 2a, la mediana de 

los días de gestación para borregas y ovejas fue similar. No se representaron las ovejas 

paridas en el predio 2a. Para el predio 2b se observó una diferencia mayor entre la 

mediana de días de gestación en las ovejas con respecto a borregas. 
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Figura 9. Días de gestación en hembras del predio 2a en T2, T3 y T4 

 

 

Figura 10. Días de gestación en hembras del predio 2b en T2, T3 y T4 
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7.3.3 Procesamiento de muestras en el laboratorio 

 

Extracción de ADN, control de extracción y detección de especies de Campylobacter  

 

Luego de pasar por el control de extracción para detección de 16S de archaeas y 

bacterias, y habiendo sido el mismo positivo, las muestras se analizaron para detección 

de Campylobacter spp.  

  

En la figura 11 se presenta el total de muestras analizadas para la detección de 

Campylobacter spp. en los predios 2a y 2b en todos los tiempos de muestreo. En total se 

procesaron 171 muestras para el predio 2a de 39 animales y 171 para el predio 2b de 37 

animales. 25 animales del predio 2a y 24 animales del predio 2b no presentaban materia 

fecal en el recto al momento del muestreo y por lo tanto no se pudo obtener una muestra.  

 

 

NA: no analizada (no se encontraba materia fecal en el recto al momento del muestreo).  

Figura 11. Muestras analizadas para detección de Campylobacter spp. en todos los 

muestreos predio 2a y 2b.  

Del total de muestras analizadas para especies de Campylobacter, la diferencia en 

la proporción de muestras con presencia entre los predios 2a y 2b no fue significativa 

(p˃0,05).   

62%

25%

13%

Predio 2a

ausencia presencia NA

55%
33%

12%

Predio 2b

ausencia presencia NA
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Purificación de productos de PCR y secuenciación 

 

Se secuenciaron 11 amplicones de dos predios tomados al azar de los obtenidos 

en la etapa 2 (códigos 2S21, 3L10, 3L13, 3L34, 3S21, 3S28, 3S33, 4L13, 4S30, OL24 y 

OS11) para identificar la especie de Campylobacter presente. Se realizó la edición y 

ensamblado de las secuencias y 9 mostraron alta (97-100%) similitud con C. lanienae 

(figura 6). Los restantes amplicones (muestras 3S28 y 3S33) no produjeron secuencias 

limpias. 

 

7.3.4 Análisis estadístico de proporciones de animales con presencia de 

Campylobacter spp. de acuerdo con los tiempos de muestreo según el predio, la 

categoría y otros factores asociados 

 

Descripción de proporciones de animales excretando Campylobacter spp. a lo largo 

del ensayo por predio y categoría 

 

La proporción de animales donde se detectó la excreción de especies de 

Campylobacter por predio y tiempo de muestreo se presentan en el ANEXO I. Se observa 

que hubo variaciones significativas (p<0,05) a lo largo de los muestreos en ambos predios 

por categoría y en el total de animales.   

 

Análisis por predio 

 

En la figura 12 se presentan las proporciones por categoría y tiempo de muestreo 

en el predio 2a.  
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*Diferencia significativa para proporción total entre muestreos consecutivos. (Basado en IC 95 %) 

Figura 12. Proporciones de animales excretando Campylobacter spp. por tiempo de 

muestreo en el predio 2a 

 

Se observó una variación en las proporciones de muestras con presencia de 

Campylobacter por tiempo de muestreo similar para borregas y ovejas a lo largo del 

ensayo, con diferencias significativas (p<0,05) en la proporción total entre muestreos 

consecutivos de T2 a T3 y de T3 a T4. La proporción de borregas positivas se mantuvo por 

encima de la de las ovejas a lo largo de todo el estudio. En el muestreo T3 se observó la 

máxima proporción en ambas categorías; las borregas presentaron una proporción de 0,78 

± 0,10 (IC 95 % 0,52-0,94) y las ovejas de 0,75 ± 0,11 (IC 95% 0,48-0,93). El mayor 

cambio en proporción total se dio entre los muestreos T2 y T3 donde hubo un incremento 

de 0,58.  

 

En la figura 13 se presentan los cambios en proporciones que ocurrieron en el 

predio 2b. Entre T0 y T2 inclusive, la forma de la gráfica es similar para ambas categorías 

siendo la proporción de borregas positivas mayor que la de ovejas. La relación entre las 

categorías se invirtió en T3 cuando la proporción de ovejas positivas superó a la de 

borregas. El pico máximo para borregas se dio en T2 (0,63 ± 0,11) y en ovejas existió un 

aumento a partir de T1 alcanzando un máximo en T4 (0,80 ± 0,09).   
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*Diferencia significativa para la proporción total entre muestreos consecutivos basado en el intervalo de 

confianza del 95%. 

Figura 13. Proporciones de animales excretando Campylobacter spp. por tiempo de 

muestreo en el predio 2b 

 

Dentro de las proporciones de cada categoría en cada predio (por tiempo de 

muestreo), los IC 95% calculados se solaparon. No se pudo concluir que estas 

proporciones en las poblaciones a las que pertenecían las muestras fuesen realmente 

diferentes. La proporción total más baja a lo largo de los muestreos fue en T1 para ambos 

predios. En el predio 2a la proporción fue de 0,03 ± 0,03 (IC 95% ˂0,001-0,15) y para el 

predio 2b de 0,11 ± 0,05 (IC 95% 0,03-0,26). Las pruebas de hipótesis de comparación 

de proporciones entre categorías por tiempo de muestreo fueron no significativas (p 

˃0,05) para todos los muestreos en el predio 2a y para el predio 2b fue significativa (p 

˂0,05) para T1, T2 y T4. Los resultados de las pruebas de hipótesis significativas no 

coinciden con las conclusiones que derivan de los IC 95%.   

 

Considerando la proporción total de animales positivos, indistintamente de la 

categoría, se observó que basado en los IC 95% se detectaron diferencias entre muestreos 

consecutivos entre T1 y T2. Las proporciones totales máximas por predio se encontraron 

en los muestreos T3 para el predio 2a y en T4 para el predio 2b. La proporción total en el 
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predio 2a fue 0,76 ± 0,07 (IC 95% 0,59-0,89) y para el predio 2b 0,66 ± 0,08 (IC 95% 

0,48-0,81).  

 

Análisis por categoría entre predios 

 

Las proporciones de borregas y ovejas de los predios que excretaron 

Campylobacter spp. se presentan en el ANEXO I y en las figuras 12 y 13. La proporción 

más baja encontrada en borregas fue 0,05 ± 0,05 (IC 95% 0,001-0,26) en el predio 2a en 

el muestreo T1. La máxima proporción en borregas en los dos predios fue 0,78 ± 0,10 (IC 

95 % 0,52-0,94) en el mismo predio en el muestreo T3 (figura 14). Los IC entre la 

proporción máxima y mínima no se solaparon significando que estas proporciones en la 

población donde se tomaron las muestras era diferente entre estos dos momentos de 

muestreo para esta categoría. Por otra parte, la proporción mínima encontrada en los 

muestreos para el predio 2b fue 0,22 ± 0,10 (IC 95% 0,06-0,48) y la máxima fue en T2 de 

0,63 ± 0,11 (IC 95% 0,38-0,84) y tampoco se solaparon los IC 95%. La mayor diferencia 

para las borregas entre proporción máxima y mínima fue de 0,73 en el predio 2a. Los IC 

95 % en T3 no se solaparon, indicando diferencias en ese momento de muestreo para esta 

categoría. 

 

*Diferencia entre borregas de predios 2a y 2b basadas en el IC del 95%. 

Figura 14. Proporciones de borregas excretando Campylobacter spp. en los predios 

2a y 2b 
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La proporción mínima de ovejas que excretaron Campylobacter spp. fue detectada 

en T0 en el predio 2a y en T1 en ambos predios. Por el contrario, la proporción máxima 

fue 0,80 ± 0,09 (IC 95% 0,56-0,94) y se encontró en el predio 2b en T4. En el predio 2a 

la mayor proporción fue 0,69 ± 0,13 (IC 95% 0,39-0,91) y ocurrió en T3. Al comparar los 

IC 95% entre la proporción mínima y máxima en el predio 2a no hubo solapamiento, 

significando que a nivel poblacional las proporciones de ovejas que excretaron 

Campylobacter spp. eran diferentes. La mayor diferencia entre las proporciones máxima 

y mínima fue 0,80 (figura 15).  

 

Figura 15. Proporciones de ovejas excretando Campylobacter spp. en los predios 2a 

y 2b   

 

Análisis longitudinal de patrones de excreción de Campylobacter spp.  

Predio 2a 

Los patrones de eliminación fecal de Campylobacter spp.  por hembra se 

presentan en la tabla 6.   
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Tabla 6. Excreción de Campylobacter spp. en el predio 2a 

 

Caravana 

Muestreo 

T0 T1 T2 T3 T4 

272 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia NA 

279 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Presencia 

401 Presencia Ausencia Ausencia Presencia Ausencia 

411 Ausencia Ausencia Presencia NA Ausencia 

412 Ausencia Ausencia NA Presencia Ausencia 

416 Ausencia Ausencia NA Presencia Ausencia 

3247 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia NA 

3535 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia NA 

3575 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Presencia 

3603 Ausencia NA Ausencia Ausencia NA 

3659 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia NA 

3672 Ausencia Ausencia NA Presencia NA 

3697 Ausencia NA Ausencia Presencia Ausencia 

3710 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia 

3711 NA Ausencia Presencia Presencia Presencia 

3721 NA Ausencia Ausencia NA Presencia 

3723 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Ausencia 

3740 Ausencia Ausencia Ausencia NA Ausencia 

3747 Ausencia Ausencia NA Presencia Ausencia 

3750 Ausencia Ausencia Presencia Presencia Ausencia 

3754 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia 

3758 NA Ausencia Ausencia Presencia NA 

3790 NA Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia 

3800 Presencia Ausencia Presencia Ausencia Ausencia 

3803 Ausencia Ausencia Ausencia NA NA 

3819 Ausencia Ausencia Presencia Presencia Presencia 

3820 Ausencia Ausencia NA Presencia Presencia 

3828 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Presencia 

3833 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Presencia 

3836 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Presencia 

3837 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Presencia 

3847 Ausencia Presencia Ausencia Presencia Ausencia 

3848 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Presencia 

3849 Presencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia 

3853 Presencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia 

3854 Ausencia Ausencia Presencia Presencia Presencia 

3855 Ausencia NA Ausencia Presencia Ausencia 

3883 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Ausencia 

3896 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Ausencia 

 NA: no analizado (sin muestra en el recto al momento del muestreo). 

 

 

En el predio 2a, 6 hembras no presentaron en ningún muestreo presencia de 

Campylobacter spp. (3603 O, 3710 O, 3740 O, 3754 B, 3790 O y 3803 B) (O: código 

  Excreción en muestreos no consecutivos. 

 Excreción en muestreos consecutivos. 
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para la categoría oveja, B: código para la categoría borrega). De 171 muestras 

pertenecientes al predio 2a que generaron datos de presencia/ausencia de Campylobacter 

spp. a lo largo del ensayo, 7 pertenecieron a individuos que presentaron presencia una 

sola vez. De esas 7 hembras, 3 fueron ovejas y eliminaron en los muestreos T3 y T4 y 4 

fueron borregas y eliminaron en los muestreos T0, T2 y T4. La frecuencia de nuevos 

animales excretando Campylobacter por muestreo se presenta en la tabla 7. 

 

Tabla 7. Detalle de categorías de animales con detección de Campylobacter en un 

solo muestreo en el predio 2a  

Muestreo Nuevos animales con 

presencia de 

Campylobacter spp. 

Categoría 

T0 2 B 

T1 0       - 

T2 1 B 

T3 1 O 

T4 3 O (2) y B (1) 

  

3 hembras eliminaron Campylobacter spp. en más de un muestreo no consecutivo. 

Por otra parte, 10 hembras presentaron presencia de Campylobacter spp. en su materia 

fecal en muestreos consecutivos, de las cuales 7 fueron borregas y 3 ovejas. Ninguna de 

las que presentaron Campylobacter spp. en muestreos consecutivos presentaron excreción 

de Campylobacter en otro muestreo no consecutivo. Las hembras que presentaron 2 

muestreos en total con presencia de Campylobacter spp. fueron las identificadas con las 

siguientes caravanas: 279 O, 401 B, 3750 B, 3800 B, 3820 B, 3828 B, 3833 B, 3836 B, 

3847 B y 3848 B. 

 

Los animales que presentaron 3 muestras con presencia de Campylobacter spp., 

consecutiva o no consecutivamente, eran una oveja (3711 O) y borregas (3819 B y 3854 

B). En todos los casos se presentaron consecutivas en T2, T3 y T4.   

 



 

 

49 

 

Predio 2b 

 

De 171 muestras pertenecientes al predio 2b que generaron datos de 

presencia/ausencia de Campylobacter spp. a lo largo del ensayo, 5 (353 A, 6413 V, 6450 

V, 6640 A y 6725 A) no presentaron ninguna muestra con presencia de Campylobacter 

spp. 2 eran borregas y 3 ovejas.  Los datos completos se presentan en la tabla 8. 
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Tabla 8. Excreción de Campylobacter spp. en el predio 2b 

Caravana 

Muestreo 

T0 T1 T2 T3 T4 

91 A Presencia Ausencia NA Presencia Presencia 

204 A Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Presencia 

212 A Ausencia Ausencia Ausencia NA Presencia 

310 A Presencia Ausencia NA Presencia Presencia 

334 A Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Presencia 

352 A Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Presencia 

353 A Ausencia Ausencia Ausencia NA Ausencia 

366 A Presencia Ausencia Presencia NA Presencia 

387 A Presencia Ausencia Presencia Ausencia Presencia 

419 A Ausencia Ausencia Presencia Presencia NA 

6008 V Presencia Ausencia Presencia Presencia Presencia 

6046 V Ausencia Ausencia Presencia Ausencia Ausencia 

6076 V Presencia Ausencia Presencia Presencia Presencia 

6118 V NA Ausencia Presencia NA Presencia 

6157 V Ausencia Presencia Presencia NA NA 

6164 V Ausencia Ausencia Presencia Ausencia Ausencia 

6200 V Ausencia Ausencia Presencia NA Ausencia 

6203 V NA Presencia Ausencia Ausencia Presencia 

6218 V Presencia Ausencia Ausencia Presencia NA 

6272 V Ausencia Ausencia Presencia Ausencia NA 

6273 V Presencia Ausencia Ausencia NA Presencia 

6281 V NA Presencia Presencia Presencia Presencia 

6338 V Ausencia Presencia Ausencia Ausencia Ausencia 

6413 V Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia 

6417 V Ausencia Ausencia Presencia Presencia Ausencia 

6445 V Ausencia Ausencia Presencia Ausencia Ausencia 

6450 V Ausencia Ausencia Ausencia NA Ausencia 

6461 V Ausencia Ausencia Presencia Ausencia Presencia 

6577 A Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Presencia 

6580 A Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Presencia 

6628 A Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Presencia 

6632 A Ausencia Ausencia NA Presencia Ausencia 

6640 A Ausencia Ausencia Ausencia NA Ausencia 

6653 A Ausencia Ausencia Ausencia NA Presencia 

6655 A Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Presencia 

6701 A Ausencia Ausencia Ausencia NA Presencia 

6716 A Ausencia Ausencia Presencia NA Presencia 

6725 A Ausencia Ausencia Ausencia NA Ausencia 

6796 A Ausencia Ausencia NA Presencia Presencia 

 

 

NA: no analizado (sin muestra en el recto al momento del muestreo). 

A: caravana amarilla, V: caravana verde. 

  Excreción en muestreos no consecutivos. 

 Excreción en muestreos consecutivos.  
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13 fueron los individuos que presentaron presencia de Campylobacter spp. una 

sola vez. De estos, 7 fueron ovejas y fueron positivas en los muestreos T3 y T4 y 6 fueron 

borregas y resultaron positivas en los muestreos T1 y T2. La frecuencia de nuevos 

animales detectados por muestreo se presenta en la tabla 9. 

 

Tabla 9. Detalle de categorías de animales con detección de Campylobacter en un 

solo muestreo en predio 2b  

Tiempo de muestreo Nuevos animales con 

presencia de 

Campylobacter spp. 

Categoría 

T0 0 - 

T1 1 B 

T2 5 B 

T3 1 O 

T4 6 O 

B: borrega, O: oveja. 

11 hembras se detectaron en más de un muestreo con eliminación de 

Campylobacter spp. en muestreos no consecutivos (caravanas 6008 V B, 6076 V B, 91 A 

O, 310 A O, 366 A O, 6203 V B, 6218 V B, 6273 V B, 6417 V B, 6461 V B, 6716 A O). 

12 hembras presentaron Campylobacter spp. en muestreos consecutivos de las cuales 8 

fueron ovejas (334 O, 419 O, 6577 O, 6628 O, 6655 A, 6796 A, 91 A, 310 A) y 4 borregas 

(6157 B, 6008 B, 6076 B, 6281 B). Las positivas en muestreos consecutivos y además en 

otro no consecutivo fueron 2 borregas (6008 V B y 6076 V B) y 2 ovejas (91 A O y 310 

A O). 

 

El grupo de animales que presentaron 3 muestras con presencia de Campylobacter 

spp. (consecutivamente o no) consistía en 4 ovejas. 3 borregas (6008 B, 6076 B y 6281 

B) presentaron 4 muestras con presencia de Campylobacter spp. (consecutivamente o no). 

De los animales que presentaron 3 y 4 muestreos con excreción de Campylobacter spp., 

se observó que en 6 ocasiones presentaron Campylobacter spp. en T0, todas presentaron 



 

 

52 

 

en T4 y en 5 de 7 animales también en T3. En la figura 16 se resume el número de animales 

con presencia de Campylobacter en 0, 1, 2, 3, 4 o 5 muestreos de ambos predios.  

 

 

Figura 16. Número de individuos con 0, 1, 2, 3, 4 ó 5 muestras con presencia 

de Campylobacter spp. en ambos predios 

 

Se comparó la proporción de hembras cuya excreción fue consecutiva entre 

predios, se obtuvo una diferencia no significativa (p>0,05) de 0,10. También se analizó 

la proporción de hembras que presentaron excreción no consecutiva entre predios y la 

diferencia estimada fue 0,18 con un p valor significativo (p˂0,05).  

 

Evaluación de factores por tiempo de muestreo 

 

Modelos de regresión generados a partir de modelos saturados  

 

Los modelos de regresión para cada tiempo de muestreo se realizaron para asociar 

la respuesta presencia de Campylobacter spp. en heces con las variables principales: 

categoría y días de gestación. Esto responde a la segunda parte de la hipótesis donde se 
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establece que la proporción de hembras eliminadoras fecales del agente varía con la 

categoría y momentos del ciclo productivo. Es esperable que, por la complejidad del 

problema a abordar, varias variables explican la excreción de forma significativa y que 

sufren efecto de modificación o confusión por otras que también se tuvieron en cuenta. 

Comenzar a modelar los datos con modelos saturados permite evaluar el efecto de 

modificación de la variable principal con otras. La modificación de efecto significa que 

la relación de la variable principal y otra afecta su relación con el desenlace y viceversa. 

Esto se realiza al generar términos compuestos de varias variables y compararlo con el 

modelo más simple. En caso de que la prueba de comparación de similitud sea 

significativa indica que el efecto de modificación está actuando. Luego de la evaluación 

de efecto de modificación se examina el efecto de confusión. Los efectos de confusión 

simbolizan aquellos donde factores pueden igualmente afectar la variable respuesta y la 

variable de interés. Su consideración es fundamental en estudios observacionales.  

  

En el ANEXO J se presentan los detalles del procedimiento realizado para evaluar 

efecto de interacción entre las variables y confusión para cada tiempo de muestreo.   

 

Tiempo 0 

Se probó que el modelo saturado no presentaba una prueba de similitud 

significativa al compararlo con el modelo sin interacción por lo tanto se descartó la 

presencia de interacción significativa entre las variables categoría, predio y condición 

corporal (P= 0,4359). Se continuó a la evaluación de efecto de confusión a partir del 

modelo sin interacción. Esta resultó en que el modelo final para este tiempo de muestreo 

era el que se presenta en las ecuaciones E y F. En la tabla 10 se presentan los coeficientes 

resultantes del modelo de regresión. En la figura 17 se presenta una simulación de datos 

realizada a partir de la ecuación de regresión para borregas en los predios 2a y 2b, y para 

ovejas en los predios 2a y 2b.   

 

log(𝑜𝑑𝑑𝑠)=𝛽̂0+𝛽̂1categoria + 𝛽̂2cc + 𝛽̂3predio + 𝛽̂4(predio*categoría)                                                   (E)                                                                                     

log(𝑜𝑑𝑑𝑠)=-3.811+-1.52*categoría + 0.610*cc + -0.472*predio + 0.492*(predio*categoría)                (F)                                                                       
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Tabla 10. Coeficientes para T0 resultantes del modelo de regresión 

 Borregas (0) Ovejas (1) Diferencia 

Predio (0) = 2a 𝛽 ̂0 + 𝛽 ̂2cc 𝛽 ̂0 + 𝛽 ̂1categoría + 𝛽 ̂2cc 𝛽 ̂1categoría 

Predio (1) = 2b 𝛽 ̂0 + 𝛽 ̂1categoría + 

𝛽 ̂2cc + 𝛽 ̂3predio 

𝛽 ̂0 + 𝛽 ̂1categoría + 𝛽 ̂2cc + 𝛽 ̂3predio 

+ 𝛽 ̂4(predio*categoría) 

𝛽 ̂4(predio*categoría) 

 

 

 

Figura 17. Log odds simulados a partir de ecuación de modelo de regresión para T0 

 

Tiempo 1 

La regresión convergió pero debido a que pertenecer a la categoría oveja se 

asociaba perfectamente a no presentar Campylobacter spp. al momento del muestreo, se 

omitieron todos los datos de las ovejas. Por lo tanto, no se reporta una ecuación para este 

tiempo de muestreo.  

 

Tiempo 2 

Se probó que el modelo saturado no presentaba una prueba de similitud 

significativa al compararlo con el modelo sin interacción por lo tanto se descartó la 

presencia de interacción significativa entre las variables categoría, predio, condición 

corporal y días de gestación (P= 0.5842). Se prosiguió a la evaluación de efecto de 
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confusión a partir del modelo sin interacción. Esta resultó en que el modelo final para este 

tiempo de muestreo fue el que se describe en las ecuaciones G y H. En la tabla 11 se 

presentan los coeficientes resultantes del modelo de regresión. En la figura 18 se 

presentan gráficamente los valores de log odds simulados.  

log(𝑜𝑑𝑑𝑠)=𝛽̂0+𝛽̂1categoría + 𝛽̂2cc + 𝛽̂3predio + 𝛽̂4gestación + 𝛽̂5(predio*gestación) + 𝛽̂6 

(gestación*cc) + 𝛽̂7(predio*cc)                                                                                                                  (G)                                                                                                                                      

log(𝑜𝑑𝑑𝑠)=-4.81+-1.258*categoría + 1.275*cc + 6.79*predio + -0.0291*gestación + 

0.020(predio*gestación) + 0.004 (gestación*cc) + -1.858 (predio*cc)                                                    (H)                                                                                               

Tabla 11. Coeficientes para T2 resultantes del modelo de regresión 

 Borregas (0) Ovejas (1) Diferencia 

Predio (0) = 2a 𝛽 ̂0 + 𝛽 ̂2cc 𝛽 ̂4gestación 

+ 𝛽 ̂6 (gestación*cc) 

𝛽 ̂0 + 𝛽 ̂1categoría + 

𝛽 ̂2cc + 𝛽 ̂4gestación + 

𝛽 ̂6 (gestación*cc) 

𝛽 ̂1categoría 

Predio (1) = 2b 𝛽 ̂0 + 𝛽̂2cc + 𝛽 ̂3predio + 

𝛽 ̂4gestación + 

𝛽 ̂5(predio*gestación) + 

𝛽 ̂6 (gestación*cc) + 

𝛽 ̂7(predio*cc) 

 

𝛽 ̂0 + 𝛽 ̂1categoría + 

𝛽 ̂2cc + 𝛽 ̂3predio + 

𝛽 ̂4gestación + 

𝛽 ̂5(predio*gestación) + 

𝛽 ̂6 (gestación*cc) + 

𝛽 ̂7(predio*cc) 

𝛽 ̂1categoría 

Diferencia  𝛽 ̂3predio + 

𝛽 ̂5(predio*gestación) + 

𝛽 ̂7(predio*cc) 

𝛽 ̂3predio + 

𝛽 ̂5(predio*gestación) + 

𝛽 ̂7(predio*cc) 

 

 

No hubo efecto de modificación entre las variables y la categoría. Por otra parte, 

sí existió efecto de confusión conjuntamente entre predio y CC, así como entre días de 

gestación y CC. También días de gestación por sí sola fue una confusora de la relación 

entre categoría y excreción de Campylobacter spp.  
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Figura 18. Log odds simulados a partir de ecuación de modelo de regresión para T2 

 

Tiempo 3 

Se probó que el modelo saturado presentaba una prueba de similitud significativa 

al compararlo con el modelo sin interacción (P = 0.042), por lo tanto, se evaluó término 

por término de acuerdo con la prueba de Wald para decidir si conservarlo en el modelo. 

Se representan gráficamente las interacciones significativas en las figuras 19 y 20.  
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Figura 19. Evidencia de efecto de modificación entre categoría y predio en T3 

 

Debido a que hubo evidencia de modificación entre categoría y predio e 

interacción entre días de gestación y predio no se los evaluó como factores de confusión. 

Esto resultó en que el modelo final para este tiempo de muestreo fue el presentado en las 

ecuaciones I y J. En la tabla 12 se presentan los coeficientes resultantes del modelo de 

regresión y en la figura 20 los logs odds simulados a partir de ecuación de modelo de 

regresión para T3.  

 

log(𝑜𝑑𝑑𝑠)=𝛽̂0+𝛽̂1categoría + 𝛽̂2cc + 𝛽̂3predio + 𝛽̂4gestación + 𝛽̂5(predio*gestación) + 𝛽̂6 

(categoría*predio)                                                                                                                                       (I) 

log(𝑜𝑑𝑑𝑠)=18.9+0.24*categoría + -3.41*cc + -14.63*predio + 0.128*gestación + -

0.266*(predio*gestación) +3.87* (categoría*predio)                                                                                 (J) 
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Tabla 12. Coeficientes para T3 resultantes del modelo de regresión 

 Borregas (0) Ovejas (1) diferencia 

Predio 2ª (0) 𝛽 ̂0+ 𝛽 ̂2cc 

𝛽 ̂4gestación 

𝛽 ̂0+𝛽 ̂1categoría + 

𝛽 ̂2cc  + 𝛽 ̂4gestación 

𝛽 ̂1categoría 

Predio 2b (1) 𝛽 ̂0 + 𝛽̂2cc + 

𝛽 ̂3predio + 

𝛽 ̂4gestación + 

𝛽 ̂5(predio*gestación) 

 

𝛽 ̂0+𝛽 ̂1categoría + 

𝛽 ̂2cc + 𝛽 ̂3predio + 

𝛽 ̂4gestación + 

𝛽 ̂5(predio*gestación) + 

𝛽 ̂6 (categoría*predio) 

𝛽 ̂1categoría + 𝛽 ̂6 

(categoría*predio) 

 

 

 

Figura 20. Log odds simulados a partir de ecuación de modelo de regresión para T3 

 

Tiempo 4 

 

Se probó que el modelo saturado presentaba una prueba de similitud significativa 

al compararlo con el modelo sin interacción (P= 0.008). Se evaluó término por término 

de acuerdo con la prueba de Wald. Se detectó evidencia de interacción entre predio y días 

de gestación en T4 (figura 21). Las ecuaciones resultantes del modelo de regresión son las 
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ecuaciones K y L. Los coeficientes se presentan en la tabla 13. En la figura 22 se presentan 

log odds simulados a partir de ecuación de modelo de regresión para T4. 

 

 

 

Figura 21. Evidencia de interacción entre predio y gestación en T4 

 

log(𝑜𝑑𝑑𝑠)=𝛽̂0+𝛽̂1categoría + 𝛽̂2predio + 𝛽̂3gestación + 𝛽̂4(predio*gestación)                                      (K)                                                                                                                                         

 

log(𝑜𝑑𝑑𝑠)=-0.153+0.18*categoría + -1.516*predio + -0.173*gestación + -0.193*(predio*gestación)   (L)                                                                              
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Tabla 13. Coeficientes para T4 resultantes del modelo de regresión 

 Borregas (0) Ovejas (1) Diferencia 

Predio 2a (0) 𝛽 ̂0 + 𝛽 ̂3gestación 𝛽 ̂0+𝛽 ̂1categoría + 

𝛽 ̂3gestación 

𝛽 ̂1categoría 

Predio 2b (1) 𝛽 ̂0 + 𝛽 ̂2predio + 

𝛽 ̂3gestación + 

𝛽 ̂4(predio*gestación) 

𝛽 ̂0+𝛽 ̂1categoría+ 

𝛽 ̂2predio + 𝛽 ̂3gestación 

+ 𝛽 ̂4(predio*gestación) 

𝛽 ̂1categoría 

 

 

 

Figura 22. Log odds simulados a partir de ecuación de modelo de regresión para T4 
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8. DISCUSIÓN 

 

8.1 Toma de muestra, métodos de extracción de ADN a partir de heces ovinas y 

estandarización de metodologías 

 

La toma de muestra, método de extracción de ADN y estandarización de 

metodologías es fundamental que sean óptimas para el logro de uno de los objetivos 

planteados: detección de especies de Campylobacter en materia fecal ovina. Las heces de 

rumiantes son una matriz compleja, ya que contienen un elevado número de componentes 

endógenos (del animal) y exógenos (de la dieta). Estos componentes incluyen una 

diversidad de microorganismos y una alta cantidad de fibra (47-68%) proveniente de 

residuos vegetales no digeridos (celulosa, hemicelulosa y lignina) (Rapp, 2010).  

 

Para determinar el peso de la muestra necesaria se tuvo en cuenta que en los 

trabajos que extrajeron ADN directamente de heces de rumiantes para detección de 

Escherichia coli y Campylobacter, un 59% correspondían a muestras menores a 0,3 g, un 

1% entre 0,3-1 g y un 23% a muestras mayores a 1 g (Rapp, 2010). En estos trabajos, la 

principal limitante de la unidad de muestra era el volumen de las muestras y su 

conservación hasta el procesamiento en el laboratorio (Stewart et al., 1998; Inglis & 

Kalischuk, 2003; Sharma & Dean-Nystrom, 2003). En este ensayo, el tamaño de los 

frascos utilizados para la toma de muestra y su almacenamiento a -20°C permitió que el 

espacio no fuese una limitante en la cantidad de muestra a utilizar para luego realizar la 

extracción de ADN. El protocolo de muestreo a nivel de campo consistió en tomar 5 

boñigas fecales directamente del recto, lo cual minimiza las posibilidades de 

contaminación con bacterias del ambiente. Este protocolo resultó práctico y no enlenteció 

la toma de muestra en su conjunto. En estudios realizados a partir de muestras fecales de 

bovinos, se obtuvo que la detección de E. coli O157 era más eficiente en unidades de 

muestra mayores a 1 g (Echeverry et al., 2005). El peso de la materia fecal ovina varía de 

acuerdo con el contenido acuoso y la dieta, pero se tuvo en cuenta que muestras 

demasiado reducidas podían afectar la detección de Campylobacter. Por este motivo, se 

establecieron 5 boñigas fecales que superan ampliamente muestras de 1 g (Lorimor et al., 

2004.).  De acuerdo con determinaciones que se realizaron en el laboratorio el peso de las 

boñigas es sumamente variable, alrededor de 1g por cada una. 
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Con respecto al agregado de suero fisiológico, el lavado es ideal para materia fecal 

con consistencia compacta y seca como la ovina (Rapp, 2010). Existen varios estudios 

realizados para E. coli O157, encontrándose hasta 1000 veces más este microorganismo 

en la corteza con respecto a la médula de la materia fecal (Naylor et al., 2003; Pearce et 

al., 2004; Robinson et al., 2005). No se encontraron estudios similares para 

Campylobacter. Sin embargo, en la revisión realizada por Rapp (2010) se resumen las 

técnicas de extracción de ADN de materia fecal de rumiantes para detección de E. coli y 

Campylobacter. Esto sugiere que las técnicas para detección de E. coli, con las que se 

realizaron la mayoría de los estudios, son aplicables para Campylobacter. Esta revisión 

se basa en materia fecal de bovinos y existe poca información acerca de la microbiota del 

intestino grueso en ovinos (Rapp, 2010; Durso et al., 2010, 2011; Shanks et al., 2011; 

Kim et al., 2014; Tanca et al., 2016; Castro-Carrera et al., 2014; Kittelmann et al., 2015; 

Morgavi et al., 2015; Mao et al., 2015). 

 

En este estudio se probaron variantes de la técnica Fast Boiling Preparation y se 

realizó la PCR que amplifica el gen 16S de archaeas y bacterias de modo de evaluar la 

integridad del ADN extraído. Se probaron protocolos basados en la homogeneización de 

una o media boñiga en suero fisiológico (datos no mostrados) y se comprobó que el 

protocolo que no incluía paso de agitación de la materia fecal con el suero fue el más 

eficiente. Por esto se optó por emplear este protocolo en las muestras de campo. Por otra 

parte, esto coincide con lo descrito en la revisión de Rapp (2010) y en otros trabajos 

(Naylor et al., 2003; Pearce et al., 2004; Robinson et al., 2005; Barcellos, 2018).   

 

Todas las muestras de campo produjeron un amplicón específico, por lo que se 

descartó que la sensibilidad estuviese afectada y se impidiera la amplificación. Se 

hipotetiza que el paso de agitación liberó una cantidad y calidad de ADN que afectó la 

capacidad de detección de la PCR (Rapp, 2010). Se determinó que el método Fast Boiling 

Preparation puesto a punto para materia fecal ovina era una metodología adecuada y 

económica. Hasta donde sabemos, la detección de agentes como Campylobacter 

directamente de materia fecal de ovinos no se ha realizado a partir de este método de 

extracción. Es por este motivo, que consideramos que la puesta a punto de esta técnica es 
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un aporte importante para futuros estudios de Campylobacter spp. en ovinos en nuestro 

país.  

 

8.2 Etapa 1. Pre-ensayo. Proporción de hembras ovinas por categoría con presencia 

de Campylobacter spp. a nivel de predios  

 

Al momento de diseñar un estudio, el cálculo muestral es un aspecto metodológico 

de suma importancia por razones éticas y económicas (Faber & Fonseca, 2014). Hasta 

donde sabemos, al realizar esta tesis no existían datos que permitieran realizar una 

estimación de cálculo muestral necesario para detectar diferencias entre categorías en 

nuestras condiciones de producción. La realización de un cálculo muestral es importante 

para garantizar que se reclutarán un número suficiente de animales para comprobar 

diferencias entre categorías como establece nuestra hipótesis de investigación.  

 

8.2.1 Extracciones de ADN para muestras de campo en los predios 1a y 1b, 

contaminaciones de materia fecal con diluciones seriadas de C. jejuni y control de 

extracción 

 

 Se realizó la extracción de ADN de todas las muestras de los predios 1a y 1b con 

el mismo protocolo. Sin embargo, se detectaron diferencias significativas (p ˂0,05) entre 

las medianas de la cantidad de ADN de las extracciones. Esta diferencia pudo deberse a 

que es una técnica in-house y la cantidad de ADN extraído varía. De modo de estandarizar 

la técnica se utilizaron 200 µL de solución de lavado para la extracción. La cantidad de 

ADN por reacción de PCR se estandarizó cuantificando las extracciones y realizando 

diluciones de modo que la concentración de cada dilución utilizada como molde de PCR 

estuviese entre 70 y 120 ng/µL de ADN, tomando en cuenta que este ADN es una 

combinación de genomas de diferentes fuentes y no sólo están presentes las bacterias que 

se pretenden detectar, sino ADN genómico del animal, de otros componentes de su 

microbiota intestinal y de su dieta.  
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El agregado de suspensiones seriadas de C. jejuni a la materia fecal de la oveja 

7120 La Estanzuela, tenía como objetivo comprobar si la qPCR diseñada por Vondrakova 

et al. (2014) para la detección de C. jejuni era capaz de amplificar a partir de una matriz 

compleja como es la materia fecal ovina una cantidad de bacterias en el rango detectado 

en otros estudios (Ogden et al., 2009; Stanley & Jones, 2003; Stanley et al., 1998). La 

extracción de ADN en paralelo por un método casero (Fast Boiling Preparation) y uno 

comercial (kit ZYMO fecal soil), tuvo como objetivo comparar las técnicas en cuanto a 

amplificación del gen 16S de archaeas y bacterias y 16S de Campylobacter por PCR a 

tiempo final, y el gen hipO de C. jejuni por qPCR. La metodología utilizada para realizar 

la adición de suspensiones seriadas de C. jejuni en materia fecal ovina intentó imitar que 

una mayor cantidad de Campylobacter se encontraran en la corteza de la boñiga fecal y 

que estarían presentes en la solución de lavado como propone Rapp (2010). La suspensión 

de bacterias se agregó a un tubo con boñigas (sin romper) y una solución de PBS 1X y se 

agitó. La extracción de ADN se realizó con el kit y en paralelo con Fast Boiling 

Preparation a partir del mismo volumen de muestra. El kit comercial no especifica de 

qué sector de la materia fecal se debe tomar la muestra para extracción de ADN. La 

muestra se tomó del líquido de lavado (solución fisiológica) de la materia fecal. Se tomó 

esta decisión de modo que fuese lo más similar posible a la técnica casera. La metodología 

fue meticulosa en cuanto a comparar las técnicas lo más justamente posible y poder tomar 

conclusiones acerca de su utilidad en este trabajo.  

 

Todas las muestras produjeron un amplicón específico al utilizar la PCR que 

amplifica el gen 16S de archaes y bacterias. Por este motivo se concluyó que la técnica 

de Fast Boiling Preparation era una técnica adecuada además del método comercial de 

extracción para permitir la amplificación de bacterias y archaeas en general. No se 

encontraron estudios similares en ovinos que comparan técnicas de extracción de ADN 

in-house con métodos comerciales. Otro estudio realizado en materia fecal canina que se 

llevó a cabo en nuestro laboratorio estandarizó la detección de Campylobacter spp. de 

forma similar. Se comparó la extracción de ADN con el kit Qiagen con una variante de 

Fast Boiling Preparation. En ese caso también se concluyó que la técnica in-house era 

igualmente eficiente a la comercial (Barcellos, 2018). 
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8.2.2 qPCR para la detección de C. jejuni 

 

La OIE recomienda la detección de especies de Campylobacter por aislamiento e 

identificación bioquímica (OIE, 2018). Se reconoce que algunas especies presentan 

labilidad y su crecimiento es lento, por lo tanto, su caracterización puede complementarse 

con métodos moleculares. Las técnicas moleculares por sí solas son adecuadas, pero 

requieren un proceso de validación. En varios trabajos se ha probado que algunas especies 

de Campylobacter, entre ellas C. jejuni, pueden entrar en un estado viable pero no 

cultivable en condiciones adversas. Este estado no es posible detectarlo utilizando 

técnicas de cultivo, pero sí mediante técnicas moleculares. En este estado, las células 

mantienen su potencial patogénico que se manifiesta cuando salen de este estado ante 

condiciones favorables (Lv et al., 2020; Magajna et al., 2015; Chaverach et al., 2015).  

 

  En el presente trabajó se probó que la qPCR diseñada por Vondrakova et al. (2014) 

que amplifica el gen hipO de C. jejuni, es capaz de amplificar a partir de extracciones de 

ADN de muestras de fecas ovinas. Según nuestro conocimiento, este es el primer ensayo 

que a partir de muestras fecales ovinas contaminadas artificialmente se realizó detección 

de C. jejuni por qPCR. Los resultados obtenidos sugirieron que la PCR para detección de 

C. jejuni permitió detectar el mismo rango de suspensiones seriadas de C. jejuni agregadas 

a una muestra fecal ovina por ambos métodos de extracción de ADN. Las cargas 

bacterianas utilizadas para contaminar la materia fecal ovina de la oveja 7120 LE son 

esperables ante infecciones naturales en ovinos por especies de Campylobacter (Ogden 

et al., 2009). Existen estudios moleculares sobre detección y cuantificación de C. jejuni 

en aves y cerdos directamente a partir de muestras fecales (Rudi et al., 2005; Leblanc-

Maridor et al., 2011). Sin embargo, en ovinos las cantidades medias esperadas son 

diferentes, así como las características de la materia fecal (Ogden et al., 2009). En el 

ensayo realizado en cerdos, el límite inferior de detección para muestras fecales fue de 10 

copias y se pudo cuantificar hasta 2,5 × 102 UFC/g de materia fecal (Leblanc-Maridor et 

al., 2011). Para el caso del estudio realizado en aves, los límites de detección fueron entre 

2 y 25 UFC y un rango de >4 log10 (Rudi et al., 2005). El contenido estimado de C. jejuni 

en el ciego de aves varía entre 6 a 8 log10 UFC/g (Rudi et al., 2005). Por otra parte, en 

cerdos el contenido fecal contiene entre 102 a 107 UFC de Campylobacter/g y la especie 
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predominante es C. coli. Se estima que existe entre 10 a 100 veces menos C. jejuni que 

C. coli (Leblanc-Maridor et al., 2011).  Las referencias utilizadas por los autores varían 

en cuanto a si la cantidad expresada es encontrada en el ciego u heces.  Según Ogden et 

al. (2009), en pollos se espera encontrar 102 UFC/g y en cerdos 3 x 104 UFC/g de C. jejuni 

y C. coli en materia fecal. Teniendo en cuenta estos valores y los que estiman estos autores 

para ovinos (2 x 105 UFC/g), es razonable pensar que, a pesar de que nuestro límite de 

detección que fue de 274 copias/reacción, se espera una mayor cantidad de C. coli y C. 

jejuni en esta última especie animal. Por lo tanto, este valor sería apropiado para detectar 

C. jejuni en esta especie, si las cantidades representan los valores estimados reales en 

nuestras condiciones de producción. Vondrakova et al. (2014) obtuvieron un límite de 

detección de 6,62-16,10 copias/reacción para C. jejuni en su ensayo el cual es menor que 

el nuestro de 274 copias/reacción. Se debe tener en cuenta que la matriz alimenticia usada 

probablemente disminuya la sensibilidad de la PCR en menor medida que la materia fecal 

ovina. Por otra parte, la eficiencia obtenida por estos autores fue de 90,85% mientras que 

para nuestro ensayo fue 97,6 % con el kit comercial. Los coeficientes de variación intra 

e inter-ensayo fueron adecuados lo cual garantizó la calidad de los resultados. 

 

En condiciones óptimas, la diferencia en Ct (ΔCt) entre dos diluciones seriadas en 

base 10 debió ser 3,3 y con un 100% de eficiencia de amplificación (Svec et al., 2015). 

En este ensayo, las eficiencias superiores a 100% correspondieron a aquellas realizadas 

con el método de extracción de Fast Boiling Preparation. Esto sugiere que este método 

de extracción es en cierta medida menos efectivo en la eliminación de compuestos 

inhibidores que el método comercial.  

 

La sensibilidad se vio afectada y se evidenció mediante el aumento del Ct (se 

requirió un mayor número de ciclos para cruzar el umbral de detección) en comparación 

con las extracciones realizadas con el kit comercial.  Una de las formas de disminuir esto 

es realizar la dilución de la muestra (Cook & Britt, 2007; Flagstad et al., 1999; 

Trochimchuk et al., 2003). Esto concordó con lo observado en las diluciones 1:5 de las 

extracciones realizadas con el método Fast Boiling Preparation. En este caso, la 

eficiencia fue más cercana al 100% que cuando se utilizaron las extracciones sin diluir.  
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Igualmente, ambos métodos de extracción obtuvieron el mismo rango dinámico para 

detección de C. jejuni.   

 

  Por otra parte, todas las muestras de campo de los predios 1a y 1b resultaron sin 

presencia de C. jejuni al momento de los muestreos. Este hallazgo es de suma importancia 

porque en los Estados Unidos se encuentra dentro de las principales causas de abortos en 

pequeños rumiantes y se ha reconocido a un clon particular de C. jejuni como el principal 

causante de aborto en ovinos (APHIS, 2014; Sahin et al., 2008; Mou et al., 2015). 

Recientemente se ha estudiado la asociación de las cepas abortigénicas ovinas con las que 

causan enfermedad gastrointestinal en humanos. Se utilizó la tecnología de Pacific 

Biosciences’ Single Molecule, Real-Time para explorar los patrones de metilación en el 

genoma de las cepas. Se observaron diferencias en estos patrones por lo que se hipotetiza 

que la presentación diferencial de cepas humanas y abortigénicas ovinas podría deberse 

a esto (Mao et al., 2015). Además, dentro de las especies de Campylobacter, C. jejuni es 

la principal causante de infecciones en humanos (Liu et al., 2017; Hansson et al., 2020). 

También está asociado a la posibilidad de contaminación de fuentes de agua (Stanley & 

Jones, 2003). Por otra parte, se reconoce a C. jejuni como el patógeno entérico con 

mayores diferencias entre cepas en cuanto a los patrones de patogenicidad (Hofreuter 

et al., 2006).  

 

Este resultado se debe analizar teniendo en cuenta el ciclo de las Campylobacter 

en sus hospederos y el sitio de toma de muestra. A pesar de que no se encontró C. jejuni 

en la materia fecal de las hembras de los predios 1a y 1b, no se puede afirmar que las 

mismas no las presentaban a nivel intestinal. Uno de los factores que afecta la detección 

y el aislamiento de Campylobacter, es el sitio de muestreo en el animal. Por lo general, 

los hallazgos de Campylobacter a partir de muestras intestinales supera ampliamente a 

las muestras fecales. Las muestras fecales pueden ser un indicador de colonización 

reciente, pero con estas muestras puede subestimarse la verdadera proporción de animales 

que portan a nivel de intestino (Jones & Wallace, 1999; Stanley & Jones, 2003). Sin 

embargo, un estudio realizado recientemente en un tambo en vacunos lecheros determinó 

que la muestra más adecuada para aislamiento de Campylobacter termotolerantes como 

C. jejuni en animales vivos eran las muestras fecales (Hansson et al., 2020). Por lo tanto, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6861584/#bib106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6861584/#bib106
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consideramos que en nuestras condiciones la toma de muestra de materia fecal, extracción 

de ADN por el método de Fast Boiling Preparation y técnicas moleculares como la qPCR 

descripta por Vondrakova et al. (2014) es una herramienta útil para la vigilancia 

epidemiológica. Además, este tipo de muestras no invasivas son adecuadas para el estudio 

de animales vivos. 

 

8.2.3 PCR para detección de especies de Campylobacter  

 

La PCR a tiempo final con los cebadores diseñados por Linton et al. (1996) demostró 

ser capaz de detectar todas las diluciones seriadas de C. jejuni utilizadas para contaminar 

materia fecal de la oveja 7120 La Estanzuela. Esta muestra sin contaminar fue negativa a 

la qPCR para detección de C. jejuni pero produjo un amplicón para detección de 

Campylobacter spp. De acuerdo con esto, se presumió que la materia fecal de la oveja 

7120 La Estanzuela poseía una cantidad muy baja de Campylobacter y que la/s especie/s 

presente/s no incluía/n a C. jejuni.  

 

La sensibilidad analítica de un ensayo molecular para un microorganismo depende 

primariamente de tres factores: las condiciones fisicoquímicas de la reacción, la 

concentración y naturaleza del ADN diana y la selección de cebadores y sonda (Bastien 

et al., 2008). El límite inferior de detección de este ensayo fue de 137 copias/reacción y 

se consideró apropiado de acuerdo con las cantidades esperadas a detectar en ovinos 

(Kralik & Ricchi, 2017; Ogden et al., 2009) 

 

Stanley y sus colaboradores fueron los principales autores que comenzaron 

trabajado con Campylobacter spp. en microbiota de ovinos. Sus trabajos se basan en 

cultivo y recuento en placa, aunque no se realizó seguimiento individualizado de animales 

en dichos estudios (Linton et al., 1996; Owen et al., 1995; Stanley & Jones, 2003). Si bien 

la comparación directa de técnicas moleculares con cultivo resulta engorrosa y el diseño 

experimental no fue similar, resulta una referencia valiosa. Se observa que, si se utiliza 

como referencia las UFC de C. jejuni por gramo de materia fecal utilizadas para 

contaminar la materia fecal y se compara con los resultados de Campylobacter spp. de 

Stanley y Jones (2003) (ovejas periparto 105 UFC/g, preparto 10-100 UFC/g), Stanley et 
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al. (1998) (media 104 UFC/g), Odgen et al. (2009) (moda 2 x 105 y media: 7×104- 4×105 

UFC/g), todos los valores quedan comprendidos dentro del rango de detección de nuestro 

ensayo. Esto es importante ya que indica que las técnicas que se utilizaron permitirían 

detectar las cantidades descritas por dichos autores. Sin embargo, no existen referencias 

específicas de cantidades de C. jejuni en ovinos por lo tanto se utilizaron las de 

Campylobacter spp.  

 

8.2.4 Purificación de productos de PCR y secuenciación  

 

Como se mencionó previamente, la extracción de ADN de la materia fecal sin 

contaminar de la oveja 7120 La Estanzuela produjo un amplicón producto de la PCR 

diseñada por Linton et al. (1996). Por este motivo se sospechó que la materia contenía 

alguna especie de Campylobacter. La secuencia del amplicón resultante de la muestra 

“kit-1j” (muestra fecal a la que se agregó una dilución -1 de C. jejuni y extraída con kit) 

mostró una alta similitud con C. jejuni. Se sospechó que poseía otra especie de 

Campylobacter aparte de C. jejuni. Para visualizar y diferenciar los distintos amplicones 

se podría en futuros estudios clonar o realizar secuenciación de nueva generación (NGS). 

 

Se detectó C. lanienae como única especie de Campylobacter en las muestras 

fecales de campo en la etapa 1 de este trabajo. Esta especie se aisló por primera vez en el 

2000 a partir de muestras fecales de dos trabajadores en Suiza (Logan et al., 2000). En el 

2009 se la identificó por primera vez en una persona con enteritis en Canadá y 

recientemente se reportó en Alemania (Lévesque et al., 2016; Fornefett et al., 2021). Esta 

especie se aisló en cerdos y jabalíes en Japón, Hungría, Corea y Estados Unidos (Sasaki 

et al., 2003, 2013; Schweitzer et al., 2011; Shin & Lee, 2009; Jay-Russell et al., 2012). 

También se aisló de rumiantes salvajes y ovejas en España (Carbonero et al., 2014; 

Navarro-González et al., 2014; Oporto & Hurtado, 2011), y de ovejas en Turquía (Acik 

et al., 2013). También se identificó en Alberta (Canadá) en ganado de engorde a corral 

(Inglis et al., 2003, 2004, 2005) y se la describió como microbiota comensal. Sin embargo, 

dados los reportes humanos de los últimos años es probable que esta especie sea zoonótica 

(Fornefett et al., 2021). En nuestro país no se encontraron casos publicados asociados a 

C. lanienae ni tampoco detección en animales de producción (Mota et al., 2010; Notejane 
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et al., 2015). Sin embargo, es escasa la información disponible en el país acerca de las 

especies de Campylobacter involucradas en casos de gastroenteritis humanas, por lo que 

serían necesarios más estudios.   

 

8.2.5 Análisis estadístico de proporciones y cálculo muestral  

 

En la primera etapa del trabajo, los predios representan categorías diferentes (1a 

borregas y 1b ovejas). La proporción de animales con presencia de Campylobacter en el 

predio 1a fue de 0,79 y para el predio 1b de 0,047. La prueba de comparación de 

proporciones entre estas dos muestras independientes fue altamente significativa 

(p<0,05). Los resultados encontrados coinciden con otros estudios donde se detectan 

diferencias entre categorías, así como en la segunda etapa de este ensayo (figuras 12 y 

13) (Stanley et al., 1998; Grau 1991; APHIS, 2014). El muestreo independiente entre 

predios cuyos animales muestreados representaban una categoría se realizó de esta forma 

debido a que, para realizar el cálculo muestral para detectar diferencias entre 

proporciones, las muestras deben tomarse de muestras independientes (Connor, 1987).  

 

Los supuestos de la prueba de comparación de proporciones fueron violados (n 

p>5, n representa número de observaciones y p, proporción). Esto se debió a la proporción 

extremadamente baja del predio 1b. Se empleó para el cálculo muestral una proporción 

estimada de 0,25 para este predio. Esta proporción fue la obtenida en el ensayo realizado 

por Odgen et al. (2009) basado en 292 muestras fecales en Reino Unido. Es importante 

ser conservador y prudente con los estimados de modo de no sobrevalorar un efecto y 

correr el riesgo de calcular un número insuficiente de participantes por muestra, lo cual 

condiciona la validez interna y externa del estudio (Faber & Fonseca, 2014; Patino & 

Ferreira, 2016). Es por este motivo, que se utilizó en el cálculo muestral una proporción 

estimada de 0,25 en lugar de 0,047.  

 

Se estableció una potencia del 80% y un nivel de significancia de 0,05. La potencia 

se define como la probabilidad de obtener un resultado estadísticamente significativo 

cuando existe una diferencia real entre dos tratamientos en ensayos clínicos aleatorizados. 
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Por lo general, se utiliza una potencia de al menos 80% de modo de asegurar una alta 

probabilidad de observar un efecto y fue la que se utilizó en este ensayo. Una de las 

formas de aumentar la potencia de una prueba es aumentar el tamaño muestral (Patino & 

Ferreira, 2016). En este caso particular, existió fuerte evidencia que sugería que la 

proporción de borregas excretando Campylobacter spp. era mayor que la encontrada en 

ovejas. Por esta razón, se optó por que el cálculo muestral se realizara con hipótesis 

unilateral. Las pruebas unilaterales poseen más potencia que las bilaterales y requieren 

un menor número de participantes para detectar diferencias entre grupos (Lakens, 2016).  

 

 El número necesario de participantes a reclutar para detectar diferencias entre 

proporciones fue de 19 individuos por grupo. Efectivamente este número permitió 

detectar diferencias entre categorías en las pruebas de proporciones realizadas.  

 

El cálculo presentó varias dificultades como la ausencia de estudios similares en 

nuestro país y en la región, la gran variabilidad en los resultados obtenidos en estudios 

realizados en otros lugares (Jones et al., 1999; Kudva et al., 1997; Stanley et al., 2003), 

la excreción intermitente de Campylobacter spp. descrita en ovinos (Stanley et al., 2003; 

Sproston et al., 2011) y el diseño longitudinal del ensayo posterior. Por este motivo, se 

utilizaron todos los recursos de modo de aumentar el tamaño de la muestra. A mayor 

diferencia en el efecto esperado entre dos grupos, más pequeño es el tamaño de muestra 

necesario para visualizar ese efecto (Patino & Ferreira, 2016). Otra forma de realizar el 

cálculo muestral pudo haber sido aquella que tuvo en consideración que las observaciones 

iban a ser repetidas en el tiempo (Guo et al., 2013). Sin embargo, consideramos que el 

método empleado fue el más adecuado para un primer estudio en nuestro país.  
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8.3 Etapa 2. Estudio longitudinal en tiempos fijos de muestreo de la excreción de 

Campylobacter spp. a lo largo del ciclo reproductivo en ovejas y borregas 

 

8.3.1 Aptitud reproductiva aparente, conformación de grupos en cada 

establecimiento y servicio 

 

Las hembras de ambas categorías tenían ARA e iban a ser servidas en las mismas 

condiciones dentro de cada predio. El cálculo muestral realizado en la etapa 1 resultó en 

que se requerían 19 borregas y 19 ovejas para poder detectar diferencias en proporciones. 

Se tuvo la posibilidad de sumar un segundo predio lo que permitió duplicar el tamaño de 

muestra total. Esto resultó adecuado debido a la naturaleza intermitente de excreción fecal 

de Campylobacter en rumiantes y permitió comparar además de categorías, predios, y 

obtener más confianza en los resultados. Se previó que un 10% de las hembras por 

muestreo no presentaran materia fecal al momento de la toma de muestra y para que no 

decayera la potencia excesivamente se aumentó el tamaño muestral total (Patino & 

Ferreira, 2016). Esto fue adecuado ya que en 11 y 12% de las muestras no pudieron 

obtenerse para los predios 2a y 2b, respectivamente.  

 

8.3.2 Muestreo fecal, ecografía y condición corporal 

 

Los estudios de cohorte consisten en estudios observacionales en los cuales se 

monitorea una población en el tiempo. Típicamente se arman dos grupos: uno de los 

grupos es expuesto a una condición y el otro es un grupo de referencia o control (Haine 

et al., 2018). En este caso, se tomó como condición diferencial entre los grupos la 

categoría animal y se monitoreó la excreción de Campylobacter para abordar la hipótesis 

planteada. De acuerdo con las ecografías, fecha de monta y día del parto se calcularon los 

días de gestación que tenía cada hembra en cada muestreo.      

 

La CC es una de las variables que se registró por su facilidad de lectura y su 

importancia como indicador de salud animal y adecuado estado nutricional. Su lectura es 

una importante medida de manejo para optimizar la eficiencia reproductiva a nivel de 

establecimientos. Es una técnica subjetiva descrita por Jefferies en 1961 que posee una 
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escala de 5 grados, pero se pueden adjudicar puntajes intermedios (SUL, 2018). Se ha 

establecido que las distorsiones metabólicas perturban el equilibrio de la microbiota y por 

este motivo podrían alterar los resultados de excreción de Campylobacter (Couderc, 

2007; Hernández et al., 2014; Fanning, 2016). Por lo tanto, dado que una CC deficiente 

o excesiva podría haber afectado los resultados obtenidos en este ensayo, se tuvo como 

objetivo en este estudio monitorear animales cuya CC fuera adecuada según su estado 

fisiológico, y de este modo poder conocer los cambios en la excreción de Campylobacter 

en animales sanos a lo largo de la gestación en las condiciones de producción de los 

predios estudiados. Se usó el mismo criterio de lectura y los mismos datos de CC que 

para el proyecto ANII- FCE_3_2018_1_148540 Proyecto de investigación Fundamental 

Fondo Clemente Estable “Cuantificación de pérdidas embrionarias y fetales en majadas 

de Uruguay y diagnóstico de agentes infecciosos involucrados”. El entrenamiento de la 

lectura se realizó con el encargado del predio 2b y se efectuó la lectura con una 

sensibilidad de 0,25 puntos. El entrenamiento recibido por parte de una persona con 

experiencia fue un punto importante e hizo que la lectura en el predio 2a fuera realizada 

con el mismo criterio que en las hembras del predio 2b (Kenyon et al., 2014). 

 

Los resultados obtenidos de CC fueron muy cercanos a los recomendados por el 

SUL. En una revisión realizada en 2014 se revisan los principales estudios que 

demuestran el efecto de la condición corporal de los ovinos a lo largo del ciclo 

reproductivo y su impacto en la ovulación, tasa de preñez, sobrevivencia de corderos, 

entre otros (Kenyon et al., 2014). Los resultados obtenidos en nuestro ensayo también 

coinciden con las necesidades fisiológicas mínimas reportadas en la revisión de modo de 

optimizar el ciclo reproductivo. Esto es de fundamental importancia desde el punto de 

vista económico y también garantiza que se están cumpliendo con estándares de bienestar 

animal.  

   

Los datos recabados de ecografía, registro de monta y fecha de parición 

permitieron estimar los días de gestación que tenía cada hembra en cada muestreo 

prefijado. Al tener varias fuentes de información para determinar una misma variable 

(días de gestación) se tuvo más certeza en la estimación de los días en cada tiempo de 

muestreo.  La proximidad al parto podría ser un factor asociado a  la eliminación fecal de 
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Campylobacter (Kudva et al., 1997; Stanley et al., 2003; Mawdsley et al., 1995; Jones et 

al., 1999). Sin embargo, en nuestro estudio la proximidad al parto (en T4) se asoció a la 

eliminación de Campylobacter spp. solamente en la categoría ovejas del predio 2b (figura 

13). Se debe tener en consideración que en T4 existían ovejas paridas y por parir.  

 

8.3.3 Procesamiento de muestras en el laboratorio 

 

 

El procesamiento en el laboratorio se hizo de acuerdo con la forma pautada y se 

estandarizó la metodología. La técnica de extracción de ADN Fast Boiling Preparation 

se puso a punto y el control de extracción de ADN se realizó a todas las muestras de 

campo, de modo de que produjeron un amplicón específico. Luego de la realización del 

control de extracción con la PCR que amplifica el gen 16S de archaeas y bacterias en 

general, se realizó la PCR diseñada por Linton et al. (1996). El procedimiento en sí fue 

rápido, económico y demostró ser eficaz para la detección de especies de Campylobacter 

a partir de materia fecal ovina. 9 de las 11 muestras secuenciadas al azar tuvieron alta 

similitud con C. lanienae como en la etapa 1. Este resultado sugiere que esta especie es 

la mayoritaria en los ovinos muestreados. El porcentaje de muestras secuenciadas 

representó un 3,2 % de las muestras totales de la segunda etapa. La metodología utilizada 

en nuestro ensayo fue similar a la que se empleó para el estudio que describió por primera 

vez C. lanienae. Este estudio en primera instancia tuvo como objetivo un control de rutina 

de trabajadores de un frigorífico (Logan et al., 2000).  

 

8.3.4 Patrones de excreción de Campylobacter spp.  

 

La excreción de Campylobacter se ha descrito como intermitente en varias 

especies incluida la ovina (Duncan et al., 2014; Stanley & Jones, 2003). Similarmente en 

este ensayo el análisis de patrones de excreción indicó intermitencia. Se obtuvo una 

diferencia de proporción de hembras que presentaron excreción no consecutiva 

significativa (p˂0,05) entre predios (una diferencia en proporción del 0.18 entre predio 

2a y 2b) lo cual lleva a hipotetizar que estos patrones podrían explicar diferencias 

observadas entre los predios (tablas 6 y 8) y podría estar relacionado a los diferentes picos 

https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1365-2672.94.s1.12.x#b42
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1365-2672.94.s1.12.x#b27
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1365-2672.94.s1.12.x#b27
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de excreción que se discuten más adelante. Los patrones de excreción diferentes entre 

predios pueden estar relacionados a varias causas e hipótesis. 

 

Stanley y Jones (2003) hipotetizaron que la excreción de Campylobacter spp. en materia 

fecal puede ser un indicador de contaminación reciente lo cual puede estar asociado a 

mayor contaminación de la pastura. Sin embargo, los autores discuten si en realidad los 

animales se reinfectan durante su vida o si existe recrudescencia de las poblaciones 

propias en el intestino. Este concepto no se volvió a discutir en publicaciones más 

recientes, pero en parte explica los cambios asociados a la progresión de gestación que se 

observó en el predio 2b en ovejas. En T4 (muestreo más próximo al parto, edad gestacional 

representada en figura 10) se identificó que el OR calculado para la interacción entre 

gestación*predio fue significativa (OR= 1,21; P= 0,019 IC 95% 1,03-1,43). Los cambios 

hormonales propios de la gestación podrían en parte explicar la eventual recrudescencia 

que menciona Stanley et al. No se encontraron estudios recientes que explicaran el 

fenómeno de aumento de excreción de microorganismos en ovinos próximo al parto. En 

una revisión recientemente publicada se remarca el estrés asociado al parto como 

desencadenante (Rukambile et al., 2019). Un estudio en vacas lecheras concluyó que 

existen varios factores que determinan los cambios del microbioma fecal a medida que se 

aproxima el parto. Este estudio se basa en Salmonella y describen a la gestación y al 

predio como algunos de los factores (Muñoz-Vargas et al., 2018).  

 

Odgen et al. (2002) describieron ovinos que eliminan fecalmente altas cargas de 

Campylobacter. Según los autores, estos animales son los principales responsables de la 

transmisión horizontal dentro de una majada. En este estudio no se realizó cuantificación 

de la excreción de Campylobacter y se desconoce si este fenómeno de alta excreción tiene 

un efecto similar que para E. coli. Sánchez et al. (2009) describieron la persistencia de 

ovejas que excretaban clones específicos de E. coli productora de toxina Shiga. De ser 

así, la contribución de estos animales definidos como aquellos que excretan más de 105 

E. coli por gramo de materia fecal afectaría al resto de los animales que pastorean 

conjuntamente. En este caso, la pastura permanecería más tiempo contaminada cuando 

los patógenos son eliminados en mayor cantidad y esto podría determinar diferencias en 

los patrones de excreción de otros ovinos de la misma majada (Odgen et al., 2002; Stanley 

& Jones, 2003). Inglis et al. (2004) por otra parte, describieron novillos excretores 

crónicos de Campylobacter, en base a la continuidad de la excreción. Si bien estas 
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definiciones presentadas parecen diferentes, es probable que sean complementarias. En 

el caso de aquellas ovejas que se identificaron excretando en un número elevado de 

muestreos, pueden éstas ser candidatas a ser excretoras crónicas según la definición de 

Inglis et al. y tal vez su excreción fuese lo suficientemente importante como para ser 

consideradas altas excretoras según la definición de Stanley et al. Tomando en cuenta 

estos estudios y los resultados de esta tesis, se podría ahondar en determinar un criterio 

para establecer cuáles animales en nuestras condiciones son considerados excretores 

crónicos y/o altos excretores dados nuestros resultados en futuros estudios longitudinales 

con cuantificación. 

 

Finalmente, el rol de otras especies animales en la contribución de la 

contaminación de la pastura como los bovinos es otro factor que podría contribuir en las 

diferencias observadas en los patrones de excreción entre los predios (Duncan et al., 2014; 

Sproston et al., 2011). En el predio 2a el pastoreo con bovinos fue continuo y en el 2b 

ocasional. La contribución de los mismos a la contaminación ambiental de la pastura no 

fue tenida en cuenta ni tampoco la de aves y roedores que han sido otras especies descritas 

como contribuyentes importantes (Stanley & Jones, 2003; Stanley et al., 1998).  

 

8.3.5 Análisis de factores asociados a excreción de Campylobacter en el contexto del 

diseño experimental 

 

Con respecto al diseño experimental realizado se lo contextualiza en un marco 

teórico y se discute los resultados de las regresiones, la interpretación gráfica y las 

características de los factores que actuaron durante en ensayo. En esta discusión se debe 

tener en cuenta que no se probaron los supuestos de las regresiones realizadas a partir de 

modelos saturados. Los tres tipos de estudios epidemiológicos que permiten determinar 

factores asociados a una condición son: observacionales, de cohorte o caso-control 

(Balkau et al., 1995). En este caso, se realizó un estudio donde se reclutaron hembras con 

ARA y se las siguió en el tiempo. Se evaluó la presencia de Campylobacter spp. en su 

materia fecal para probar la hipótesis de investigación. Este estudio tuvo características 

de un diseño de cohorte en el sentido de que se siguió a una muestra de animales en el 

tiempo. La palabra cohorte proviene de su raíz en latín que se refiere a grupos de sujetos 

que presentan una característica en común. En diseños epidemiológicos, la característica 

de interés es la exposición. Por lo general, la selección de grupo de estudio se basa en el 
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estado de exposición (un grupo con exposición, otro sin). Sin embargo, se puede 

seleccionar un solo grupo que se considere que el estatus con respecto a la exposición sea 

heterogéneo y luego determinar su estado de exposición. Esto se denomina estudios de 

cohorte únicos o longitudinales. Si existe suficiente conocimiento acerca de la biología, 

se debería considerar cuánta exposición es necesaria para desencadenar un efecto y qué 

tanto tiempo después que el umbral de exposición es alcanzado es necesario para 

desencadenar la enfermedad clínica (período de inducción). En el caso de Campylobacter 

spp. se conoce que el primer contagio se da enseguida del parto y que dura a lo largo de 

toda la vida, se discute si en realidad los animales se reinfectan durante su vida o si existe 

recrudescencia de las poblaciones propias en el intestino (Stanley & Jones, 2003). Por 

otra parte, en condiciones de engorde a corral en vacunos, se comprobó que ocurre 

transmisión horizontal de C. jejuni entre animales (Besser et al., 2005). Por este motivo, 

es altamente probable que ocurra algo similar en ovinos y la recrudescencia y transmisión 

horizontal ocurran en simultáneo. Al elegir los dos grupos a seguir en un ensayo, es 

deseable que los mismos pertenezcan a la misma población, como es el caso de las 

borregas y ovejas reclutadas (Dohoo et al., 2009).  

 

En estos estudios, el objetivo es identificar consecuencias provocadas por un 

factor. La exposición se refiere a cualquier causa potencial de enfermedad que puede 

variar desde un agente infeccioso, agentes inocuos, modo de estabulación, dieta o 

condición como edad o sexo. El estado de exposición se puede medir en una escala 

dicotómica (expuesto/no expuesto), escala ordinal (muy baja, baja, media, alta), o 

continua (organismos por g de materia fecal). La exposición también se puede expresar 

en términos de dosis o duración o una combinación de ambos. Puede ser permanente o 

cambiar en el tiempo (Dohoo et al., 2009).  En nuestro estudio, el desenlace de interés fue 

ausencia o presencia de Campylobacter spp. en materia fecal. Se utilizaron modelos de 

regresión logística por la característica dicotómica de este dato para desglosar la compleja 

relación que existe entre los factores que actúan. La categoría se midió en escala 

dicotómica (borrega/oveja) y fue el principal factor de exposición. Las otras variables se 

evaluaron como modificadores de efecto o confusoras de la relación entre la variable 

principal y el desenlace. La CC se determinó en una escala ordinal, pero se analizó como 

continua en los modelos de regresión. El predio fue otra variable dicotómica que 

caracterizó a los predios en 2a y 2b. Por otra parte, días de gestación es un dato numérico 
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discreto que en T4 se la consideró una variable principal junto con categoría y en los otros 

tiempos de muestreo se la evaluó como modificador de efecto o confusor. 

 

Para cualquier evento de un factor donde la exposición presenta un umbral o 

dosificación, la cantidad de exposición necesaria para categorizar un individuo como 

“expuesto” debe ser claramente establecida (Dohoo et al., 2009). En este ensayo en 

particular, se definió como exposición permanente a la categoría y el predio y como 

exposición única a la esquila. Dentro de los factores de exposición que variaron en el 

tiempo se encuentran la preñez y la dieta. No se determinó con exactitud la densidad de 

animales por unidad de superficie. Se presenta un diagrama en la figura 23 de los factores 

que actuaron en un marco conceptual basado en Dohoo et al. (2009). Dentro de cada 

predio, los dos grupos (borregas y ovejas) pertenecían a la misma majada. Esto fue 

importante ya que compartían muchas características en común.  

 

 En estudios de cohorte, la respuesta es medida como incidencia. Esto se hace 

cuando se parte de animales que se reclutan con el criterio de no presentar la respuesta al 

inicio del estudio. En este caso, se tuvo en cuenta la ARA para conformar los grupos, los 

animales no presentaban síntomas clínicos de enfermedad. Era inviable reclutar animales 

que no poseían Campylobacter spp., ya que estos pertenecen a la microbiota intestinal y 

su excreción es intermitente similarmente a lo que se describió para E. coli y Salmonella 

spp. (y muchos otros agentes) en varias especies animales (Robinson et al., 2004; 

Lahodny et al., 2017).  

 

El conocimiento acerca de los factores asociados a la excreción fecal de especies 

de Campylobacter ha sido estudiado en varias especies. Mayormente esta tarea se ha 

realizado en aves por estar muy asociadas a la enfermedad clínica en humanos (OIE, 

2018). Sin embargo, se ha reconocido que fuentes no aviares como los rumiantes 

estuvieron asociadas a casos humanos (Stanley & Jones, 2003; Mughini Gras et al., 2012; 

Ravel et al., 2016). 
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A pesar de esto, aún existen muy pocos estudios en rumiantes que describan 

factores asociados a la excreción y se requiere más conocimiento en este tema para poder 

poner en marcha directivas de salud pública y medidas de control. Varios estudios se han 

planteado determinar los factores asociado a la colonización de Campylobacter en aves. 

Para lograr este objetivo similarmente a lo que realizamos en nuestro estudio, se 

exploraron los posibles factores asociados utilizando modelos de regresión. A nivel de 

granja, factores tales como presencia de otras especies animales, proximidad de otras 

granjas de pollos, tratamiento de efluentes, cantidad de aves en producción, agua de 

bebida, temperatura ambiental, mes de faena y pluviometría han sido asociados (Guerin 

et al., 2007; Rushton et al., 2009). Un estudio de pequeños predios estimó la prevalencia 

de especies de Campylobacter a nivel fecal y encontró que el tamaño de la granja, la 

presencia de suinos y la estación del año estaban asociados con la misma (Pires et al., 

2019).  

 

En esta discusión se planteó un análisis de los factores asociados utilizando 

modelos de regresión y comparando los picos de excreción con un marco conceptual de 

factores como describe Dohoo et al. (2009). Este marco resulta apropiado ya que desglosa 

y conceptualiza a los factores y manifiesta la complejidad que existe para explicar la 

excreción de Campylobacter en rumiantes (Dohoo et al., 2009). Por otra parte, no existen 

estudios recientes en ovinos con un diseño experimental similar de modo de comparar los 

resultados obtenidos.  
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B 

 

C 

 

(adaptado de Dohoo, et al., 2009) 

Figura 23. Diagrama de factores permanentes y que cambiaron en el tiempo por 

predio y picos de máxima excreción de Campylobacter. A) factores B) predio 2a, C) predio 

2b 
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El análisis gráfico, de pruebas de proporciones y los modelos de regresión fueron 

complementarios entre sí y coincidieron en las conclusiones. Es probable que la prueba 

de proporciones haya sido, de estos tres análisis, la menos útil ya que se violaron los 

supuestos. Igualmente, es una prueba que en primera instancia permitió evaluar 

diferencias entre categorías de una forma más clásica. La representación gráfica 

observada en las figuras 12, 13, 14 y 15 y los modelos de regresión (que se construyeron 

a partir de modelos saturados evaluando interacción, modificación de efecto y factores de 

confusión) permitieron comprender la complejidad de las diferencias observadas entre 

categorías y la asociación con la excreción de Campylobacter spp. en un momento dado. 

Los modelos de regresión permiten tener en cuenta varias variables para asociarlas a un 

desenlace de interés. Se utilizó como principal predictor la variable categoría como 

variable explicativa de la excreción de Campylobacter spp. en un momento dado como 

se planteó en la hipótesis. Sin embargo, a partir de T3 se observó que otras variables e 

interacciones entre variables se asociaban a la excreción.  

 

La modificación de efecto se define cuando una exposición tiene diferentes 

efectos en diferentes subgrupos de pacientes cuyas características son diferentes. La 

misma está asociada con el desenlace pero no con la exposición en sí (Kotecha, 2015; 

Vander Weele, 2012).  

 

La confusión ocurre cuando una relación aparentemente causal entre una 

exposición y un desenlace es en realidad distorsionada por el efecto de una tercera 

variable (confusora). Los efectos de confusión son especialmente relevantes en estudios 

observacionales. Por definición los factores de confusión deben cumplir tres criterios: 1) 

deben estar relacionados a la exposición y al desenlace, 2) deben estar distribuidos de 

forma no uniforme entre los grupos de estudio, y 3) no deben ser un paso intermedio en 

el diagrama de causalidad entre exposición y desenlace (Meuli & Dick, 2018). Se evaluó 

siempre el efecto de modificación u interacción y en caso de que no existiera, se prosiguió 

al análisis de factores de confusión.  

 

En T0 (muestreo inicial), la categoría fue el principal factor que se asoció a la 

excreción de Campylobacter spp. Esto coincidió con que en ambos predios la proporción 
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de borregas que excretaron Campylobacter spp. fue mayor que la proporción de ovejas y 

que las proporciones fueron similares para ambos predios. El OR para categoría fue 0,218 

(IC 95% 0,04-1,13), indicando que pertenecer a la categoría oveja fue un factor protector 

de la excreción de Campylobacter spp. Al comparar este resultado con el marco teórico 

de los factores, se observa que la categoría, que es un factor que actúa a lo largo de todo 

el ensayo, es el factor más importante y que en esta etapa solamente el predio y la 

categoría actuaron.  

 

Similarmente, en T1 (segundo muestreo), se observó gráficamente que no se 

detectaron ovejas en los predios 2a y 2b que excretaran Campylobacter spp. (figura 15).  

Por otra parte, sí lo hacía una proporción de borregas en ambos predios (figura 14). Los 

modelos de regresión no pudieron evaluarse ya que pertenecer a la categoría oveja 

predecía a la perfección no eliminar Campylobacter spp. Por lo tanto, en este tiempo de 

muestreo se concluyó que la categoría oveja era un predictor de no excretar 

Campylobacter spp. Este resultado en el marco del diagrama de factores demuestra que 

la categoría es el factor más asociado a la excreción como sucedió en T0.    

 

Esto coincide con que existen referencias acerca de que en rumiantes las 

categorías más jóvenes son más susceptibles a que algunas especies de Campylobacter 

les ocasionen enfermedad clínica y que la proporción de animales excretando sea mayor 

que en animales adultos (Stanley et al., 1998; Grau 1988; APHIS 2014). En un estudio 

realizado en Estados Unidos en 2011, se observó que la proporción de muestras fecales 

individuales de las categorías jóvenes (corderos y recría de hembras) era mayor que 

hembras preñadas (0,169 y 0,087, respectivamente) (APHIS, 2014). En trabajos recientes 

se discute sobre el balance entre microbioma digestivo y fisiología del individuo. En el 

caso de animales jóvenes, como serían las borregas, los mecanismos de funcionamiento 

del microbioma no están estudiados exhaustivamente. Es probable que en estas categorías 

el sistema adaptativo de la microbiota no esté completamente desarrollado, y por ese 

motivo ante un evento de estrés desarrollen enfermedades clínicas (Cholewińska et al., 

2021). Si bien en este ensayo no se detectó enfermedad clínica se observó una mayor 

proporción de borregas excretando las especies de interés en comparación con las ovejas.  
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En T2 (tercer muestreo) el predio 2b presentaba mayor log odds de excreción que 

el predio 2a y dentro de cada predio las borregas presentaron mayor log odds que las 

ovejas. Contextualizando este resultado con respecto al marco teórico de factores, se 

observa que muy próximo a T2 se llevó a cabo la esquila en el predio 2b. Igualmente se 

observa que este efecto solamente generó un pico de excreción en las borregas dentro del 

predio 2b. En el marco teórico de como actuaron los factores, la esquila preparto (factor 

que actuó en un momento específico) estuvo asociado a los picos máximos observados 

en el predio 2a para borregas y ovejas (que sucedió en T3). Se ha descrito que el estrés 

térmico asociado a la esquila preparto, sumado al cambio de dieta pueda explicar los picos 

observados (Stanley & Jones, 2003). Recientemente se ha revelado cómo situaciones de 

estrés provocan una respuesta neuroendocrina que puede tener un efecto directo o 

indirecto sobre la microbiota digestiva. En estos casos, los marcadores inflamatorios 

pueden aumentar a pesar de la ausencia de infección. Esto favorece el riesgo de aparición 

de enfermedades causadas por agentes patogénicos (Cholewińska et al., 2021). Es 

probable que un mecanismo similar suceda y provoque alteración de la microbiota.  

 

Los trabajos similares que hay realizados en este tema se originaron en el 

hemisferio norte (Reino Unido) donde no se realiza este tipo de manejo preparto. Se 

hipotetiza que por lo tanto no se observaron aumentos en la proporción de animales 

excretando Campylobacter spp. asociados a la esquila preparto (Duncan et al., 2014; 

Sproston et al., 2011). El comportamiento gregario que presentan los ovinos es manifiesto 

en nuestras condiciones de producción y en sistemas de estabulación este comportamiento 

es alterado. Estudios recientes han demostrado la relación de bienestar animal con 

alteración de la microbiota digestiva en ovinos (Cholewińska et al., 2021). Estos 

descubrimientos en parte pueden explicar las diferencias observadas entre este estudio y 

los del hemisferio norte. 

 

En T3 (cuarto muestreo), la modificación de efecto entre la categoría y el predio 

tuvo un OR muy importante (48,1; IC 95% 1,6-1447). A pesar de que se reconoce que es 

probable que los coeficientes calculados de la regresión sean inexactos, el efecto que 

mejor explica la excreción en este tiempo de muestreo es la modificación de efecto entre 

categoría y predio. Contextualizando estos resultados con el marco teórico de cómo 

actuaron los factores, se observa que en el predio 2a se llevó a cabo la esquila y que ambas 
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categorías respondieron con un pico de máxima excreción que coincidió a diferencia de 

lo que sucedió con el predio 2b. La esquila es un acontecimiento que dentro de los 

modelos de regresión estaría representado por el efecto cuantificado dentro de “predio” y 

que se discutió anteriormente. Se desconoce por qué razón las categorías respondieron de 

forma diferente. Se hipotetiza que otros factores que no se evaluaron pudieron estar 

relacionados a las diferencias observadas.  

 

En T4 (quinto muestreo), no se tuvieron en cuenta los datos de CC en los modelos 

de regresión realizados ya que en la preñez avanzada se presentan algunas dificultades 

para su determinación (Kenyon et al., 2014). La cercanía al parto como factor asociado a 

la excreción de Campylobacter spp. se vio en ovejas del predio 2b. Esto coincidió con lo 

expresado por Stanley y Jones (2003) que asociaron al parto como factor principal en 

ovejas. Es probable que este fenómeno esté asociado al manejo realizado en sistemas de 

Reino Unido como se discutió anteriormente. La categoría borrega en ambos predios y la 

categoría ovejas en el predio 2a habían tenido mayor proporción de animales eliminadores 

en muestreos previos a T4. Es posible que debido al comportamiento de la bacteria en los 

animales en forma de pico y un rápido descenso, explique por qué no realizaron un pico 

nuevamente (Duncan et al., 2014). En este ensayo parece que esta categoría en el predio 

específico no generó el mismo efecto que en las borregas. Se detectó un efecto 

significativo de interacción entre predio y días de gestación (OR: 1,2; I.C 95% 1,0 – 1,4). 

Dentro de la variable predio existen varios componentes que se deben considerar: 

pastoreo con otras especies, densidad de animales por superficie, aporte nutricional, 

manejo sanitario, esquila preparto, características propias de los potreros y su agua de 

bebida, así como otras variables ambientales (clima, etc.) y ecológicas (fauna silvestre, 

etc.). Los datos de cantidad de animales por unidad de superficie en pastoreo fueron 

inexactos, en especial para el predio 2b y no se presentan. En ese predio se llevó a cabo 

una rotación de los animales por los lugares de pastoreo. En el caso del predio 2a, 

pastorearon 190 hembras ovinas con 40 vacunos (vaquillonas) en 100 hectáreas hasta la 

esquila, y post esquila las hembras ovinas pastorearon solas en 20 hectáreas de campo 

natural mejorado y pradera artificial. A pesar de que la dotación animal ha sido 

considerada un factor de asociado a la excreción de Campylobacter en rumiantes, no fue 

posible obtener este dato con certeza. Este factor se representó en el marco conceptual de 

cómo actuaron los factores en el tiempo y está asociado al manejo que se realizó en los 
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dos predios después de la esquila preparto. Varios estudios evaluaron el efecto del 

aumento de la densidad de bovinos de carne en diferentes condiciones (Besser et al., 2005; 

Inglis et al., 2004; Inglis et al., 2003; Hannon et al., 2009). 

 

En Uruguay hay dos registros publicados y uno no publicado de abortos ovinos 

por Campylobacter spp. Los dos primeros casos ocurrieron en 2017 en predios del 

departamento de Colonia, uno fue causado por C. fetus fetus (Giannitti et al., 2018; 

Dorsch et al., 2021) y el otro por una especie de Campylobacter no identificada 

definitivamente, pero distinta de C. fetus, que probablemente se trate de C. jejuni o, menos 

probablemente, de C. hepaticus, C. coli o C. insulaenigrae (Aráoz et al., 2018). El tercer 

caso, no publicado, ocurrió en 2020 en un predio del departamento de Río Negro, donde 

se registraron 4 fetos abortados por 2 ó 3 madres, en una majada de aproximadamente 

220 ovejas. Durante el desarrollo de esta tesis tuvimos la oportunidad de visitar este 

predio poco tiempo después de ocurridos los abortos, para recolectar información 

epidemiológica y del sistema productivo. Hum et al. (2009) determinaron que la relación 

entre portador intestinal y la ocurrencia de aborto es poco conocida. En la visita pudimos 

observar que las condiciones productivas del predio eran muy diferentes a las de los 

predios 2a y 2b estudiados en esta tesis. El área destinada para la majada de cría eran 20 

hectáreas para 220 ovejas Texel y la nutrición se basaba en pasturas artificiales con 

pastoreo rotativo en parcelas de 4 hectáreas (carga instantánea de 55 ovejas/hectárea). En 

el último tercio de la gestación la majada se suplementó con maíz en grano entero ofrecido 

en el suelo (sin comederos) y sin pesar. Esta suplementación en el suelo pudo haber 

determinado que los animales ingirieran granos de maíz contaminados con tierra o heces. 

Además, la suplementación de maíz sin pesar pudo haber determinado una 

sobrealimentación con eventual desarrollo de acidosis ruminal en la majada. En Reino 

Unido, Duncan et al. (2014) encontraron que había asociación entre presencia de C. fetus 

en la bosta y que la misma presentara rastros de granos no digeridos. Los autores 

hipotetizaron que la presencia de materia fecal en ese estado sugería una acidosis ruminal 

subaguda con una tendencia a detectar C. fetus. Si bien esto es una especulación, en parte 

coincide con lo observado en ganado bovino en condiciones de engorde a corral donde 

los animales están en riesgo de padecer acidosis ruminal (Couderc, 2007; Hernández et 

al., 2014; Fanning, 2016). 
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Además en el marco de esta tesis, en el procedimiento de poner a punto los 

métodos moleculares en muestras de campo de materia fecal en la etapa 1 del trabajo se 

probó una qPCR que detecta C. fetus (Iraola et al., 2016). Debido a la ausencia de 

muestras positivas en reiteradas corridas, se desestimó utilizar este método para todas las 

muestras de campo. Este resultado se confirmó con los resultados de secuenciación, en 

los que ninguna de las muestras secuenciadas tuvo identidad con C. fetus.  

 

En resumen, la categoría fue el factor asociado más importante en T0 y T1 (durante 

la encarnerada y comienzo de la gestación). A partir de T2 en adelante la complejidad de 

los factores aumentó asociada al factor predio, días de gestación e interacciones entre 

variables. Por lo tanto, la excreción de Campylobacter spp. a nivel fecal varió a lo largo 

de la gestación. Esto en parte coincide con la hipótesis planteada de que la categoría era 

el principal factor explicativo de la excreción de Campylobacter spp., así como la 

proximidad al parto en T4. En más detalle, de acuerdo con el marco teórico utilizado, es 

probable que el efecto de la esquila sumado al aumento de la densidad animal y nutrición 

hayan estado asociados a los picos de excreción. Sin embargo, los mismos no se 

cuantificaron de forma independiente dentro de los modelos de regresión.   

 

Para sacar conclusiones de si los resultados del presente estudio coinciden con 

otros estudios debemos tener en cuenta que la mayoría de los estudios longitudinales 

recientes de Campylobacter en ovinos no realizaron un seguimiento de los mismos 

animales, o se reportan datos a nivel de majada y no individuales (APHIS, 2014; Duncan 

et al., 2014; Sproston et al., 2011; Yang et al., 2014). A pesar de esto, las referencias más 

recientes que hay son Sproston et al. (2011) y Duncan et al. (2014) que describen al verano 

como factor explicativo de brotes estacionales de Campylobacter. Sproston et al. (2011) 

también asociaron una mayor excreción con características del predio. El enfoque 

realizado en este estudio es original, ya que otros estudios similares realizados no habían 

seguido los mismos animales en el tiempo.   
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9. CONCLUSIONES 

  

El estudio permitió abordar un tema de importancia asociado a uno de los 

principales rubros del país como es la producción ovina, que representa además un 

problema de salud pública a nivel internacional y nacional. Campylobacter forma parte 

del microbioma intestinal de rumiantes y su epidemiología es compleja y en parte 

desconocida. El estudio de cohorte permitió observar y analizar los cambios en el tiempo 

en la proporción de animales excretores de Campylobacter a nivel individual, por 

categorías y dentro de cada predio.  

 

Los procedimientos de laboratorio realizados en este estudio podrían ser utilizados 

para vigilancia epidemiológica de Campylobacter spp. en nuestro país, incluyendo 

especies zoonóticas y causales de enfermedades transmitidas por alimentos.  

 

La excreción de Campylobacter spp. fue intermitente en los ovinos estudiados y 

se detectaron diferencias en patrones de excreción entre los predios. El estudio demostró 

que varios factores están asociados a la excreción de Campylobacter spp. por ovinos y 

que los mismos tienen un papel diferente según el tiempo de muestreo. La categoría fue 

el factor más transcendental en T0 y T1 y luego de T2, la complejidad de los factores 

aumentó asociada al factor predio, días de gestación e interacciones entre variables. Es 

probable que la esquila preparto, que se vio representada dentro de la variable “predio” 

en los modelos de regresión también haya tenido impacto en los picos de excreción.  

 

La excreción fecal de Campylobacter spp. varió a lo largo de la gestación y 

coincidió con las hipótesis planteadas. La única categoría que realizó el pico de excreción 

próximo al parto fueron las ovejas, y esto sólo se vio en el predio 2b. Se desconocen las 

razones por las cuales en este predio las ovejas y borregas presentaron picos de máxima 

excreción en momentos diferentes, mientras que en el predio 2a coincidieron.  
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A partir de las muestras secuenciadas se identificó únicamente a C. lanienae. Esta 

es considerada una especie comensal, aunque recientemente se ha asociado a casos de 

gastroenteritis en humanos, por lo que su posible patogenicidad debería ser mejor 

estudiada.  

 

No identificamos muestras fecales ovinas con presencia de C. jejuni ni C. fetus, 

importantes agentes zoonóticos abortigénicos en ovinos, aunque cabe considerar que una 

limitante de este estudio fue el bajo número de muestras y predios analizados. En los 

últimos años se ha vinculado a los rumiantes como importante fuente de contaminación 

para humanos y en nuestro país se ha reconocido a Campylobacter spp. en una proporción 

de casos diagnosticados de diarrea sanguinolenta en niños. Sin embargo, las fuentes de 

infección para humanos no han sido identificadas y merecen ser mejor estudiadas.  
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10. PERSPECTIVAS 

 

A partir del presente estudio y sus resultados se plantea realizar un estudio 

secundario que cuantifique por qPCR la cantidad de Campylobacter spp. en las muestras 

de este estudio. Esta información sería complementaria a la presentada ya que permitiría 

identificar animales cuya carga de especies de Campylobacter sea alta. Se podría evaluar 

con qué nivel de excreción se consideraría a los animales altos excretores y si ese nivel 

es comparable a la clasificación que se hace para E. coli O157:H7. Detectar los individuos 

que eliminan altas cargas permitiría evaluar la posibilidad de aislarlos para evitar 

contaminación del ambiente y de otros animales. De esta forma se podría evaluar si retirar 

estos animales de la majada podría ser considerado un método para disminuir la 

transmisión. Poner a punto esto podría ser útil para posteriormente practicarlo en majadas 

con diagnóstico de aborto por Campylobacter spp.  

 

Aumentar la cantidad de amplicones originados en este estudio que son sometidos 

a secuenciación podría determinar la identificación de un mayor número de especies de 

Campylobacter en las majadas estudiadas.  Esto permitiría la identificación adicional de 

especies patógenas que infectan al ovino y que aún no se han identificado en esta especie 

en el país. 

 

Finalmente, se considera integrar el diagnóstico en humanos con la investigación 

de los casos para evaluar posibles fuentes de infección y la eventual contribución de los 

animales de producción a casos humanos en nuestro país.  
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ANEXOS 

 

ANEXO A. Métodos de extracción  

A. Protocolo de extracción de ADN por Fast Boiling Preparation sin agitación 

 

• Transferir 200 µL del suero fisiológico que contiene las muestras a un tubo de 

microcentrífuga  

• Hervir durante 10 minutos a 101°C en baño seco  

• Enfriar en hielo por 5 minutos 

• Centrifugar a 3000 g a 4ºC durante 20 minutos 

• Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo y almacenarlo a -20°C 

 

B. Protocolo de extracción de ADN por Fast Boiling Preparation con agitación 

 

• Agitar la muestra con vórtex por 5 segundos 

• Transferir 200 µL del suero que contiene las muestras a un tubo de 

microcentrífuga  

• Hervir durante 10 minutos a 101°C en baño seco  

• Enfriar en hielo por 5 minutos 

• Centrifugar a 3000 g a 4ºC durante 20 minutos 

• Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo y almacenar a -20°C 
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ANEXO B. Cebadores y condiciones de reacción de PCR para la identificación del 

gen 16S de bacterias y archaeas en general 

 

Cebadores Secuencia 5’-3’ Referencias 

Bac27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Barcellos, 

2018; Ott et al., 

2004 

534R ATTACCGCGGCTGCTGG Barcellos 2018; 

Lane et al., 

1985 

 

 

Reactivo Concentración de trabajo Volumen µL/tubo 

Agua ultrapura -- c,s,p 10 

PCR buffer 1X 1 

MgCl2 2,5 mM 1 

BSA 0,4 mg/mL 0,5 

dNTP’S 0,25 mM 0,25 

Taq polimerasa 0,75 U 0,15 

Primer BAC27F 0,5 µM 0,5 

Primer 534R 0,5 µM 0,5 

ADN -- 1 
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Condiciones de ciclado para la amplificación del gen 16S de bacterias y archaeas en 

general   

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) 

 

 

Desnaturalización inicial 94 3:00 

Desnaturalización 94 0:30  

30 ciclos Hibridación 54 0:30 

Extensión 72 1:30 

Extensión final 72 7:00 
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ANEXO C. Protocolo de extracción de ADN con kit ZYMO Miniprep fecal/soil 

 

• Agregar 150 mg de una solución de materia fecal (1 g de materia fecal en 10 mL de 

PBS 1X) en el ZR Bashing bead lysis tube y agregar 750 µL de Bashing bead 

buffer al tubo 

• Colocar los tubos sobre una platina de agitación a velocidad media por 20 

minutos 

• Centrifugar el Bashing bead lysis tube a 10,000 g por 1 minuto (12 210 rpm) 

• Transferir 400 µL a la columna de ZYMO spin III F Filter dentro de un tubo de 

colecta y centrifugar a 8000 g por un minuto 

• Agregar 1200 µL de Genomic Lysis buffer a lo que quedó en el tubo de colecta 

anterior 

• Transferir 800 µL de la solución resultante anterior a la columna Zymo Spin IIC 

con tubo de colección nuevo y centrifugar a 10000 g por un minuto 

• Descartar el filtrado del paso anterior del tubo de colección y repetir el paso 

anterior, (pipetear 800 y centrifugar) 

• Agregar 200 µL de DNA pre wash buffer al ZYMO Spin IIC en un tubo de 

colecta nuevo y centrifugar a 10 000 g por 1 minuto 

• Transferir la columna ZYMO Spin IIC a un tubo de 1,5 mL nuevo y agregarle 70 

µL de DNA Elution buffer, Centrifugar 30 segundos a 10000 g 

• Colocar el ZYMO Spin III HRC Filter en un tubo de colecta nuevo y agregar 600 

µL de Prep solution y centrifugar a 8000 g por 3 minutos 

• Transferir el ADN eluido a ZYMO Spin III HRC Filter (anterior preparado) en 

un tubo de 1,5 mL nuevo 

• Centrifugar a 16000 g por 3 minutos 

• Conservar el ADN filtrado a -20ºC.  
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ANEXO D. Cebadores y condiciones de reacción de qPCR para la identificación del 

gen hipOa de Campylobacter jejuni 

 

 

Cebadores Secuencia 5’-3’ Referencia 

hipOf TGCACCAGTGACTATGAATAACGA Vondrakova 

et al., 2014 

hipOR TCCAAAATCCTCACTTGCCATT Vondrakova 

et al., 2014 

hipOsonda JOE-

TTGCAACCTCACTAGCAAAATCCACAGCT-

Eclipse 

Vondrakova 

et al., 2014 
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Reactivo Concentración de trabajo Volumen µL/tubo 

Agua ultrapura -- c.s.p. 25 µL 

Master Mix (Bioron) 1X 12,5 

MgCl2 

BSA 

2 mM 

0,4 mg/mL 

2 

1 

hipOcf 0,3 µM 1 

hipOR 0,3 µM 1 

hipOsonda 

ADN 

0,1 µM 

-- 

0,5 

2 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) 

 

Desnaturalización inicial 95 10:00 

Desnaturalización 95 0:15  

40 ciclos 
Hibridación + extensión 60 1:00 

   

Extensión final 60 1:00 
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ANEXO E. Cebadores y condiciones de reacción de PCR para la identificación del 

gen 16S de de Campylobacter  

 

Cebadores Secuencia 5’-3’ Referencia 

C412F GGATGACACTTTCGGAGC Linton et al., 1996 

C1228R CATTGTAGCACGTGTGTGTC Linton et al., 1996 

 

Reactivo Concentración de trabajo Volumen µL/tubo 

Agua ultrapura -- c.s.p. 10 

PCR buffer 1X 1 

MgCl2 2,5 mM 1 

BSA 0,4 mg/mL 0,5 

dNTP’S 0,25 mM 0,25 

Taq polimerasa 0,75 U 0,15 

Primer C412F 0,5 µM 0,5 

Primer C1228R 0,5 µM 0,5 

ADN -- 1 
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Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) 

 

 

Desnaturalización inicial 95 2:00  

 

15 ciclos 

Desnaturalización 95 0:20 

Hibridación 53 0:20 

Extensión 72 1:00 

Desnaturalización 95 0:20  

15 ciclos Hibridación 52 0:20 

Extensión 72 1:00 

Desnaturalización 95 0:20  

15 ciclos Hibridación 51 0:20 

Extensión 72 1:00 

Extensión final 72 5:00 
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ANEXO F. Protocolos de purificación de ADN 

A) Protocolo de purificación de productos de PCR (ZYMO DNA Clean & 

Concentrator) 

 

• Adicionar 5 volúmenes de buffer de unión por cada volumen de muestra de ADN 

• Transferir la mezcla a una columna Zymo-Spin en un tubo colector 

• Centrifugar por 30 segundos a una velocidad ≥10000 g, y descartar el filtrado 

•  Agregar 200 µL de buffer de lavado y centrifugar por 30 segundos a ≥10000 g 

•  Repetir el paso de lavado  

• Pasar la columna a un tubo nuevo de 1,5 mL 

• Agregar 15 µL de buffer de elución directamente a la columna e incubar a 

temperatura ambiente por 1 min 

• Centrifugar 30 segundos 

 

B) Purificación de producto de PCR con pelotitas magnéticas (AMPure XP) 

• Agitar vigorosamente las pelotitas magnéticas hasta asegurarse de formar una 

solución homogénea.  

• Agregar la solución de pelotitas magnéticas a la muestra según la siguiente 

relación: 1 volumen de producto de PCR 1,8 volúmenes de pelotitas magnéticas.  

• Mezclar bien por pipeteo y dejar a temperatura ambiente por 5 minutos. 

• Colocar el tubo con la tapa abierta en la placa magnética asegurándose que la 

pared del tubo esté en contacto con el imán. Esperar a que la solución se clarifique, 

observándose un pellet de pelotitas magnéticas (1-2 minutos).  

• Con el tubo ubicado en la placa magnética, retirar con pipeta todo el sobrenadante 

con mucho cuidado de no distorsionar el pellet de pelotitas magnéticas.  

• Con el tubo ubicado en la placa magnética, agregar 200 µL de etanol 70% y dejar 

por reposar 30 segundos a temperatura ambiente.  

• Con el tubo ubicado en la placa magnética, retirar con pipeta el etanol 70% y 

repetir este paso retirando el etanol luego del segundo lavado.  



 

 

113 

 

• Con el tubo ubicado en la placa magnética, dejar secar el pellet de pelotitas 

magnéticas. 

• Retirar el tubo de la placa magnética y agregar el volumen deseado de buffer TE 

(20-40 µL) mezclando por pipeteo hasta disolución del pellet. 

• Colocar el tubo nuevamente en la placa magnética y esperar a que la solución 

clarifique.  

• Pasar a un nuevo tubo el sobrenadante, teniendo cuidado de no remover el pellet 

de pelotitas magnéticas. El sobrenadante contiene el ADN purificado.  

• Guardar el ADN purificado y descartar el tubo con las pelotitas magnéticas. 
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ANEXO G. Cuantificación de ácidos nucleicos de contaminaciones fecales con la 

cepa M3 de C. jejuni por dos métodos de extracción.  

 

Extracción Fast Boiling Preparation  

        

 

 

Concentración 

ADN ng/µL 

        

260/280 

                     

260/230 

                            Dilución    

 

  

 -1 298.1 1.24 0.63 

 -2 178.4 1.21 0.48 

 -3 116.4 1.23 0.50 

 -4 138.0 1.22 0.48 

                        -5 155.2 1.24 0.49 

 -6 171.0 1.25 0.50 

     

                                      Oveja 7120 142.2 1.34 0.49 

   
 

 

Extracción 

Kit ZYMO Miniprep 

fecal/soil    

 Dilución  

Concentración 

ADN ng/µL 

  

260/280 

  

260/230 

  

 -1 13.9 1.88 0.76 

 -2 6.8 1.99 0.37 

 -3 8.5 2.35 0.44 

 -4 4.7 1.94 0.33 

 -5 7.7 1.85 0.37 

 -6 12.7 2.15 0.27 
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ANEXO H. Categoría y datos reproductivos de los predios 2a y 2b 

Predio 2a.  

Caravana 
 

categoría Ecografía 
Fecha de 

parto 

272 Oveja 2 26/8/2020 

279 Oveja 1 4/9/2020 

401 Borrega 1 1/9/2020 

411 Borrega 1 15/9/2020 

412 Borrega 1 25/8/2020 

416 Borrega 1 20/9/2020 

3247 Oveja 1 25/9/2020 

3535 Oveja 2 2/9/2020 

3575 Oveja S/D 20/9/2020 

3603 Oveja S/D 24/9/2020 

3659 Oveja S/D S/D 

3672 Oveja S/D 22/9/2020 

3697 Oveja 2 20/9/2020 

3710 Oveja 2 1/8/2020 

3711 Oveja 1 3/9/2020 

3721 Oveja 1 24/9/2020 

3723 Oveja 1 6/9/2020 

3740 Oveja S/D S/D 

3747 Oveja 1 26/8/2020 

3750 Oveja 1 28/8/2020 

3754 Oveja 1 10/9/2020 

3758 Oveja 2 3/9/2020 

3790 Oveja S/D 4/9/2020 

3800 Borrega S/D 30/8/2020 

3803 Borrega 1 2/9/2020 

3819 Borrega 1 3/9/2020 

3820 Borrega 1 7/9/2020 

3828 Borrega S/D 22/9/2020 

3833 Borrega 1 3/9/2020 

3836 Borrega 1 5/9/2020 

3837 Borrega 1 S/D 

3847 Borrega 1 2/9/2020 

3848 Borrega 1 2/9/2020 

3849 Borrega S/D S/D 

3853 Borrega S/D 6/9/2020 

3854 Borrega 1 S/D 

3855 Borrega 2 26/8/2020 

3883 Borrega 1 1/9/2020 

3896 Borrega S/D 2/9/2020 

S/D sin determinar 
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Predio 2b.  

Caravana 
 

Categoría 
Servicio 

1 

Servicio 

2 

Ecografía 

día 30 

Ecografía 

día 60 
Observaciones 

91 A Oveja 18/3/2020 S/D 1 1  

204 A Oveja 4/3/2020 23/3/2020 2 2  

212 A Oveja 14/3/2020 S/D 2 2  

310 A Oveja 18/3/2020 S/D 3 3  

334 A Oveja 14/3/2020 S/D 2 2  

352 A Oveja 12/3/2020 30/3/2020 S/D 2 1 muerto 

353 A Oveja S/D S/D 4 4  

366 A Oveja 9/3/2020 S/D 2 2  

387 A Oveja 17/3/2020 S/D S/D 1  

419 A Oveja 11/3/2020 S/D 2 2  

6008 V Borrega 4/3/2020 18/3/2020 1 1  

6046 V Borrega 10/3/2020 S/D S/D 0  

6076 V Borrega 7/3/2020 30/3/2020 1 1  

6118 V Borrega 23/3/2020 S/D 2 2  

6157 V Borrega 10/3/2020 25/3/2020 S/D 0  

6164 V Borrega 23/3/2020 3/4/2020 2 2  

6200 V Borrega 18/3/2020 S/D 1 1  

6203 V Borrega 10/3/2020 S/D 2 2  

6218 V Borrega 23/3/2020 S/D S/D 1  

6272 V Borrega 23/3/2020 3/4/2020 1 1  

6273 V Borrega 15/3/2020 S/D S/D 1  

6281 V Borrega 5/3/2020 3/4/2020 S/D 1  

6338 V Borrega 30/3/2020 S/D 1 1  

6413 V Borrega 4/3/2020 S/D 2 2  

6417 V Borrega 12/3/2020 S/D 1 1  

6445 V Borrega 16/3/2020 14/4/2020 S/D 1  

6450 V Borrega S/D S/D S/D 0  

6461 V Borrega 23/3/2020 14/4/2020 1 1  

6577 A Oveja 23/3/2020 S/D 1 1  

6580 A Oveja 17/3/2020 S/D 3 3  

6628 A Oveja 7/3/2020 S/D 2 2  

6632 A Oveja 14/3/2020 S/D 3 3  

6640 A Oveja 6/3/2020 S/D 3 1  

6653 A Oveja 5/3/2020 18/3/2020 3 3  

6655 A Oveja 15/3/2020 S/D 3 2  

6701 A Oveja 18/3/2020 S/D 3 2  

6716 A Oveja 7/3/2020 S/D 1 1  

6725 A Oveja 11/3/2020 S/D S/D 2  

6796 A Oveja 25/3/2020 14/4/2020 S/D 2  

 

S/D: sin determinar 
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ANEXO I. Proporciones de animales excretando Campylobacter por predio y por 

categoría en los distintos tiempos 

Predio 2a  

 T0 Muestras 

positivas 

N Proporción Error 

Estándar 

Intervalo de 

Confianza 95 

% 

Comparación 

proporciones 

*2 

Proporción 

total 

4 35 0,11 0,05 0,03-0,27 -- 

Borregas 4 20 0,20 0,89 0,06-0,44 p ˃ 0,05 

Ovejas 0 15 0 0 0,00-0,22* 

T1      

 

 

Proporción 

total 

1 36 0,03 0,03 ˂0,001-0,15 -- 

Borregas 1 19 0,05 0,51 0,01-0,26 p ˃ 0,05 

Ovejas 0 17 0 0 0,00-0,20* 

T2      

 

 

Proporción 

total 

6 34 0,18 0,07 0,07-0,35 -- 

Borregas 4 17 0,24 0,10 0,07-0,50 p ˃ 0,05 

Ovejas 2 17 0,12 0,08 0,02-0,36 

T3      

 

 

Proporción 

total 

26 34 0,76 0,07 0,59-0,89 -- 

Borregas 14 18 0,78 0,10 0,52-0,94 p ˃ 0,05 

Ovejas 12 16 0,75 0,11 0,48-0,93 

T4      

 

 

Proporción 

total 

12 31 0,39 0,09 0,22-0,58 -- 

Borregas 8 19 0,42 0,11 0,20-0,67 p ˃ 0,05 

Ovejas 4 12 0,33 0,14 0,10-0,65 

*IC unilateral 97,5 % 

*2 H0: π1 = π1, HA: π1 ≠ π1 (π proporción) 
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 Predio 2b 

 T0 Muestras 

positivas 

N Proporción Error 

Estándar 

Intervalo de 

confianza 95% 

Comparación 

proporciones 

*2 

Proporción 

total 

8 35 0,23 0,07 0,11-0,40 -- 

Borregas 4 15 0,27 0,11 0,08-0,55 p ˃ 0,05 

Ovejas 4 19 0,21 0,09 0,06-0,46 

T1      

 

 

Proporción 

total 

4 36 0,11 0,05 0,03-0,26 -- 

Borregas 4 18 0,22 0,10 0,06-0,48 p ˂ 0,05 

Ovejas 0 18 0,00 0,00 0,00-0,19* 

T2      

 

 

Proporción 

total 

16 35 0,46 0,08 0,29-0,63 -- 

Borregas 12 19 0,63 0,11 0,38-0,84 p ˂ 0,05 

Ovejas 4 16 0,25 0,11 0,08-0,52 

T3      

 

 

Proporción 

total 

14 26 0,54 0,10 0,33-0,73 -- 

Borregas 5 13 0,38 0,13 0,14-0,68 p ˃ 0,05 

Ovejas 9 13 0,69 0,13 0,39-0,91 

T4      

 

 

Proporción 

total 

23 35 0,66 0,08 0,48-0,81 -- 

Borregas 7 15 0,47 0,13 0,21-0,73 p ˂ 0,05 

Ovejas 16 20 0,80 0,09 0,56-0,94 

 

*IC unilateral 97,5 % 

*2 H0: π1 = π1, HA: π1 ≠ π1, α = 0,05 
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 Proporciones de excreción de Campylobacter a lo largo del ensayo por borregas 

Predio Proporción Error estándar Intervalo de 

confianza 95% 

T0       

2a 0,20 0,89 0,06-0,44 

2b 0,27 0,11 0,08-0,55 

T1      

2a 0,05 0,05 0,001-0,26 

2b 0,22 0,10 0,06-0,48 

T2      

2a 0,24 0,10 0,07-0,50 

2b 0,63 0,11 0,38-0,84 

T3      

2a 0,78 0,10 0,52-0,94 

2b 0,38 0,13 0,14-0,68 

T4      

2a 0,42 0,11 0,20-0,67 

2b 0,47 0,09 0,56-0,94 
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Proporciones de excreción de Campylobacter a lo largo del ensayo por ovejas 

Predio Proporción Error estándar Intervalo de 

confianza 95% 

T0      

2a 0,00 0,00 0,00-0,22* 

2b 0,21 0,09 0,06-0,46 

T1      

2a 0,00 0,00 0,00-0,20* 

2b 0,00 0,00 0,00-0,19* 

T2      

2a 0,12 0,08 0,01-0,36 

2b 0,25 0,11 0,07-0,52 

T3      

2a 0,75 0,11 0,48-0,93 

2b 0,69 0,13 0,39-0,91 

T4      

2a 0,33 0,14 0,10-0,65 

2b 0,80 0,09 0,56-0,94 

*IC unilateral 97,5 % 
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ANEXO J. Detalles modelos de regresión construidos a partir de modelos saturados 

T0 

Tabla J1. Evaluación de efecto de confusión en T0 

 Categoría  % variación con respecto 

al crudo* 

Modelo 1 saturado 0,22 47% 

Modelo 2 0,25 40% 

Modelo 3 0,37 12% 

Modelo 4 crudo 0,42 - 

 

% cambio = (OR ajustado – OR crudo) / (OR crudo) 

* si el cambio representa mayor a un 10% como regla general se considera que existe un 

efecto de confusión.  

 

En T0 se detectó que la variación del OR de categoría era 47% con respecto al 

crudo. Esto significa que existe evidencia de que el predio y la CC conjuntamente 

confunden la relación entre la categoría y la excreción de Campylobacter spp. También 

hay evidencia de que el predio y la CC independientemente confunden esta relación.  
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Figura J1. Modelo de regresión en T0 
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T1 

 

Figura J2. Modelo saturado en T1 con omisión por colinealidad de ausencia de 

Campylobacter y categoría= 1(ovejas) 
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T2 

Tabla J2. Evaluación de efecto de confusión en T2 

OR Categoría  % variación con respecto 

al crudo 

Modelo 1 saturado 0,27 8% 

Modelo 2 0,28 12% 

Modelo 3 0,22 12% 

Modelo 4 0,22 12% 

Modelo 5 0,22 12% 

Modelo 6 0,27 8% 

Modelo 7 0,22 12% 

Modelo 8-crudo 0,25 - 

 

% cambio = (OR ajustado – OR crudo) / (OR crudo) 

** si el cambio representa mayor a un 10% como regla general se considera que existe 

un efecto de confusión.  

**se reconoce que no hay efecto de modificación entre las variables y la categoría. Por 

otra parte, sí existe efecto de confusión conjuntamente entre predio y CC, días de 

gestación y CC. También días de gestación por si sola es confusora.   
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Figura J3. Modelo de regresión en T2 
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T3 

Como hay evidencia de modificación entre categoría y predio, y gestación y predio, no 

se los evalúa como factores de confusión.  

 

 

Figura J4. Modelo de regresión de T3 
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T4 

 

Hay evidencia de modificación por la prueba de LrTest entonces se evalúa término por 

término 

 

Figura J5. Gráfica de representación de efecto de interacción entre gestación y 

predio en T4 
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Figura J6. Modelo de regresión en T4 
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