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RESUMEN

La “mancha” es una enfermedad infecciosa bacteriana causada por el patdégeno
anaerobio Clostridium chauvoei que afecta principalmente al ganado bovino. Se
caracteriza por ocasionar miositis necrotizante aguda con desenlace fatal por
toxemia, generalmente en ganado joven (terneros), afectando la economia de los
sistemas ganaderos. A nivel laboratorial, es de dificil diagndstico etiolégico por
métodos bacteriolégicos tradicionales (cultivo anaerobio), debido a que el agente
causal es anaerobio estricto y pierde rapidamente su viabilidad en muestras tomadas
a campo de animales muertos, si estas no son mantenidas en condiciones de
anaerobiosis y remitidas rapidamente al laboratorio veterinario. Dada esta dificultad,
la probabilidad de éxito en el diagndstico etiologico aumenta en laboratorios que
disponen de pruebas que permitan la deteccién del patégeno en muestras bovinas,
incluso cuando este no esta viable, como las pruebas de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

El presente trabajo describe una serie de casos de “mancha” en bovinos de Uruguay
y se centra en poner a punto dos pruebas de PCR en tiempo final (protocolos 1y 2)
para la deteccién de ADN especifico de C. chauvoei, una sobre muestras congeladas
para la que se utilizaron cebadores para detectar el gen de la flagelina (flagellin gen)
de 535 pb (protocolo 1) y otra a partir de tejido muscular formolado-parafinado
usando cebadores de 131 pb para detectar el gen de la toxina A (CctA) de este
agente (protocolo 2). Para esto se dispuso de 3 aislados de C. chauvoei obtenidos
en el laboratorio de la PSA de INIA La Estanzuela, los que fueron re-cultivados,
permitiendo el analisis y la caracterizacién de su perfil bioquimico. Uno de los tres
aislados fue empleado para elaborar controles positivos de ambas matrices (tejido
muscular congelado y tejido muscular formolado-parafinado) para poner a punto los
dos protocolos de PCR, utilizando ambas matrices sin inocular como controles
negativos. Un aislado de Clostridium perfringens fue utilizado para evaluar
reacciones cruzadas de ambos protocolos frente a este agente en ambas matrices.

Los dos protocolos de PCR fueron efectivos y mostraron buen desempefio en la
deteccion de C. chauvoei. Los mismos fueron probados en el analisis de muestras
clinicas de casos reales de mancha, usando un caso de gangrena gaseosa (miositis
por C. perfringens) como control negativo. En particular del protocolo para tejidos
formolados/parafinados, donde se emplearon diluciones del ADN extraido, se pudo
inferir que una dilucion adecuada puede mejorar la eficiencia de amplificacion.
Ninguno de los protocolos detectd C. perfringens, lo que contribuye a su
especificidad.

Se concluye que ambos protocolos son confiables y aplicables para la deteccién de
C. chauvoei sobre muestras clinicas, por lo que pueden incorporarse a la rutina
diagndstica ante casos con sospecha de “mancha” en bovinos.




1. INTRODUCCION

1.1. La “mancha”, miositis causada por C. chauvoei

La “mancha” es una enfermedad infecciosa bacteriana del ganado, causada por el
patdgeno anaerobio formador de esporas Clostridium chauvoei, que se caracteriza
por producir miositis necrotizante, mas comunmente en bovinos jovenes. (2 La
morbi-mortalidad de esta enfermedad suele variar de 5 a 25% vy la letalidad suele
llegar al 100%. 3

La via de entrada de esta bacteria al organismo aun no esta del todo clara, aunque
se piensa que los animales contraen la infeccion mediante la ingesta de alimentos
y/o agua contaminados con esporas de C. chauvoei presentes en el ambiente y
suelo. 4.9

El curso clinico de la enfermedad suele ser hiperagudo o agudo, y el desenlace es
casi siempre fatal. Las toxinas producidas por C. chauvoei son rapidamente
diseminadas al torrente sanguineo generando una toxemia que lleva a la muerte del

animal en pocas horas, muchas veces antes de llegarse a apreciar signos clinicos.
(6)

La mancha presenta una distribucion mundial y ha sido reportada en la gran mayoria
de los lugares donde se cria ganado vacuno, siendo la causa de importantes
pérdidas econdmicas en los sistemas ganaderos. Aunque existen vacunas para su
prevencion, aun siguen ocurriendo brotes importantes en ganado no vacunado o con
vacunacién incompleta. (.4) Por otro lado, es una enfermedad endémica con brotes
registrados con relativa frecuencia tanto en ganado de leche como de carne.

En Uruguay, se obtuvieron los primeros aislamientos de este patéogeno en los afios
1961 y 1964, realizados por los Dres. Olascoaga y Leaniz, respectivamente. ) En
este pais, los brotes de mancha se diagnostican con mayor frecuencia en el otofo
(marzo-abril) en ganado lechero, mientras que en ganado de carne se diagnostica
mas frecuentemente en el invierno e inicio de la primavera, aunque pueden
presentarse casos en cualquier mes del afio. @

Por lo general, para el diagndstico confirmatorio de la mancha se emplea el cultivo
microbiolégico para el aislamiento bacteriano, aunque no siempre se tiene éxito dado
que C. chauvoei es muy sensible al oxigeno, caracteristica que compromete su
aislamiento ya que el cultivo es dependiente de que la bacteria se encuentre viable
en la muestra. Ademas, la contaminacion postmortem de microorganismos de rapido
crecimiento puede llevar a diagnosticos erroneos identificando principalmente a
Clostridium septicum que es relativamente aerotolerante y posee similitudes
morfoldgicas y bioquimicas con C. chauvoei. Por este motivo se han implementado
otras pruebas para su identificacion y diferenciacion como son las técnicas
inmunohistoquimicas, inmunofluorescencia, y reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), @ cuya ventaja principal por sobre el cultivo radica en que no requieren
necesariamente que el agente esté viable en la muestra para permitir su deteccion y
el consiguiente diagnostico.




1.1.1. Agente etiolégico

Clostridium chauvoei se conoce desde el afo 1887, siendo descripta por el cientifico
francés J.B.A Chauveau. Esta bacteria pertenece al Phylum Bacillota, Clase
Clostridia, Orden Clostridiales, de la familia Clostridiacea, género Clostridium. Es un
bacilo Gram positivo, histotdxico, anaerobio, formador de esporas, de tamano
variable (0,5 - 1,7 x 1,6 — 10,0 um), pudiéndose encontrar solo o de a pares, como
se aprecia en la Figura 1. Posee movilidad a través de flagelos peritricos y en cultivos
viejos puede presentarse como Gram variable. Es de facil esporulacion y sus esporas
son ovoides y tienen ubicacion central o subterminal. (*: 10)

El cultivo de muestras para el aislamiento de C. chauvoei debe hacerse en
condiciones de estricta anaerobiosis, suministrandole una atmdsfera con 2 a 10% de
COg2, utilizando medios de cultivo sélidos suplementados con sangre e incubados
durante 48 h a 37°C. Las colonias se caracterizan por ser brillantes y
semitransparentes, de 2 a 4 mm de diametro, rodeadas de beta-hemdlisis (Figura 2).
La ocurrencia de hemolisis dependera de la cepa bacteriana y de la especie animal
de origen de los eritrocitos presentes en el medio de cultivo. Los eritrocitos de bovino,
ovino, porcino, conejo y perro son susceptibles de hemdlisis por C. chauvoei,
mientras que los de humano, equino, cobayo y pollo resisten la lisis por parte de este
agente. Para su crecimiento este microorganismo fermenta varios carbohidratos; sin
embargo, en ausencia de estos puede obtener energia desde aminoacidos
fermentables. (. 11, 12)

En pruebas bioquimicas tales como oxidasa, catalasa, lecitinasa, lipasa, digestion de
la caseina e indol, presenta un perfil negativo. Por otra parte, es positivo a la prueba
de hidrolisis de la gelatina. (1%

En cuanto a la resistencia antibidtica, C. chauvoei es sensible a los antimicrobianos
cefalotina, clindamicina, enrofloxacina, eritromicina, penicilina, cloranfenicol,
tetraciclina, sulfadimidina y gentamicina. ('3

Figura 1. Microfotografia (1000%) de una tincion de Gram de C. chauvoei. Bacilos Gram
positivos de tamafio variable, solos o de a pares, algunos de los cuales presentan esporas.
Foto: Yisell Perdomo. INIA La Estanzuela.




Figura 2. Colonias de C. chauvoei en agar Columbia (OXOID®) suplementado con sangre
ovina al 5%. Se aprecian colonias grandes, semitransparentes, brillosas con presencia de
beta-hemdlisis. Foto: Yisell Perdomo. INIA La Estanzuela.

La patogenicidad de C. chauvoei se debe a varios factores de virulencia. Destacando
los mas relevantes, produce dos importantes toxinas, la toxina A (CctA) y la
chauveolisina. Ambas son formadoras de grandes poros en las membranas
celulares, lo que altera la permeabilidad y provoca la lisis celular. La CctA es una
hemolisina proteica de 32 kDa, es el principal factor de virulencia de este
microorganismo. Es hemolitica, citotdxica y su actividad es estable al oxigeno. La
chauveolisina dependiente del colesterol en la superficie celular, es otra hemolisina
producida por este microorganismo y provoca poros de 40-50 nm en las membranas
celulares, aun mas grandes que los provocados por la CctA. Otros factores de
virulencia de esta bacteria son las toxinas ADNasa (toxina beta), hialuronidasas
(toxina gamma) y neuraminidasas (sialidasa). La enzima ADNasa escinde ADN,
destruyendo las uniones fosfodiéster. Las enzimas hialuronidasas y neuraminidasas
ejercen su actividad destruyendo la matriz extracelular alterando las uniones
intercelulares en los tejidos, facilitando la propagacion del microorganismo. Los
flagelos cumplen un importante rol en la virulencia al conferirle movilidad a la
bacteria, favoreciendo su propagacién hacia los tejidos diana y contribuyendo al
proceso infeccioso. Los antigenos flagelares al igual que la toxina CctA antes

mencionada, han sido estudiados para la confeccién de vacunas contra la mancha.
(13 -15)

1.1.2. Epidemiologia

Los bovinos en edades entre 6 meses a 2 afos en buen estado nutricional son los
mas susceptibles a la infeccidn, adquiriendo las esporas del ambiente. Estas esporas
presentes en las heces de animales infectados o animales muertos por esta
enfermedad en estado de descomposicion, constituyen la principal fuente de
contaminacién de los suelos. Hasta el momento no se ha demostrado que C.
chauvoei pueda crecer en el suelo, pero se sabe que sus esporas pueden sobrevivir
por afnos en el mismo bajo ciertas condiciones ambientales de temperatura y
humedad que favorecen su sobrevida. ¢4

En algunas regiones esta enfermedad se produce en gran medida en las estaciones
humedas y lluviosas del afio, lo que supone que la lluvia es un vehiculo para la
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diseminacion de las esporas y la saturacion de los suelos por parte del agua genera
un ambiente de anaerobiosis favorable para C. chauvoei ()

1.1.3. Patogenia

La patogénesis de la mancha no ha sido completamente elucidada. Varios autores
sostienen al clasico modelo de ingestion de esporas como el inicio de la secuencia
de acontecimientos que desencadenan esta enfermedad.

Luego de arribar al intestino, las esporas ingeridas cruzan la barrera intestinal y son
distribuidas a través del torrente sanguineo a los tejidos diana, alojandose
principalmente en el musculo esquelético y el miocardio. Una vez en los musculos,
son fagocitadas por los macrofagos de la zona donde permanecen latentes sin
provocar dafos al hospedador. Eventos que provoquen la disminucién de la tension
de oxigeno en zonas donde se encuentran las esporas (por ejemplo, traumatismos
musculares o alteraciones de la perfusién), predisponen a la germinacion y
multiplicacion de la forma vegetativa de C. chauvoei con produccion de exotoxinas
(antes mencionadas) que son las responsables de los signos clinicos de la
enfermedad. Se cree que el estrés por ejercicio excesivo que ocurre por el
movimiento de los animales genera episodios de hipoxia transitoria, creyéndose que
esto podria ser unos de los factores predisponentes para la activacion de las esporas
y desencadenamiento de la enfermedad.

ol = \v%

Figura 3. Modelo clasico de la patogénesis de la mancha. 1) Las esporas presentes en el
suelo son ingeridas a través de los alimentos/agua. 2) Atraviesan la mucosa intestinal y
pasan a la circulacién sanguinea. 3) El torrente sanguineo las disemina a multiples tejidos
donde se alojan 4) principalmente en musculo esquelético y miocardio, permaneciendo
latentes hasta que un evento de hipoxia/anoxia determine su germinacion, multiplicacion, y
produccion de toxinas que causan dafio local, toxemia 5) y, en consecuencia, muerte. Figura
adaptada de Abreu et al. "4
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Por otro lado, se postula que la enfermedad se podria iniciar en el intestino a
consecuencia de una bacteriemia cuando los animales han sido expuestos a nuevas
pasturas con grandes cargas de C. chauvoei. Debido a que esta patogénesis no se
relaciona con heridas de piel o mucosas, la mancha es considerada una infeccion
‘endogena” y debe diferenciarse de la patogénesis “exdgena” de la “gangrena
gaseosa” donde las esporas de otras especies de Clostridium ingresan por heridas
0 mucosas siendo varias las especies de clostridios involucrados, incluso C.
chauvoei, pero como contaminante externo. Aunque no hay suficiente evidencia
cientifica al respecto, el modelo clasico mencionado es el mas aceptado, como se
resume en la Figura 3. (1:4.9)

1.1.4. Signos clinicos

En condiciones de campo los signos clinicos generalmente no son vistos debido al
curso rapido. Una vez iniciada la enfermedad, los animales no sobreviven mas de 36
horas. Cuando se logran ver animales cursando la enfermedad, los signos clinicos
apreciables incluyen depresion, letargo, anorexia, cojera y renuencia a moverse.

Los musculos mas frecuentemente afectados son los de los miembros traseros,
donde se puede observar edema y crepitacion. Cuando el corazén esta afectado se
pueden observar signos de insuficiencia cardiaca congestiva como distension de la
vena yugular y edema de pecho, pero el curso suele ser fulminante y culminar
rapidamente en la muerte. (-2 Es frecuente encontrar animales muertos por mancha
sin que estos hayan manifestado signos clinicos notables (muerte subita).

1.1.5. Hallazgos de necropsia

Los animales muertos de mancha generalmente exhiben buena condicion
nutricional. En el examen externo, los musculos superficiales afectados muestran
tumefaccion, edema y la piel que los recubre se encuentra estirada y oscura.
Mediante la palpacién se puede sentir crepitacion en las areas de tejido subcutaneo
que se expande por liquido serosanguinolento. Los cortes obtenidos de los musculos
superficiales afectados dejan ver una coloracién roja oscura a negra con edema en
la periferia. En el centro la lesion es friable, seca y presenta cavidades asociadas a
burbujas de gas debido al metabolismo fermentativo de C. chauvoei. En el corazén
el dafio es similar al del musculo esquelético y las lesiones se pueden ver en el
miocardio de cualquiera de las regiones cardiacas. La inflamacién del pericardio es
frencuente, en estos casos puede verse difusamente hemorragico y estar cubierto
por una capa de fibrina y liquido serosanguinolento. Ocasionalmente puede haber
endocarditis fibrinosa asociada a lesiones del miocardio subyacente. Los pulmones
suelen presentar edema y pueden mostrar hemorragia multifocal como consecuencia
de la toxemia terminal. ("

1.1.6. Diagnéstico

Se puede obtener un diagndstico presuntivo aceptable de mancha a partir de los
hallazgos epidemioldgicos (por ejemplo, categoria afectada, historia de vacunacion,
tasa de mortalidad y letalidad), signos clinicos (cuando estan presentes), y
fundamentalmente las lesiones macroscopicas (necropsia) y microscopicas
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(histopatologia) de animales que hayan muerto de mancha. No obstante, el
diagndstico confirmatorio de mancha debe fundamentarse en la deteccion del agente
causal en los tejidos lesionados, ya sean frescos/congelados o los tejidos
formolados/parafinados usados para el diagnéstico histopatolégico. Asi, para la
deteccién de C. chauvoei pueden emplearse el cultivo anaerobio, la inmunodeteccién
con anticuerpos fluorescentes (fluorescencia directa), la inmunohistoquimica y/o la
PCR.

Las muestras para cultivo deben ser obtenidas rapidamente tras la muerte del animal
debido a que la invasién postmortem de otros anaerobios desde el intestino como C.
septicum pueden interferir en el reconocimiento. La histopatologia del musculo
afectado, si bien no hace al diagndstico confirmatorio, es util para reafirmar el
presuntivo en tanto se identifiquen lesiones de miositis necrotizante aguda tipicas de
mancha. Ademas, con las muestras procesadas para histopatologia (fijadas en
formol y embebidas en parafina) se puede realizar inmunohistoquimica utilizando
anticuerpos especificos anti C. chauvoei, que en caso de positividad intralesional
proporciona un diagnéstico confirmatorio. La inmunomarcacién con anticuerpos
fluorescentes e inmunohistoquimica son técnicas con especificidad y sensibilidad
similares y son de mucha utilidad en los casos en los que no se dispone de tejido
fresco para cultivo. La PCR es muy util para la identificacion de C. chauvoei y se
puede realizar sobre matrices como cultivo puro (para confirmar la identidad a partir
de colonias aisladas), tejidos frescos/congelados, o en tejidos fijados en formalina e
incluidos en parafina. (1- 6. 16)

1.1.7. Prevencion y tratamiento

En la actualidad la vacunacion es el procedimiento mas importante y eficaz para la
prevencion de la mancha. Se sugiere una vacunacion inicial a los 2 meses de edad,
seguida de revacunacion 1 mes luego, y refuerzos cada 6 meses hasta los 2 afos
de vida como medida preventiva sujeta a la incidencia de la enfermedad en la zona.

En su gran mayoria las vacunas contra C. chauvoei son logradas a partir de cultivos
de cepas virulentas del agente y generalmente de formulacién polivalente junto con
otros clostridios patdgenos en modalidad de bacterinas inactivadas. (-8

1.2. Generalidades de la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), reaccion en cadena de la
polimerasa, fue creada por el investigador Kary Mullis en 1985 en California. Se ha
consolidado como una herramienta de gran utilidad por su sensibilidad, especificidad
y rapidez en el estudio de los acidos nucléicos. Se aplica en areas como la biologia,
la medicina humana y veterinaria, y la criminalistica, entre otras. Ademas, en
ensayos relacionados, la PCR desempefa un papel central en la tipificacion
genética, la caracterizacion molecular de organismos o individuos. (- 18)

Esta técnica es aplicada en el diagndstico de enfermedades infecciosas, endémicas,
emergentes, reemergentes en el ambito animal y humano. Constituye una
herramienta valiosa para la deteccidn de patdbgenos microbianos que generan un
impacto negativo considerable en la agricultura, las economias y a nivel global.
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Gracias a su alta sensibilidad y especificidad esta técnica ha superado limitaciones
en la deteccion de microorganismos, en casos donde la muestra es recibida en
cantidades insuficientes o en ocasiones donde las técnicas convencionales no han
logrado identificar bacterias de forma precisa. ('®)

Existen multiples técnicas de PCR, entre ellas se destacan la PCR de tiempo final
(convencional) y la PCR en tiempo real (QPCR) y sus variantes. ('°) Estas presentan
diferencias claves en sus objetivos y aplicaciones. La PCR de tiempo final o
convencional proporciona un resultado cualitativo, indicando la presencia o ausencia
del ADN objetivo en la muestra. El analisis final se realiza mediante la visualizacion
de los productos de amplificacion mediante electroforesis en un gel de agarosa,
donde la banda correspondiente confirma la amplificacién. Por otro lado, la gPCR
permite no solo detectar, sino también cuantificar el ADN amplificado en tiempo real,
mediante el uso de fluoréforos y es particularmente Gtil para estudios que requieren
analisis cuantitativos precisos del ADN. A pesar de las diferencias, la PCR de tiempo
final sigue siendo ampliamente utilizada debido a su simplicidad y menor costo en
comparacion con la qPCR, lo que la convierte en una técnica accesible y efectiva
para varias areas, entre ellas, investigacion y diagnostico. (17 18)

El método consiste en una reaccidén enzimatica in vitro donde el fundamento basico
es sintetizar o amplificar millones de veces una secuencia especifica de ADN. Para
la reaccion de sintesis, el catalizador mas usado por su capacidad de trabajar a
temperaturas elevadas, es la enzima taq ADN polimerasa, que proviene de la
bacteria termdfila llamada Thermus aquaticus, de ahi su nombre comercial conocido
como “taq polimerasa”. (17-20)

Al realizar una reaccién de PCR, se imita el proceso natural de sintesis de ADN que
ocurre en una célula. En el tubo de ensayo, se combinan todos los componentes
necesarios para llevar a cabo esta reaccion: la enzima polimerasa, la muestra de
acido nucleico en la que se busca detectar nuestro objetivo, dos cebadores
(oligonucleotidos) necesarios para que inicie la hibridacién, uno llamado forward o
sentido y otro reverse o antisentido. Ambos cebadores estan disefnados para que
hibriden con la secuencia blanco y asi las nuevas cadenas de ADN puedan ser
extendidas en direccion 5’- 3’ por la tag polimerasa. También son necesarios
desoxiribonucledtidos trifosfatos (ANTPs) y, ademas, componentes y condiciones
para que la enzima se desempefie de forma 6ptima como el pH, magnesio, buffer,

H20 y en ciertos casos sales y reactivos especificos necesarios de cada polimerasa.
(20)

La amplificacion se realiza dentro de un equipo llamado termociclador que trabaja
por ciclos de calentamiento y enfriamiento a determinadas condiciones de
temperatura y tiempo (estos parametros cambian dependiendo de cada protocolo de
PCR) donde los componentes antes mencionados interactuan en tres principales
etapas. (20

La primera etapa es de desnaturalizacién, donde las dos cadenas complementarias
del ADN blanco se separan o desnaturalizan mediante un aumento de la temperatura
de la reaccion a un rango de 92-98°C, durante un intervalo de 30 a 90 segundos. La
segunda etapa es de hibridacion en la cual los cebadores se aparean de manera
especifica con las cadenas simples del ADN desnaturalizado. Para lograrlo, la
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temperatura de la reaccién se reduce a un rango de 50-60°C, con una duracion de
30 a 60 segundos. Por ultimo, se realiza una tercera etapa de extension: donde la
enzima amplia los fragmentos iniciadores que previamente se unieron al ADN
blanco. Durante este proceso se generan nuevas cadenas complementarias a las
originales desnaturalizadas presentes al inicio de la reaccion. Para ello, la
temperatura se incrementa en un rango de 70-74°C, con una duracion promedio de
30 a 90 segundos. (1"

Estas tres etapas se realizan sucesivamente en lo que se denomina y constituye un
ciclo. Generalmente la cantidad de ciclos varia entre 20 a 35 (esto depende de la
puesta a punto de la técnica), dando lugar a una amplificacion exponencial,
generando millones de copias del fragmento de ADN objetivo. Completados todos
los ciclos de la PCR, mediante geles de agarosa se confirma si hubo amplificaciéon
de la secuencia del ADN de interés. (1)

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Describir aspectos clinicos, epidemiolégicos y patoldgicos de casos de “mancha” en
bovinos registrados en la Plataforma de Investigaciéon en Salud Animal (PSA) del
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) La Estanzuela, Colonia y
poner a punto pruebas de PCR para deteccién de C. chauvoei para el diagnostico
laboratorial de esta enfermedad.

2.2. Objetivos especificos

1. Describir aspectos clinicos, epidemioldgicos y patoldgicos de casos de “mancha”
ocurridos naturalmente en bovinos, diagnosticados en la PSA de INIA La Estanzuela.

2. Caracterizar bioquimicamente aislamientos de C. chauvoei obtenidos de casos de
mancha en bovinos.

3. Poner a punto dos protocolos de PCR en tiempo final para la deteccién de
ADN de C. chauvoei a partir de aislados de este patégeno y de muestras de musculos
bovinos frescos/congelados y formolados/parafinados.

4. Aplicar las pruebas de PCR puestas a puntos en el objetivo 3 para la deteccion de

C. chauvoei en muestras obtenidas postmortem de los casos naturales de mancha
descritos en el objetivo 1.
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3. ESTRATEGIA

Se llevé a cabo una revisidon de los registros de diagnésticos de la PSA de INIA La
Estanzuela, seleccionando aquellos casos fatales en bovinos con diagndstico
confirmado de mancha, lo que permiti6 abordar el primer objetivo especifico
(SECCION I).

Luego se utilizaron aislados de C. chauvoei y C. perfringens obtenidos a partir de
cultivos anaerdbicos de muestras bovinas recolectadas en necropsias realizadas por
veterinarios de la PSA de INIA La Estanzuela, que fueron cultivadas en el laboratorio
de bacteriologia de la misma institucién e identificados a nivel de especie por pruebas
bioquimicas y moleculares. Estos aislados fueron re-cultivados, y la caracterizacion
bioquimica de C. chauvoei permiti6 abordar el segundo objetivo especifico
(SECCION II).

Asimismo, los aislados de ambos agentes (C. chauvoeiy C. perfringens) permitieron
abordar el tercer objetivo especifico (SECCION 1), utilizandose como controles para
poner a punto pruebas de PCR sobre muestras congeladas (protocolo 1) y
formoladas/parafinadas (protocolo 2) para la identificacion de C. chauvoei, usandose
C. perfringens con el fin de evaluar reaccion cruzada. Ambos aislados se usaron para
inocular in vitro trozos de carne bovina (tejido muscular) adquiridas comercialmente
en una carniceria. Las muestras de carne inoculadas con cada uno de los agentes y
muestras de carne sin inocular se congelaron a -20°C y se procesaron mediante la
prueba de PCR correspondiente al protocolo 1, usando como control negativo
muestras de carne congelada no inoculada con estos patdogenos. Asimismo,
muestras de carne inoculadas y no inoculadas con estos patégenos fueron fijadas
en formalina tamponada por 48 horas, procesadas rutinariamente en el laboratorio
de histologia para producir bloques parafinados conteniendo musculos fijados-
parafinados que luego fueron empleados para aplicar la prueba de PCR
correspondiente al protocolo 2.

Por ultimo, para abordar el cuarto objetivo especifico (SECCION 1V), las pruebas de
PCR puestas a punto fueron aplicadas sobre muestras de musculos lesionados de 5
bovinos que murieron naturalmente de mancha en rodeos bovinos de Colonia,
diagnosticados por patélogos veterinarios en la PSA de INIA La Estanzuela mediante
necropsia, histopatologia e inmunohistoquimica. En todos los casos se procesaron
muestras de musculo formolado-parafinado con lesiones, y cuando estaban
disponibles (un caso) también muestras congeladas de musculo afectado.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. SECCION I: Revision de los registros de diagnésticos de la PSA

Se revisaron los registros de casos de diagnostico de la PSA de INIA La Estanzuela,
y se seleccionaron casos fatales en bovinos con diagnéstico confirmado de mancha.
Se revisaron los registros individuales en cada caso, para recopilar informacion
epidemioldgica, hallazgos patolégicos (necropsia, histopatologia), y pruebas
diagndsticas usadas para confirmar la infeccion por C. chauvoei en cada caso.

16




4.2. SECCION II: Descripciéon de las caracteristicas bioquimicas y metabélicas
de los aislados

Los aislados de C. chauvoei originalmente obtenidos de los casos 2, 4 y 5 y
almacenados en la PSA, fueron re-cultivados en agar Columbia (OXOID®)
suplementado con sangre ovina al 5%. Se realiz6é una incubacion en estufa de cultivo
a 37°C durante 48 horas en jarra de anaerobiosis, utilizando los sobres comerciales
Anaerogen de la marca OXOID®. Luego de la incubacion, a las colonias bacterianas
obtenidas se les realizo la tincion de Gram para evaluar la morfologia bacteriana. A
continuacién, se realizaron las pruebas bioquimicas primarias como catalasa y
oxidasa y luego para confirmacion de género se utilizaron pruebas bioquimicas
convencionales disponibles en el laboratorio de bacteriologia, a saber: agar triple
azucar hierro (TSI), sulfuro indol motilidad (SIM), caldo tioglicolato, hidrdlisis de la
gelatina, lecitinasa y digestion de caseina, en una atmoésfera anaerébica a 37°C
durante 48 horas en estufa de cultivo. Las muestras fueron procesadas segun lo
descrito por Markey et al. (12)

4.3. SECCION IlI: Puesta a punto de pruebas de PCR para la deteccién de ADN
de C. chauvoei

4.3.1. Inoculaciéon de muestras de musculo bovino sano con aislados de C.
chauvoeiy C. perfringens

El procedimiento se realizé bajo condiciones de bioseguridad nivel 2 en camara de
flujo laminar. A partir de cultivos frescos de C. chauvoei y C. perfringens (ver
SECCION 1) se realizaron suspensiones bacterianas de forma independiente en
tubos eppendorf que contenian 1 ml de solucion fisioldgica estéril. Cada suspension
bacteriana fue ajustada hasta lograr una turbidez de 0,5 en la escala de McFarland
(1,5 x 10% UFC/ml). @) Como muestras de musculo bovino sano se utilizé carne
adquirida comercialmente en una carniceria. Para la inoculacion de los fragmentos
de carne se utilizaron agujas y jeringas estériles, con las que se tomaron
separadamente 0,5 ml de cada suspension bacteriana mencionada anteriormente.
En un fragmento de musculo de 1 cm de espesor se inoculé la suspension de C.
chauvoei, mientras que otro fragmento de la misma medida fue inoculado con la
suspension de C. perfringens. La inoculacion con cada agente se realizd por
duplicado en diferentes trozos de carne. A continuacion, los fragmentos de musculo
inoculado y sin inocular se colocaron de forma individual en una placa para cultivo y
se incubaron en estufa de cultivo por 24 horas a 37°C en atmédsfera anaerdbica.
Cumplido el tiempo de incubacion, una de las copias de cada preparado mas una
muestra de carne sin inocular se congelaron a -20°C durante una semana, mientras
que la otra copia, mas una muestra de carne sin inocular se colocaron
separadamente en cassettes plasticos (histossettes) correctamente identificados que
fueron sometidos a fijacion en formalina tamponada por 48 horas y luego a
procesamiento histologico de rutina (ver abajo).
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4.3.2. Protocolo 1. Puesta a punto de PCR de tiempo final para la detecciéon de
C. chauvoei en musculo congelado

4.3.2.1. Extraccion de ADN de musculo congelado

La extraccion de ADN de musculo congelado se realizé utilizando el kit comercial
Quick-DNA/RNA™ Pathogen Miniprep (Zymo Research), siguiendo las instrucciones
del fabricante. EI ADN obtenido fue cuantificado en el equipo Qubit (Thermo Fisher
Scientific, USA). A continuacion, se realizd un control interno de extraccion (ver
detalle en el siguiente punto, 4.3.2.2). Luego fue conservado en congelacion a -20°C
hasta su utilizacion.

4.3.2.2. Control interno de extraccion, gen bovino codificante para beta-actina

Como control para verificar la correcta extraccion de ADN se amplifico el gen de la
beta actina bovina (95 pb) mediante PCR en tiempo real (QPCR) segun Wernike et
al. ?2) Los cebadores utilizados fueron Forward (5'- AGCGCAAGTACTCCGTGTG —
3)y Reverse (5 — CGGACTCATCGTACTCCTGCTT-3’), y se us6 0,25 ul de sonda
(HEX-TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT-BHQ1). La mezcla para las reacciones
tuvo un volumen final de 20 ul, compuesta por 0,5 ul de cada cebador a una
concentracion de 0,2 uM, 10 ul de 2X SensiFAST probe No-ROX Kit (Bioline), 2 nl
de ADN y 6,75 ul de agua ultrapura. Se utilizo el termociclador Applied Biosystems
QuantStudio 5 Real-Time PCR System y el protocolo de ciclado fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguido una desnaturalizacién de 40 ciclos
a 95°C por 15 seg, hibridacion y extension a 60°C por 30 seg. La interpretacion de
los resultados se realizé a través del software QuantStudio™ Design and Analysis.
Las muestras consideradas adecuadas para el posterior analisis por PCR para
deteccion de C. chauvoei fueron las que obtuvieron un valor ct (Cycle Threshold) de
beta actina menor a 35.

4.3.2.3. PCR para la deteccion de C. chauvoei en musculo congelado

Para la amplificaciéon a tiempo final del gen de la flagelina (flagellin gen) de C.
chauvoei se utilizaron los cebadores Forward (5’ - AGAATAAACAGAGCTGGAGATG
- 3’) y Reverse (5- TACTAGCAGCATCAAATGTACC - 3’). Para la mezcla de
reaccion (25 ul) se utilizaron 0,5 ul de cada cebador con una concentracion de 0,2
uM, 12,5 ul de mix Platinum Hot start 2x (Invitrogen), 2,5 ul de ADN de las muestras
y 9 ul de agua pura. El programa de ciclado fue el siguiente: una desnaturalizacion
inicial a 94°C por 4 min, 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min, hibridacién
a 55°C por 1 min, extension 72°C por 1,5 min y extension final a 72°C durante 7 min.
Este protocolo fue gentilmente cedido por los Dres. Francisco Uzal y Mauricio
Navarro de la Universidad de California, Davis.

La amplificacion se realiz6 en un termocliclador ProFlex PCR System, Applied
Biosystems, Weiterstadt, Alemania (Thermo Fisher Scientific). El producto de PCR
se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con el agregado de Good
View™ vy visualizado en el equipo Transiluminador UV para gel — LTB HE (Loccus).
Se utilizé6 el marcador de peso molecular de 200 a 10037 pb (Bioline, UK) para
comparar y determinar el tamano de fragmento esperado (535 pb).
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4.3.3. Protocolo 2. Puesta a punto de PCR de tiempo final para la deteccion de
C. chauvoei en musculo formolado-parafinado

4.3.3.1. Procesamiento histolégico

Los fragmentos de musculo inoculado y sin inocular destinadas a controles fueron
procesados igual que habian sido procesadas originalmente las muestras de los 5
casos clinicos al momento de realizar los diagnosticos. El procesamiento consistio
en una fijacion durante 48 horas en una solucion de formalina al 10% tamponada a
pH 7 con fosfato de sodio dibasico y fosfato de sodio monobasico a concentraciones
finales de 6,5 g/L y 4 g/L, respectivamente. Una vez fijadas las secciones de tejidos
fueron deshidratadas mediante 5 pasajes por etanol al 95% durante 40 minutos cada
uno, 1 pasaje de etanol al 100% durante 60 minutos, 3 pasajes por xilol de 45 minutos
cada uno y 4 pasajes por parafina de 60 minutos cada uno a una temperatura de
60°C en un procesador automatico de tejidos por infiltracién al vacio (Tissue-Tek VIP
Jr., Sakura). Paso seguido, se confeccionaron los bloques de parafina en una
consola de inclusién de tejidos (Tissue-Tek TEC 5, Sakura). Los bloques de parafina
se preservaron a temperatura ambiente hasta su utilizacién. El procedimiento antes
mencionado se realizé siguiendo la metodologia descrita en Carson y Cappellano,
(23) 'y representa el procesamiento histoldgico rutinariamente empleado en el
laboratorio de histologia de INIA La Estanzuela.

4.3.3.2. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de los musculos incluidos en los bloques parafinados se
utilizé el kit comercial QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen). Previo a la extraccion
de ADN los bloques parafinados fueron seccionados en un microtomo rotatorio
manual, las secciones resultantes se depositaron en tubos eppendorf y se
conservaron a temperatura ambiente hasta su utilizacion. EI ADN purificado se
cuantificd en el equipo Qubit (Thermo Fisher Scientific, USA). Luego, se realiz6 el
control interno de extraccion empleando el gen bovino codificante para la beta-actina
siguiendo el mismo procedimiento descrito en el punto 4.3.2.2. Posteriormente, se
conservo a -20°C hasta su utilizacion.

4.3.3.3. PCR para la deteccion de C. chauvoei en musculo formolado-
parafinado

Los cebadores utilizados para la deteccién del gen para la toxina A (CctA) de C.
chauvoei en  tejidos  formolados-parafinados  fueron Forward  (5-
AAGAAGGCCCTAAAGCAGGG-3’) y Reverse (5-AGCAACTTCCCAAGATGCAC-
3’). En la mezcla para las reacciones (25 uL) se emplearon 0,5 ul de cada cebador a
una concentracion de 0,2 uM, 12,5 ul de mix Platinum Hot start 2x (Invitrogen), 5 pl
de ADN de las muestras y 6,5 ul de agua ultrapura. La amplificacion se realizé en un
termocliclador ProFlex PCR System, Applied Biosystems, Weiterstadt, Alemania
(Thermo Fisher Scientific). Las condiciones del ciclado estuvieron comprendidas por
una desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 45 seg, hibridacion a 60°C por 45 seg, extension a 72°C
por 45 seg y la extensién final a 72°C durante 5 min. Este protocolo también fue
gentilmente cedido por los Dres. Francisco Uzal y Mauricio Navarro de la Universidad
de California, Davis.
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Para comprobar la presencia y el tamafio del fragmento esperado (131 pb), el
producto de PCR se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 2% conteniendo
el colorante comercial GoodView™ y se utilizé un marcador de peso molecular de 50
a 2000 pb (Bioline, UK). Los productos se visualizaron mediante el equipo Gel Doc™
EZ Gel BIO-RAD vy para el registro digital se utilizd el programa Imagen ™ Lab BIO-
RAD.

4.4. SECCION IV: Implementacion de las técnicas de PCR para la deteccién de
C. chauvoei en muestras clinicas

Se aplicaron las técnicas de PCR puestas a punto previamente en Seccion Il para
tejido congelado (protocolo 1) y formolado-parafinado (protocolo 2) sobre muestras
de musculos lesionados provenientes de 5 bovinos que fallecieron de forma natural
a causa de mancha en rodeos bovinos de Colonia. En todos los casos, se trabajo
con muestras de musculo formolado-parafinado que presentaban lesiones, y en un
caso particular (caso n°5), también se procesaron muestras congeladas del musculo
afectado.

5. RESULTADOS

5.1. SECCION I: Descripcion de aspectos clinicos, epidemiolégicos y
patolégicos en casos de mancha ocurridos naturalmente en bovinos y
diagnosticados en la PSA de INIA La Estanzuela

La revision de la base de datos permitio identificar 5 casos de mancha en bovinos.
Estos casos fueron diagnosticados entre 2019 y 2023, y ocurrieron en su totalidad
en predios lecheros (tambos) del departamento de Colonia. Estos 5 casos ocurrieron
en 3 predios diferentes que no estaban relacionados entre si. La informacion clinica,
epidemioldgica y patologica se detalla en la Tabla 1.

En todos los casos los diagndsticos se realizaron a través de examen patoldgico
macro y microscopico. Las lesiones macroscépicas se resumen en la Tabla 1y se
ejemplifican en la Figura 4. Histolégicamente en todos los casos, las lesiones
microscopicas en los musculos afectados incluyeron miositis necrotizante severa con
coagulacién y fragmentacion del sarcoplasma de los miocitos, edema, hemorragia,
extravasacion de fibrina, y ocasional infiltracion de neutrdfilos (Figuras 5-6). En todos
los casos con involucramiento de musculo estriado esquelético se apreciéo ademas
inflamacion, edema, hemorragia y enfisema del tejido subcutaneo sobreyacente a
los musculos afectados, mientras que en el Unico caso con afectacién cardiaca se
observé ademas de miocarditis necrotizante, pericarditis y epicarditis fibrinosa. En
los 5 casos los diagndsticos etiologicos de miositis necrotizante por C. chauvoei se
realizaron a través de la identificacion intralesional del patégeno mediante la prueba
de inmunohistoquimica (Figura 7), realizada sobre muestras de musculo formoladas-
parafinadas en CAHFS UC Davis, utilizando un procedimiento previamente descrito.
(16) Ademas, en 3 de los casos (casos 2, 4 y 5) se logré aislar C. chauvoei en cultivos
anaerdbicos realizados a partir de musculos lesionados en el laboratorio de
bacteriologia de INIA La Estanzuela.
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Tabla 1. Informacion clinica, epidemiolégica y patoldgica en 5 casos de mancha en bovinos

apreciarse
signos
previos)

media ventral y region
escapular, con edema,
hemorragia y enfisema

lecheros de Colonia diagnosticados en la PSA de INIA La Estanzuela en 2019-2023.
Cantidad
Signos de Cantidad de
Nro. Categoria y Ubicacién Predio*¢  Fecha clinicos Les101'1e§ animales animales
caso raza observados macroscopicas en el afectados/muertos
grupo (% mortalidad)
afectado
Vaquillona Hipertermia, e
1 Holstein (<1 250032019  muertcen  Loricarditis/epicarditis
afio) menos de 24 h fibrinosa, miocarditis
Colonia,
H Miositis necrotizante con
paraje 1 .
Artilleros Ren%’uéra’ edema y enfisema en 10 5(50%)
- . decubito .
5 Torito Holstein 28/03/2019 esternal regiones de la paleta,
(<1 ano) muert ,n espalda y brazo
menl(;g di e2 4h (bilateral), incluyendo el
subcutaneo
pa[r):l(;rlrlltiflir Miositis necrotizante con
Ternero/novillito  Colonia, decaimiento, a(}gz?;igoe;isgg;
3 4-5 meses paraje San 2 12/03/2020  disminucion terior. recién lumbar 10 3 (30%)
Holstein Pedro del apetito, postertor, e.g,o umbar,
muerte en flanco, region esternal
menos de 24 h (bilateral)
Miositis necrotizante
Muerte stibita region cervical dorsal,
Vaquillona de (muerte sin conn?;ier:lnt he;n ogz;gla y
4 sobreafio apreciarse © eseten dsilélnggse co
Holstein signos x
revios) dorsalmente en las
Colonia p regiones cervical y
Tora 3 24/04/2023 tordcica 100 7 (%)
Muerte stibita Miositis necrotizante
Vaquillona de (muerte sin regién abdominal linea
5 sobreafio
Holstein
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Figura 4. Hallazgos de necropsia en un torito Holstein, caso n°® 2. Se aprecia extensivo
edema, hemorragia, tumefaccién de los musculos esqueléticos del miembro anterior
incluyendo la region de la paleta y brazo (izquierda). Al corte los musculos afectados
presentan color rojo oscuro y aspecto seco con pequeias areas enfisematosas (derecha).
Miositis necrotizante por C. chauvoei.

Figura 5. Microfotografia de musculo estriado, caso n° 5. Los miocitos presentan
coagulacion y fragmentacién del sarcoplasma (necrosis), y hay extravasacion de eritrocitos
(hemorragia) y liquido proteinico (edema) en el intersticio adyacente. Coloracién de
hematoxilina y eosina, magnificacion original 130x.
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Figura 6. Microfotografia de musculo estriado, caso n° 5. Los miocitos presentan
coagulacion y fragmentacién del sarcoplasma (necrosis), y hay infiltracion intersticial e
intracelular de neutrdfilos, junto con extravasacion de fibrina y eritrocitos (hemorragia).
Coloracion de hematoxilina y eosina, magnificacion original 210x%.
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Figura 7. Microfotografia de musculo estriado, caso n® 5. Deteccién de antigeno de C.
chauvoei en el musculo lesionado, los bacilos se identifican a partir de la deposicién granular
de cromdégeno rojizo-cobrizo. Inmunohistoquimica para C. chauvoei, contra-coloracion de
hematoxilina. Foto cortesia del Dr. Francisco Uzal, CAHFS, UC Davis.
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5.2. SECCION lI: Caracterizacién bioquimica de los aislamientos de C. chauvoei
obtenidos de los casos de mancha en bovinos

Los aislados recultivados, cuyas identidades ya se conocian, mostraron una
morfologia bacilar y fueron positivos a la coloracion de Gram. Los tres aislamientos
exhibieron el perfil bioquimico esperado para el género Clostridium, siendo
fermentativos, y catalasa y oxidasa negativos. Se observaron resultados positivos en
caldo tioglicolato, hidrdlisis de la gelatina y sulfuro indol movilidad (Figuras 8-9),
mientras que las pruebas de lecitinasa, digestion de la caseina e indol resultaron
negativas.

Figura 8. A) Clostridium chauvoei en medio agar triple azucar hierro (TSI). B) Crecimiento
del microorganismo en caldo tioglicolato evidenciado por la turbidez en el medio. C)
Clostridium chauvoei en medio sulfuro indol motilidad (SIM), evidenciado por la turbidez en
el medio y la produccién H.S. Fotos: Yisell Perdomo. INIA La Estanzuela.
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Figura 9. Clostridium chauvoei en medio hidrélisis de la gelatina demostrado por la zona
clara alrededor de la linea de siembra. Foto: Yisell Perdomo. INIA La Estanzuela.

5.3. SECCION lll: Puesta a punto de protocolos de PCR en tiempo final para la
deteccion de ADN de C. chauvoei a partir de aislados y musculos bovinos
inoculados in vitro, congelados (protocolo 1) y formolados-parafinados
(protocolo 2)

5.3.1. PCR Protocolo 1

La puesta a punto de esta PCR, realizada mediante el analisis de los ADN extraidos
de los tejidos previamente inoculados con los agentes mencionados y que luego
fueron congelados, mas tejido congelado sin inocular, fue satisfactoria. Se evidencio
la amplificacion del ADN de C. chauvoei con la visualizacion de una banda
correspondiente a 535 pb mediante electroforesis. Ademas, el ADN extraido del
tejido sin inocular no mostré6 amplificacién, lo que valida la corrida y confirma la
ausencia de contaminacion. Por otro lado, el ADN del fragmento inoculado con C.
pefringens no presenté amplificacion con esta PCR, indicando la ausencia de
reaccion cruzada entre los dos organismos evaluados para este protocolo (Figura
10).

Figura 10. PCR para la deteccion de C. chauvoei. Electroforesis en gel de agarosa al 2%.
M: marcador de tamano molecular. Pocillo 1: ADN de tejido inoculado con C. perfringens.
Pocillo 2: ADN de tejido inoculado con C. chauvoei. Pocillo 3: ADN de tejido sin inocular.
Pocillo 4: Control positivo de C. chauvoei. Pocillo 5: blanco.
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5.3.2. PCR Protocolo 2

Los resultados obtenidos para esta PCR (tejido formolado-parafinado) fueron los
esperados. Se logré amplificar el gen de C. chauvoei correspondiente a los 131 pb
(CctA), a partir de la muestra inoculada con dicho agente, mientras que el ADN de la
muestra inoculada con C. perfringens no presentd amplificacion (ausencia de
reaccion cruzada). EI ADN obtenido de musculo sin inocular tampoco mostro
amplificacion, por lo que se confirma la ausencia de contaminacion. Los resultados
de la amplificacién y el buen desempefio de los controles se muestran en las figuras
12y 13 de la SECCION V.

5.4. SECCION IV: PCR para la deteccion de C. chauveoi aplicada a muestras
clinicas

5.4.1 Implementacioén de Protocolo 1

Mediane el protocolo 1 de PCR, se realiz6 el analisis de una muestra de musculo
lesionado congelado del caso clinico n® 5, aprovechando que contabamos con esta
muestra en congelacion desde la fecha de realizacidén de la necropsia (Tabla 1). De
esta corrida se generd un resultado positivo en la deteccion de C. chauvoei (Figura
11).

Figura 11. PCR para la deteccion de C. chauvoei. Electroforesis en gel de agarosa al 2%.
M: marcador de tamafio molecular. Pocillo 1: ADN de muestra de musculo congelado del
caso clinico n°® 5. Pocillo 2: Control positivo de C. chauvoei. Pocillo 3: blanco.

5.4.2 Implementacién de protocolo 2

Mediante el protocolo 2 de PCR se procesaron muestras de tejidos musculares
lesionados (musculo estriado esquelético, corazén) formolados-parafinados de los 5
casos clinicos (Tabla 1). Al analizar los productos de PCR de los 5 casos para
diagndstico mediante electroforesis, se observé que en la primera reaccién en las
que se usaron los ADN a la concentracion inicial, hubo amplificacion de una banda
del tamano esperado en las muestras de todos los casos, excepto la correspondiente
al caso n° 5. Posteriormente, se realizé6 una segunda reaccién, en la que se
emplearon diluciones de todos los ADN a factores de 1/5 y 1/10 (Figuras 12-13),
habiendo en esta ocasién amplificacion en todas las muestras, incluyendo la muestra
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del caso n° 5 que habia sido negativa al ser analizada inicialmente en la corrida sin
dilucién. En particular, esta muestra mostré una banda difusa en la diluciéon de 1/5,
mientras que en la dilucién de 1/10 todas las bandas fueron bien definidas, indicando
una amplificacion mas eficiente.

1/5

Figura 12. PCR para la deteccién de C. chauvoei, dilucion 1/5. Gel de agarosa al 2%. M:
marcador de tamafio molecular. Pocillos 1 al 5: muestras diagndsticas. Pocillo 6: control
negativo (C. perfringens). Pocillo 7: control positivo (C. chauvoei). Pocillo 8: blanco.

1710

Figura 13. PCR para la deteccion de C. chauvoei, dilucion 1/10. Gel de agarosa al 2%. M:
marcador de tamafo molecular. Pocillos 1 al 5: muestras diagnosticas. Pocillo 6: control
negativo (C. perfringens). Pocillo 7: control positivo (C. chauvoei). Pocillo 8: blanco.
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6. DISCUSION Y CONCLUSION

En este estudio se describieron y analizaron 5 casos de miositis necrotizante
(mancha) en bovinos, todos ellos originarios de 3 predios lecheros no relacionados
entre si del departamento de Colonia. Esto sugiere que la fuente de infeccién ya sea
ambiental o de manejo es diferente y ademas es atribuible a factores endémicos
presentes en cada predio. En los 5 casos las edades de los animales no superaron

los 2 afios, todo esto coincide con lo descrito por otros autores para esta enfermedad.
(1, 4, 16, 24)

En la observacion macroscépica, las lesiones incluyeron inflamacion (tumefaccion),
edema y enfisema en el tejido subcutaneo sobre los musculos afectados, siendo
estos hallazgos iguales a los detallados anteriormente para esta enfermedad. (6.4 14)
Histolégicamente, las caracteristicas comunes incluyeron miositis necrotizante
severa observandose coagulaciéon y fragmentacion del sarcoplasma de los miocitos,
acompafnado de edema, hemorragia y en algunos casos, infiltracion de neutrdfilos.
6.4 En uno de los casos, también se identifico afectacion cardiaca, caracterizada por
miocarditis necrotizante junto con pericarditis y epicarditis fibrinosa, como fue
descrito por otros autores. (- 1) Estos hallazgos indican que los bovinos de predios
de Colonia tienen riesgo de padecer las dos formas mas relevantes de esta
enfermedad, la musculoesquelética y la cardiaca.

Por otra parte, los resultados bioquimicos y metabdlicos obtenidos de los aislados
no difieren de los ya conocidos, pero confirman la identidad como C. chauvoei. El
perfil fermentativo, sumado a las pruebas negativas para catalasa y oxidasa
destacan la condicion del patégeno de ser anaerobio estricto, lo que esta relacionado
y permite comprender su capacidad para sobrevivir y proliferar en los tejidos
afectados donde es escaso el oxigeno. (. 11)

La positividad en la prueba de la hidrélisis de la gelatina reafirma la capacidad de C.
chauvoei para producir enzimas proteoliticas (toxinas), y se relaciona con la actividad
patogénica que ejerce este agente para hidrolizar las estructuras celulares del
huésped generando dario tisular. A su vez, la turbidez en el medio SIM confirma la
capacidad de desplazamiento del agente, que como ya se ha mencionado posee
flagelos que, si bien no estan estrechamente relacionados a la virulencia del
microorganismo, facilitan su diseminacion y llegada a los tejidos por los que tiene
tropismo, donde actuan las toxinas generando lesion tisular y provocando la muerte
del animal. (1. 13)

Como ya se ha mencionado, aunque C. chauvoei y C. septicum son dificiles de
distinguir basandose en sus caracteristicas fenotipicas, el resultado de la prueba de
digestion de la caseina permite diferenciarlos. En nuestra practica, la reaccién a esta
prueba fue negativa, caracteristica de C. chauvoei, mientras que C. septicum resulta
positivo en esta prueba. Ademas, C. septicum no fermenta la sacarosa, lo cual se
evidencioé en la prueba TSI, donde se observo la fermentacion de todos los azucares,
un comportamiento atribuible a C. chauvoei. Estos resultados indican que el
microorganismo aislado de estos casos es efectivamente C. chauvoei. (- 2 Aunque
no es un resultado que forma parte de este trabajo, uno de los aislados de C.
chauvoei obtenido de estos casos fue sometido a secuenciacion del genoma
completo, siendo su identidad inequivoca (datos no mostrados). Los resultados
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expuestos son consistentes con la literatura reportada, validando los procesos de
identificacion y caracterizacion de los aislados.

Las pruebas de laboratorio resultan indispensables para confirmar el diagndstico de
mancha, el cual debe fundamentarse en la identificacion del agente etioldgico en las
muestras de tejido afectado. % Las técnicas microbioldgicas de cultivo son
procedimientos que requieren de mucho tiempo, ademas de ser costosas y con la
limitante de detectar solo microorganismos vivos. Por lo que no siempre es posible
la obtencién de buenos resultados cuando se trata de bacterias fastidiosas o labiles.
Tal es el caso de C. chauvoei, como se ha mencionado anteriormente, por su
condicion de ser anaerobio estricto, si la muestra para su diagndstico no es obtenida
de forma inmediata y remitida al laboratorio en condiciones apropiadas
(anaerobiosis), la posibilidad de aislarlo es minima. Por otra parte, las técnicas de
inmunofluorescencia son reconocidas y valiosas para el diagndstico de mancha. (16)
No obstante, la obtencidon comercial de estos anticuerpos es complicada, y pueden
presentar reacciones cruzadas entre clostridios relacionados, tal es el caso de C.
chauvoei y C. septicum. La PCR supera la mayoria de las limitaciones de los
métodos antes mencionados y se ha empleado recientemente para identificar
distintos clostridios en muestras clinicas. (?6)

El presente trabajo responde a la necesidad de contar con técnicas para el
diagndstico de C. chauvoei sin las limitantes antes expuestas. Asi, hemos realizado
la puesta a punto de la técnica de PCR desde matrices como tejido muscular
congelado y formolados/parafinados, que son relativamente faciles de colectar
durante la necropsia en animales que mueren con sospecha de mancha, y no tienen
la limitante de tener que ser enviados inmediatamente ni en condiciones anaerdbicas
al laboratorio de diagnéstico, y permiten la deteccion del agente incluso si este se
encuentra inviable en la muestra.

Los resultados obtenidos mediante la implementacion de los protocolos 1y 2 de PCR
desde las matrices mencionadas, han mostrado un buen desempefio para deteccion
de ADN de C. chauvoei, sin dar reacciones cruzadas con C. perfringens
(especificidad).

En el protocolo 1, aplicado al musculo congelado, la puesta a punto de la PCR resulté
exitosa, evidenciada por la clara amplificacion del ADN de C. chauvoei con la
visualizacion de una banda de 535 pb correspondiente a un componente estructural
de la bacteria (flagellin gen), confirmando la presencia de este microorganismo en la
muestra inoculada. La ausencia de amplificacién de ADN de C. chauvoei de tejido
sin inocular en presencia de amplificacion del gen bovino usado como control de
extraccion de ADN refuerza la confiabilidad del proceso, al igual que la ausencia de
amplificacion de ADN de la bacteria en el blanco utilizado, demostrando la
inexistencia de contaminacion. Asimismo, la falta de amplificacion de ADN de C.
chauvoei a partir de las muestras inoculadas con C. perfringens subraya la ausencia
de reaccion cruzada. En este estudio, este protocolo también fue aplicado sobre
colonias bacterianas aisladas, lo que permitiria su uso para identificar cultivos de C.
chauvoei a nivel de especie en forma rapida sin la necesidad de realizar pruebas
bioquimicas, algunas de las cuales son tediosas y llevan tiempo.
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El analisis adicional de la muestra clinica de musculo lesionado congelado (caso n°
5) proporcioné un resultado positivo para la deteccidon de C. chauvoei lo que
demuestra la aplicabilidad del protocolo de PCR en muestras clinicas reales, que
probablemente tienen una carga bacteriana menor a las generadas en el laboratorio
por inoculacién del agente. Un estudio realizado por Vargas et al., ?") concluyé que
las muestras ideales son aquellas que se congelan de inmediato tras su recoleccion.
No obstante, nosotros no evaluamos el eventual efecto que puede tener el tiempo
transcurrido entre la recoleccion y la congelacion sobre la capacidad de deteccion de
estos protocolos de PCR.

Asimismo, los resultados obtenidos refuerzan la utilidad de la técnica no solo en
muestras controladas de laboratorio, sino también en el area clinica, lo que significa
un valor diagnéstico significativo para facilitar la deteccion de agentes patégenos en
el contexto clinico y de investigacion.

Respecto al protocolo 2, dirigido al analisis de musculo formolado-parafinado, los
resultados fueron los esperados. Se logré amplificar el gen correspondiente a la
toxina A (CctA) de C. chauvoei (131 pb). Similar a lo observado para el protocolo 1,
no se observé amplificacion en el ADN de tejido sin inocular, al igual que en el blanco
incluido en la corrida, descartando la posibilidad de contaminacion. La ausencia de
amplificacion en las muestras inoculadas con C. perfringens afirma que no hubo
reacciones cruzadas entre los microorganismos, consolidando la especificidad del
meétodo.

Ademas, el analisis del ADN de los musculos formolados-parafinados lesionados en
los 5 casos clinicos para diagndstico permitié evaluar el protocolo en diferentes
diluciones. Inicialmente, solo una de las muestras de ADN (caso n° 5) no amplificé a
la concentracion inicial, lo que puede deberse a factores técnicos, a la concentracion
de ADN, asi como a posibles inhibidores de la polimerasa presentes en la muestra.
Sin embargo, y similar al procedmiento realizado en el estudio de Vargas et al., ?")
al realizar diluciones 1/5 y 1/10 en este trabajo, hubo amplificacion en todas las
muestras de casos clinicos confirmados. En particular, el caso n°® 5 present6 bandas
definidas en la dilucién 1/10, lo que sugiere que las diluciones permiten una
amplificacion mas eficiente, ya que permitié superar las interferencias existentes en
la concentracion original del ADN. Es importante tener esto en cuenta ya que podria
ser necesario diluir algunas muestras que resulten negativas, de modo de aumentar
la confiabilidad del procedimiento.

Este protocolo ha demostrado, al igual que el protocolo 1, ser efectivo en el
diagnostico de muestras clinicas de casos reales. Ademas, cobra valor para los
laboratorios de diagnéstico que no cuentan con instalaciones para realizar cultivo e
incluso, es aplicable para realizar estudios retrospectivos, permitiendo la
identificacion de C. chauvoei en muestras de archivos de tejidos formolados-
parafinados, como se muestra en un trabajo realizado por Uzal et al. 28 A diferencia
del tiempo de almacenamiento en dicho estudio (1 afno), las muestras utilizadas en
nuestro trabajo habian sido conservadas durante un maximo de 4 afios antes de ser
analizadas por PCR.

Concluimos que los protocolos de PCR que se han puesto a punto en este trabajo
tienen aplicabilidad practica para la deteccibn de C. chauvoei, mejorando la
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disponibilidad de herramientas para el diagndéstico etioldgico de este agente en casos
de mancha en bovinos en Uruguay, representando un complemento a los estudios
patolégicos y bacteriolégicos actualmente disponibles para el diagnostico de esta

enfermedad en el pais.
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