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RESUMEN

La bacteria Campylobacter fetus, es uno de los principales agentes etioldgicos
que provocan pérdidas reproductivas en bovinos en Argentina. Hay dos subespecies
de C. fetus relevantes para la salud del bovino: C. fetus subsp. fetus (Cff) que habita el
tracto gastrointestinal y causa abortos ocasionales tras bacteriemia materna, y C. fetus
subsp. venerealis (Cfv) (incluye el biovar intermedius; Cfvi), que es huésped exclusivo
del tracto genital y causante de la campilobacteriosis genital bovina (CGB), una
enfermedad de transmisién sexual que causa bajos porcentajes de prefiez.

Se estudiod la infeccion de las 3 subespecies de C. fetus (Cff, Cfv y Cfvi) y el
comportamiento de técnicas diagnosticas convencionales y moleculares en un modelo
experimental bovino. En el mismo se infectaron experimentalmente vaquillonas con la
subespecie de C. fetus respectiva, y se realizé servicio natural con toros sanos. Se
recolectaron muestras de mucus cérvico vaginal (MCV) de las vaquillonas y esmegma
prepucial (EP) de toros durante un periodo de 9 meses, y se procesaron por cultivo
bacteriolégico, IFD y qPCR (dos métodos de extraccién de ADN; In-house y kit
comercial), con el objetivo de evaluar el método de diagnéstico adecuado vy clarificar la
patogénesis de las subespecies. El 87% de las vaquillonas resulté infectada tras
inoculacion experimental, y al menos una por cada subespecie se mantuvo infectada
durante todo el ensayo (285 dias). En MCV el cultivo bacteriolégico fue la técnica mas
adecuada (43%). Su consistencia viscosa fue una limitacion para la qPCR, donde la
recuperacion de C. fetus con el método de extraccion de ADN con kit comercial fue
baja (29%), mientras el método de lisis In-house de lisis resulté inadecuada (8%).
Todos los toros se infectaron tras servicio natural con respectiva subespecie. La gPCR
con extracciéon de ADN In-house (75%) resultd una alternativa prometedora en EP,
comparado con la IFD (63%) actualmente utilizada de rutina. En casos naturales de 7
establecimientos, la deteccion de C. fetus de MCV (n=53) resultd baja siendo el cultivo
la técnica mas adecuada (13%) seguida de qPCR (7,5%) e IFD (5,6%). Esto se asocia
a la capacidad autolimitante de la bacteria y el tiempo de muestreo. De estos
establecimientos se analizaron seis fetos abortados, todos identificados como Cff. La
diferenciacion de subespecie por métodos moleculares y pruebas bioquimicas fueron
inconsistentes siendo de escaso valor, por lo que es necesario avanzar en estudios
que permitan diferenciar las mismas de forma correcta, y que confirmen la relevancia
clinico-epidemiologica de cada subespecie en bovinos.

Por primera vez se reporta el aislamiento de Cfv desde vesiculas seminales de

un toro naturalmente infectado. Este hallazgo pone de manifiesto otro probable nicho
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que permita la persistencia de la bacteria y posible contaminacion del semen. Se
realizaron otros dos ensayos experimentales con Cff para estudiar su patogénesis, tras
la alta persistencia observada en el modelo experimental, comprobandose la
transmisién venérea entre vaquillonas y toros.

El uso de gPCR en muestras clinicas resultan prometedoras en EP. Mas
estudios sobre los métodos de extraccion de ADN y diagndstico molecular son
necesarios en muestras de MCV para mejorar su eficiencia. La capacidad venérea, la
colonizacion y la persistencia de Cff en el tracto reproductor de vaquillonas y toros, y
alta presencia en fetos bovinos abortados evidencia un alto riesgo en la salud

reproductiva de los bovinos, sugiriendo sea incluida en la CGB junto al Cfv.

PALABRAS CLAVES: campilobacteriosis, rumiantes, modelo animal, pruebas

moleculares, enfermedad de transmision sexual.
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ABSTRACT

“STUDY OF THE PATHOGENESIS OF CAMPYLOBACTER FETUS IN CATTLE AND
USE OF MOLECULAR TESTS FOR ITS DETECTION”

The bacterium Campylobacter fetus is one of the main etiological agents that
cause reproductive losses in cattle in Argentina. There are two subspecies of C. fetus
relevant to bovine health: C. fetus subsp. fetus (Cff) which inhabits the gastrointestinal
tract and causes occasional abortions after maternal bacteremia, and C. fetus subsp.
venerealis (Cfv) (includes the biovar intermedius; Cfvi), which is an exclusive host of
the genital tract and causes bovine genital campylobacteriosis (BGC), a sexually
transmitted disease that causes low pregnancy rates.

The infection of the 3 subspecies of C. fetus (Cff, Cfv and Cfvi) and the use of
conventional and molecular diagnostic techniques in a bovine experimental model were
studied. In it, heifers were experimentally infected with the respective subspecies of C.
fetus, and natural mating was carried out with healthy bulls. Samples of cervical vaginal
mucus (CVM) from heifers and preputial smegma (PS) from bulls were collected over a
9-month period, and processed by bacteriological culture, DIF and qPCR (two DNA
extraction methods; In-house and commercial kit), with the aim of evaluating the
appropriate diagnostic method and clarifying the pathogenesis of the subspecies. An
87% of the heifers were infected after experimental inoculation, and at least one for
each subspecies remained infected throughout the trial (285 days). In CVM,
bacteriological culture was the most appropriate technique (43%). Its viscous
consistency was a limitation for qPCR, where the recovery of C. fetus with the DNA
extraction method with a commercial kit was low (29%), while the In-house lysis
method of lysis was inadequate (8%). All bulls were infected after natural mating with
their respective subspecies. The gPCR with in-house DNA extraction (75%) was a
promising alternative for detection of C. fetus in PS, compared to DIF (63%) currently
used routinely. Diagnostic techniques were evaluated in natural cases from 7 cattle
farms, where CVM (n=53) and aborted fetuses (n=6) were analyzed. The detection of
C. fetus from CVM was low, with culture being the most appropriate technique (13%)
followed by qPCR (7.5%) and DIF (5.6%). This is associated with the self-limiting
capacity of the bacteria and the sampling time. All fetuses analyzed were identified as
Cff. The differentiation of subspecies by molecular methods and biochemical tests were

inconsistent and of low value, so it is necessary to advance in studies that allow them
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to be correctly differentiated, and that confirm the clinical-epidemiological relevance of
each subspecies in cattle.

For the first time, the isolation of Cfv from the seminal vesicles of a naturally
infected bull is reported. This finding highlights another possible niche that allows the
persistence of the bacteria and possible contamination of the semen. Two other
experimental tests with Cff were carried out to study its pathogenesis, after the high
persistence observed in the experimental model, verifying the venereal transmission
between heifers and bulls.

The use of qPCR in clinical samples is promising in PS samples. More studies
on DNA extraction and molecular diagnostic methods are needed on CVM samples to
improve their efficiency. The venereal transmission, and colonization and persistence
of Cff in the reproductive tract of heifers and bulls, with the high presence in aborted
bovine fetuses show a high risk to bovine reproductive health, suggesting that it be
included in the BGC along with Cfv.

KEYWORDS: campylobacteriosis, ruminants, animal model, molecular tests, sexually

transmitted disease.
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1. INTRODUCCION

Generalidades

Los indices reproductivos son imprescindibles para mejorar la eficiencia de los
sistemas productivos, por lo que su optimizacion es necesaria para mejorar las tasas
de procreo y lograr mayor cantidad de carne producida por superficie. Las pérdidas
reproductivas en sistemas ganaderos bovinos tienen un alto impacto en la economia, y
en su mayoria son producidas por enfermedades infecciosas. En Argentina se revelan
bajos porcentajes de gestacion sobre la totalidad de vacas que recibio servicio, lo que
afecta negativamente los indices de destete de las diferentes zonas de cria, con un
promedio de 64% a nivel nacional (Campero et al. 2017). La campilobacteriosis genital
bovina (CGB) es una enfermedad reproductiva, causada por la bacteria Campylobacter
fetus, presente en paises con predominio de sistemas de produccion extensivos con
servicio natural como en Argentina, donde es considerada endémica con alta
incidencia (Mshelia et al. 2010; Campero et al. 2017; Balzan et al. 2020). En datos
registrados por el Servicio de Diagndstico Veterinario Especializado (SDVE) INTA EEA
Balcarce, Argentina, de 1.163 fetos bovinos analizados provenientes de la provincia de
Buenos Aires, un 35% resulté con diagnostico de agentes infecciosos, donde C. fetus

resulté la principal causa de aborto (Cantén et al 2022).

Campilobacteriosis genital bovina (CGB)

Campylobacter fetus es una bacteria gram negativa, microaerdfila que
comprende tres subespecies, pero solo dos son relevantes para la salud del bovino: C.
fetus subsp. fetus (Cff) y C. fetus subsp. venerealis (Cfv) (Michi et al. 2015; Campero
et al. 2017). El primero, Cff, habita en el tracto gastrointestinal de ovinos y bovinos y
puede causar abortos ocasionales por infeccion materna de origen intestinal,
diseminacion sistémica y llegada al Utero gravido y feto, siendo la fuente de infeccion
la transmision fecal-oral (Kirkbride 1993; Fiorentino et al. 2017; Campero et al 2017;
Sahin et al 2017). Por el contrario, Cfv (incluye el biovar intermedius; Cfvi), es huésped
restringido del bovino, exclusivo del tracto genital y causante de la CGB. Esta ultima es
una enfermedad de transmision sexual (venérea), que causa bajos porcentajes de
prefiez por problemas de infertilidad, muerte embrionaria y fetal, siendo un factor

limitante para la productividad (Campero et al 2003; Campero et al 2017). Ademas de



las bajas tasas de procreo en los rodeos, existen restricciones internacionales por ser
considerada de significancia socio-econémica y de salud publica (World Organisation
for Animal Health [OIE] 2021).

En los toros, Cfv se localiza en las criptas de la mucosa prepucial estableciendo
una infeccion cronica, manteniéndose como portador asintomatico (Bon Durant 2005).
Las criptas prepuciales proveen de un ambiente microaerdfilo que permite la
supervivencia y replicacion de la bacteria. Mientras en la hembra coloniza el fondo de
vagina, cuello uterino y utero, generalmente de forma temporaria siendo autolimitante
(3 a 6 meses), aunque se reportan vacas carrier o portadoras, con persistencia de la
infeccion por mas de 9 meses (Cipolla et al. 1994; Bon Durant 2005; Campero et al
2017). Esta diferencia puede deberse a que en toros hay menor antigenicidad en
comparacion con las hembras, asociado a la localizacion superficial en la mucosa del
prepucio y pene llevando a una baja estimulacion del sistema inmunitario, con
consecuente permanencia de la infeccion (Bon Durant 2005; Campero et al. 2005).
Esta caracteristica del toro hace que sea la principal fuente de diseminacién de la CGB
transmitiendo la enfermedad en el rodeo durante el servicio natural o mediante
inseminacion artificial con semen no controlado, dado que la congelaciéon no afecta su
viabilidad (Michi et al. 2015; Campero et al. 2017). La presencia de C. fetus en semen
se asocia a contaminacién durante su recoleccion (Givens 2018). Las hembras
portadoras, que pueden ser aproximadamente el 3%, pueden actuar como fuente de
infeccién de toros sanos (Cipolla et al. 1994; Bon Durant 2005). A su vez estas vacas
pueden llevar su gestacibn a término y continuar infectadas entre servicios
consecutivos (Corbeil et al. 1981). La infeccion con Cfv llega al feto via ascendente por
vagina y cérvix tras infeccion venérea por el toro portador o via hematdégena en el caso
particular de las infecciones por Cff (Campero et al. 2017). La capacidad de
bacteriemia de Cff en humanos esta bien establecida, y en rumiantes es considerada
(Monno et al 2004; Sahin et al 2017), sin embargo, no hay a nuestro conocimiento
estudios en bovinos que evallien la presencia de la bacteria en sangre y evidencien el
pasaje desde el tracto intestinal al Utero gravido. El signo clinico en el rodeo tras
infeccién con Cfv se presenta en la hembra, y esta caracterizada por repeticién del
celo, pérdidas embrionarias y fetales, resultando en bajos porcentajes de prefiez que
pueden llegar hasta el 25% (Campero et al. 2003; Campero et al. 2017). En el toro no
se ha asociado a pérdida de libido o fertilidad, ni anormalidades genitales o signos
clinicos (Michi et al. 2015). Sin embargo, trabajos in vitro muestran tropismo hacia

células espermaticas afectando la calidad seminal de los toros (Chiapparone et al.



2016; Cagnoli et al. 2020). Con ambas subespecies, Cff y Cfv, se observé adherencia
irreversible a espermatozoides de toro afectando estructura y funcionalidad, pudiendo
contribuir a la baja fertilidad observada en rodeos con infeccién por C. fetus (Cagnoli et
al. 2020).

Aunque, la infeccion con Cff no es considerada una enfermedad venérea,
siendo la principal via de transmision la fecal-oral, la bacteria ha sido recuperada de
muestras de secreciones genitales de toros y vaquillonas, asociada a abortos e
infertilidad en bovinos (Maclaren y Agumbah 1988; Devenish et al 2005; Mshelia et al
2010; Kienesberger et al 2011; Botelho et al 2014; Clothier y Anderson 2016; Balzan et
al. 2020). En estudios experimentales, la subespecie Cff resulté mas virulento que Cfv,
probablemente por variabilidad en la virulencia con diferente capacidad infectante y
resistencia al sistema inmune (Marcellino et al. 2015). Esto difiere de otros trabajos

que mencionan a Cfv como el mas relevante (Anderson 2007; Michi et al 2015).

Diagnéstico de la campilobacteriosis bovina

Para el diagndstico de rutina de C. fetus en bovinos se utilizan métodos
convencionales como cultivo bacteriolégico e inmunofluorescencia directa (IFD) o
moleculares como la PCR, apartir de muestras de esmegma prepucial (EP),
principalmente, como también mucus cérvico vaginal (MCV) y desde los tejidos/fluidos

fetales (liquido de abomaso, higado y pulmén) bovinos.

Cultivo bacteriologico

El aislamiento e identificacion de C. fetus mediante cultivo bacteriolégico es
considerada la técnica gold estandar (Schulze et al. 2006; OIE 2021) de cualquiera de
las muestras previamente mencionadas. Esta técnica tiene como ventaja que permite
la discriminaciéon de subespecie, Cff y Cfv, mediante pruebas bioquimicas de las
colonias identificadas en pureza, caracterizadas principalmente por su habilidad de
desarrollar en glicina al 1%, su capacidad de reduccion en selenito de sodio y de
produccion de H,S (Schulze et al. 2006; Marcellino et al. 2015; Silveira et al 2018).
Brevemente, Cfv no crece en glicina 1% ni en selenito de sodio, ni tiene la capacidad
de producir H,S en medio con agregado de cisteina con tiras de acetato de plomo, a
diferencia de Cff que crece en ambos y tiene producciéon de H,S (OIE 2021). Sin

embargo, las condiciones de crecimiento de C. fetus que requieren medios de cultivo



enriquecidos y selectivos y condiciones atmosféricas especiales (5% O,, 10% CO,,
85% N, a 37°C), dificultan el uso de esta técnica como rutina en laboratorio (van der
Graaf-van Bloois et al. 2014; Sahin et al. 2017; Balzan et al. 2020). A su vez, su
sensibilidad puede resultar baja ya que C. fetus es facilmente sobrecrecido por la
presencia de otras bacterias comensales (Chaban et al. 2013). Respecto a la
diferenciacion de subespecie mediante pruebas bioquimicas para la caracterizacion
fenotipica de cada subespecie, algunos trabajos reportan total concordancia con
diferenciacién por PCR (Willoughby et al. 2005; Schulze et al. 2006). Sin embargo, se
registran incongruencias con distintos protocolos no pudiendo identificar de forma
correcta las cepas de C. fetus a nivel de subespecie, existiendo diferencia entre las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas (Wagenaar et al. 2001; Vargas et al. 2011;
van der Graaf-van Bloois et al. 2014; Del Piazzo et al 2021). Esto se debe en parte por
la presencia de Cfvi con capacidad de producir H,S el cual puede llevar a identificacién
errénea (van der Graaf-van Bloois et al. 2014; Farace et al. 2019), también por genes
transferidos entre ambas subespecies o por bajo numero de genomas disponibles no
pudiendo identificar correctamente islas gendmicas especificas, llevando a error en
identificacion fenotipica o genotipica (Abril et al. 2010; Ali et al. 2012; Kienesberger et
al. 2014). En muestras prepuciales de toros la deteccion de C. fetus por cultivo resulta
variada segun el medio de cultivo utilizado, desde 30% a 82.3% (Garcia Guerra et al.
2014; Marcellino et al. 2015), mientras en MCV resulta baja (28%) (Marcellino et al.
2015). La variabilidad en la eficiencia de deteccion se ve influenciada por
contaminantes y por el medio de cultivo utilizado, donde agar Skirrow resulté el mas
acorde (Terzolo et al. 1991; Monke et al. 2002; Silveira et al. 2018). En muestras
clinicas con alta contaminacién se puede incrementar la eficiencia mediante el uso de
filtracion pasiva previa (Chaban et al 2013). En fetos la muestra de eleccion para el
diagnéstico de C. fetus por cultivo bacterioldgico es el liquido de abomaso por su baja
contaminacion, seguido de pulmén e higado (Campero et al. 2003; Morrell et al. 2011;
Silveira et al. 2018; Breyer et al. 2021).

Inmunofluorescencia directa (IFD)

La IFD es una técnica rapida y de bajo costo, de gran ventaja para estudios
poblacionales como método de screening de muestras prepuciales de toros,
ampliamente utilizada (Chaban et al 2013; Campero et al. 2017; Silveira et al 2018;

Balzan et al. 2020). La técnica se realiza a partir de muestras clinicas conservadas en



solucion fisioldgica formolada al 1% (SFF 1%) o para confirmar la identificacion de C.
fetus de aislamientos con previa conservacion en SFF 1% por al menos 24h. Sin
embargo, no permite diferenciar entre subespecies de C. fetus, debido a que ambas
son antigénicamente casi idénticas. La visualizacién microscopica puede verse
afectada por contaminacion con detritos celulares u otros elementos sumado a una
baja concentracion de C. fetus en la muestra (Figueiredo et al. 2022). Por lo tanto, el
rendimiento de la técnica esta directamente relacionado con la calidad de la muestra,
el microscopio utilizado y la experiencia del observador, ocasionando una baja
sensibilidad.

La aplicacion de esta técnica en muestras de esmegma prepucial (EP) han
determinado rangos de sensibilidad variable desde 43,7% a 92,6%, y de especificidad
desde el 89% a 94,4% (Cipolla et al. 1994; Figueiredo et al. 2002; Rocha et al. 2009;
Garcia Guerra et al. 2014; Marcellino et al. 2015; Campero et al. 2017). La aplicacion
en MCV es escasa reportando una baja tasa de deteccion (36%), incluso con previo
enriquecimiento en agar semisodlido selectivo (Marcellino et al. 2015). EI MCV tiene
menos contaminantes que las muestras de EP, sin embargo, la concentracién de la
bacteria es muy variable principalmente dependiendo del ciclo estral y periodo de
gestacion de la hembra lo cual, junto a la consistencia viscosa, dificulta su manejo
(Yarohkno 2015). En menor medida, se utiliza la técnica en muestras de liquido
abomasal y pulmén de fetos bovinos abortados (Morrell et al 2011; Macias-Rioseco et
al 2015).

Diagnéstico molecular

La baja sensibilidad de las técnicas convencionales, incapacidad de diferenciar
subespecie por parte de la IFD y la dificultad del cultivo han llevado a la utilizacién de
técnicas moleculares de base PCR, mas sofisticadas y eficaces para la identificacion
de C. fetus, y discriminacion de subespecies (Hum et al. 1997; Abril et al. 2007; van
der Graaf-van Bloois et al. 2013; McGoldrick et al. 2013).

Al momento se han descripto 10 genes blanco diferentes para la deteccién de
C. fetus y la discriminacién de subespecies (OIE 2021). Sin embargo, a pesar de que
varios protocolos fueron desarrollados para la identificacion del patégeno, la mayoria
fueron pobremente evaluados en muestras clinicas de bovinos.

Varios reportes de trabajos que emplean distintos protocolos de PCR muestran

una mayor eficacia que las pruebas convencionales (cultivo bacterioldgico o IFD)



principalmente en muestras de EP (McMillen et al. 2006; Groff et al. 2010; Schmidt et
al. 2010; Garcia Guerra et al. 2014; Del Piazzo et al. 2021; Polo et al. 2021; Mederos
et al. 2022). El primer protocolo de PCR multiplex fue descripto por Hum et al. (1997)
para deteccion de C. fetus e identificacién de Cfv. Luego se desarrollaron protocolos
de PCR cuantitativa (QPCR) con los mismos propésitos, ya sea detectando el producto
con sondas o con el fluoré6foro SYBR Green. Estos protocolos emplean los mismos
genes descriptos para PCR en tiempo final (McMillen et al. 2006; Garcia Guerra et al.
2014), aunque también se incorporaron nuevos (van der Graaf-van Bloois et al. 2013;
Iraola et al. 2016; Del Piazzo et al 2021). Se obtuvo con estos protocolos una mejor
sensibilidad que la PCR convencional (McMillen et al. 2006; Chaban et al. 2012;
McGoldrick et al. 2013; van der Graas-van Bloois et al. 2013; Waldner et al. 2013;
Iraola et al. 2016; Polo et al 2021)

Respecto a la sensibilidad de la qPCR en relacién a otras pruebas, pareceria
haber cierto consenso en los distintos trabajos. Garcia Guerra y col. muestran
diferencias significativas en la deteccion de C. fetus a partir de EP de toros, obteniendo
un mayor porcentaje de positividad por gPCR (85,4%) comparado con la IFD (32,7%) o
el cultivo (30 a 82,3%) (Garcia Guerra et al. 2014). Estos resultados son coincidentes
con los de otros autores que obtuvieron entre 15,6-24%, por gPCR o mPCR, contra
2,8-5,2% por cultivo (McMillen et al. 2006; Groff et al. 2010). Sin embargo, los trabajos
de Schmidt y col. y de Delpiazzo y col. obtuvieron una eficiencia similar entre qPCR y
cultivo (2,5 vs. 2,1y 4,2% vs. 3.8%, respectivamente) (Schmidt et al. 2010; Delpiazzo
et al. 2021).

Aunque la mayoria de los trabajos sugiere que la eficiencia de las técnicas
moleculares es mayor, la sensibilidad aiun puede ser moderada a baja (Polo et al.
2021; Mederos et al 2022). Las muestras clinicas de EP de distintos toros, presentan
variabilidad en la deteccion de C. fetus. Esto puede deberse a la presencia de
compuestos inhibidores para la PCR como sangre, materia fecal u otros contaminantes
(Wilson 1997; Radstrom et al. 2004; McMillen et al. 2006). Por lo que en muestras de
campo los resultados presentan menor sensibilidad (Mederos et al 2022). Esto ha
llevado al uso de la PCR apartir aislamientos puros de cultivo y no a partir de la
muestra clinica (Chaban et al. 2012; Hosseinzadeh et al. 2013). Este es un punto que
debe ser optimizado, estudiando un mayor numero de muestras de campo.

Mientras las muestras de EP son las mas estudiadas, no ocurre lo mismo con
las muestras de MCV de vacas, donde la informacién respecto al procesamiento de

estas muestras clinicas es muy escasa. La consistencia altamente viscosa y la



variacién en la concentracion de C. fetus en el tracto reproductor femenino, tanto por el
ciclo estral como por causas inmunopatoldgicas, dificulta su empleo como muestra de
rutina (Yarohkno et al. 2015; Campero et al. 2017). En un trabajo previo se observé
una mayor tasa de deteccién por PCR (7.8%) respecto del cultivo (2,8%) (Groff et al.
2010). Por otro lado, otros autores obtuvieron mejores resultados con el cultivo (29%)
respecto a qPCR (15,5% a 21%, segun método de extraccion de ADN) (Yarokhno
2015).

Otros trabajos utilizaron la PCR como método para determinar prevalencia de
C. fetus en la regién, pero sin fines comparativos con las técnicas convencionales (de
Oliveira et al. 2015; Oliveira Filho et al. 2018) o también fue empleada a partir de los
aislamientos para identificacion de Cfv (Hosseinzadeh et al. 2013).

Sin embargo, a nivel de diferenciacion de subespecies los resultados no son
consistentes. Estas inconsistencias se han presentado por la alta identidad de
secuencia entre las subespecies, por el uso de secuencias o islas de patogenicidad
que estan presentes en ambas subespecies o incluso otras especies bacterianas
(Schulze et al. 2006; Moolhuijzen et al 2009; Abril et al 2010; Spence et al 2011; Ali et
al 2012; van der Graaf-van Bloois et al., 2013; Sanhueza et al. 2014; van der Graaf-
van Bloois et al., 2014; Michi et al., 2015; Calleros et al. 2017; Silva et al 2020; Polo et
al 2021).

Cfv y Cff tienen distinta preferencia de nichos ecoldgicos e incluso de
hospedadores; sin embargo, tienen una alta similitud genética dificultando la
identificacion de regiones unicas (Kienesberger et al. 2014; Michi et al. 2015). Esto
refuerza la hipotesis de que Cfv es un clon mutado de Cff, que se comporta como
patdgeno estricto del tracto genital incapaz de infectar multiples especies (van Bergen
et al. 2005a). El analisis de 14 cepas de C. fetus demostrd que la adaptacion de Cfv al
tracto reproductivo bovino esta relacionado con el aumento del tamafio y plasticidad
del genoma por la adquisicion de varios elementos mdviles, incluyendo factores de
virulencia (Nadin-Davis et al. 2021).

Como se mencioné anteriormente, la PCRm disenada por Hum y col. ha sido la
mas difundida en los laboratorios. Esta se basa en la amplificacién de dos genes,
donde el gen parA diferenciaria a Cfv. Sin embargo, este gen ha sido encontrado en
varias cepas. El gen se localiza en islas gendmicas que, como elementos méviles
también pudieron haber sido adquiridos por transferencia horizontal de genes por
cepas de C. hyointestinalis o de Cff (Abril et al. 2010; Spence et al. 2011).



Particularmente, el laboratorio de Bacteriologia del INTA EEA Balcarce junto a
la Seccion de Genética Evolutiva de la Facultad de Ciencias de la Universidad de la
Republica Oriental del Uruguay han desarrollado protocolos basados en PCR para la
identificacion C. fetus y diferenciacion de subespecies utilizando cepas de aislamientos
regionales en bovinos (lraola et al. 2012; Iraola et al 2016).

Las dificultades en la deteccién y discriminacion correcta como asi también la
no estandarizacion de las mismas como meétodos de diagnostico de rutina, pone de
manifiesto la necesidad de mejorar las herramientas de diagnéstico molecular y
correlacionar los hallazgos de laboratorio con la situacion reproductiva de los predios.
A su vez, es necesario adecuar los estudios gendmicos de cepas de C. fetus que
permitan la correcta caracterizacion molecular y diferenciacion genotipica. Por otro
lado, es necesario el estudio de variabilidad genética de las cepas recuperadas para
conocer los mecanismos de patogenicidad y virulencia implicados, como referencia
importante para comparar virulencia y asociacion con el hospedador.

Las cepas tipificadas aportaran al desarrollo de otros métodos diagndsticos y
de inmunégenos locales que como medida preventiva permitan un mejor nivel de
procreo nacional.

Considerando la importancia de la CGB en Argentina en funcién a su relacion
con pérdidas reproductivas, en este proyecto se llevara a cabo un modelo
experimental bovino que permita validar pruebas rapidas de diagndstico molecular, asi
como también estudiar casos naturales de campo, para correlacionar los hallazgos de
laboratorio y experimentales con la situacion reproductiva de los predios. El modelo
experimental permitira conocer y profundizar en la patogenia de las tres subespecies

implicadas en la campilobacteriosis bovina.



HIPOTESIS
La implementacion de técnicas moleculares basadas en PCR, a partir de
muestras clinicas de hembras y machos bovinos, provenientes de un modelo
experimental y de infecciones de campo, permitira mejorar la deteccion de

Campylobacter fetus.

OBJETIVO GENERAL
Mejorar el conocimiento de la patogenia de la bacteria empleando un modelo
de infeccion experimental e implementar un procedimiento de diagndstico, basado en
técnicas moleculares que permita optimizar la capacidad de deteccion de la
campilobacteriosis genital bovina en rodeos bovinos de Argentina.
Estudiar el comportamiento de las distintas subespecies en el modelo bovino
experimental en muestras no convencionales (sangre y 6rganos sexuales accesorios)

como asi también la persistencia y transmisién entre los animales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Desarrollar un modelo experimental bovino con cepas autéctonas de C. fetus
que permitan la puesta a punto de los protocolos en muestras clinicas (fluidos
genitales).
2) Adaptar, estandarizar y aplicar una prueba molecular real time-PCR (qPCR)
para optimizar la capacidad de diagnéstico de pérdidas reproductivas por C. fetus en
muestras de tracto genital de bovinos (hembra y macho).
3) Comparar la eficiencia de los distintos métodos convencionales (cultivo
bacteriolégico e inmunofluorescencia directa) con los moleculares (QPCR) para la
deteccion de cepas de C. fetus a partir de muestras de fluido genital (toros y hembras
infectadas o abortadas).
4) Evaluar la técnica de PCR multiplex como prueba de un solo paso en muestras
extraidas de fluido genital (toros y hembras abortadas) y fluido/tejido de fetos bovinos
abortados en casos naturales.
5) Estudiar la patogenia de C. fetus y su deteccion en dérganos sexuales
accesorios y sangre mediante técnicas convencionales y moleculares en un modelo
experimental bovino.
6) Evaluar la transmision sexual de C. fetus subsp. fetus en bovinos como via de

transmisién en un modelo experimental.
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CAPITULO 1
EVALUACION DE LA INFECCION POR CAMPYLOBACTER FETUS EN UN
MODELO EXPERIMENTAL BOVINO Y EN CASOS NATURALES DE CAMPO:
UTILIZACION DE TECNICAS DIAGNOSTICAS CONVENCIONALES Y
MOLECULARES EN SECRECIONES GENITALES Y TEJIDOS FETALES.

1.1 MATERIALES Y METODOS

1.1.1 Animales y grupos experimentales

Se trabajoé con 30 vaquillonas, raza Aberdeen Angus y sus cruzas, virgenes con
adecuado desarrollo genital, actividad ovarica ciclica mediante ecografia transrectal, y
buena condicién corporal. Las mismas fueron mantenidas en un potrero con buena
disponibilidad forrajera en la Reserva Ganadera N° 5 de la EEA INTA en Balcarce (Fig.
1). Fueron previamente analizadas para Brucelosis (serologia por BPA y FPA) segun
normas nacionales del programa de Brucelosis del SENASA, Neosporosis (ELISA) y
enfermedades de transmisién sexual (Campilobacteriosis y Tricomonosis genital) (cultivos

e inmunofluorescencia directa) utilizando técnicas sugeridas por la Comisién Cientifica de

Enfermedades Venéreas y Neospora de la AAVLD, resultando negativas.

Figura 1. Seleccién de vaquillonas Aberdeen Angus para el ensayo de infeccion experimental de C. fetus en
la Reserva Ganadera numero 5 (INTA EEA Balcarce).
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Las vaquillonas fueron separadas en 3 grupos tratados (GT) con 8 animales por
grupo, las cuales fueron desafiadas con 3 cepas distintas de Campylobacter fetus: C.
fetus spp. fetus (Cff), C. fetus spp. venerealis (Cfv) y C. fetus spp. venerealis biovar
intermedius (Cfvi), respectivamente, previamente caracterizadas mediante pruebas
bioquimicas y moleculares (Iraola et al. 2013; Marcellino et al. 2015; Calleros et al. 2017;
Farace et al. 2019), y un grupo control (GC) de 6 animales que permanecieron sin
desafiar.

El objetivo de prefiez se llevé a cabo mediante inseminacion artificial a tiempo fijo
(IATF), y repaso con toros por un periodo de 39 dias. Brevemente, se utilizé un
dispositivo intravaginal impregnado de progesterona mas benzoato de estradiol. A los 8
dias se retird el dispositivo y se administré prostaglandina (cloprostenol). A las 24 h se
administré6 benzoato de estradiol, y se realizé la IATF a 52 — 54 horas del retiro del
dispositivo (Monteserin et al. 2018). Para el repaso con toros se asigno un toro, Aberdeen
Angus, de 4 a 5 afos por grupo experimental, reproductivamente apto tras revisacion
clinica-genital. Al igual que las vaquillonas, los toros fueron analizados para
enfermedades de transmision sexual (Campilobacteriosis y Tricomonosis genital) y
Brucelosis, resultando negativos en las mismas pruebas de cultivo e
inmunoseroldgicas.

Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo tras aprobacion del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacién (CICUAE, INTA-
CeRBAS, Argentina): Aval numero 163/2018.

El ensayo fue dividido en 2 etapas de infeccion (Fig. 2):

1. Etapa 1, desafio experimental (DE): cada vaquillona de los GT fue

desafiada experimentalmente con CFF, CFV y Cfvi respectivamente, mediante

inoculacion intrauterina (dia 0).

2. Etapa 2, desafio natural (DN): al dia 14 pos-inoculacién (Pl) se ingresé un

toro por cada GT y al GC, por 39 dias de servicio. Cada grupo de vaquillonas

junto al toro respectivo fueron mantenidos en potreros separados sin contacto
entre los 4 grupos (GT y GC).

El diagnéstico de gestacion se realizé al dia 38 y 61 Pl mediante ecografia
transrectal (Mindray DP 10 Vet) y se repitié cada 30 dias mediante palpacion transrectal
hasta finalizar el ensayo (283 dias). Durante estas 2 etapas se recolectaron muestras
de secreciones genitales y de sangre de los toros y vaquillonas para diagnéstico por

inmunofluorescencia (IFD), cultivo bacteriolégico y gPCR.
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2Las muestras fueron procesadas por IFD, cultivo bacterioldgico y qPCR.
MCV: mucus cérvico-vaginal; EP: esmegma prepucial.

Figura 2. Esquema representativo del procedimiento experimental. Tres grupos de vaquillonas (n=8 por
grupo). Fueron experimentalmente desafiadas con una cepa de C. fetus subesp. venerealis, C.fetus subsp
venerealis biovar intermedius y C. fetus subsp. fetus respectivamente y mantenidas en un potrero con un toro
por 39 dias. Se detallan los tiempos de muestreo de mucus cérvico vaginal (MCV), esmegma prepucial (EP) y
sangre. Vaquillonas negras: no infectadas con C. fetus; vaquillonas naranjas: vaquillonas experimentalmente
desafiadas con la cepa de C. fetus respectiva.

1.1.2 Preparacion delos indculos para el desafio e infeccion experimental

Se seleccionaron como indculo las cepas de Cff (C1N3), Cfv (97/608) y Cfvi
(99/541) del cepario del Laboratorio de Bacteriologia de la EEA INTA, Balcarce, siendo
todas ellas aislamientos regionales de casos CGB de campo. Las cepas fueron tipificadas
mediante pruebas bioquimicas siguiendo los estandares internacionales y caracterizadas
por métodos moleculares de tipificacion (Cipolla et al. 1998; Iraola et al. 2013; Iraola et al.
2016; Calleros et al. 2017; Farace et al. 2019).

El genoma completo de CFV-97/608 y Cfvi-99/541 se encuentran disponibles en
el GenBank (numeros de acceso CP008810-CP008812 y ASTKO00000000,
respectivamente). La cepa C1N3 fue identificada como Cff mediante cultivo bacteriolégico
y clasificacion fenotipica y posteriores estudios moleculares (Iraola et al. 2012; Iraola et al
2016; Calleros et al 2017; Farace et al. 2019).

El inéculo fue preparado colectando colonias bacterianas de placas de Agar
sangre Columbia (ASC) y Agar Skirrow modificado (ASK) (Terzolo et al. 1991). Luego

fueron inoculadas en tubos con medio agar Brucella semisélido modificado (ABS),
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incubadas por 36h, y luego, el crecimiento bacteriano de cada tubo se recolecté en tubos
estériles individuales para cada vaquillona y se calculo la concentracién del indculo
(UFC/ml) (Miles & Misra 1938).

A cada vaquillona de los grupos tratados se les realizd una inoculacion
intrauterina ( dia 0), de 2 ml de cada cepa (Cff, Cfv y Cfvi) suspendida en 3 ml de agar
Brucella semisdlido. La concentracion del inéculo fue de 7,83x10® CFU/ml, 1,383x10°
UFC/mly 7x10® UFC/ml para Cfvi, Cfv y Cff, respectivamente.

La inoculacion experimental se llevd a cabo inmediatamente posterior a la
inseminacion artificial de cada vaquillona con el objetivo de mimetizar la transmision

venérea natural que ocurre tras la monta con toros infectados.

1.1.3 Recoleccién de muestras de fluido genital, semen y sangre de hembras y

machos bovinos

Se recolectaron muestras de mucus cérvico-vaginal (MCV) en los dias 0 (control
negativo), 14, 38, 61, 95, 117,145, 178, 206, 241 y 285 (Fig. 3) mediante pipeta de
Cassou y se transportaron al laboratorio refrigeradas en medio Cary Blair dentro de las 2
h de obtenidas para realizar cultivo bacteriolégico, inmunofluorescencia directa (IFD)
(previo pre enriquecimiento en ABS por 48 h y posterior pasaje a una solucion formolada
tamponada pH 7.0 al 1% (SFF1%)), PCR y gPCR para deteccion de C. fetus.

Se recolectaron muestras de esmegma prepucial (EP) a partir de todos los toros
al dia 52, 95, 117, 145, 178, 206, 241, 262 y 283 mediante el método de aspiracién con
pipeta de Cassou (Fig. 4). Las muestras fueron depositadas en tubos conteniendo medio
Cary Blair y SFF1%, y transportadas al laboratorio dentro de las 2 h de obtenidas para
realizar cultivo bacteriolégico, IFD y gPCR.

A su vez se recolectaron muestras de sangre entera los dias 38, 95, 145y 241 a
partir de las vaquillonas y a los dias 52, 145, 241 y 283 a partir de los toros para realizar

cultivo bacteriolégico y gPCR.



Figura 3. Muestreo de mucus cérvico vaginal de vaquillonas
mediante aspiracion con pipeta de Cassou.

Figura 4. Muestreo de esmegma prepucial de toro con el método de aspiracion con
pipeta de Cassou.

14
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1.1.4 Analisis de las muestras y técnicas empleadas

1.1.4.1 Cultivo bacteriolégico

Las muestras de EP se sembraron en placas de ASK modificado con 7% de
sangre equina hemolizada y antibiéticos (Terzolo et al. 1991). Los antibiéticos usados
fueron 1,25 IU/ml sulfato de polimixina, 5 mg/ml trimetoprim, 10 mg/ml vancomicina y 50
mg/ml cicloheximida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las placas fueron incubadas a
37°C en atmosfera microaerdfila (5% O, 10% CO,y 85% N,) por 48h y se examinaron a
diario durante 10 dias. Las colonias con morfologia compatible con C. fetus (lisas, 1 a 2
mm de diametro, convexas, blanco-grisaceas y translucidas) se observaron en un
microscopio de contraste de fases para constatar morfologia bacteriana y el movimiento
en tirabuzon caracteristico del género Campylobacter. Estas colonias fueron repicadas a
tubos con medio Kligler en pico de flauta para determinar especie C. fetus sobre la base
de la actividad de la enzima catalasa (positiva) y la produccion de gas acido sulfhidrico
(negativa). Para la caracterizacién fenotipica de subespecie se efectué un panel
bioquimico evaluando en las colonias aisladas: reduccién de nitratos en agar selenito de
sodio, capacidad de crecimiento en glicina 1% y 1,3%, supervivencia en cloruro de sodio
y produccion de sulfhidrico en medio sensibilizado con tiras de acetato de plomo
(suplementado con 0,02% cisteina-HCI) (Vargas et al. 2003; Schulze et al. 2006; OIE.
2021) (Fig. 5).

Figura 5. Esquema representativo de sembrado de muestras de MCV en placa para cultivo y pruebas
bioquimicas a partir de colonias compatibles con Campylobacter para confirmar especie C. fetus (Kligler) y
diferenciar subespecie (glicina, cisteina, CINa, selenito de Na). Nota: La incubacién se realizé a 37°C bajo
condiciones de microaerofilia.
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Las muestras de MCV, previo a la siembra en ASK, fueron incubadas 48 h a 37°C
en atmodsfera microaerdfila en agar Brucella semisodlido (pre-enriquecimiento) con
antibioticos. Los antibiéticos usados para este tipo de muestras fueron 1,25 IU/ml sulfato
de polimixina, 0,3gr/10ml mg/ml bacitracina, 5 mg/ml novobiocina y 50 mg/ml
cicloheximida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

1.1.4.2 Inmunofluorescencia directa (IFD)

Para la deteccion de la bacteria por medio de IFD en secreciones genitales o
colonias se utilizé un conjugado fluorescente comercial anti-Campylobacter fetus segun
indicaciones del fabricante (CONJUGADO CAMPY®, Laboratorio Biolégico de Tandil
SRL, Argentina). Se utilizé un microscopio epifluorescente (Olympus CX31, Zhejiang,
China) con lente de inmersién a 100x para observacién de los preparados. Las muestras
que mostraban al menos una bacteria que presentaba la fluorescencia y morfologia tipica
de C. fetus se consideraron positivas (OIE 2021). Se incluyeron controles positivos y

negativos en cada preparacion.

1.1.4.3 Analisis mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real
(qPCR)

Luego de la recoleccion, las muestras clinicas de EP, MCV y sangre fueron
almacenadas en freezer a -80°C hasta su procesamiento.

Se utilizaron dos métodos de extraccion de ADN a partir de las muestras de EP y
MCV: un método In-House cedido por BIOTANDIL® (Laboratorio Biolégico Tandil SRL)
(IH-LBT) ligeramente modificado y un kit comercial (Inbio Highway ® DNA Puriprep-S).

En el método IH-LBT, a cada muestra de esmegma prepucial 0 mucus cérvico
vaginal se le agregé 500 pl de solucion fisioldgica y fueron centrifugadas a 12.000 xg por
5 min. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 100 pl Tris-EDTA
(Inbio Highway®). Luego, las muestras fueron lisadas en un termobloque a 100°C por 15
min con agitacion cada 5 min y posteriormente centrifugadas a 12.000 xg por 5 min. Se
recuperd el sobrenadante conteniendo el material genético y se colocd en un microtubo
de 1,5 ml para emplear como templado.

El método de extraccion de ADN con kit comercial se llevd a cabo segun las
instrucciones de los fabricantes para muestras de esmegma prepucial 0 mucus cérvico

vaginal (Inbio HighWay® DNA Puriprep-S kit). En el caso de las muestras de sangre
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entera, se utilizé solo el kit comercial como método de extraccion de ADN siguiendo las
instrucciones para muestras de sangre (Inbio HighWay® DNA Puriprep-S kit).

Para la qPCR se llevd a cabo el protocolo descrito por Iraola y col., con un
volumen de reacciéon de 10 uL. El set de primers para amplificar una secuencia de 78 pb
del gen 16S ARN ribosomal fue: 16SFw: 5GCACCTGTCTCAACTTTC3' y 16SRv:
5'CCTTACCTGGGCTTGATSZ', con una sonda fluorescente TagMan-MGB (16SPb: 5-
VIC-ATCTCTAAGAGATTAGTTG-MGB/NFQ-3'), que tiene como blanco una region
polimérfica de 19 pb que discrimina C. fetus de otras especies de Campylobacter y otras
bacterias (Iraola et al., 2016). Se utilizd la mix SsoAdvanced Universal Probes Supermix
(Biorad®) (5 ul), con 1 pl (900 nM) de cada primer, 1 ul de ADN, 1.25 ul (250 mM) de
sonda y 0,75 ul de agua destilada libre de nucleasas. Las condiciones de reaccion fueron:
activacion de polimerasa y pre-desnaturalizacién a 95°C por 3 min, seguido de 40 ciclos
de 95°C por 15 s y 60°C por 60 s, utilizando un equipo StepOnePlus™ Real-time (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA).

Los controles positivos (Cff, Cfv y Cfvi) fueron cepas referenciadas mantenidas en
el cepario del Laboratorio de Bacteriologia del EEA Balcarce del INTA, rutinariamente
utilizadas como controles para diagndstico de laboratorio. Como controles negativos se
empled ADN de bacterias Campylobacter non-fetus (C. jejuni, C. sputorum subsp.
bubulus, C. coli y C. hyointestinalis) y otras bacterias non-Campylobacter no
relacionadas (Salmonella, Proteus spp., Arcobacter sp., Trueperella pyogenes,
Pasteurella sp., Pseudomona aeruginosa y E. coli). Se utilizd una curva estandar de 5
puntos por duplicado en cada corrida de qPCR. La curva estandar se construy6 con una
serie de diluciones seriadas al 1/10 de una alicuota ADN gendmico purificado con kit
comercial a partir de la cepa C. fetus subsp. fetus 04-554 (rango 50 pg/ul to 5 fg/pl).

En 34 muestras clinicas de MCV (n=24) y EP (n=10), se selecciond el gen de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Fw:
5'CACCCTCAAGATTGTCAGCAZ’; Rv: 5GGTCATAAGTCCCTCCACGAS3') como control
endogeno para gqPCR para detectar muestras con bajo contenido de ADN o inhibidas
(Okuda et al. 2010). La qPCR se realizé con FastStart Universal SYBR Green Master mix
(Rox) (Roche Diagnostics Deutschland), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Adicionalmente con 15 muestras de MCV (positivas al cultivo bacteriolégico) se
realizé un procesamiento previo a la extraccion de ADN con el fin de disolver la matriz
viscosa del MCV y asi ser mas eficiente el método, lo cual permite aumentar la
sensibilidad de las pruebas moleculares. EI mismo consta de una solucién de 500 pl de
buffer de lisis (10mM Tris, 25 mM EDTA, 100mM CINa y 0,5% sodio dodecil sulfato) con
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50ug/ml de proteinasa K suspendido, por muestra de MCV (100-150 ul). Se agito la
solucion con cada muestra de MCV mediante vortex y se incubaron en bafio humedo
“overnight” a 37 °C (Sambrook et al. 1989). Luego se realiz6 el protocolo de extraccion de
ADN con kit comercial segun las instrucciones de los fabricantes para muestras de MCV
(Inbio Highway® DNA Puriprep-S kit). Para la deteccion de C. fetus se llevd a cabo el
protocolo de PCR descrito por Iraola y col. (2012).

1.1.4.4 Deteccion de limites de sensibilidad y especificidad en muestras clinicas:

inoculacién experimental in vitro en mucus cérvico vaginal bovino.

Con el objetivo de evaluar el rendimiento del protocolo que contempla la
extraccion de ADN vy la deteccion de C. fetus, se inocularon experimentalmente muestras
de MCV de vaquillonas sanas con diferentes concentraciones de bacterias de la cepa
CFV-97/608. Para preparar el inéculo, se sembraron colonias de la cepa en caldo de
Brucella semi-sdlido (OXOID®, UK) y se incubd a 37°C bajo condiciones de microaerofilia
por 18-24h. Luego, cada inéculo fue observado en microscopio de contraste de fases
para evaluar motilidad y morfologia. La concentraciéon del indculo se calculé usando la
técnica de Miles & Misra (1938). Se realizaron diluciones seriadas de 10° a 10> UFC/mL
en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7.5, para infectar las muestras de
MCV (mL/gr). Como control negativo se usaron muestras de MCV negativas inoculadas
solo con PBS.

Para evaluar la especificidad, se emple6 ADN purificado de bacterias
relacionadas y bacterias que comparten nicho (C. jejuni, C. sputorum subsp. bubulus, C.
coli, C. hyointestinalis, Salmonella sp., Proteus sp., Arcobacter sp., Trueperella
pyogenes, Pasteurella sp., Pseudomona aeruginosa y E. coli.

Se aplicod el protocolo de gPCR a estas muestras con ADN extraido con los
métodos In-House y con el kit comercial Inbio Highway®. Previo a la extraccién de ADN,
debido a la consistencia viscosa del MCV se prepararon las muestras como sigue (para
ambos métodos de extraccion): 1) homogeneizacion mecanica (homogeneizado con
vortex y pipeta de pasteur), 2) Tratamiento con L-cisteina (2:1) y 3) Sonicacion (15 seg,

pulsos de 15/05, amplitud 1 en 50%, tiempo total de 1 min).
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1.1.4.5 Andlisis mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa multiplex (nPCR)

Se empled la mPCR descrita por Iraola y col. (2012) para la deteccion de C. fetus
y la identificacion de subespecie en muestras clinicas de EP (n=12), MCV (n=17), pulmén
(n=10) y liquido de abomaso (n=10) de fetos, como de colonias aisladas de EP y MCV
(n=9).

Para la mPCR se llevo a cabo el protocolo descrito por Iraola y col. (2012). Este
protocolo emplea el set de primers para amplificar una secuencia de 764 pb del gen cstA
especifica para C. fetus, descrito por Hum y col. (2007): MG3F (5
GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT 3') y MG4R 5 (TAGCTACAATAACGACAACT 3'), pero
emplea un segundo par de primers distinto. Estos oligonucleétidos amplifican una regién
de 233 pb del gen virBll presente en Cfv: nC1165g4F (5
AGGACACAAATGGTAACTGG 3') y nC1165g4R (5" GATTGTATAGCGGACTTTGC 3).
Esta PCR multiplex amplifcara el amplicon de 764 pb y de 233 pb si corresponde a Cfv, o
solo el amplicon de 764 bp si corresponde a Cff. Para la reaccién se utilizé 1,56 pl (0,625
UM) de cada primer MG3F/MG4R, 0,95 ul (0,375 uM) de cada primer nC1165g4F /
nC1165g4R, 5 ul de ADN, 2,5 pl de buffer 50 mM Tris-HCI 1x, 1 pl (2mM) de Cl,Mg
50mM, 2 ul (0,2 mM) de dNTP (mix) 2,5 mM, 0,25 ul de tag DNA polimerasa (1,25
U/ensayo) y 9,3 de ddH20O libre de RNasa en un volumen de reaccién de 25 pl. Las
condiciones de reaccion fueron: activacion de polimerasa y pre-desnaturalizacion a 95°C
por 3 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 s, 53°C por 30 s y 72°C por 1 min, y una
extension de 72°C por 5 min, utilizando un equipo Bioer™ Lifetouch Thermal Cycler
(Hangzhou Bioer Technology, Hangzhou, Zhejiang, CHN).

Los amplicones fueron separados en gel de agarosa 1%, a 90 voltios por 35 a 45

min, tefiido con Sybr® Safe DNA (Invitrogen™, Thermo Fisher).

1.1.5 Estudio de casos naturales de campo asociados a Campylobacter fetus en

bovinos

Se llevo a cabo la visita a 7 establecimientos de cria bovina de la provincia de
Buenos Aires (Tabla 1) con diagnéstico de C. fetus de fetos abortados remitidos al SDVE
del INTA EEA Balcarce. Se recolectaron un total de 53 muestras de MCV de vacas
abortadas o vacias a la palpacion transrectal para su analisis por IFD, -cultivo

bacteriolégico, qPCR y mPCR (Capitulo 1; Materiales y Métodos). En las muestras
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positivas tanto de MCV como feto se realizé el panel bioquimico descrito anteriormente
para caracterizar subespecie (Capitulo 1; Materiales y Métodos, Estudios y Técnica,

Cultivo bacteriolégico).

Tabla 1. Establecimientos ganaderos de cria bovina (n=7) con problemas reproductivos asociados a abortos bovinos por
C. fetus, durante el 2018 y 2019. Se realiz6 extraccién de mucus cérvico vaginal (MCV) de hembras bovinas abortadas y
recoleccion de fetos abortados.

Afo ID Localidad Muestras (n) Antecedentes reproductivos
2018 1 Ayacucho Feto (1) y MCV (8) 70% prefiez y abortos.

2 Coronel Vidal Feto (1) y MCV (8) 71% de prefiez

3 Tandil Feto (1) y MCV (10) Abortos.

4 Balcarce Feto (1) y MCV (5) Abortos.

5 Tres Arroyos MCV (12) 79% de prefiez y abortos.
2019 6 Balcarce Feto (2) y MCV (5) 80% de prefiez.

7 Balcarce Feto (1) y MCV (5) 80% de prefiez y abortos.

Con el fin de evaluar comparativamente la deteccion de C. fetus e identificacién
de subespecie mediante la técnica de mPCR (Iraola et al. 2012) contra la IFD vy el cultivo
bacteriolégico, se analizaron muestras de liquido de abomaso y pulmén de 10 fetos
bovinos abortados por C. fetus registrados por el SDVE EEA INTA Balcarce entre los
anos 2016 y 2019. Estas muestras se encontraban conservadas en freezer a -80°C hasta
el momento del procesamiento (2 a 5 afios).

Se utilizé un kit comercial (Inbio Highway®) como método de extraccion de ADN
para C. fetus, siguiendo las instrucciones de los fabricantes para muestras de liquido de
abomaso (Inbio HighWay® DNA Puriprep-S kit), y para muestras de tejidos (pulmon)
(Inbio HighWay® DNA Puriprep-T kit).

1.1.6 Andlisis de los datos

El set de datos de las muestras fue evaluado mediante el Test de Concordancia y
estimacién del coeficiente Kappa (Thrusfield, 1995) para medir el grado de acuerdo entre
los resultados de la deteccion de C. fetus con IFD, cultivo bacteriologico y gPCR tanto
para muestras de MCV de las vaquillonas experimentalmente infectadas como de EP de
los toros naturalmente infectados. La comparacion entre tests diagndsticos (cultivo
bacteriolégico, IFD y qPCR) se llevd a cabo por el modelo lineal generalizado con
distribucién binomial utilizando el software estadistico Remdr (Littell et al. 1998). En los
analisis, la categoria animal (toros y vaquillonas) fue considerada como variable

independiente (categodricas) y el resultado del test diagnéstico utilizado una variable
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dependiente. De los resultados de MCV, se aplico la prueba chi cuadrado de Pearson
para establecer la asociacion entre variables. Se compard la proporcion de positivos
observados entre técnicas diagndsticas (QPCR, cultivo e IFD) sobre el total de vaquillonas

y por grupo de vaquillonas (Cff, Cfv y Cfvi). Se consideré diferencia significativa a P<0,05.
1.1.7 Responsabilidades éticas
Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo al Comité

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE, INTA-
CeRBAS, Argentina): Aval 163/2018.
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1.2 RESULTADOS

1.2.1 Comparacion de distintos métodos de extraccion de ADN para deteccién de

C. fetus por gPCR en mucus cérvico vaginal inoculado experimentalmente

El MCV es una muestra menos contaminada por otros componentes como
sangre, células epiteliales, orina o heces, aunque su consistencia “viscosa”
caracteristica dificulta la manipulacion 6ptima de las muestras para las técnicas
diagnésticas; pudiendo provocar la pérdida de ADN con el sedimento cuando se
preparan las muestras para qPCR. Teniendo en cuenta este punto, inicialmente se
analizaron muestras de MCV inoculadas con diferentes concentraciones de la bacteria
para validar el protocolo de qPCR a utilizar en muestras clinicas de vaquillonas
experimentalmente infectadas.

Se llevaron a cabo tres tratamientos previos: homogenizacién mecanica,
tratamiento con L-cisteina y sonicacion); y luego se procedioé con los dos métodos de
extraccion de ADN (in-house y comercial). En todas las muestras de MCV inoculadas
in vitro se recuperé la cepa Cfv-97/608 mediante cultivo bacteriolégico. La deteccidn
de C. fetus mediante gPCR resulté significativamente mas sensible con el método de
extraccion de ADN con kit comercial con los tres tratamientos previos (homogenizacion
mecanica, L-cisteina y sonicacién) comparado al método in-house-LBT (IH-LBT)
(Tabla 2). A su vez, la aplicacion del kit comercial con homogenizacién mecanica
resultd ligeramente mas efectivo (10° UFC) comparado con sonicacién (10° UFC) o
utilizacién de L-cisteina (10° UFC).

Con los resultados obtenidos, el método que contempla la extraccion de ADN
casera (IH-LBT) resulté menos sensible para el procesamiento de muestras clinicas de
MCV. Por lo tanto, se sugiere la utilizacion de un kit comercial, con homogenizacion

mecanica previa para la deteccién molecular del patégeno.

Tabla 2. Resultados positivos mediante gPCR de MCV inoculado in vitro con diluciones seriadas de 10% a 10% de
C. fetus subsp. venerealis, con 3 formas de accioén previa y 2 métodos de extracciéon de ADN.

Método de extraccion de ADN

Tratamiento In House-LBT Rango Ct Kit comercial Rango Ct

Homogenizacién 10°a 10’ 17.6-27.5 10°a 10" 15.5-29.48
mecanica

L-cisteina 10%a 10’ 18-28.75 10%a 10° 16.3-24.9

Sonicado 108 18.6 10°a 10° 17.3-28.25
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Los controles negativos utilizados: Campylobacter non-fetus (C. jejuni, C.
sputorum subsp. bubulus, C. coli y C. hyointestinalis) y otras bacterias non-
Campylobacter (Salmonella, Proteus spp., Arcobacter sp., Trueperella pyogenes,

Pasteurella sp., Pseudomona aeruginosa y E. coli) resultaron negativas.

1.2.2 Evaluacion de la infeccion experimental de vaquillonas con Campylobacter

fetus mediante pruebas moleculares y convencionales

Tras la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), tres vaquillonas del GT-Cff y
una del GT-Cfvi lograron la prefiez, mientras que por servicio natural otras dos del GT-
Cff y otra del GT-Cfvi también se prefiaron. Sin embargo, ninguna de las vaquillonas
del GT-Cfv resulté prefiada. En total 5/8 (62,5%) del grupo Cff y 2/8 (25%) del grupo
Cfvi lograron prefiez. De las siete vaquillonas prefiadas, dos del GT- Cff se detectaron
como abortadas tras diagnéstico de gestacion por palpacién transrectal al dia 285, las
cuales estaban prefiadas al dia 241. Ninguno de los fetos se pudo recuperar.

De los tres grupos de vaquillonas experimentalmente infectadas se
recolectaron 240 muestras (24 animales por 10 muestreos) de MCV pos desafio
experimental para deteccion de C. fetus mediante pruebas convencionales (cultivo
bacteriolégico e IFD). Se utilizaron 216 muestras de MCV para qPCR con dos métodos
de extraccion de ADN: IH-LBT (n=96) y kit comercial (n=216), con homogenizacion
mecanica como tratamiento previo para comparar su eficacia. Las muestras se
procesaron por pruebas moleculares entre 12 y 18 meses luego de extraidas, siendo
conservadas a -80°C durante ese periodo.

Tras el desafio experimental de las vaquillonas con la respectiva cepa de C.
fetus (Cff, Cfv y Cfvi), se pudo demostrar por cultivo bacteriolégico que un 87,5%
(21/24) de las vaquillonas (dia 14) resultaron infectadas (Tabla 3 y Tabla
complementaria 1). En todos los grupos, al menos una vaquillona resulté infectada
hasta el final del ensayo (285 dias). Cinco de las vaquillonas del GT-Cfvi se
mantuvieron infectadas hasta el final del ensayo, mientras para los GT-Cfv y -Cff solo 1
y 2, respectivamente.

Mediante cultivo bacteriolégico resultaron positivas el 43,3% (104/240) de las
muestras de MCV pos-desafio (Fig. 6). Los resultados separados por grupo
experimental fueron de 43,75%, 28,75% y 57,5% de muestras positivas para Cff, Cfv y
Cfvi, respectivamente, mostrando diferencia significativa (P=0,001). Se destaca una

baja en la recuperacion de C. fetus del MCV de las vaquillonas entre los dias 95 y 145
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en todas las subespecies, posiblemente por eliminacion del patdégeno o variacion en la
concentracion de la bacteria dificultando deteccion por cultivo bacterioldgico (Fig. 7).
Particularmente, los GT-Cff y -Cfv continuaron con una baja recuperacion en sucesivos

muestreos, lo cual sugiere la eliminacién de C. fetus del tracto reproductor en esas

hembras (infeccion autolimitante).

Figura 6. Muestras de MCV de tres vaquillonas experimentalmente infectadas, en agar Skirrow tras 48h
de incubacion en atmdsfera microaerdfila, con colonias compatibles con C. fetus. Notar coloracion rojiza
del material sembrado.

Numero de vaquillonas positivas

\ o

14 38 61 95 117 145 178 206 241 285

Dia pos inoculacién experimental

e=@un Cff em@ue(Cfy =@ Cfi

Figura 7. Esquema representativo de la dinamica de infeccion de C. fetus en cultivo bacteriolégico
apartir de mucus cérvico vaginal de 24 vaquillonas experimentalmente infectadas con distintas cepas
(Cff, Cfv y Cfvi; 8 por grupo). Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; Cfv: Campylobacter fetus subsp.
venerealis; Cfvi: Campylobacter fetus subsp. venerealis biovar intermedius.



25

Las mismas muestras fueron procesadas por IFD con excepcién de las
correspondientes al dia 14. El 23,75% (57/216) de las muestras resultaron positivas
(Tabla 3 y Tabla complementaria 1). El analisis segun subespecie resulté en un
19,4%, 15,3% y 44% de vaquillonas positivas para las subespecies Cff, Cfv y Cfvi,
respectivamente. Al igual que lo observado con el cultivo, se observa una marcada
eliminacion de C. fetus especialmente en los GT-Cff y -Cfv (Tabla 3).

El indice de concordancia de Kappa entre el cultivo bacteriolégico e IFD para
las muestras de MCV fue moderado (0,543; IC: 0,422-0,663), resultando muchas
muestras positivas por cultivo (n=35) no detectables por IFD. Esto evidencié la mayor
deteccion de C. fetus mediante cultivo (P=0,001).

Para la qPCR el punto de corte (umbral de ciclos; Ct) para definir una muestra
positiva fue de <32, obteniendo un rango de 22 a 32 de las muestras procesadas. La
tasa de deteccion de C. fetus entre los métodos de extraccion de ADN fue
considerablemente mejor con el kit comercial con un 29% (62/216) contra solo el 8%
(8/96) por el protocolo casero IH-LBT (P=0,8) (Tabla 3 y Tabla complementaria 1).
Se pudo observar mas muestras positivas con qPCR, utilizando kit comercial como
método de extraccion, de los GT-Cff y -Cfvi (31% y 39%, respectivamente), en
comparacion con el GT-Cfv (17%) (P=0,012).

Particularmente, cuando se comparan los mismos periodos de muestreo, la
eficiencia del protocolo cuando se emplea extraccion con kit comercial resulta aun
mayor (34%; 33/96) que la de la extraccién por IH-LBT. La curva estdndar determinada
que muestra el logaritmo de los numeros de copias resulté en una fuerte correlacion
lineal (pendiente: -3,991, Eff%: 100% y R2=0,993). El coeficiente de concordancia
Kappa entre ambos métodos de extraccion de ADN para muestras de MCV por gPCR
fue pobre (0,127; IC: -0,126-0,380). Al igual que el procesamiento de muestras de EP,
la diferencia a favor del kit comercial es considerablemente superior, siendo la
utilizacion de método IH-LBT mediante lisis por calor no adecuada para su uso en
muestras clinicas de MCV.

Por otro lado, la concordancia entre el cultivo bacteriologico y la gPCR (kit
comercial) también resulté débil (0,35; IC: 0,229-0,483). Este ultimo mostré 53
muestras positivas a cultivo y negativas a qPCR, y por otro lado, 15 muestras positivas
por qPCR no detectadas por cultivo bacteriolégico, lo que resultd en la baja
concordancia entre pruebas (P=0,001). Esto evidencia la posibilidad de obtener falsos
negativos al utilizar una sola prueba. Respecto a la técnica de IFD, resultd

significativamente mejor la deteccion mediante gPCR con kit (P=0,001)
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En la evaluacién de las pruebas convencionales (cultivo e IFD) y la gPCR con
extraccion de ADN mediante kit comercial (P=0,001), resulté con una mayor deteccion
por parte del cultivo, considerada la técnica gold estandar, seguido de gPCR e IFD. Sin
embargo, el grado de concordancia entre las técnicas fue débil (coeficiente kappa de
0,35 y 0,376 para qPCR/cultivo y qPCR/IFD, respectivamente). El cultivo es la técnica
gold estandar, y a pesar de ser laboriosa y de consumir mucho tiempo, resulté la mas
eficaz. Por lo tanto, es necesario optimizar aiin mas los métodos de procesamiento de
muestras que permitan exponer la bacteria y obtener su ADN para mejorar la eficacia

de deteccioén de C. fetus mediante IFD y la qPCR.

Tabla 3. Resultados positivos obtenidos mediante cultivo bacterioldgico (n=240), IFD (n=216) y gPCR con
extraccion de ADN con kit comercial (n=216) y con método In-house (n=96) a partir de muestras de mucus
cérvico-vaginal de 24 vaquillonas experimentalmente infectadas con distintas cepas (Cff, Cfv y Cfvi) (8 por

grupo).

Dia pos-inoculacién Cff Cfv Civi Total rr)gestras
experimental positivas
14 Cultivo 7 6 8 21
gPCR Kit 4 2 5 11
gPCR In-house 1 0 4 5
38 Cultivo 3 2 4 9
IFD 2 0 6 8
gPCR Kit 4 2 4 10
61 Cultivo 4 4 8 16
IFD 1 4 5 10
gPCR Kit 3 3 4 10
gPCR In-house 0 1 0 1
95 Cultivo 2 3 1 6
IFD 0 1 1 2
gPCR Kit 2 1 1 4
117 Cultivo 2 1 1 4
IFD 2 1 2 5
145 Cultivo 2 3 4 9
IFD 0 1 2 3
gPCR Kit 3 0 3 6
gPCR In-house 0 0 1 1
178 Cultivo 4 0 4 8
IFD 3 1 1 5
gPCR Kit 2 0 2 4
206 Cultivo 5 1 4 10
IFD 3 1 5 9
gPCR Kit 2 2 2 6
241 Cultivo 4 2 7 13
IFD 3 1 7 11
gPCR Kit 2 0 3 5
285 Cultivo 2 1 5 8
IFD 0 1 3 4
gPCR Kit 0 2 4 6
gPCR In-house 1 0 0 1
Total muestras Cultivo 35/80 23/80 46/80 104/240
positivas/Total IFD 14/72 11/72 32/72 57/216
gPCR Kit 22/72 12/72 28/72 62/216
gPCR In-house 2/32 1/32 5/32 8/96

IFD: inmunofluorescencia directa. Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; Cfv: Campylobacter fetus subsp.
venerealis. Cfvi: Campylobacter fetus subsp. venerealis biovar intermedius.
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Como prueba de concepto, evaluamos la incorporacion de un control endégeno
que permita detectar muestras con bajo contenido de ADN o inhibidas. Con este fin se
selecciond como blanco el gen bovino GAPDH. Este ensayo se realizé sobre 24
muestras de MCV. EI 58% (14/24) de estas muestras fueron positivas al ensayo de qPCR
para el gen GAPDH (Cts<32) correspondiendo 7 a cada método de extraccion (kit
comercial e In-house, respectivamente) (Tabla 4). De esas 14 muestras positivas a
GAPDH, 9 resultaron positivas a la deteccion de C. fetus por gPCR (7 por extraccion con
kit comercial). Mientras de las 10 muestras donde GAPDH fue negativo, 3 resultaron
positivas a C. fetus por qPCR. Las muestras negativas al control endégeno indican baja
calidad de ADN y/o contaminacion que influye en el resultado de la posterior gPCR con
posibles falsos-negativos en muestras de MCV, particularmente mediante el método de

extraccion In-house, que deberian repetirse.

Tabla 4. Resultados obtenidos de gPCR para gen endégeno (GAPDH) a partir de muestras de mucus cérvico
vaginal de vaquillonas experimentalmente infectadas con distintas cepas (Cff, Cfv y Cfvi) y comparacién con
gPCR para deteccion de C. fetus.

Método de extraccion

ID Dia pos inoculacion de ADN qPCR GAPDH (Cts) qPCR*
1 Cff 14 Kit +(26,5) +
2 Cff 14 Kit +(28) +
2 Cff 14 IH - -
2 Cff 206 Kit +(25) +
3 Cff 285 IH - .
5 Cff 241 IH - .
6 Cff 206 Kit +(26,5) +
8 Cff 14 H +(26) -
8 Cff 61 Kit +(26) +
2 Cfv 285 IH +(27) -
7 Cfv 285 Kit - -
8 Cfv 14 Kit - +
8 Cfv 61 IH - +
1 Cfvi 14 IH - -
1 Cfvi 38 H +(30) -
2 Cfvi 14 Kit - +
2 Cfvi 14 H +(26) +
2 Cfvi 38 H +(27) -
2 Cfvi 95 Kit +(23,5) +
3 Cfvi 38 H +(26) +
3 Cfvi 61 Kit +(28) +
5 Cfvi 145 IH - -
6 Cfvi 95 Kit - -
6 Cfvi 241 IH + (26) -

kit: kit comercial; ih: In-house Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; Cfv: Campylobacter fetus subsp.
venerealis; Cfvi: Campylobacter fetus subsp. venerealis biovar intermedius.
*Protocolo de qPCR descrito por Iraola et al. (2016).

Se realiz6 un protocolo previo con el objetivo de cambiar la viscosidad del MCV en
15 muestras de MCV para permitir el adecuado procesamiento para su extraccion de
ADN vy posterior detecciéon de C. fetus mediante PCR. En las 15 muestras se detect6 C.

fetus al cultivo bacteriolégico. En el 67% (10/15) de las muestras se detectd C. fetus
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mediante gPCR. Esto muestra una mejoria en la eficiencia en la extraccién de ADN en
MCV comparado con la utilizacién solo de kit comercial teniendo en cuenta deteccion con
gPCR (48%; 49 muestras positivas por qPCR sobre 102 muestras positivas al cultivo
bacteriolégico). Aunque mas muestras deben ser procesadas para arribar a una
conclusion significativa, este protocolo evidencia un alto potencial para el procesamiento
de muestras de MCV mediante pruebas moleculares para deteccion de C. fetus u otros
patégenos.

Con el objetivo de evaluar la detecciéon de C. fetus y la posible discriminacion
de subespecies mediante mMPCR en muestras conocidas se analizaron 17 muestras
clinicas de MCV y 9 colonias aisladas de las vaquillonas infectadas comprendiendo los
3 grupos (Cff, Cfv y Cfvi) (Tabla 5 y Figura 8). Las muestras conocidas como Cfvi son
identificadas por la mPCR como Cfv ya que producen el mismo amplicén. En las
colonias fue consistente el resultado de mPCR con la cepa actuante. Por otro lado, con
las muestras clinicas, solo se detectaron 10 (59%; 10/17) muestras como positivas, de
las cuales hubo coincidencia en 8/10 entre la mPCR y la cepa ya conocida.
Particularmente, la inconsistencia en muestras clinicas conocidas se di6 con Cff donde
la mPCR las identific6 como Cfv. Con el cultivo bacteriolégico se detectaron 4
muestras mas como positivas a C. fetus. Estas incongruencias en la discriminacion de
subespecie indicarian que el protocolo utilizado no es adecuado para tal fin o deben
interpretarse los resultados con cautela ya que la sensibilidad de cada amplificacién

puede estar muy condicionada a la presencia de inhibidores en cada muestra.
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Tabla 5. Resultados de mPCR para discriminacion de subespecie de C. fetus de 17 muestras clinicas de MCV y 9 colonias
aisladas de vaquillonas experimentalmente infectados con Cff, Cfv y Cfvi, respectivamente.

ID
exp(é:il:‘r?gntal Vaquillona Dia E)éterfil&:lgi’il')n Muestra mPCR Cultivo bacteriolégico
Cff 2 146 Kit Colonia Cff Cff
Cff 1 178 Kit Colonia Cff Cff
Cff 3 178 Kit Colonia Cff Cff
Cfv 2 285 Kit Colonia Cfv Cfv
Cfv 3 145 Kit Colonia Cfv Cfv
Cfv 8 14 Kit Colonia Cfv Cfv
Cfvi 5 285 Kit Colonia Cfv Cfvi
Cfvi 3 178 Kit Colonia Cfv Cfvi
Cfvi 3 61 Kit Colonia Cfv Civi
Cff 5 14 Kit MCV Cfv Cff
Cff 7 14 Kit MCV Negativo Negativo
Cff 3 14 Kit MCV Cff Cff
Cff 8 14 Kit MCV Cff Cff
Cff 6 14 Kit MCV Cfv Cff
Cff 2 206 Kit MCV Negativo Cff
Cfv 8 14 Kit MCV Cfv Cfv
Cfv 6 14 Kit MCV Negativo Negativo
Cfv 7 14 Kit MCV Cfv Cfv
Cfv 5 14 Kit MCV Cfv Cfv
Cfv 7 285 Kit MCV Cfv Cfv
Cfv 1 38 ih MCV Negativo Negativo
Cfvi 2 14 Kit MCV Cfv Cfvi
Cfvi 3 61 Kit MCV Negativo Cfvi
Cfvi 4 14 Kit MCV Negativo Cfvi
Cfvi 5 14 Kit MCV Negativo Cfvi
Cfvi 7 14 Kit MCV Cfv Cvi

kit: kit comercial; ih: In-house. Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; Cfv: Campylobacter fetus subsp. venerealis; Cfvi:
Campylobacter fetus subsp. venerealis biovar intermedius.

764pb

233pb

Figura 8. PCR multiplex para deteccién de C. fetus y diferenciacién de subespecie de muestras de mucus
cérvico vaginal (MCV). Electroforesis representativa en gel de agarosa al 1%. Pocillo 1: control positivo
Cff, pocillo 2: control positivo Cfv, pocillo 3: MCV 7 dia 114, pocillo 4: MCV 7 dia 14, pocillo 5: MCV 3 dia
14, pocillo 6: MCV 8 dia 14, pocillo 7: MCV 2 dia 14, pocillo 8: MCV 3 dia 61, pocillo 9: MCV 5 dia 14,
pocillo 10: control negativo (mix sin templado). C. fetus: 764 pb; Cfv: 233 pb (Iraola et al. 2012).
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La principal via de afecciéon del tracto reproductor es via ascendente por
vagina, sin embargo, con la subespecie Cff se sugiere una posible bacteriemia y
posterior infeccién fetal. Esto estd bien esclarecido en humanos y en animales
infectados con otras especies de Campylobacter. Sin embargo, en bovinos no se ha
estudiado esta posibilidad. Ante esto, se analizaron muestras de sangre mediante
gPCR vy cultivo bacteriolégico en las 24 vaquillonas en 4 periodos para evaluar posible

bacteriemia. Todas las muestras analizadas resultaron negativas (no mostrado).

1.2.3 Evaluacion de toros naturalmente desafiados con Campylobacter fetus:

deteccion de C. fetus mediante pruebas moleculares y convencionales

En base a los resultados de las pruebas convencionales (cultivo e IFD) vy
moleculares (qPCR), los tres toros expuestos a las vaquillonas experimentalmente
desafiadas resultaron infectados con su respectiva cepa (Cff, Cfv o Cfvi) tras el servicio
natural de 39 dias. La infeccion se mantuvo persistente a lo largo de todo el ensayo en
los Toros-Cfv y -Cfvi, mientras el Toro-Cff resulté infectado hasta al menos 145 dias.

Un total de 27 muestras de esmegma prepucial (EP) pos-servicio fueron
recolectadas por aspiracion, correspondiendo a 9 muestreos por cada uno de los 3
toros, posteriormente analizados mediante cultivo bacteriolégico e IFD (Tabla 5).

Mediante cultivo bacteriolégico resultaron positivas el 66,6% de las 27 muestras
de EP pos-servicio (Tabla 5) (Fig. 9 y 10). Al realizar el analisis por cada toro, se pudo
observar que hubo mas muestras positivas provenientes del Toro-Cfv (89%) y del
Toro-Cfvi (67%), con diferencia significativa respecto al Toro-Cff (44%) (P=0,011).
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Figura 9. Muestra de esmegma prepucial de toro. Placa de agar Skirrow
con colonias compatibles con C. fetus.

Por otro lado, mediante IFD el 63% de las 27 muestras analizadas resultaron
positivas (Tabla 5) (Fig. 10). En cuanto al analisis por animal, casi todas las muestras
del Toro-Cfvi resultaron positivas (89%), mientras cerca de la mitad de las muestras
del Toro-Cfv (55,5%) y -Cff (44%) fueron identificadas como positivas. Al igual que con
la técnica de cultivo, en este caso también hubo diferencias significativas (P=0,006)
entre las muestras positivas del toro infectado con Cfvi y aquellas de los toros

infectados con las otras dos subespecies (-Cfv y -Cff).
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Figura 10. Colonias de Campylobacter fetus spp. de esmegma prepucial del Toro-Cfv (dia 104)
observadas en microscopio de contraste de fases con morfologia de espirilo (izquierda) e
inmunofluorescencia directa anti-Campylobacter fetus con morfologia caracteristica de bacilo (espirilos,
formas “S” y formas gaviota) y fluorescencia periférica intensa (derecha) con microscopio

epifluorescente. Objetivo de inmersion en aceite, 1000x.
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En estas muestras, no se obtuvieron diferencias significativas entre la técnica
de cultivo bacteriolégico e IFD (P=0.635). A su vez, el indice de concordancia de
Kappa entre ambas técnicas convencionales para las muestras de EP de los toros
resulté buena (kappa index: 0,658; IC: 0,384-0,932).

La evaluacion de la deteccion de C. fetus en las muestras de EP por gPCR se
llevé a cabo en 24 muestras. Por problemas de logistica, en el dia 262 no se
recolectaron muestras para diagnostico molecular. En cada una de las muestras se
usaron dos métodos de extraccion de ADN (IH-LBT y kit comercial).

La curva estandar determinada que muestra el logaritmo de los numeros de
copias resultd en una fuerte correlacion lineal (pendiente: -3,791, Eff%: 83,5% y
R2=0,995) (Fig. 11). Se definié como punto de corte (umbral de ciclos; Ct) para definir

una muestra positiva <35 (Tabla 5) (Delpiazzo et al. 2021).

slope: -3.791
Y:25.458
Eff%: 83.5%
R2=0.995
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=
=
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Figura 11. Curva estandar de PCR en tiempo real con sonda TagMan-MGB para deteccion
de C. fetus. Rando de concentracion de ADN de 50 pg/uL a 5 fg/uL. Se detallan el
coeficiente de determinacion (Rz), la eficiencia de amplificacion (Eff%), la pendiente y el
intercepto (Y).

Para qPCR, un 75% (18/24) y 66,6% (16/24) de las muestras resultaron

positivas por el método de extraccibon de ADN IH-LBT y el kit comercial,
respectivamente (Tabla 6). En cuanto a las subespecies venéreas (Cfv y Cfvi), el
87,5% (14/16) y 81% (13/16) de las muestras fueron identificadas como positivas por
los métodos de extraccion de ADN IH-LBT vy kit comercial, respectivamente. El analisis
estadistico no arrojo diferencias significativas entre los distintos métodos de extraccion

para este tipo de muestras (P>0,05).
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Tabla 6. Resultados positivos de cultivo bacteriologico e IFD de 27 muestras de esmegma prepucial de 3

toros (Cff, Cfv y Cfvi).

Dias pos-inoculacién
experimental

Toro-Cff

Toro-Cfv

Toro-Cfvi

Total muestras
positivas

52

95

117

145

178

206

241

262

283

Cultivo
IFD
gPCR IH
(Cts)
gPCR kit
(Cts)
Cultivo
IFD
gPCR IH
(Cts)
gPCR kit
(Cts)
Cultivo
IFD
gPCR IH
(Cts)
gPCR kit
(Cts)
Cultivo
IFD
gPCR IH
(Cts)
gPCR kit
(Cts)
Cultivo
IFD
gPCR IH
(Cts)
gPCR kit
(Cts)
Cultivo
IFD
gPCR IH
(Cts)
gPCR kit
(Cts)
Cultivo
IFD
gPCR IH
(Cts)
gPCR kit
(Cts)
Cultivo
IFD
Cultivo
IFD
gPCR IH
(Cts)
gPCR kit
(Cts)

+(28,9)

+(30,4)

+(28,4)

+(26,3)

+

+(30)
+(30)

+(32)

+(31,4)

+(28,8)

+(28,8)

2
2

2

N == N N O= N N NN WO N WODN WO W WwWw o W NMDWw N

N NDNNDN N

2

Total muestras
positivas/Total

Cultivo
IFD
gPCR IH
gPCR kit

4/9
4/9
4/8
3/8

6/9
5/9
6/8
6/8

8/9
8/9
8/8
7/8

18/27
17/27
18/24
16/24

+: positivo; -: negativo. IFD: inmunofluorescencia directa; IH: método extraccion ADN In-house LBT; kit:
método extraccion ADN kit comercial. Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; Cfv: Campylobacter fetus

subsp. venerealis. Cfvi: Campylobacter fetus subsp. venerealis biovar intermedius.
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El coeficiente de concordancia Kappa entre los métodos de extraccion de ADN
utilizados para el protocolo de qPCR para las muestars de esmegma prepucial fue
bueno (indice kappa: 0,77; IC: 0,562-0,982). Por otro lado, la concordancia entre IFD y
gPCR (IH-LBT de extraccion de ADN) para muestras de EP también fue bueno (kappa
index: 0,769; IC: 0,523-0,1.105). Sin embargo, la concordancia entre el cultivo
bacterioldgico y qPCR (IH-LBT de extraccion de ADN) para el andlisis de muestras de
esmegma prepucial fue moderada (indice kappa: 0,599; IC: 0,282-0,916).

En cuanto a la eficiencia de las tres pruebas diagndsticas, convencionales (IFD
y cultivo bacteriolégico) y moleculares (qPCR), no hubo diferencias significativas entre
ellas (P=0,726). Las concordancias resultaron moderadas a buenas resultando
adecuado el uso de cualquiera de estas técnicas como unica.

Al igual que con muestras de MCV se evalu6é mediante el gen GAPDH la calidad
de ADN extraido de 10 muestras de EP. El 70% (7/10) fueron positivas mediante qPCR al
gen endogeno (GAPDH) (Cts<32), correspondiendo 4 al método de extraccidén con kit
comercial y 3 al método In-house. Seis de esas 7 muestras positivas a GAPDH resultaron
positivas a la deteccion de C. fetus por gPCR (4 por el método de extraccion con kit
comercial). Mientras de las 3 muestras donde GAPDH fue negativo, solo una fue positiva
a C. fetus por gPCR. Aunque el “n” es limitado se observa una tendencia favorable en
cuanto al uso de control endégeno como indicador de métodos de extraccién adecuados
para los protocolos de qPCR para deteccidn de C. fetus utilizados en este trabajo.

De algunas de las muestras clinicas (n=12) y colonias (n=9) aisladas a partir del
cultivo de EP de los 3 toros se realizd6 mPCR para evaluar deteccién de C. fetus y
posible diferenciacién de subespecies (Fig. 12). La tipificacion por mPCR coincidié con
la identidad de la cepa utilizada en cada grupo correspondiente, en las 9 colonias
aisladas de EP de los tres toros (Tabla 7). En cuanto a las muestras clinicas (n=12), la
tasa de deteccion resulté baja (58%, 7/12) junto a una débil concordancia con el cultivo
(kappa index: 0,438; IC: -0,114-0,989). Estas ultimas, al igual que con las colonias en
las que se detectd C. fetus, la subespecie identificada correspondié con la cepa

actuante.
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Tabla 7. Resultados de PCR multiplex para la deteccion y tipificacion de C. fetus en 12 muestras clinicas de
esmegma prepucial y 9 colonias aisladas de toros naturalmente infectados.

Toro Dia IIEI;)traccic')n de ADN Muestra mPCR Cultivo bacteriolégico
Cfv 145 Kit Colonia Cfv Cfv
Cfv 206 Kit Colonia Cfv Cfv
Cfv 283 Kit Colonia Cfv Cfv
Cff 52 Kit Colonia Cff Cff
Cff 145 Kit Colonia Cff Cff
Cff 206 Kit Colonia Cff Cff
Cfvi 145 Kit Colonia Cfv Cvi
Cfvi 178 Kit Colonia Cfv Cfvi
Ctvi 262 Kit Colonia Cfv Cfvi
Cfv 52 lh EP Negativo Negativo
Cfv 95 lh EP Cfv Cfv
Cfv 117 Kit EP Cfv Cfv
Cfv 178 Ih EP Cfv Cfv
Cfv 206 Ih EP Negativo Cfv
Cff 52 Kit EP Cff Cff
Cff 117 Ih EP Cff Cff
Cff 145 lh EP Cff Cff
Cff 245 lh EP Negativo Negativo
Cfvi 52 Ih EP Negativo Cfvi
Cfvi 95 Ih EP Negativo Cfvi
Cfvi 117 Kit EP Cfv Civi

kit: kit comercial; ih: In-house. EP: esmegma prepucial; Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; Cfv: Campylobacter
fetus subsp. venerealis.

764pb

233pb

764pb

233pb

Figura 12. PCR multiplex para deteccion de C. fetus y diferenciacion de subespecie
de colonias aisladas y muestra clinica de esmegma prepucial (EP) de toro.
Electroforesis representativa en gel de agarosa al 1%. Pocillo 2: control positivo Cff,
pocillo 3: control positivo cfv, pocillo 4: colonia toro 3 (dia 262). Pocillo 12: EP toro 2
(dia 52), pocillo 13: EP toro 1 (dia 95 h), pocillo 14: EP toro 3 (dia 117), pocillo 15:
EP toro 2 (dia 117), pocillo 16: colonia toro 2 (dia 145), pocillo 19: colonia EP de
toro 2 (dia 117), pocillo 20: control negativo (mix sin templado). C. fetus: 764 pb;
Cfv: 233 pb (Iraola et al. 2012).
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Al igual que en las vaquillonas, las muestras de sangre de estos animales
resultaron negativas por cultivo y por gPCR. Esto podria sugerir que C. fetus solo
genera una infeccion local a nivel del tracto genital del toro sin pasaje a via sanguinea.

Los toros del grupo control resultaron negativos durante todo el ensayo

experimental mediante todas las pruebas diagnésticas evaluadas.

1.2.4 Estudio de establecimientos bovinos con infeccién endémica de
Campylobacter fetus mediante pruebas moleculares y convencionales: Analisis

de muestras de fetos y mucus cérvico vaginal

Durante los afios 2018 y 2019 se visitaron siete establecimientos ganaderos de
la provincia de Buenos Aires (Fig. 13) con problemas reproductivos asociados a
abortos por C. fetus, diagnosticados en el SDVE INTA EEA Balcarce. Se recolectaron
un total de 53 muestras de MCV correspondientes a vacas abortadas. En 6 de los 7
establecimientos se realiz6 el diagndstico de rutina del feto con diagnostico final de C.

fetus.

Figura 13. Mapa de la provincia de Buenos Aires con partidos donde se
ubican los establecimientos ganaderos visitados (punto rojo) con
problemas reproductivos asociados a C. fetus: Balcarce (3), Ayacucho
(1), Tres Arroyos (1), Mar Chiquita (1) y Tandil (1).
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De las 53 muestras de MCYV el cultivo resulté en mayor deteccion (7) seguido de
gPCR (n=4) e IFD (n=3) (Tabla 8). En 4 de los establecimientos se detectd al menos una
vaca positiva a C. fetus. En un establecimiento (18330) en el cual no se pudo recuperar
fetos abortados se detecté la presencia de C. fetus en al menos un animal. El momento
del muestreo de las vaquillonas fue de 2 a 6 meses posteriores a detectadas las pérdidas
lo que pudo influir en la deteccién de C. fetus al momento de analisis de MCV, siendo que
varia la concentracién de la bacteria o incluso pudo eliminar el mismo. En uno de los
establecimientos (ID 5) en una muestra de MCV la mPCR identificd la subespecie Cfv
mientras por las pruebas bioquimicas se identificd Cff, coincidiendo esta ultima con la
cepa aislada del feto abortado de ese establecimiento. De forma similar, en otro
establecimiento (ID 6) hubo diferencia entre las cepas detectadas de MCV, por mPCR y
pruebas bioquimicas (Cfv), respecto a la cepa identificada en el feto (Cff). Al tratarse de
cepas desconocidas la falla pudo estar en la discriminacion ya sea por mPCR o por

pruebas bioquimicas o puede existir la participacion de mas de una cepa (co-infeccion).

Tabla 8. Establecimientos ganaderos (n=7) con problemas reproductivos asociados a abortos bovinos por C. fetus, durante el
2018y 2019.

ID Muestra (n) Resultados positivos a C. fetus Pruebas fenotipicas mPCR de Pruebas fenotipicas
del MCV de MCV MCV (feto)
Cultivo IFD gPCR (Cts)
1 MCV (8) 0 0 0 NP NP Cff
2 MCV (8) 2 0 0 Cff 0 Cff
3 MCV (10) 0 0 0 NP NP Cff
4 MCV (12) 1 0 0 Cff 0 NP
5 MCV (5) 2 1 1(23,9) Cff Cfv* Cff
6 MCV (5) 2 2 3(23,3-25,1) Cfvi Cfv* Cff
7 MCV (5) 0 0 0 NP NP Cff
Total 7 3 4 2

NP: no procesado, PCRm: PCR multiplex.

*Solo 1 muestra de MCV resulto positiva

Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; Cfv: Campylobacter fetus subsp. venerealis; Cfvi: Campylobacter fetus subsp.
venerealis biovar. intermedius.

La edad gestacional de los fetos bovinos abortados analizados fue de un
promedio de 6 meses (Figura 14), siendo dos del 3er trimestre y los restantes cuatro del

2do trimestre de gestacion.
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Figura 14. Feto bovino, raza cruza, 150 dias de gestacion (ID 7).

En el liquido de abomaso y pulmén de todos los fetos se detectd C. fetus por
cultivo bacteriolégico e IFD. Mediante pruebas bioquimicas se caracterizaron
fenotipicamente los seis fetos como Cff. En solo dos de los seis fetos se observaron
hallazgos macroscopicos caracterizados por pleuritis y pericarditis fibrinosa difusa
severa (Fig. 15). Cuatro de los fetos presentaron abundante liquido serosanguinolento

en cavidad abdominal y/o toracica compatibles con distinto grado de autdlisis.

. il . -
Figura 15. Cavidad toracica, feto bovino (ID 7). Se observa pleuritis y pericarditis
fibrinosa difusa severa con adherencias a parrilla costal (parte superior de la imagen).
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Microscopicamente, el rgano mas afectado resulté el pulmén (5/6), seguido del
higado (4/6), corazon (3/6) y sistema nervioso central (3/6). En los pulmones, la lesi'gn
mas caracteristica era una bronconeumonia supurativa (Fig. 16), con un infiltrado
principalmente compuesto por neutréfilos y macréfagos en espacio alveolar y lumen de
bronquios y bronquiolos, y ocasionalmente linfocitos, de distribucion difusa, moderada a
severa, raramente con presencia de meconio (2/6) o edema (1/6) intra-alveolar.

En dos fetos se observd pleuritis fibrinosa difusa marcada con neutrdfilos y
linfocitos viables y degenerados (Fig. 17). En SNC, la lesion se presentaba en las
meninges de la corteza cerebral principalmente con infiltrado linfohistiocitico difuso
leve a moderado.

En otro feto se observd miocarditis intersticial y epicarditis/pericarditis difusa
linfohistiocitica leve a moderada, mientras en otros dos habia miocarditis intersticial
leve y pericarditis fibrinosa difusa severa, respectivamente.

Otro hallazgo frecuente fue hepatitis periportal linfoplasmocitica (4/6), mientras
solo un feto presentd hepatitis necrotizante multifocal aleatoria con escasos
macréfagos. Raramente se observo infiltrado linfocitico, plasmocitico e histiocitico en

lamina propia y submucosa, difuso, moderado (2/6).

VAP a at o PV Fa

Figura 16. Corte histolégico de Pulmon, feto bovino (ID 3). Se observa
bronconeumonia neutrofilica difusa, severa. H&E, 40x.
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Figura 17. Corte histologico. Cavidad tor4cica, feto bovino (ID 7). Se observa pleuritis
fibrinosa difusa severa (derecha) con bronconeumonia neutrofilica (izquierda). H&E,
10x.

Se realiz6 mPCR de las muestras congeladas a -80°C de liquido de abomaso
(LA) y pulmén de 10 fetos abortados por C. fetus para evaluar comparativamente con
pruebas convencionales (IFD y cultivo bacteriolégico) (Tabla 9). En los 10 fetos
elegidos se detectd C. fetus de pulmén y LA por cultivo e IFD. Mediante mPCR se
obtuvo una eficiencia del 90% (9/10) de las muestras de LA, siendo muy superior a la
deteccién de desde muestras de pulmén (40%, 4/10). En 4 muestras del LA hubo
inconsistencia en identificacion de subespecie entre la mPCR vy la tipificacion por
cultivo. Dos muestras indicadas como Cfv por mPCR resultaron Cff por cultivo y
pruebas bioquimicas; mientras otras 2 muestras indicadas como Cff por mPCR, fueron
Cfv por cultivo y pruebas bioquimicas. En cuanto a la subespeciacién desde las
muestras de pulmon, 1 muestra que resulté Cff mediante mPCR, fue identificada como
Cfv por cultivo y pruebas bioquimicas, mientras las restantes 3 fueron coincidentes
entre ambas técnicas.

La utilizacion de LA para deteccion de C. fetus por PCR, a pesar de un largo
tiempo de conservacion y tras periodos de descongelado resulté una muestra muy
adecuada, permitiendo acortar tiempos respecto al cultivo. Por su lado, la deteccion a
partir de pulmén tuvo una muy baja eficiencia no siendo una muestra adecuada.

Las inconsistencias en la subespeciacion entre técnicas muestran que no se

logra una discrminacién de subespecie adecuada, siendo necesario criterios mas



41

rigurosos para diferenciacion entre subespecies de C. fetus ya sea por métodos

moleculares como convencionales.
Tabla 9. Resultados de deteccion de Campylobacter fetus de pulmén y liquido de abomaso de 10 fetos

bovinos abortados por C. fetus mediante mPCR, cultivo e IFD.

Liquido de abomaso Pulmén
° Cultivo IFD mPCR Cultivo IFD mPCR
16164 Cff + Cff Cff + Cff
16298 Cff + Cfv Cff + Cff
17211 Cff + Cff Cff + Cff
17288 Cff + Cff Cff + neg
19125 Cff + Cfv Cff + neg
19169 Cff + neg Cff + neg
19268 Cff + Cff Cff + neg
19302 Cff + Cff Cff + neg
19304 Cfv + Cff Cfv + neg
19322 Cfv + Cff Cfv + Cff

Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; Cfv: Campylobacter fetus subsp. venerealis.

1.3 Discusioén

Los estudios de infeccion experimental con C. fetus han llevado a resultados de
baja eficiencia en la reproduccion de la infeccion en el bovino (Cobo et al. 2004;
Marcellino et al. 2015). En el presente trabajo, propusimos un modelo experimental
bovino alternativo para C. fetus, con infeccion natural de los toros tras servicio natural con
vaquillonas experimentalmente infectadas (Garcia, Gioffré et al 2021), el cual mimetiza la
infeccion natural de forma exitosa.

Este modelo resultd en la infeccion experimental de 21/24 vaquillonas
experimentalmente infectadas, con su respectiva cepa (Cff, Cfv o Cfvi). A partir de las
mismas se infectaron de forma natural los 3 toros (cada uno con su respectivo grupo
de vaquillonas segun subespecie) luego de un servicio natural de solo 39 dias. Esto
permitié el seguimiento de la infeccion de las 3 subespecies relevantes para bovinos y
evaluacién de técnicas diagndsticas (convencionales y moleculares) para la deteccion

de C. fetus en muestras de secreciones genitales tanto de macho como hembra.

1.3.1 Evaluacion de la infeccion por Campylobacter fetus en vaquillonas

experimentalmente infectadas, mediante pruebas moleculares y convencionales



42

En las vaquillonas experimentalmente infectadas, se detectd al patégeno, con
mayor frecuencia y en mayor nimero de animales cuando se emple6 Cfvi, seguido de
Cff y luego por Cfv. Esto puede estar asociado a una mayor capacidad de colonizacién
y adhesion de este biovar 0, a una menor induccién de una respuesta local protectiva
en los animales. Este biovar intermedius comparte caracteristicas fenotipicas con Cff
como la capacidad de produccion de H,S, con la diferencia que Cfvi es un hospedador
exclusivo del tracto genital de bovinos causante de CGB, caracteristica comun con Cfv
(van der Graaf-van Bloois et al. 2014; Farace et al. 2019). Sin embargo, no esta
esclarecido la posibilidad de otros factores de virulencia o islas de patogenicidad de
este biovar que estén asociados a mayor virulencia o colonizacion como se sugiere en
el presente trabajo.

Particularmente, las vaquillonas del grupo tratado (GT) -Cfv mostraron una baja
en la positividad de las pruebas a partir de los 60 dias pos inoculacion, donde solo un
animal se mantuvo positivo hasta el final del ensayo (285 dias). Esto concuerda con lo
descrito por otros autores, donde Cfv es mayoritariamente eliminada dentro de los 3
meses de infeccidn habiendo una proporcién muy baja de animales que contindan
infectados luego de ese tiempo (Campero et al. 2017). A su vez, la ausencia de prefiez
de este GT-Cfv estd asociada a su capacidad de infertilidad y muerte embrionaria
(Mshelia et al. 2007; Michi et al. 2015; Campero et al. 2017), que junto al servicio
natural corto en el presente trabajo (39 dias), probablemente impidié que las
vaquillonas vuelvan a ciclar para prefiarse en otra oportunidad.

La subespecie Cff en bovinos se asocia a abortos esporadicos sin afectar
fertilidad (Sahin et al. 2017; Balzan et al. 2020), lo cual concuerda con nuestros
resultados ya que observamos una prefez mayor (62,5%, 5/8) que la de los grupos
infectados con cepas venéreas (0% y 25% para Cfv y Cfvi, respectivamente). Dos
vaquillonas del GT-Cff abortaron, y aunque no se pudo recuperar el feto para confirmar
la infeccion por Cff de los mismos, las muestras de MCV de las madres resultaron
positivas a C. fetus lo cual podria sugerir fuertemente que el aborto se produjo por la
subespecie en cuestién. Las demas vaquillonas prefiadas tanto de los grupos
experimentales como del grupo control lograron llevar a término la prefiez.

Teniendo en cuenta el total de vaquillonas infectadas, un 33,3% (8/24)
resultaron positivas a su respectiva cepa de C. fetus hasta al menos 9 meses. Estas
vaquillonas vacias portadoras se comportan como fuente de infeccion si se le da otra
oportunidad mediante servicio, manteniendo el patégeno en el rodeo y asi el ciclo de

reinfeccion. Este estado de vaquillona “carrier” o portadora entre servicios es conocida,
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pero al momento se la considera poco probable (<5%) (Cipolla et al. 1994; Campero et
al. 2017). El elevado porcentaje de animales portadores en este trabajo puede
asociarse a una alta carga de bacteria inoculada durante la infeccidén experimental lo
que mejoraria la colonizacion y la posterior persistencia en el tracto reproductor genital
de las vaquillonas. Sin embargo, se puso en evidencia la alta persistencia que puede
tener C. fetus en el tracto reproductor de la hembra. Particularmente, hay escasa
informacion de la capacidad de persistencia de Cff en vaquillonas. De las 8 vaquillonas
experimentalmente infectadas con Cff, 2 resultaron infectadas hasta al menos 285
dias. Esto ha sido reportado en un trabajo previo de nuestro grupo donde la bacteria
se aislé hasta 167 dias pos infeccion (Marcellino et al. 2015). Aunque su rol como
enfermedad venérea no esta esclarecido, es bien conocida su capacidad de aborto en
bovinos (Sahin et al. 2017) pudiendo tener un rol importante en mantener y/o
diseminar la infeccion. La gran mayoria de las vaquillonas portadoras (5/8)
correspondian al GT-Cfvi, pudiendo actuar como un biovar mas adaptado al tracto
reproductor con mayor capacidad de colonizacién y persistencia, siendo que todas las
vaquillonas experimentalmente infectadas de este grupo resultaron positivas tras el
primer inéculo. Aunque no se documentan diferencias de patogenicidad entre Cfv y
Cfvi, se han identificado rasgos gendémicos diferenciales entre ambos (Silva et al.
2021). Silva et al. (2021) sugiere que puede haber diferencia en patogenicidad aunque
las mismas no han sido dilucidadas y futuros estudios ayudarian a un mejor
entendimiento de la patogénesis y virulencia de este biovar.

En este estudio, tanto las técnicas convencionales como moleculares resultaron
en una moderada a baja tasa de deteccion en muestras de MCV. La alta persistencia
en tiempo de las bacterias en las vaquillonas sugiere que la baja deteccion por las
técnicas sea principalmente por las caracteristicas de la muestra de aspecto viscoso
que dificulta el aislamiento y deteccion, como asi también probablemente limite la
extraccion de ADN (Cortés et al. 2014; Yarohkno et al. 2015). La baja positividad
observada con el control endégeno (58%) mediante gPCR, evidencia que hubo una
falla en los métodos de extraccion de ADN no logrando una calidad adecuada. Seria
Optimo implementar el mismo sistema de deteccion que para el gen blanco de C. fetus,
para estar bajo iguales condiciones y hacer una comparacioén 6ptima entre la calidad
de ADN logrado y la deteccion de C. fetus. Para esto, se podria desarrollar una
multiplex qPCR donde incluya los primers dirigidos a la secuencia del control
endégeno interno y al C. fetus. Este sistema de deteccion simultaneo seria una

herramienta valiosa para corroborar calidad del ADN y comparar con el resultado de
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deteccion de C. fetus, en este caso. Esto se realizaria en una reacciéon, siendo mas
rentable y ahorrando tiempo. Otro factor a tener en cuenta es la dinamica de C. fetus
en el tracto reproductor de las hembras ya que generalmente se comporta como una
infeccién autolimitante en las vacas (Cipolla et al. 1994; Campero et al. 2017). Esto
puede llevar a subestimar la tasas de deteccion al incluir vaquillonas como positivas
que en gran mayoria se han “limpiado” de la infeccién, siendo negativas. La dificultad
en la manipulacién de muestras de MCV por su consistencia también se presenta en el
cultivo bacterioldgico. Sin embargo, resulté en una mayor tasa de deteccion como
previamente se ha reportado (Yarohkno et al. 2015), sugiriendo que sea la técnica
diagnéstica de eleccion para este tipo de muestra al momento. La misma podria
acompanarse de qPCR como técnica complementaria, teniendo en cuenta la baja
concordancia entre ambas pruebas diagndsticas, para lograr un diagnéstico eficiente.

La informacion es escasa respecto a la comparacion de técnicas
implementadas en estas muestras. Un trabajo previo reporté mejores resultados con
PCR (Groff et al. 2010) respecto del cultivo, aunque en el mismo utilizan el protocolo
de Hum y col. (1997) el cual ha mostrado baja tasa de deteccion de Cfv y/o reaccion
cruzada con otras especies (Spence et al. 2011; Silva et al. 2020; Polo et al. 2021).
Otros trabajos utilizan la PCR como método de diagndstico para determinar
prevalencia de infeccion de Cfv en la region, pero no evaliuan contra técnicas
convencionales gold estandar como el cultivo bacteriologico (Szymanska-Czerwinska y
Niemczuk 2011; de Oliveira et al. 2015; Oliveira Filho et al. 2018). Del mismo modo,
estos trabajos utilizaron el protocolo de Hum y col. (1997).

Respecto de los dos métodos de extraccion de ADN para qPCR, el kit
comercial resulté ampliamente mejor que el método In-House basado en lisis por calor.
La muy baja tasa de deteccion de C. fetus (8%) mediante este ultimo método muestra
que este protocolo no debe ser considerado para futuros ensayos con muestras de
MCV.

Adicionalmente, en un bajo nimero de muestras de MCV, se probé un método
de lisis “overnight” en bafio humedo previo a la extraccién de ADN con kit comercial
logrando licuar la consistencia viscosa de la muestra para una mejor manipulacion. Se
observé una mejor tasa de deteccion de C. fetus con mPCR (67%) respecto a la
utilizacién directa de kit comercial y posterior gPCR (48%). Esto muestra un potencial
para el procesamiento de muestras de consistencia viscosa como el MCV por pruebas

moleculares, para el diagndstico de distintos patogenos como C. fetus.
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Campylobacter spp., principalmente Cff, estda asociado a bacteriemia e
infeccién extraintestinal en humanos (Monno et al 2004) y rumiantes (Sahin et al
2017). En nuestro trabajo no pudimos detectar la presencia de C. fetus en ninguna de
las muestras de sangre de las vaquillonas con gPCR o cultivo bacteriologico.
Posiblemente tenga que ocurrir un episodio de inmunosupresion por parte de la
vaquillona como lo observado en humanos para que haya bacteremia (Wagenaar et al.
2014). Otra posibilidad es que esta via de patogénesis con diseminacién sanguinea no
se presente en bovinos como lo sugerido en ovinos u otras especies (Fenwick et al
2000; Bidewell et al 2016; Campero et al 2017). A su vez, en el presente trabajo se
realizé la inoculacion de la bacteria directamente en el tracto reproductor, no siguiendo
la patogenia natural sugerida y descrita en ovinos donde la bacteriemia y aborto se
presentan tras colonizacion del intestino por parte del Cff (Sahin et al. 2017). Seria
importante evaluar esta patogénesis de Cff en bovinos tras inoculacién oral con el fin
de evaluar traslocacién a través de la mucosa intestinal, diseminacion sistémica y
llegada al utero gravido. En las cepas venéreas, Cfv y su biovar intermedius, es bien
conocida la via ascendente de afeccion del tracto reproductor por vagina sin estar
documentada la bacteriemia (Bon Durant 2005; Campero et al. 2017; Sahin et al.

2017). Nuestro trabajo estuvo en linea con estos autores.

1.3.2 Evaluaciéon de deteccién de Campylobacter fetus en toros naturalmente

desafiados, mediante pruebas moleculares y convencionales

El toro es el principal blanco para el diagnéstico de rutina y control de la
campilobacteriosis genital bovina (CGB). Sin embargo, existen dificultades en su
diagndstico, aun por superar para luego poder establecer medidas de prevencion y
control efectivas (Silveira et al. 2018).

En este estudio, a pesar del bajo nimero de toros utilizados, todos los toros
resultaron infectados luego de un periodo de servicio natural de sélo 39 dias con
vaquillonas experimentalmente infectadas con Cff, Cfv y Cfvi, respectivamente. Esta
eficiencia puede explicarse por la edad de los toros (4 a 5 afios) donde la profundidad de
los pliegues y criptas prepuciales se incrementa con la misma (>3 afios), creando un
nicho donde C. fetus encuentra condiciones favorables y seguras para persistir, y por la
alta concentracién de bacterias logradas en las vaquillonas por la inoculacion
experimental (Bon Durant 2005; Campero et al., 2017; Pena-Fernandez et al 2021).

Esto se reflejo en una rapida y facil transmision con las tres subespecies de C. fetus.
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En los toros infectados con cepas venéreas (Cfv y Cfvi) se observé persistencia
durante todo el ensayo (mas de 9 meses) confirmando su estado portador entre
servicios (Garcia et al. 2021b), tal cual lo reportado en trabajos previos (Bon Durant
2005, Michi et al. 2015; Campero et al. 2017). Mientras que en el Toro-Cff la infeccion
se sostuvo por al menos 5 meses pudiendo permitir la transmision mecanica pasiva o
activa en un servicio natural tradicional de tres meses o en sistemas con servicio
contintio, manteniendo la enfermedad en el rodeo.

Aunque la infeccion por Cff no esta catalogada como enfermedad de
transmisién sexual, se evidencio la transmision al toro desde las vaquillonas con
persistencia por meses, siendo un riesgo teniendo en cuenta también la alta
persistencia evidenciada en las vaquillonas de nuestro trabajo y en otros trabajos, y su
asociacion a bajas tasas reproductivas (Marcellino et al. 2015; Campero et al. 2017;
Sahin et al. 2017; Balzan 2020). La persistencia de Cff en el toro coincide con
Marcellino et al. (2015) donde se detecté a la bacteria en muestras de esmegma
prepucial (EP) de toros experimentalmente infectados hasta 167 dias pos-infeccién. La
menor persistencia de Cff, respecto a los Toros-Cfv y -Cfvi, pudo deberse a su menor
adaptacion al tracto genital explicado por la ausencia de proteinas de superficie, islas
de patogenicidad y elementos moéviles que predominan en Cfv y le permiten un mayor
tiempo de supervivencia en tracto urogenital (Gorkiewicz et al 2010; Sprenger et al
2012; Sprenger et al. 2017; Nadin-Davis et al 2021).

Aunque solo se estudié una cepa de Cff, sugerimos que esta subespecie sea
considerada en el diagndstico de CGB en toros, como potencial diseminador de la
bacteria a vacas o vaquillonas durante el servicio natural. Esto se ve reforzado por
trabajos que identificaron la subespecie Cff de muestras prepuciales de toros
infectados naturalmente asociados a bajas tasas reproductivas (Devenish et al 2005;
Botelho et al 2014).

La eficiencia de las tres técnicas evaluadas (IFD, cultivo y qPCR) a partir de EP
de los tres toros resultd buena sin presentar diferencias significativas entre ellas. Sin
embargo, hubo una mayor tasa de deteccion de C. fetus mediante la técnica molecular
(75%) comparado con las convencionales (66-63%). La concordancia observada entre
las tres técnicas fue de moderada a buena, pudiendo utilizarse como complementarias
en rodeos endémicos, con el fin de reducir resultados falso-negativos. La tasa de
deteccién observada sugiere realizar 2 raspajes negativos consecutivos para

considerar a un toro negativo con cualquiera de las técnicas diagnosticas empleadas.
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El cultivo bacteriolégico mostré una mejor eficiencia para los animales
infectados con las cepas venéreas (Cfv y Cfvi) (P=0,011), con una mayor recuperacion
para Cfvi (P>0,05), obteniéndose mejores resultados que en otros reportes (63-67%
vs. 33-38%) (McMillen et al 2006; Garcia Guerra et al 2014). Mientras que con IFD
hubo diferencias significativas (P=0,006), detectdndose mejor de las muestras
provenientes de animales infectados con Cfvi comparado con Cff y Cfv. La mayor
deteccién en los grupos infectados con las cepas consideradas venéreas podria
explicarse por una mayor concentracion de la bacteria en prepucio por su conocido
tropismo exclusivo por el tracto genital. Estudios previos reportan una deteccién de Cfv
con IFD en un rango del 69,4% al 92,6% (Figueiredo et al., 2002; Campero et al.,
2017), coincidente con el presente trabajo (72%). Estos estudios no contemplan a Cff
en el diagnostico. Cuando en nuestro trabajo se incluye también la subespecie Cff la
deteccion es menor (63%), asociada a la menor persistencia de esta subespecie en el
tracto genital del toro. Aunque la eficiencia de la IFD resulté moderada, es una técnica
aun muy utilizada en nuestro pais y en paises de la region por su bajo costo,
practicidad y su rapido procesamiento (Campero et al. 2017; Silveira et al. 2018;
Balzan et al. 2020).

En nuestro trabajo, no obtuvimos diferencias significativas entre el cultivo y la
IFD, a diferencia de otros estudios que muestran mejores resultados por cultivo
bacteriolégico, asociado a una baja carga bacteriana y/o a la baja calidad de la
muestra recolectada (Clark et al. 1978; Marcellino et al. 2015). La moderada
concordancia entre el cultivo bacteriolégico y la IFD abre el debate del uso de ambas
técnicas diagnodsticas en establecimientos ganaderos con CGB endémica, para reducir
los toros falso-negativos.

La deteccion de C. fetus en EP por gPCR con dos métodos de extraccién de
ADN result6 igual o mas eficiente (66,6%-75%, extracciéon de ADN con kit comercial y
método In-house LBT, respectivamente) que mediante la aplicacion de las técnicas
convencionales (66,6% y 56%; cultivo e IFD, respectivamente). Esto esta de acuerdo
con estudios previos (McMillen et al. 2006; Groff et al. 2010; Schmidt et al. 2010;
Garcia Guerra et al. 2014; Erickson et al. 2017; Del Piazzo et al. 2021; Polo et al.
2021; Mederos et al. 2022).

Se destaca que el método de extraccion de ADN IH-LBT resultd ligeramente
mejor que el kit comercial en estas muestras, siendo una importante alternativa debido
a los menores costos y tiempo de procesamiento que implica. Como métodos de

extraccion de ADN, los kits comerciales resultaron en extracciones mas “limpias” pero
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de mayor procesado y menor rendimiento, comparado con el método de lisis por calor
que resultd mas eficaz, en un menor tiempo procesado y con un costo minimo. Si bien
puede esperarse mayor contaminacion que inhiba la PCR, no tuvimos evidencias de
una inhibicion masiva en este tipo de muestras (McMillen et al. 2006; Chaban et al.
2012; Mederos et al. 2022). Es importante mencionar el impacto del empleo de buenas
practicas durante la toma de las muestras de EP de los toros en el diagnostico. Es
necesario realizar tricotomia y limpieza del orificio prepucial previo a la introduccién del
instrumento de muestreo en la cavidad prepucial para la toma de muestra con el fin de
evitar la contaminacién de la muestra clinica con barro o materia fecal. A su vez, es
importante evitar la miccion del toro durante el muestreo el cual diluye la muestra
recolectada.

Las técnicas moleculares pueden presentar distintas limitaciones que pueden
impactar en una menor sensibilidad o especificidad en la deteccion. Entre estas se
pueden mencionar las reacciones cruzadas con bacterias relacionadas, la presencia
de contaminantes como sangre, orina o pus, que son potenciales inhibidores que
pueden afectar la efectividad de la qPCR, principalmente en muestras clinicas
(Willoughby et al. 2005; McMillen et al. 2006; Schulze et al. 2006; Abril et al. 2010;
Spence et al. 2011; Sanhueza et al. 2014; Silveira et al. 2018, Polo et al. 2021;
Mederos et al. 2022). Sin embargo, resultan apropiadas para el manejo de un gran
numero de muestras. En el presente estudio, se selecciond un protocolo de gPCR, que
incluyé una sonda TagMan para una mayor sensibilidad y especificidad y que fue
previamente caracterizada (Iraola et al. 2016).

Por otro lado, la extraccion de ADN es un factor crucial para el empleo de las
técnicas moleculares en muestras clinicas. En este trabajo, el protocolo IH-LBT resulté
en una mejor tasa de deteccién de C. fetus. El bajo costo y el menor tiempo de
procesamiento respecto del empleo de un kit, hacen que mejore la probabilidad que
las técnicas moleculares sean incorporadas en los laboratorios de nuestro pais, donde
el costo de los kits comerciales es alto.

Finalmente, las condiciones especiales de cultivo de la bacteria y la baja
sensibilidad de la IFD hacen que la gqPCR sea una técnica diagndstica muy adecuada
y prometedora para la deteccion de C. fetus.

Es necesario un mayor conocimiento para conocer la implicancia en el
rendimiento reproductivo de cada subespecie y variante de C. fetus en los bovinos,
aunque, dadas estas dificultades en la subtipificacién y su asociacién con el aborto,

sugerimos que Cff sea incluido junto a Cfv y Cfvi en el diagndstico de la CGB.
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Las diferencias en la deteccion de C. fetus entre las distintas técnicas
diagnésticas pueden estar asociadas al estado del animal (inmunidad local), y a las
diferencias entre las distintas cepas (factores de v irulencia y concentracion
bacteriana) (Van Bergen et al., 2005; Mshelia et al., 2007). Dado estos factores y en
conjunto con la eficiencia del muestreo y de las técnicas diagndsticas, dos muestreos
consecutivos negativos serian necesarios para un diagndstico confiable (Garcia
Guerra et al 2014; Mederos et al. 2022; Del Piazzo et al 2021).

Al igual que en las vaquillonas, la evaluacion de la presencia de C. fetus en las
muestras de sangre resulté negativa en todos los periodos analizados para los tres
toros. Esto concuerda con la baja a nula respuesta inmunoldgica a nivel sistémico en
el toro tras colonizacion prepucial, limitdndose a una infeccion local (Campero et al.
2005; Campero et al. 2017).

1.3.3 Estudio de establecimientos bovinos con infeccién endémica de
Campylobacter fetus mediante pruebas moleculares y convencionales: Andalisis

de fetos y mucus cérvico vaginal

Todos los establecimientos ganaderos visitados presentaron antecedentes de
baja prefiez y/o abortos, en los que se detecté C. fetus a partir de los fetos bovinos
abortados y/o del mucus cérvico-vaginal (MCV) de las vacas. La deteccién de C. fetus
por cultivo, IFD y/o qPCR a partir de muestras de MCV de las vacas abortadas solo
resultd en 8/53 muestras positivas, correspondiendo a 4 de los 7 establecimientos
estudiados. Al igual que lo observado en las vaquillonas experimentalmente
infectadas, el cultivo bacterioldgico resulto la técnica mas eficiente en detectar C. fetus
de MCV (n=7) respecto a la IFD (n=3) y qPCR (n=4).

Esta baja tasa de deteccion se debe principalmente al prolongado tiempo entre
el aborto y el muestreo de las vacas abortadas (3 a 6 meses) permitiendo la
eliminacion de la bacteria del tracto reproductor durante ese periodo. Otros factores
implican la variaciéon de la concentracién bacteriana ubicandose en vagina o utero
dependiendo del ciclo estral y/o estadio de gestacién (Cipolla et al. 1994; Bon Durant
2005; Michi et al. 2015; Campero et al. 2017) y la baja sensibilidad reportada de las
técnicas tanto convencionales como moleculares en MCV (Marcellino et al. 2015;
Yarohkno 2015; Campero et al. 2017; Silveira et al. 2018).

El MCV resulta habitualmente una muestra menos contaminada que las

secreciones genitales de toros, aunque sus propiedades biofisicas dificultan su
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procesamiento. Por otro lado, las caracteristicas de la muestra varia segun el periodo
reproductivo, presentando una alta viscosidad lo que dificulta su manipulacion (Cortes
et al. 2014). La baja sensibilidad de las técnicas para detectar C. fetus a partir de MCV
y el factor de eliminacion relativamente rapido de la bacteria del tracto reproductor de
la hembra enfatiza en la importancia del muestreo de varias hembras abortadas y en
un lapso de menos de 1 mes de presentado el aborto en establecimientos ganaderos
con problemas reproductivos donde se sospecha de infeccion por C. fetus. Eso se
evidencio en el presente trabajo donde solo se logré detectar el patégeno en el 15% de
las muestras de MCV.

La eficiencia de la PCR multiplex (mPCR) a partir de MCV de muestras de
campo resultdé muy baja (2/8). Esto como previamente mencionado por las
caracteristicas de la muestra como asi también por la menor sensibilidad de la PCR
convencional. Del mismo modo, también hubo inconsistencia entre las pruebas
fenotipicas y genotipicas en una de las muestras de MCV donde se detecté Cfv
mediante mPCR y Cff por pruebas fenotipicas. En este caso la cepa no es conocida
pudiendo ser una falla en la caracterizacion fenotipica o una reaccion cruzada por
presencia del gen virB11 en la cepa de Cff involucrada en el caso (Schulze et al. 2006;
Abril et al. 2010; Gorkiewicz et al. 2010; Spence et al. 2011; van der Graaf-van Bloois
et al 2013).

En todos los fetos bovinos recuperados, se detecté C. fetus por cultivo e IFD
tanto de pulmén como de liquido de abomaso (LA) en acuerdo con lo obtenido por
Morrell y col. (2011). Aunque el numero de fetos analizados fue bajo (n=6) todos
fueron fenotipicamente caracterizados como Cff.

En uno de los establecimientos (ID 5) en una muestra de MCV se identificé Cfv
por mPCR mientras por las pruebas bioquimicas se identificé Cff, coincidiendo esta ultima
con la cepa aislada del feto abortado de ese establecimiento. De forma similar, en otro
establecimiento (ID 6) hubo diferencia fenotipica del aislamiento de C. fetus del MCV
de una vaquillona (Cfvi) respecto al feto (Cff). Esto pudo deberse a una falla en las
pruebas fenotipicas, ya que Cff y Cfvi comparten caracteristicas como la produccion de
H.S (van der Graaf-van Bloois et al. 2014; Farace et al. 2019), aunque no se puede
descartar la participacion de mas de una cepa en la infeccion (co-infeccién). La
tipificacion fenotipica se realiza a partir de un aislamiento Unico por lo que muy
probablemente si existe co-infeccion soélo detectamos una de las subespecies
involucradas. Sin dudas, los estudios de secuenciacion de genomas y analisis

gendmico comparativos podran arrojar luz sobre estos aislamientos.
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Los hallazgos macroscopicos de pericarditis y pleuritis fibrinosa hallados en dos
de los fetos son caracteristicos en la infeccion por C. fetus (Kirkbride 1993; Anderson
2007; Cabell 2007), pero puede presentarse con otras infecciones bacterianas como
Chlamydia pecorum, Bacillus spp. and Brucella abortus (Xavier et al 2009; Njaa 2012;
Struthers et al 2021). Sin embargo, es un hallazgo poco frecuente, siendo que la
mayoria de los fetos no evidencian cambios macroscopicos y en acuerdo con otros
autores (Campero et al. 2005, Anderson 2007, Mahajan et al. 2014; Schlafer y Foster
2016). De igual forma, la lesion microscopica mas relevante de bronconeumonia
supurativa (neutrofilica) es altamente compatible con aborto bovino asociado a C. fetus
(Campero et al. 2003, Campero et al. 2005, Morrell et al. 2011, Mahajan et al. 2014),
aunque la misma puede presentarse también con otras infecciones bacterianas como
Brucella abortus, Bacillus licheniformis, Trueperella pyogenes, o Escherichia coli, o
incluso por infeccidon protozoaria por Tritrichomona foetus (Anderson 2007, Clothier y
Anderson 2016, Morrell et al. 2019). Las otras lesiones encontradas como meningitis,
serositis, enteritis y hepatitis son frecuentes en abortos bovinos por C. fetus (Campero
etl a. 2003, Campero et al. 2005, Anderson 2007, Morrell et al. 2011) pero de caracter
inespecifico, pudiendo presentarse con otros patégenos. En todos los fetos bovinos
abortados al menos 2 érganos (pulmén, higado, SNC, corazdn) presentaron lesiones
inflamatorias. Estos hallazgos permiten confirmar una etiologia infecciosa, aunque es
necesaria la deteccién e identificacion de C. fetus de LA y/o pulmdén para un
diagnéstico definitivo de aborto por C. fetus cultivo, IFD o PCR.

La utilizacion de las técnicas de diagndstico en muestras clinicas de campo
puede resultar frustrante teniendo en cuenta los factores de interacciéon hospedador-
patdgeno sumado al tipo de muestra que pueden ser muy complejas como el caso del
MCV. Tal cual lo reportado previamente por Mederos y col. (2022), el traspaso de
técnicas desde un ambiente experimental a casos naturales de campo resulté en una
menor deteccion de C. fetus con las pruebas diagndsticas utilizadas. Sin embargo, el
analisis de un numero significativo de muestras, de distinta naturaleza y bajo distintos
protocolos puede arrojar luz sobre el correcto procesamiento de las muestras.

De acuerdo a nuestros resultados se sugiere la utilizacion de MCV como
muestras complementarias a muestras de EP de toros o fetos bovinos abortados, en
rodeos con infeccion endémica con C. fetus o con problemas reproductivos de
etiologia desconocida, donde la campilobacteriosis puede ser un problema. Esta

combinacion de pruebas diagndsticas es esencial para asegurar resultados confiables.
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La alta presencia de Cff en los fetos bovinos abortados y MCV, asociado a la
menor eficiencia reproductiva en los establecimientos bovinos estudiados refuerza la
sugerencia de incluir a Cff dentro de la campilobacteriosis genital bovina hasta avanzar
en estudios que permitan diferenciar las mismas, y que confirmen la relevancia clinico-

epidemioldgica de Cff en bovinos.

1.3.4 Aplicacion de PCR multiplex para deteccion de Campylobacter fetus y
diferenciacion de subespecie en muestras clinicas y cepas aisladas de secreciones

genitales de vaquillonas y toros y tejidos fetales de abortos por C. fetus.

La diferenciacion de subespecie mediante pruebas bioquimicas resulta
laboriosa, consume tiempo y hay inconsistencias con el perfil fenotipico por lo que la
posibilidad de desarrollar técnicas basadas en amplificacién génica resulta de una gran
ventaja y ahorro de tiempo (McMillen et al. 2006; van der Graaf-van Bloois et al. 2013;
McGoldrick et al. 2013; Polo et al. 2021). Sin embargo, la sub especiacién por métodos
moleculares continua confusa, dado por el uso de secuencias o islas genémicas para
discriminacién entre subspecies de C. fetus por PCR, pero presente en ambas, Cff y
Cfv, o incluso en otras especies de bacterias, llevando a resultados poco confiables
(Moolhuijzen et al 2009; Abril et al 2010; Spence et al 2011; Silva et al 2020; Polo et al
2021).

Con este objetivo y conociendo la cepa actuante segun vaquillona o toro
infectado bajo condiciones experimentales (Cff, Cfv o Cfvi) se evaluo el protocolo de
una mPCR optimizada a partir de la mPCR de Hum y col. (1997) (lraola et al. 2012)
para diferenciacion de subespecies a partir de colonia y muestras clinicas de MCV y
EP. El protocolo utiliza el gen virB11, reportado como especifico para Cfv

La deteccién de C. fetus, independiente de su subespecie, resulté baja para las
muestras clinicas, siendo 58% y 59% para EP y MCV, respectivamente. Esto evidencia
que el protocolo utilizado no resulta confiable existiendo un escape de muchos
animales falsos negativos. Como previamente mencionado deben estudiarse en
muestras de MCV mejores métodos para la extraccién de ADN que permitan tener un
ADN de calidad y cantidad adecuada que permitan aumentar la eficiencia de
deteccion.

En cuanto a la clasificacion de subespecie por mPCR a partir de colonias tanto

de los toros (n=9) como de las vaquillonas (n=9), coincidié en todos los casos con la
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identidad de la cepa. De acuerdo a lo esperado, las cepas de Cfvi no pudieron ser
diferenciadas de las de Cfv por la mPCR.

Tanto en las muestras clinicas de EP de los toros (n=12) como con las colonias
aisladas hubo coincidencia en el total de muestras procesadas entre la mPCR y cepa
actuante. En tanto en 2/10 muestras de MCV no hubo concordancia entre la mPCR y
la identificacion de las cepas por pruebas bioquimicas. Particularmente, las 2 muestras
conocidas de Cff fueron detectadas por mPCR como Cfv. Al tratarse de cepas
conocidas y repeticiones de las mismas esta incongruencia pudo deberse
posiblemente a error intralaboratorio como posible contaminacion durante alguna
etapa del procesado, ya sea extraccion de ADN o colocacion del templado en la mix
correspondiente. Otra posibilidad es que aunque virbl1l es considerada especifica de
Cfv no se puede descartar la posibilidad de su presencia en flora acompanante del
animal (Abril et al. 2010; Gorkiewicz et al. 2010; Spence et al. 2011).

Con el mismo fin de evaluar la mPCR se analizaron y compararon con el cultivo
bacteriolégico y pruebas bioquimicas correspondientes, 10 fetos bovinos abortados por
C. fetus registrados por el SDVE INTA Balcarce.

En los 10 fetos se detecté C. fetus por IFD y cultivo tanto de pulmén como
liquido de abomaso (LA), de los cuales 8 se caracterizaron fenotipicamente como Cff y
los restantes 2 como Cfv. La deteccién por mPCR a partir de LA resulté levemente
menor (9/10), pero muy superior a la eficiencia de la prueba en muestras de pulmén
(4/10), como se describié previamente (Morrell et al. 2011). El tiempo de conservacién,
y el congelado y descongelado de las muestras como la presencia de inhibidores tales
como los componentes del tejido como lisozima, hemoglobina, urea y heparina
pudieron haber afectado el rendimiento y la calidad del ADN bacteriano. Estos
resultados permiten sugerir a la muestra de LA como muestra a elegir para el
diagnéstico de C. fetus a partir de fetos bovinos abortados, ya sea por pruebas
convencionales o moleculares. Tal como se describié con muestras clinicas de MCV y
previamente reportado (van der Graaf-van Bloois et al. 2016), en 4 muestras de LA
hubo inconsistencia de subespecie por mPCR comparado a las pruebas bioquimicas.
Dos muestras de LA identificadas como Cff por mPCR fueron detectadas como Cfv por
cultivo. Por otro lado, dos muestras resultaron Cfv y Cff por qPCR vy cultivo,
respectivamente. Sin embargo, en estas muestras no es conocida la cepa actuante
tratandose de muestras clinicas de casos de campo, pudiendo existir inconsistencias
con las pruebas fenotipicas o coinfeccion como se mencioné anteriormente (Wagenaar
et al. 2001; Schulze et al. 2006; van der Graaf-van Bloois et al. 2014; Calleros et al.
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2016). La confiabilidad de las pruebas bioquimicas puede verse influenciada por la
transferencia horizontal de material genético como la transduccién de tolerancia a la
glicina por fagos, siendo esta una de las principales pruebas para diferenciar
subespecies (van Bergen et al. 2005; van der Graaf-van Bloois et al 2013; Silva et al.
2020). Otra inconsistencia se puede presentar con Cfv biovar intermedius el cual da
reaccion positiva al test de H,S (Verdon y Chatelain 1973) al igual que Cff, sin embargo
este biovar sera identificado por la PCR como Cfv, constituyendo una limitacién
importante. Las inconsistencias con las pruebas moleculares se asocian
principalmente a la alta similitud genética entre las subespecies y transferencia
horizontal de genes considerados especificos para Cfv a Cff (Moolhuijzen et al. 2009;
Abril et al. 2010; Pena-Fernandez et al. 2021). El gen virB11 se localiza en una isla
genomica considerada especifica para Cfv, aunque estudios revelaron su presencia en
cepas de Cff u otras especies pudiendo existir reaccion cruzada (Abril et al. 2010;
Gorkiewicz et al. 2010; Spence et al. 2011; van der Graaf-van Bloois et al. 2016). Otra
limitacion es falla en la deteccién del biovar intermedius como Cfv como ocurre con el
gen blanco de van Bergen y col. (2005c) (van der Graaf-van Bloois et al. 2013). A su
vez este biovar puede presentar el mismo perfil que Cff (Moolhuijzen et al. 2009; Iraola
et al. 2012), donde se detecto sélo uno de los blancos moleculares (Silva et al. 2021).
Actualmente no existe un par de primers que distingan a Cfvi de otras cepas de C.
fetus, pudiendo representar un subgrupo heterogéneo dentro de C. fetus con genes
que potencialmente se compartan entre subespecies y el biovar (Iraola et al. 2012).

Las inconsistencias evidenciadas con el gen virB11 estan asociadas a fallas en
la especificidad, por lo que este blanco molecular resulta de escaso valor para
identificacion de subespecie.

La inconsistencia de los fenotipos y las caracteristicas gendmicas de las cepas
de C. fetus fomenta una evaluacion critica de la relevancia clinico-epidemiolégica de la
identificaciéon de subespecies de C. fetus. Sin embargo, a pesar de estas
inconsistencias, la subespecie Cff predomina tanto en secreciones genitales de
hembras abortadas como correspondientes fetos evidenciando un alta importancia en

la salud reproductiva de los bovinos.

1.4 Conclusion
El modelo experimental presentado, mimetiza la infeccion natural y constituye

una alternativa prometedora para futuros estudios de campilobacteriosis bovina, con
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las 2 subespecies de C. fetus (incluyendo el biovar intermedius) de relevancia en
bovinos.

El ensayo de qPCR, teniendo en cuenta los métodos de extraccion, para
deteccién de C. fetus en MCV resultaron de baja eficiencia, siendo el cultivo
bacterioldgico la técnica adecuada al momento. Es necesario continuar estudiando
alternativas que permitan disolver la consistencia viscosa del MCV para una mejor
manipulacion de la muestras y mejorar la calidad/cantidad de ADN tras su extraccion.
Ante esto, el protocolo casero de lisis en bafio humedo tiene potencial, siendo
necesario aplicarlo a un mayor numero de muestras. La alta persistencia de
subespecies poco registradas como Cff y Cfvi en el tracto reproductor de las
vaquillonas en el presente trabajo, pone de manifiesto la necesidad de futuros estudios
abocados a su patogeénesis y relevancia epidemiologica.

La deteccién de infeccion de C. fetus en los toros resulté similar con cualquiera
de las pruebas diagnésticas evaluadas. El protocolo de qPCR resulté prometedor para
el diagndstico de CGB de muestras clinicas, siendo una alternativa rapida y eficiente
respecto al cultivo, aunque su mayor costo y equipos necesarios pueden ser una
limitante. Aunque la subespecie Cff no es considerada venérea, la capacidad de
colonizacién y persistencia temporal observada en el prepucio sugiere que puede ser
un riesgo en rodeos con servicio natural.

Este trabajo evidencia la colonizacién y persistencia de Cff en el tracto
reproductor vaquillonas y toros junto a una alta presencia en abortos bovinos
sugiriendo que se incluya como parte de la CGB.

El traspaso del diagnéstico de un ambiente experimental controlado a casos de
campo resulta en menor eficiencia, siendo necesario validar la técnica con mas
muestras de campo, tanto de MCV, EP y tejido fetales. En establecimientos con
problemas asociados a C. fetus es esencial la combinacion de pruebas diagndsticas y
de las distintas muestras disponibles para arribar a un diagndstico correcto.

Las incongruencias en la discriminacién de subespecies mediante mPCR entre
Cff y Cfv hacen necesario pensar en la deteccion solo de C. fetus. Particularmente el

gen virb11 no resulta adecuado para tal fin.
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CAPITULO 2
DETECCION DE CAMPYLOBACTER FETUS DESDE SEMEN, VESICULAS
SEMINALES Y MUCOSA PREPUCIAL DE TOROS NATURALMENTE INFECTADOS
CON C. FETUS.

2.1 MATERIALES Y METODOS

En el modelo experimental bovino se recolectaron muestras de semen de los tres
toros de los GT (-Cff, -Cfv y -Cfvi) al dia 0 (control negativo), 52, 95, 145 y 283 por
electroeyaculacion para cultivo bacterioldgico e inmunofluorescencia directa (IFD) (previa
colocaciéon en solucion formolada al 1%). Una vez recolectadas eran transportadas al
laboratorio dentro de las 2 h. La técnica de electroeyaculoacion constaba de un
electroeyaculador en el recto del toro para estimular la prostata y vesiculas seminales con
pulsos eléctricos leves, primero hasta que el animal presentaba ereccion y luego la
eyaculacion propiamente dicha (hasta 12 voltios) (Roman et al. 2014). En cada toro, se
recolectaba la segunda fraccion del eyaculado (rica en espermatozoides), evitando las
primeras eyaculaciones correspondientes a la fraccion pre espermatica. La primera
fracciéon (pre espermatica) del eyaculado es incolora mientras la fraccidon secundaria de
color cremoso u opalescente. Esta recoleccion se hacia con aro de plastico con mango
que sostiene un embudo de latex colector que conducia el semen a un tubo falcon de
50ml. Entre el muestreo de cada toro se cambiaba el equipamiento utilizado con el fin de
evitar contaminacién cruzada.

Una vez finalizado el modelo experimental se realizd el seguimiento a faena (dia
290) de los Toros-Cfv y -Cfvi donde se recolecté pos-mortem, mucosa prepucial del area
de fornix, glandulas bulbouretrales, ampollas y vesiculas seminales, removidas con bisturi
y almacenadas en colectores estériles individuales para ser transportadas al laboratorio
de bacteriologia dentro de las 2 h. En una cabina de seguridad con flujo laminar, se
removié el tejido circundante de las vesiculas seminales, ampollas y glandulas
bulbouretrales, y se tomaron asépticamente las porciones internas; mientras para la
mucosa prepucial se realizd un raspado con la hoja de bisturi y se recolectd el material
(Fig. 18). Cada muestra se proces6é para cultivo bacteriolégico. Los materiales de
diseccion y guantes se cambiaron entre animal y muestra para evitar contaminacion
cruzada. Las colonias aisladas e identificadas como C. fetus fueron procesadas por IFD y

se confirmé la especie mediante PCR tiempo final.
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Muestras de tejido de las vesiculas seminales, ampolla, glandulas bulbouretrales y
mucosa prepucial fueron fijadas en formol tamponado al 10%, pH 7.2 por 48 h. Luego,

secciones de 4 um fueron preparadas y tenidas con H&E siguiendo los protocolos

estandar para estudio histolégico.

Figura 18. Toro-CFV, tracto reproductor. A) Area del férnix (cuadrado amarrillo) donde se recolecté la muestra
de mucosa prepucial; y B) 6rganos sexuales accesorios, de los cuales se extrajeron las vesiculas seminales
(flecha amarrilla).

Andlisis de PCR tiempo final para deteccion de C. fetus de colonias

El analisis de PCR tiempo final se realizd de colonias aisladas e identificadas
como C. fetus por cultivo bacteriologico de muestras de semen, mucosa prepucial y
vesiculas seminales. Las colonias fueron suspendidas en Tris-EDTA buffer y hervidas
a 100°C. La suspension fue centrifugada a 12,000 xg y alicuotas de 2.5 pl del
sobrenadante fueron usados como templado. Una region especifica de C. fetus (orf
1591 de C. fetus 82-40) (numero de acceso CP000487) fue amplificada (Gal et al.
2015; Garcia, Gioffré et al. 2021). El mix de amplificacion consiste en 1 x GoTaq green
buffer de reaccién (1.5 mM MgCl2), 0.25 mM de cada dNTP, 0.1 uM de cada primer
(1591for-atgctctgggcegcetaacttgt  and  1591R-ggctctccacctecgetaaa), 1.25 U Taq
polymerase (Promega Corp., Madison, WI, USA), 2 pl de ADN templado de
Campylobacter y agua ultrapura libre de nucleasas para llegar al volumen final de 25
pl. El protocolo de amplificacion del termociclador consistié en un paso inicial de 94 °C
por 3 min, 10 ciclos at 94 °C for 30 seg, seguido de temperatura de annealing
empezando a 60 °C por 1 min y disminuyendo 1 °C por ciclo hasta 50 °C. Luego, un

paso de extension se realizdé a 72 °C por 1 min, seguido de 30 ciclos con un annealing
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a 55 °C. El paso de finalizacién fue de 72 °C por 8 min. La presencia de un producto

de amplificacién de 438pb confirmd la presencia de C. fetus.

2.2 RESULTADOS

El C. fetus esta asociado a prepucio y uretra de toros, sin embargo , la bacteria
puede contaminar el semen y sobrevivir la criopreservacion, siendo la inseminacion
artificial no controlada un riesgo de diseminacion de la infeccién en rodeos bovinos
sanos. Con este fin se evalud la presencia en semen de 3 toros naturalmente
infectados con las subespecies relevantes en bovinos (Cff, Cfv y Cfvi). Teniendo en
cuenta la capacidad de muchas especies bacterianas de colonizar glandulas
accesorias, como las vesiculas seminales, y luego ser eliminadas durante la
eyaculacion se estudio esta posibilidad en 2 de los toros (Cfv y Cfvi) tras seguimiento a
faena, con el fin de conocer otro nicho para el C. fetus.

Se evidencié una alta presencia de C. fetus en semen, siendo detectada en los
3 toros (Cff, Cfv y Cfvi) por cultivo bacteriolégico y/o IFD (Tabla 10). La deteccién de
C. fetus por cultivo (91,5%) fue ampliamente mayor a la IFD (41,5%) en semen. Esto
evidencia que la IFD de muestras clinicas de semen no son adecuadas para el
diagnostico de campilobacteriosis bovina. Y particularmente en el Toro-Cff fue el unico
toro donde no se detectd C. fetus en el ultimo muestreo realizado. Mientras en los

Toro-Cfv y -Cfvi, se identificé C. fetus en los cuatro muestreos realizados.

Tabla 10. Resultados de cultivo bacteriolégico e IFD para deteccion de C. fetus de muestras de semen de tres
toros naturalmente desafiados con C. fetus (CFF, CFV y Cfvi).

Dia de muestreo Total muestras
52 95 145 283 positivas
Cultivo IFD Cultivo IFD Cultivo IFD Cultivo IFD  Cultivo IFD
Toro-Cff 1 0 1 1 1 1 0 0 3 2
Toro-Cfv 1 0 1 1 1 1 1 0 4 2
Toro-Cfvi 1 0 1 0 1 1 1 0 4 1
Total positivos 3 0 3 2 3 3 2 0 11 5

IFD: inmunofluorescencia directa
Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; Cfv: Campylobacter fetus subsp. venerealis; Cfvi: Campylobacter fetus
subsp. venerealis biovar intermedius.

Finalizado el ensayo experimental descrito en el capitulo 1, se realizé el
seguimiento a faena de los Toros-Cfv y -Cfvi (dia 290). El Toro-Cff no fue enviado a
faena siendo utilizado para otro ensayo que se describe en el capitulo 3. Tras la

recoleccion de las muestras de glandulas sexuales accesorias (vesicula seminal,
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glandulas bulbouretrales, ampollas y mucosa prepucial) del Toro-Cfv y -Cfvi durante la
faena, C. fetus fue aislado de vesicula seminal del Toro-Cfv (Fig. 19a) y de la mucosa
prepucial del Toro-Cfvi. La especie, C. fetus, fue confirmada por PCR (Fig. 20) e IFD
de colonias obtenidas del cultivo bacteriolégico de los tejidos correspondientes. La
inmunofluorescencia positiva mostré diferentes formas del bacilo (espirilo largo, formas
“S” y formas de gaviota) con intensa fluorescencia periférica de la estructura
bacteriana, caracteristica de C. fetus (Fig. 19b). Las muestras de mucosa prepucial del
Toro-Cfv y de vesicula seminal del Toro-Cfvi resultaron negativas al cultivo
bacteriolégico, al igual que las muestras de glandulas bulbouretrales y ampollas de

ambos toros.

Figura 19. Toro-Cfv, vesiculas seminales. A) Cultivo bacteriolégico. Colonias de Campylobacter fetus en
agar Skirrow. B) Inmunofluorescencia directa positiva de colonias del cultivo bacteriolégico con
fluorescencia y formas caracteristicas de C. fetus. Microscopio epifluorescente, objetivo de inmersion en
aceite, 1000x

A partir de las colonias compatibles con Campylobacter de muestras de semen

se confirmo la especie C. fetus mediante PCR (Fig. 20).
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MW 1 2 3 4 3 & 7 8 9 10

< 438bp

Figura 20. 1591-PCR para confirmar C. fetus. Electroforesis representativa en gel de agarosa al
1,5%. Columna 1: Toro-Cfvi, mucosa prepucial; columna 2: Toro-Cfvi, semen (dia 132); columna
3: Toro-Cfvi, semen (dia 39); Columna 4: Toro-Cfvi, semen (dia 269); columna 5: Toro-Cfyv,
vesicula seminal; columna 6: Toro-Cfv, semen (dia 269); columna 7: Toro-Cfv, semen (dia 82);
columna 8: Toro-Cfv, semen (dia 39); columna 9: control negativo (agua) y columna 10: control
positivo (ADN purificado de C. fetus 97/608). MWM: marcador de peso molecular 1 Kb ladder
(Promega).

Microscopicamente, en ambos toros (Cfv y Cfvi) se observd infiltrado
linfoplasmocitico, periglandular y subepitelial, difuso, moderado (Fig. 21). Habia multiples
agregados de linfocitos formando nédulos linfoides en el subepitelio. Ninguna de las

glandulas accessorias sexuales recolectadas presenté lesiones de relevancia.

Figura 21. Toro-Cfvi, mucosa prepucial. Infiltrado linfoplasmocitico, subepitelial,
difuso, moderado y nédulo linfoide focal subepitelial. H&E, 10x.
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2.3 DISCUSION

La campilobacteriosis puede transmitirse apartir de inseminacién artificial con
semen de toros infectados (Gard 2016; Givens 2018). Esto se produce en los centros de
inseminacion artificial tras la contaminacion del semen durante su recoleccion de toros
infectados o por utilizar el mismo material entre toros infectados y sanos (van Bergen et
al. 2006; Givens y Marley 2008; Givens 2018; Seid 2019). La deteccion de C. fetus de
muestras de semen y la infeccion de los toros se mantuvo durante todo en el ensayo para
los Toro-Cfv y -Cfvi. En cambio, el Toro-Cff presentd permanencia temporal de la bacteria
tanto en mucosa prepucial como en semen. En otros paises, en centros de inseminacion
de toros se ha reportado con frecuencia el aislamiento de Cff en raspajes prepuciales con
posterior contaminacion del semen. A su vez en muestras de cultivos de materia fecal de
esos toros no se aislo la bacteria, desestimando esta fuente como posible contaminante
(van Bergen et al. 2006). Aunque los toros pueden infectarse de otras fuentes, como
transmision desde otros animales o contaminacion del ambiente, debe tenerse en cuenta
la posibilidad de ser portadores cronicos de Cff como ocurre con Cfv.

Aunque por el bajo numero de toros no se puede estimar la precision de los
métodos diagndsticos utilizados, el cultivo bacteriolégico resulté mas eficaz que la IFD
(100% vs 37%). Teniendo en cuenta que la baja tasa de detecciéon obtenida por IFD
podria estar sesgada por el bajo “n”, el alto numero de resultados falsos negativos
también puede atribuirse a una baja concentracion de la bacteria en semen y/o en la
dificultad de observar C. fetus ya que los espermatozoides cubren la mayoria de la
superficie del preparado presentando fluorescencia inespecifica. Estudios previos, han
mostrado el uso de IFD en muestras prepuciales con rangos de deteccion de 69.4% a
92.59% (Garcia Guerra et al. 2014; Marcellino et al. 2015; Campero et al. 2017; Silveira et
al. 2018). Sin embargo, a nuestro conocimiento no hay reportes del uso de esta técnica
en muestras de semen de toros, probablemente por su baja eficacia, como en el presente
trabajo. Por el otro lado, la sensibilidad del cultivo bacteriolégico de muestras prepuciales
varia del 32.7% al 82.3% (Garcia Guerra et al. 2014). La alta tasa de recuperacion de C.
fetus de semen en el presente estudio podria asociarse a la baja contaminacién
bacteriana en las muestras junto al tropismo de C. fetus a los espermatozoides (Cagnoli
et al. 2020). Esto se evidencio con las 3 cepas de C. fetus (Cff, Cfv y Cfvi) en nuestro

trabajo.
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El analisis de muestras de tejido (mucosa prepucial y vesiculas seminales) de los
Toro-Cfv y -Cfvi evidencié infeccion por C. fetus. La presencia de C. fetus en las criptas
prepuciales, asi como en semen contaminado durante su recoleccién ha sido bien
documentado (Givens y Marley 2008; Givens 2018). Sin embargo, no hay informes
previos de infeccion de vesiculas seminales de toro por C. fetus ni otros 6rganos
reproductivos internos. La colonizacion de drganos sexuales internos puede limitarse a un
solo 6rgano como en el presente caso, o diseminarse de forma extensiva hacia otros
organos como ampollas, glandulas bulbouretrales, entre otras (Pefia Joya et al. 2010).
Las vesiculas seminales son un sitio importante para la localizacion de bacterias
(Brucella abortus, Trueperella pyogenes, Mycoplasma spp., Ureaplasma spp., entre
otras) en los toros, siendo las principales vias de infeccion bacteriana la via hematégena
0 ascendente a través de la uretra (Hull y Vogel 2008; Lovelady 2013). Aunque se
necesitan mas estudios para conocer la patogenia y la implicancia de C. fetus en los
6rganos reproductores internos de los toros, dado su principal nicho en la cavidad del
prepucio, sugerimos la ruta ascendente como se propone para otros patdégenos, como
Tritrichomona foetus (Cavalieri y Van Camp 1997; Lovelady 2013) de caracteristicas
clinico-epidemioldgicas indistinguibles, o Actinobacillus seminis en carneros (Al-katib y
Dennis 2014). El hallazgo de aislamiento ocasional de C. fetus de la uretra de toros
(Eaglesome y Garcia 1992; Blaser et al. 2008) puede constituir una evidencia de una
posible infeccion ascendente adicional donde la edad, la estimulacion hormonal y el
ambiente protector local podrian ser factores determinantes para lograr la infeccion de
6rganos sexuales accesorios. Otra teoria involucra la falta de sincronia de los eventos
neurofisiolégicos, lo que resulta en un reflujo de espermatozoides y orina hacia las
glandulas vesiculares (Linhart y Parker 1988). Esto podria representar un caso raro de
infeccién retrograda como se observd en un toro naturalmente infectado con T. foetus,
donde resulté con una infeccion de la vesicula seminal o la glandula prostatica (Cavalieri
y Van Camp 1997; Lovelady 2013). C. fetus en toros no se ha asociado con el desarrollo
de anomalias genitales o sintomas clinicos (Michi et al. 2015). Sin embargo, diferentes
estudios in vitro mostraron la adherencia de C. fetus a los espermatozoides de toros y sus
efectos perjudiciales con detrimento de la calidad seminal, siendo un importante factor
que contribuya a la subfertilidad causada por la bacteria (Chiapparone et al. 2016;
Cagnoli et al. 2020). De manera similar, otro estudio mostré que Cff afecta la calidad del
esperma en carneros (Bar et al. 2008). En condiciones in vitro, se reporta reduccion de
motilidad espermatica, aglutinacion y fagocitosis tras adherencia de T. foetus a

espermatozoides, con consecuencias en la fertilidad (Benchimol et al. 2008; Ribeiro et al.
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2010). Es necesario mas estudios para clarificar posible eliminacién en semen de C. fetus
tras colonizacién de vesicula seminal, ya que podria indicar una de las causas de
presencia de la bacteria en centros de inseminacion con toros infectados, no solo estando
asociada a contaminacion de material por contacto con mucosa prepucial. Esto se
observa en ciertas bacterias que se localizan en vesicula seminal y luego se eliminan en
semen como ocurre con Brucella abortus (Eaglesome y Givens 1992; Eaglesome y
Garcia 1997; Givens 2018).

Los hallazgos microscopicos en prepucio de los Toros-Cfv y -Cfvi, caracterizados
por infiltrado mononuclear subepitelial, se presenta en toros infectados por Cfv aunque no
es caracteristico de dicha infeccion (Michi et al. 2015). En muchos casos no hay lesiones
asociadas (Foster 2016). Esta baja a nula reaccion a la bacteria permite que habite el
tracto reproductor macho por meses a anos y prosperar ante ausencia de una respuesta
inmunitaria efectiva. El estudio histolégico revelé que no se observaron cambios macro ni
microscopicos relevantes en ninguna de las glandulas sexuales accesorias de ambos
toros infectados. Sin embargo, no deben descartarse cambios fisiolégicos o incluso
efectos a largo plazo. La ausencia o poca lesion tanto en mucosa prepucial como
glandulas accesorias sexuales enfatiza la necesidad de la utilizacién de cultivo

bacteriolégico o pruebas moleculares para el diagnéstico de campilobacteriosis.

2.4 CONCLUSION

La presencia de C. fetus en vesiculas seminales abre el debate de los toros
como portadores asintomaticos, un concepto bien establecido.

Futuros estudios son necesarios para conocer la patogénesis de C. fetus en
érganos sexuales accesorios y su implicancia como posible nicho y posterior infecciéon
de semen. Esto podria implicar un riesgo para centros de inseminacién de toros sin
programas de control sobre C. fetus. El cultivo resulté una herramienta valiosa para el
diagnéstico de campilobacteriosis en semen, siendo adecuadas para el control en
dichas muestras.

Seria valioso estudiar en mas toros infectados a campo la eliminacion de C.
fetus en semen junto al analisis de calidad del semen para ampliar el conocimiento del

potencial efecto perjudicial de la bacteria sobre espermatozoides.
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CAPITULO 3
ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO VENEREO DE CAMPYLOBACTER FETUS
SUBSP. FETUS EN MODELO BOVINO EXPERIMENTAL EN DOS ENSAYOS.

3.1 MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describen dos ensayos: uno relacionado al ensayo del
Capitulo 1 siendo una continuacion del mismo como ensayo exploratorio de la via de
transmision sexual como posible via de transmision para Cff en bovinos (Ensayo CFF-1)
y un segundo ensayo con animales nuevos para evaluar y corroborar esa transmision

sexual de Cff en bovinos (Ensayo CFF-2).

3.1.1 Ensayo CFF-1

Tras el ensayo de dos etapas (DE y DN) del modelo experimental bovino
desarrollado en el Capitulo 1, al dia 293 pos-inoculacion experimental de las vaquillonas,
cuatro vaquillonas del GC y seis del GT-Cff fueron reintroducidas con el Toro-Cff en un
potrero por 67 dias para servicio natural (Fig. 22). Se recolectaron muestras de esmegma
prepucial (EP) del toro y mucus cérvico-vaginal (MCV) de las vaquillonas en tres periodos
posterior al servicio natural (dia 360, 395 y 410), para cultivo bacteriolégico e
inmunofluorescencia directa (IFD). Las técnicas utilizadas fueron previamente descritas
(Capitulo 1, Materiales y Métodos; Estudios y Técnicas).

Las seis vaquillonas correspondientes al GT-Cff habian resultado positivas por
ultima vez al dia 206 (n=1), dia 241 (n=3) y dia 285 (n=2) (Capitulo 1, Resultados,
Vaquillonas, Tabla 3 y Tabla complementaria 1). Por su lado el Toro-Cff resulté
negativo en 5 muestreos consecutivos a partir del dia 145 por cultivo bacteriolégico,
gPCR e IFD (Capitulo 1, Resultados, Toros, Tabla 5).
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Vaquillona experimentalmente infectadas con C. fetus fetus!
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'Las muestras fueron procesadas por IFD y cultivo bacteriolégico.

Figura 22. Esquema representativo de seis vaquillonas del GT-Xdd, 4 vaquillonas del GC y el toro-Xdd
reintroducidos en un potrero por 67 dias. Se detallan los tiempos de muestreo de MCV y EP. Vaquillonas
negras: vaquillonas del GC; Vaquillonas naranjas: vaquillonas del GT-Xdd; Toro negro: Toro-Cff

3.1.2 Ensayo CFF-2

Se utilizaron 13 vaquillonas, raza Angus y Criolla, de 18 a 20 meses de edad, y
dos toros, Aberdeen Angus, uno de tres afios y otro de ocho afios de edad (Fig. 23).
Todos los animales fueron mantenidos en potreros con buena disponibilidad forrajera y
agua ad libitum en la Reserva Ganadera N° 5 de la Estacion Experimental
Agropecuaria (EEA) Balcarce del INTA. Las vaquillonas y toros fueron previamente
analizados para brucelosis y enfermedades de transmision sexual (Campilobacteriosis
y Tricomonosis) resultando negativas.

De las 13 vaquillonas se eligieron siete al azar, las cuales fueron desafiadas
con la cepa Cff-C1N3 utilizando el mismo procedimiento que el realizado en el modelo
experimental (Capitulo 1, Materiales y Métodos, Inéculos para el desafio e infeccion
experimental), conformando el grupo desafiado (GT), un grupo sin desafiar de seis
vaquillonas (GC) y dos toros sin desafiar. El momento de inoculacién experimental del
GT se considero6 el dia “0”. Al dia “15” pos desafio se introdujeron los dos toros para
servicio natural por 60 dias, y luego al dia “75” se ingresaron las seis vaquillonas del
GC, manteniendo los 15 animales (13 vaquillonas y dos toros) por 40 dias mas (dia
115).
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Vaquillonas experimentalmente infectadas con Cff (CIN3)
Dia “0”

g
H n' H" H - -y - l
r a r H Dia “157, a4, llﬁ

dia “15" dia *

Servicio natural GT + Toros

'Las muestras fueron procesadas por IFD y cultivo bacteriologico.

Figura 23. Esquema representativo de siete vaquillonas experimentalmente desafiadas (CFF-C1N3) (GT),
dos toros y seis vaquillonas sin desafio (GC) para estudiar posible transmision sexual de CFF. Se detallan
los tiempos de muestreo de MCV y EP. Vaquillonas naranjas: vaquillonas del GT; Toro negro: dos toros;
Vaquillonas negras: vaquillonas del GC.

El GT previo al desafio experimental recibié un protocolo de sincronizacion de
ovulacion, donde se les colocd un dispositivo intravaginal (DIV) con 1 g de
progesterona (Laboratorio Sintex, Argentina) y se aplicd intramuscularmente 2 ml de
benzoato de estradiol 0,1% (Laboratorio Sintex, Argentina). Luego de 8 dias se retiro el
DIV y se administré intramuscularmente 2 ml (500 pg) de Cloprostenol (PGF2q;
Laboratorio Zoetis, Argentina). Ademas, se aplicé pintura para deteccion de celo en la
base de Ila cola (Celotest, Laboratorio Biotay, Argentina) para determinar
comportamiento de monta.

Se recolectaron muestras de MCV y EP de todos los animales en cuatro
periodos desde el ingreso de los toros con el GT (dia 15, 75, 94 y 115) para deteccion
de C. fetus por cultivo bacteriolégico e IFD (descripto en Capitulo 1, Materiales y
Métodos, Recoleccion de muestras de fluido genital).

Adicionalmente, ya que Cff puede ser comensal del tracto gastrointestinal se
realizé el muestreo de materia fecal de los 15 animales en tres periodos: al inicio del
ensayo (dia “0”), al ingresar las vaquillonas del GC (dia “75”) y al finalizar el ensayo
(dia 115). Se llevé a cabo con el fin de constatar presencia o ausencia de C. fetus en
materia fecal, ya que puede ser contaminante de las secreciones genitales durante el
muestreo de esas muestras, interfiiendo en la correcta interpretacion de los
resultados. Cada muestra de MF se analizd individualmente, se pesaron 5 g y se
sembraron en 20 ml de caldo Bolton con antibidticos (OXOID CM0983, UK), se
incubaron en en estufa a 37°C durante 48 h bajo condiciones de microaerofilia (5% O,
10% CO,y 85% Np) , y posteriormente se sembraron en agar Skirrow bajo estas

mismas condiciones. Se examinaron durante 10 dias cada 48 h. las colonias con
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morfologia compatible con C. fetus lisas, 1 a 2 mm de diametro, convexas, blanco-
grisaceas y translucidas) se observaron en un microscopio de contraste de fases para
constatar morfologia bacteriana y el movimiento en tirabuzén caracteristico del género
Campylobacter. Estas colonias fueron repicadas a tubos con medio Kligler en pico de
flauta para determinar la especie C. fetus sobre la base de la actividad de la enzima

catalasa (positiva) y la produccion de gas acido sulfhidrico (negativa).

3.2 RESULTADOS

La subespecie Cff no es considerada como enfermedad venérea en toros, siendo
un comensal del tracto gastronintestinal y asociada a abortos esporadicos tras
translocacion de la mucosa intestinal y diseminacion sanguinea al utero gravido,
infectando al feto. Sin embargo, se ha observado la capacidad de colonizacién y
persistencia en el tracto reproductor de machos y hembras en estudios experimentales
y el aislamiento de la subespecie en casos naturales de campo tanto de secreciones
genitales como de fetos abortados. Esto llevd a estudiar con mayor profundidad la
patogénesis de Cff y tener en cuenta la posibilidad que se comporte como enfermedad

de transmision sexual al igual que Cfv.

3.2.1 Ensayo CFF-1

En el primer ensayo, luego del periodo de servicio natural, en el primer
muestreo de secreciones genitales al dia 360, dos vaquillonas del GT-Cff, dos del GC
y el Toro-Cff resultaron positivos a C. fetus por cultivo bacteriolégico y/o IFD (Tabla
11). En el ultimo muestreo al finalizar el ensayo (dia 410), solo dos de las seis
vaquillonas del GT estaban infectadas, de las cuales una persistié6 durante todo el
periodo del ensayo. Las otras 4 vaquillonas debido a la caracteristica autolimitante de
la infeccion eliminaron la bacteria y se mantuvieron resistentes a una reinfeccion. Por
su lado, aunque solo 2 vaquillonas se mantuvieron infectadas el toro se reinfecto tras
ese servicio natural de 67 dias. De importancia se destaca que de las cuatro
vaquillonas correspondientes al GC, al menos dos resultaron infectadas con
persistencia en una de al menos 50 dias. Este ensayo exploratorio evidencio la

reinfeccion del Toro-Cff y posterior transmisidn de la subespecie a vaquillonas sanas.
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Tabla 11. Resultados de cultivo bacterioldgico e IFD para deteccién de C. fetus de muestras de esmegma
prepucial de un toro y mucus cérvico vaginal de seis vaquillonas experimentalmente infectadas con Cff y
cuatro vaquillonas del grupo control.

Dia pos desafio experimental

360 395 410 Total positivos
Cultivo IFD  Cultivo IFD  Cultivo IFD Cultivo IFD
GT-Cff 2 1 1 0 1 0 4 1
GC 2 1 1 1 1 1 4
Toro-Cff 1 1 1 1 NP NP 2
5 3 3 2 2 1

NP: no procesado
Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; IFD: inmunofluorescencia directa.

3.2.2 Ensayo CFF-2

Este segundo ensayo se desarrollé para corroborar los resultados observados
en el Ensayo CFF-1 de tipo exploratorio, y que permita confirmar la capacidad venérea
del Cff.

En la Tabla 12 se resumen los resultados de las vaquillonas GT, GC y los toros
por cultivo bacteriolégico e IFD. En el desafio experimental cinco (71,5%) vaquillonas
GT resultaron positivas (dia 15). Luego del periodo de servicio natural (entre dia 15y
75), el toro de mayor edad resulto positivo a C. fetus. Tras la introduccion del GC (dia
75), se infectaron durante el servicio natural, en 19 dias, cuatro vaquillonas (dia 94).
Finalmente resultaron infectadas durante el ensayo cinco de las vaquillonas del GT, el
toro de mayor edad y cinco de las vaquillonas del GC, evidenciando el ciclo de
transmision sexual de Cff desde las vaquillonas infectadas al toro, y de este a

vaquillonas sanas.

Tabla 12. Resultados de cultivo bacterioloégico e IFD para deteccion de C. fetus de muestras de EP de dos
toro y MCV de siete vaquillonas experimentalmente desafiadas (CFF) y seis vaquillonas sin desafio.

Dia pos inoculacion experimental Total muestras
15 75 94 115 positivos
Cultivo IFD  Cultivo IFD Cultivo IFD Cultivo IFD  Cultivo IFD
GT-Cff 5 1 5 1 1 0 2 0 13 2
GC NP NP NP NP 4 3 5 4 9 7
Toros-Cff NP NP 1 1 1 1 1 1 3 3
Total pos 5 1 6 2 6 4 8 5

NP: no procesado
Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus; IFD: inmunofluorescencia directa

Es bien conocida la presencia de C. fetus, particularmente de Cff, en materia

fecal de vaquillonas y toros o en prepucio de toros tras contaminacion fecal por
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actividad homosexual. Por lo que es necesario estudiar este aspecto para clarificar si
la transmision Cff durante el ensayo fue por via venérea o contaminacion fecal. De las
muestras de materia fecal, en ninguno de los tres periodos muestreados se identifico
la presencia de C. fetus. Esto descarta la posibilidad de reaccion cruzada de C. fetus

por contaminacion de las muestras de MCV y EP con materia fecal.

3.3 DISCUSION

Las subespecies Cfv y Cff, son extremadamente cercanas genéticamente,
donde Cfv representaria un clon “bovino” de Cff (van Bergen et al. 2005a). Aun asi,
existe una gran diferencia epidemioldgica, siendo que Cff es capaz de infectar
multiples especies animales siendo en bovinos comensal del tracto gastrointestinal, a
diferencia de Cfv que es exclusivo del bovino y del tracto reproductor del mismo,
siendo causante de la enfermedad venérea campilobacteriosis genital bovina (CGB)
(Michi et al. 2015; Sahin et al. 2017; Campero et al. 2017). En el presente estudio,
mediante los dos ensayos se evidencio transmision sexual de Cff en bovinos durante
servicio natural.

En el Ensayo CFF-1 (E1) de tipo exploratorio se corrobor6 que hembras
infectadas con Cff pueden mantener la bacteria entre dos servicios y ser fuente de
contagio para los toros. Estas vaquillonas GT resultaron en baja positividad
probablemente porque durante los 9 meses de infeccidn anterior (Capitulo 1) la
mayoria logré eliminar el patégeno en cuestion y limpiarse, adquiriendo resistencia a
una posible reinfeccion (Bon Durant 2005; Michi et al 2015). Aun asi, dos vaquillonas
se mantuvieron infectadas y en el siguiente servicio lograron la infeccion del toro y
posterior infeccion de dos vaquillonas GC, evidenciando transmisién venérea. Esto
evidencia el riesgo en sistemas de cria extensiva donde las vaquillonas pueden actuar
como portadoras de Cff entre servicios como considerado con la subespecie Cfv (Bon
Durant 2005; Campero et al. 2017).

El ensayo CFF-2 (E2) refuerza el hecho de la capacidad de transmision
venérea de vaquillonas experimentalmente infectadas a toros sanos y de este a
vaquillonas sanas, cumpliendo el ciclo para ser considerada enfermedad de
transmisién sexual.

De los dos toros, solo se infectdé uno lo cual pudo estar asociado a la edad
avanzada de ese toro (8 afios), donde la profundidad de los pliegues y criptas prepuciales

se incrementa con la misma siendo un factor predisponente creando un nicho donde C.
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fetus encuentra condiciones favorables y seguras para persistir, 0 por una posible actitud
dominante por la misma cuestion etaria (Bon Durant 2005; Campero et al., 2017; Pena-
Fernandez et al 2021).

A diferencia de Cfv, Cff es reportada comensal del tracto gastrointestinal de
bovinos causando abortos esporadicos, donde la via de transmision principal es la
fecal-oral, bien conocida en ovinos (Kirkbride 1993; Mshelia et al 2010; Sahin et al.
2017; Silveira et al 2018; Balzan et al 2020). La patogénesis no esta bien esclarecida
en bovinos, sugiriendo en traslocacion de Cff a través de la mucosa intestinal y
bacteriemia llegando al utero gravido con consecuente infeccion fetal y aborto,
principalmente en el tercer trimestre de gestacion (Sahin et al 2017). La presencia de
Cff en materia fecal de bovinos suele ser relativamente baja (<5%) (Hannon et al.
2009; Escher et al. 2016), pudiendo ser contaminante en el muestreo de secreciones
genitales de vacas y toros e interferir en el diagnéstico. En nuestro ensayo se descarto
la presencia de Cff en materia fecal, no existiendo contaminacion cruzada.

A diferencia de Cff, Cfv es bien conocida por su transmision venérea durante el
servicio natural donde se genera la infeccion y colonizacién de la vagina con posterior
llegada al feto via ascendente provocando muerte embrionaria o aborto dependiendo
de la edad de gestacion (Bon Durant 2005; Campero et al 2017). Sugerimos esta
misma via pueda ocurrir para Cff, aunque en los presentes ensayos no se pudo
corroborar abortos o baja prefiez, teniendo en cuenta un “n” relativamente bajo.

A nuestro conocimiento, hay solo dos reportes donde consideran a Cff
(previamente C. fetus subsp. intestinalis) como venéreo (Agumbah y Ogaa 1979;
Campero et al. 1996). Estos reportes se basaron Unicamente en las caracteristicas
fenotipicas, por lo que deberian revisarse para asegurar que esos aislamientos no
hayan sido identificados erroneamente.Tras ambos ensayos llevados a cabo en el
presente trabajo, y reforzado por datos registrados por el Grupo de Salud Animal de
INTA EEA Balcarce donde Cff resultdé una de las principales causas de abortos en
bovinos (Garcia, Paolicchi et al. 2021; Canton et al. 2022) sugerimos la via de
transmisién sexual puede estar implicada en la patogénesis de Cff y debe ser
considerada en el diagnéstico de la campilobacteriosis genital bovina (CGB) junto a
Cfv y su biovar intermedius. Tanto los toros como vaquillonas pueden tener un rol en la
diseminacion y mantenimiento de Cff dentro de los rodeos, por lo que cualquier animal
donde se identifique Cff deberia ser eliminado para evitar posible diseminacién de la

infeccion.
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Es necesario el estudio de mas animales con distintas cepas de Cff y casos de
campo para conocer relevancia epidemioldgica e incidencia sobre performance
reproductiva.

3.4 CONCLUSION

En el presente ensayo se observo la via venérea como una via de transmision
en bovinos con la cepa de Campylobacter fetus subsp. fetus utilizada, al momento
considerada una subespecie no capaz de transmitirse durante el servicio natural con
toros.

Futuros estudios evaluando distintas cepas de Cff es esencial, sin embargo, la
persistencia y transmision venérea observada en los presentes ensayos hace
necesario considerar al momento a la subespecie como parte de la CGB. Sugerimos
que no deberia diferenciarse sanitariamente un toro infectado por Cff o Cfv, realizando
la misma medida de eliminacién en ambos casos, para prevenir la diseminacion de la

infeccidn en rodeos sanos.
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CONCLUSIONES GENERALES

El trabajo presentado evidencia un modelo experimental bovino para C. fetus
exitoso para futuros estudios de campo y contribuye clarificando distintos aspectos de
la patogénesis de las subespecies de C. fetus relevantes para el bovino y el
diagnostico molecular en distintas muestras.

Especificamente, evidencia la utilizacion de qPCR en muestras de esmegma
prepucial como alternativa a métodos convencionales menos sensibles actualmente
utilizados de rutina como la IFD. Respecto a la utilizacion de PCR en muestras de
mucus cérvico vaginal (MCV), las caracteristicas de dicha muestra denotan los
inconvenientes que llevan a una baja eficiencia de los métodos moleculares,
requiriendo mayores esfuerzos principalmente en la preparacion de la muestra previo a
la extraccién de ADN. La utilizacién de un kit comercial para extraccion de ADN resultod
considerablemente mejor que el método In-house con lisis por calor, siendo este ultimo
no adecuado. Futuros estudios deben dirigirse a probar métodos de extracciéon de ADN
que permitan diluir la consistencia viscosa manteniendo una calidad adecuada de
ADN.

El traspaso de las técnicas moleculares de un ambiente experimental a casos
naturales en muestras de MCV resulté frustrante. Sin embargo, el analisis de un
numero significativo de muestras, de distinta naturaleza y bajo distintos protocolos
puede arrojar luz sobre el correcto procesamiento de las muestras. Mientras tanto, la
utilizacion de MCV como muestras complementarias a muestras de esmegma
prepucial de toros o tejidos de fetos bovinos abortados, en rodeos con posible
infeccidn con C. fetus es esencial para asegurar resultados confiables. En este sentido
el estudio de fetos bovinos abortados resultaron de gran valor diagnéstico.

La presencia de C. fetus subsp. venerealis (Cfv) en drganos sexuales internos
de un toro pone de manifiesto otra posible forma de persistencia de la bacteria en el
animal. Sin embargo, es necesario, el estudio de mas animales que permitan conocer
la prevalencia y posible impacto en servicios naturales y centros de inseminacién de
bovinos.

La escasa informacién del Cfv biovar intermedius (Cfvi), y la alta colonizacion y
persistencia en el modelo experimental aqui presentado destaca la necesidad que mas
estudios se dirijan a dicho biovar para proveer de informacién respecto a su grado de
virulencia y patogenicidad en bovinos.

La capacidad de colonizacion y persistencia de C. fetus subsp. fetus (Cff) en el

tracto reproductor de hembras y macho, junto a una alta presencia en fetos bovinos
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abortados evidencian un rol importante de esta subespecie como enfermedad de la
reproduccién en bovinos. A su vez, se observo la capacidad de transmision sexual de
Cff en bovinos, al momento no considerada enfermedad venérea. Esto implica un
riesgo en servicios naturales con toros infectados con Cff pero considerados negativos
por no incluirse como venérea. Es esencial continuar el estudio de virulencia y
patogénesis de mas cepas de Cff que confirmen la relevancia clinico-epidemiolégica
de Cff en bovinos.

Para esto es necesario, mayor informacion del genoma completo de Cff, Cfvy
Cfvi que permitan conocer secuencias especificas y diferenciar las mismas de forma
correcta. Ya que, la diferenciacion de subespecies mediante métodos bioquimicos y
moleculares contina confusa, no siendo confiable La correcta identificacion de
subespecie permitira conocer y clarificar la relevancia de cada subespecie,
particularmente de Cff, en la salud reproductiva de los bovinos

Tras los resultados presentados se sugiere incluir a Cff en el diagnéstico de
campilobacteriosis genital bovina, hasta que se logre avanzar en una correcta

diferenciacion de subespecie y clarifiquen su patogénesis.
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APENDICE

Tabla complementaria 1. Resultados positivos obtenidos mediante cultivo bacterioldgico (n=240), IFD (n=216) y gPCR con extraccion de ADN con kit (n=216) y con método In-house (n=96) a

partir de muestras de mucus cérvico-vaginal de 24 vaquillonas experimentalmente infectadas con distintas cepas (Cff, Cfv y Cfvi) (8 por grupo).

Dias pos-inoculacién

14 38 61 95 117 145 178 206 241 285

ID vaq. Cepa gPCR gPCR gPCR gPCR gPCR gPCR gPCR gPCR gPCR
C K H C | K C | K IH C | K c 1 C€C I K IH C 1 K c 1 K c 1 K C I K IH

1 + + - + + + + - - - + - + + + - - - - + + - - - - + + + + - - -

2 + + - - - + - - - - - + R - + - + + + + - - - + - - -

3 + + - - - - - - - - - - - R - + - - - - + - - - - +

4 Cff + - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - -

5 + - + + + + + -+ - - + + - - - - -+ - + o+ - - - - - - - -

6 + + - - - - - - - - - - - - - + -+ 4+ + + - - + + - -

7 - - - + - - + - + - - - - - - - - - - - - - + + - + + + - - - -

8 + - + -+ + + - + - - - - - - - -+ - - - - + - + - - - - - - -
Subtotal 7 4 1.3 2 4 4 1 3 0 2 0 2 2 2 2 0 3 0 4 3 2 5 3 2 4 3 2 2 0 0 1
1 + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

2 + - -+ - + - - - -+ o+ - + + + o+ - - -+ - - - - + - - + + + -

3 + + - - - + + - - - - - - -+ - - - - - - - - - - - - - -

4 Cfv + - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - + + + - - - - -

5 + - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

6 - - - + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

7 - - - - - - + + - - + - + R - - - - + + + - - - - -+ -

8 + + - - - + + + + + o+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Subtotal 6 2 0 2 0O 2 4 4 3 1 3 1 1 11 3 1 0 0 0 1 0 1 1 2 2 1 0 1.1 2 0
1 + + + - - - + - - - - - - -+ o+ - - - - - - - - - + + - - - - -

2 + + + + o+ - + + + - -+ + - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

3 + - - -+ + + + + - - - - - - -+ - + + o+ + + + + + - - -

4 . + - -+ o+ + + + + - - - - + + + -+ -+ o+ - -+ - + + + + + + -

5 Cfi + + - -+ - + + - - - - - - - - -+ -+ - - + o+ + + + - + - o+ -

6 + + + + o+ - + - - - - - - - -+ + -+ - - + - - - + + + + + + -

7 + - - -+ + + o+ o+ - - - - . - + o+ - + + + o+ o+ -

8 + + + o+ - + + - - -+ - - R T T S - + o+ - + + - - - - -
Subtotal 8 5 4 4 6 4 8 5 4 0 1 1 1 1.2 4 2 3 1 4 1 2 4 5 2 77 3 5 3 4 O
Total 21 11 5 9 8 10 16 10 10 1 6 2 4 4 5 9 3 6 1 8 5 4 10 9 6 13 11 5 8 4 6 1

C: cultivo bacterioldgico; I: IFD; K: método comercial de extraccion de ADN kit InbioHighway; IH: Método extraccidon de ADN In House-LBT.

Cff: Campylobacter subsp. fetus fetus; Cfv: Campylobacter subsp. fetus venerealis. Cfvi: Campylobacter subsp. fetus biovar intermedius.
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