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INMUNOHISTOQUIMICA EN TEJIDOS FETALES BOVINOS PARA EL DIAGNOSTICO
DE CAMPYLOBACTER FETUS SPP.

RESUMEN

La campylobacteriosis bovina es una enfermedad infecciosa que produce infertilidad y
abortos en los rumiantes. Las principales especies implicadas son Campylobacter fetus spp.
venerealis (CFV), Campylobacter fetus spp. fetus (CFF) y Campylobacter jejuni. El
diagnostico del aborto por campylobacteriosis en los fetos se realiza mediante el
aislamiento de la bacteria en cultivos especiales y por inmunofluorescencia directa (IFD) a
partir del contenido de abomaso y pulmén. La inmunohistoquimica (IHQ) es otra
herramienta diagnéstica que permite realizar estudios retrospectivos y asociar de manera
precisa el antigeno con las lesiones. Asimismo, esta técnica es relevante cuando los fetos
se encuentran depredados, autoliticos y/o contaminados, ya que el cultivo bacteriolégico es
dificil o imposible de realizar. En este trabajo se realiz6 un analisis retrospectivo mediante
IHQ en 19 muestras de pulmén e higado, en cada caso, de fetos bovinos con diagndstico
previo de C. fetus por cultivo y/o IFD y con lesiones histopatoldgicas compatibles. Se
empled un kit de IHQ de alta sensibilidad y dos métodos de recuperacion antigénica. Las
lesiones histopatoldgicas mas relevantes en los fetos fueron bronconeumonia supurativa o
mixta (16/19), serositis no supurativa a nivel del intestino y pericardio (14/19), hepatitis
periportal (14/19) y meningitis no supurativa (10/19). La inmunomarcacion fue positiva a C.
fetus en la totalidad de los pulmones (19/19) y negativa en todos los higados (19/19)
procesados; independientemente del método de recuperacion antigénica. En base a estos
resultados, suponemos que algun factor inherente al higado fetal estaria actuando en
detrimento de la IHQ para la identificacion de C. fetus. Se demuestra que el pulmén es el

6rgano de eleccién para la inmunomarcacion de C. fetus en los fetos bovinos abortados.

Palabras clave: inmunohistoquimica, C. fetus, tejidos fetales, bovino.



IMMUNOHISTOCHEMISTRY IN BOVINE FETAL TISSUES FOR THE DIAGNOSIS OF
CAMPYLOBACTER FETUS SPP.

ABSTRACT

Bovine campylobacteriosis is an infectious disease that causes infertility and abortions in
ruminants. The main species involved are Campylobacter fetus spp. venerealis (CFV),
Campylobacter fetus spp. fetus (CFF) and Campylobacter jejuni. Diagnosis of abortion due
to campylobacteriosis in fetuses is made by isolation of the bacteria in special cultures and
by direct immunofluorescence (DFAT) from abomasal content and lung.
Immunohistochemistry (IHC) is another diagnostic tool that allows retrospective studies and
precise association of the antigen with the lesions. Likewise, this technique is relevant when
fetuses are depredated, autolytic and/or contaminated, since bacteriological culture is
difficult or impossible to perform. In this work, a retrospective analysis by IHC was performed
on 19 lung and liver samples, in each case, from bovine fetuses with previous diagnosis of
C. fetus by culture and compatible histopathological lesions. In contrast to previous studies,
a highly sensitive IHQ commercial kit and two antigenic recovery methods were used. The
most relevant histopathological lesions in the fetuses were suppurative or mixed
bronchopneumonia (16/19), non-suppurative serositis at the level of the intestine and
pericardium (14/19), non-suppurative periportal hepatitis (14/19) and meningitis (10/19).
Immunolabeling was positive for C. fetus in all lungs (19/19) and negative in all livers (19/19)
processed; regardless of the antigenic recovery method and IHC kit employed. Based on
these results, we assume that some factor inherent to the fetal liver would be acting to the
detriment of the IHC technique for the identification of C. fetus. It is demonstrated that the

lung is the organ of choice for C. fetus immunolabeling in aborted bovine fetuses.

Key words: immunohistochemistry, C. fetus, fetal tissues, bovine.



1. INTRODUCCION

La campylobacteriosis bovina es una enfermedad de origen bacteriano que produce
infertilidad y abortos en los rumiantes (Skirrow 1994, Campero et al., 2017). Las principales
especies implicadas en los abortos bovinos y ovinos son Campylobacter fetus spp.
venerealis (CFV) [incluye el biovar intermedius], Campylobacter fetus spp. fetus (CFF) y
Campylobacter jejuni (Anderson, 2007). Esta enfermedad infecciosa es de distribucion
mundial y provoca severas pérdidas econdémicas en la industria bovina y ovina de carne y
leche afectando en forma negativa los indices reproductivos, afectando la tasa de destete
en los rodeos (Campero et al.,, 2002, Campero et al., 2005). CFV es un patdégeno de
transmision venérea exclusivo del bovino y reside en el tracto reproductivo de la hembra y
en el prepucio del macho, asociada a infertilidad y abortos tempranos principalmente,
enfermedad definida como campilobacteriosis genital bovina (CGB). Mientras que CFF se
trasmite por via oral y reside en el tracto intestinal de los bovinos y ovinos y por via
hematégena alcanza el feto provocando abortos esporadicos en la especie ovina y bovina
(Anderson, 2007). En el caso de C. jejuni, al igual que CFF reside en el tracto intestinal y
es una causa importante de abortos principalmente en la especie ovina (Yaeger etal., 2021)

y ocasionalmente en bovinos (Campero et al., 2005).

1.2. Epidemiologia y patogenia

CFV es transmitido en forma venérea, es decir, durante el servicio natural (coito) y también
por inseminacién artificial, ya que la bacteria puede sobrevivir en el semen durante el
proceso de congelacion y descongelacion (Rossanigo et al.,1998; Givens 2018).

El toro es portador sano de la enfermedad y su capacidad reproductiva no se ve afectada
pudiendo contraer la enfermedad durante el servicio con una vaca infectada (Clark 1971,
Garcia and Brooks 1993 citado por Campero et al., 2017). La bacteria se aloja en las criptas
prepuciales del toro, las cuales aumentan con la edad, motivo por el cual los toros mas
viejos tienen un rol importante en la transmision de la enfermedad.

En las hembras CFV se localiza en el fondo de la vagina, cuello del Gtero y Utero. En el
Gtero la bacteria produce inflamacion del endometrio y en algunos casos también cervicitis,
salpingitis y vaginitis provocando una disminucién de la tension de oxigeno y de nutrientes
esenciales para la sobrevivencia del embrién y consecuentemente mortalidad embrionaria
(Catena, 2002; Terzolo y Catena, 2007). La categoria mas vulnerable son las vaquillonas,

debido a que no han tenido contacto previo con el agente, el nivel de anticuerpos es bajo y



desarrollan rapidamente la infeccién (Cipolla et al., 1992). La infeccién en la hembra suele
ser autolimitante (entre los 3 a 6 meses), recuperando la fertilidad. Sin embargo, en algunos
casos las hembras pueden ser portadoras cronicas de la enfermedad, siendo una fuente
importante de contagio para el resto del rodeo (Campero et al. 2017).

La infeccion al feto puede llegar por la via ascendente atravesando vagina y cérvix o por la
via hematdgena en el caso particular de infecciones con CFF, luego de ingresar a través
de intestino y atravesar placenta (Campero et al., 2003, Fiorentino et al., 2015, Campero et
al., 2017).

1.3. Signos clinicos

La CGB es una enfermedad asintoméatica en los toros, donde no se ve afectada la libido ni
la fertilidad. No hay alteracién de la calidad del semen o anomalias genitales. Sin embargo,
una vez que contraen la enfermedad los toros permanecen infectados toda su vida
(Campero, 2005; Michi et al., 2016, Campero et al.,, 2017). En las hembras el signo
predominante es la infertilidad que varia entre el 10 y 40% y se caracteriza por la repeticion
de celo a los 27- 60 dias de iniciado el servicio, celos irregulares, pérdida embrionaria y
fetal y mayor porcentaje de "cola de paricién" (prefieces chicas), ocasionando bajas tasas
de prefiez (Rossanigo et al., 1998; Catena, 2002; Michi et al., 2016, Campero et al., 2017).

1.4. Diagndstico

El diagndstico de campylobacteriosis se debe realizar en los toros, vacas y fetos abortados
cuando estan disponibles. En los primeros la muestra de eleccién es el esmegma prepucial,
en las hembras el mucus cérvico-vaginal (MCV) y en los fetos abortados el contenido de
abomaso y érganos parenquimatosos (preferentemente pulmén, y placenta cuando esta
presente) (Terzolo et al., 1992, Terzolo y Catena, 2007). Las muestras mencionadas son
sometidas a cultivo bacteriol6gico e Inmunofluorescencia Directa (IFD) siendo las técnicas
mas utilizadas para el diagnostico de esta enfermedad (Hum et al., 1991, Terzolo et al.,
1992; Silveira et al 2018). C. fetus es un microorganismo microaerofilo y su aislamiento
resulta fastidioso ya que necesita ciertos requerimientos especiales en los medios de
cultivo. Este hecho, sumado a que las muestras de esmegma prepucial y MCV
generalmente se encuentran contaminadas con otras bacterias, determinan una baja

sensibilidad diagnéstica mediante el cultivo (Marcellino et al., 2015). Contrariamente, las



muestras del feto abortado se consideran un buen material diagnéstico para el aislamiento
de la bacteria debido a su condicidon de esterilidad y la alta concentracién de C. fetus
presentes tras infeccion (Terzolo et al., 1992). La IFD posee la desventaja de no permitir
identificar la subespecie de C. fetus involucrada en comparaciéon con la PCR (Hum et al.,
1997, Schulze et al., 2006), pero dicha técnica junto con el cultivo son las que se emplean
con mayor frecuencia para el diagnéstico de campylobacteriosis (Campero et al., 2017;
Silveira et al 2018).

La inmunohistoquimica (IHQ) se ha transformado en los dltimos afios en una herramienta
diagndstica esencial en el area de patologia. Sus principales ventajas son la facilidad para
el procesamiento y remision de muestras, permitiendo realizar estudios retrospectivos de
casos con diagnostico histopatoldgico y la asociacion precisa entre el antigeno con las
lesiones y los tipos celulares involucrados. Sin embargo, la estandarizacion de la IHQ es
laboriosa y la calidad de los resultados depende de varios factores como el tiempo de
fijacién, el procesamiento de los tejidos, desenmascaramiento de epitopes (o recuperacion
antigénica), sensibilidad de los sistemas de deteccién y calidad de los anticuerpos
empleados (Vosse et al., 2007, Kammerer et al., 2007, Woon Kim et al., 2016, de Dios Soler
y Acosta Haab, 2018).

En el presente trabajo se realizd un estudio retrospectivo en muestras de pulmén e higado
de fetos bovinos con diagndéstico previo de C. fetus, por cultivo e IFD, y con lesiones
histopatoldgicas compatibles. Se emple6 un kit comercial de IHQ y dos métodos de

recuperacion antigénica para lograr la inmunomarcacion de la bacteria en ambos tejidos.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Insumos

Kit: Envision: Dako EnVision + System-HRP (DAB), K4011

Anticuerpo primario: dilucién 1:300 (Laboratorio de Azul, Azul, Argentina)
PBS: Sigma 1000-3 pH7.4 a 25°C 12 pks.

Pepsina: Sigma P7000 x 100 gr.

Caseina: Sigma C-5890 X500 gr.

2.2 Seleccion de las muestras

Se realiz6 un estudio retrospectivo a partir de tejidos incluidos en parafina provenientes de
19 fetos bovinos naturalmente abortados con diagnostico de campylobacteriosis mediante
aislamiento (cultivo bacteriolégico) e IFD, y presencia de lesiones histolégicas compatibles.
Los fetos bovinos habian ingresado al Servicio de Diagnostico Veterinario Especializado
del INTA EEA Balcarce donde se procesaron en forma rutinaria para el diagnéstico del
aborto (Morrell et al., 2019). Para el analisis histopatolégico, de cada espécimen se
recolectaron todos los 6rganos los cuales fueron fijados durante 48 horas en formol
bufferado al 10%, procesados e incluidos en tacos de parafina, seccionados, montados y
tefiidos con hematoxilina y eosina (Campero et al., 2003, Morrell et al., 2019). Para la
aplicacion de la técnica de inmunohistoquimica se seleccionaron muestras de higado y de
pulmén de todos los fetos bovinos analizados. Para validar los resultados se incluyeron

controles positivos y negativos de los tejidos y del anticuerpo primario.

2.3. Técnica de inmunohistoquimica

Para esta técnica se utilizé un kit comercial Dako EnVision + System-HRP (DAB), K4011
(Dako, Carpinteria, CA, USA).

Las muestras de higado y pulmén incluidas en los tacos de parafina fueron seccionadas a
5 micras de espesor con un micrétomo (Leica RM 2125 RTS), luego se montaron en los
portaobjetos y se incubaron en estufa a 50°C durante 36 a 48 horas. Para desparafinar los
tejidos se realizaron 3 lavados de xilol de 5 minutos cada uno para luego comenzar con la
hidratacion realizando 3 bafos de alcohol 100° de 2 minutos cada uno, 2 bafios de alcohol

96° de 2 minutos cada uno, 1 bafio de alcohol 70° de 2 minutos y 1 bafio en agua destilada.



Posteriormente se realizo el blogueo de la peroxidasa endogena (solucion A) durante 5
minutos, se lavaron los portaobjetos con las muestras correspondientes en PBS (solucion
B). Posteriormente a este paso se llevé a cabo la recuperacion antigénica mediante dos
métodos: enzimdtico y por calor: En la recuperacion antigénica enzimética se incubaron
las muestras en pepsina (solucion C) durante 15 minutos a 37° a bafio maria. En la
recuperacion antigénica por calor, los portaobjetos fueron incluidos en citrato (solucién D)
y expuestos a 100 °C durante 20 minutos en microondas. Luego de la recuperacion
antigénica (independientemente del método utilizado), los portaobjetos se lavaron en PBS
5 minutos, en agua destilada otros 5 minutos y luego colocados en el rack de capilaridad
(Figura 1).

Se realiz6 la absorcion por capilaridad con la solucion de bloqueo (solucién E), la cual se
incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Escurrimos la solucion E y colocamos
el anticuerpo primario (Laboratorio de Azul, Azul, Argentina) en una dilucion 1/300
incubando el mismo a 37°C durante 45 minutos en camara humeda. Se lavé en PBS y se
coloco el anticuerpo secundario (provisto por el Kit) incubandose a 37°C durante 30 minutos
en camara humeda. Se lavaron nuevamente los portaobjetos en PBS durante 5 minutos.
Se prepar6 el cromégeno DAB (solucién F) unos 20 minutos previos a la absorcion del
mismo y se dejaron incubar los portaobjetos durante 1 minuto a temperatura ambiente sin
luz directa. Se realiz6 el lavado en PBS durante 5 minutos, luego en agua destilada y se
retiraron los portaobjetos del rack de capilaridad para pasarlos a una canastilla.

Se utilizé la coloracion con hematoxilina activada (Biopur) durante 5 minutos, como tincién
de contraste, se lavaron los portaobjetos en agua corriente durante 2 minutos, luego
enjuagando en alcohol acido, agua amoniacal y por ultimo en agua corriente.

Finalmente se hizo la deshidratacion mediante 3 bafios de alcohol 96° durante 1 minuto
cada uno, 2 bafios de alcohol 100° durante 1 minuto cada uno y aclaramos con 2 bafios de
xilol de 1 minuto cada uno. Se montaron los portaobjetos con balsamo de Canada (Biopur)

y colocaron los cubre objetos.

2.4. Descripcién de las soluciones de inmunohistoquimica
A) Solucién bloqueadora de peroxidasa

Peréxido de hidrogeno al 3%

B) Solucion de PBS
Agua destilada 800 ml



C)

D)

E)

Cloruro de sodio 80 gr
Cloruro de potasio 29r
Fosfato disodico 14.4 gr

Fosfato monopotasico 24 gr

Llevar a 1 It con agua destilada y ajustar PH a 7.4. Autoclavar.

Recuperacion antigénica con pepsina
Agua destilada 150 ml

CLH 1IN 1,5 mlde
Pepsina 0,6 gr

Recuperacion antigénica con citrato 0.01M pH7

Agua destilada 1800ml
Acido citrico monohidrato 4.2 gr

Ajustar a pH7 con NaOH 2M. Afadir agua destilada hasta volumen final de 2000ml

Solucién de bloqueo

PBS pH 7.2 1000ml
Caseina 59r
Timerosal 0,5gr
Tween 1ml

Dejar una noche en el agitador para que se disuelva la caseina, ajustar a pH 7.4 luego

de disolver. Guardar en heladera y sacar alicuotas para usarla.

F)

Cromdégeno DAB
1ml de sustrato

1 gota de cromébgeno



Figura 1. Técnica de inmunohistoquimica. Portaobjetos ubicados en el rack para la absorcion mediante
capilaridad de la solucién de bloqueo



3. RESULTADOS

Las lesiones histopatol6gicas méas relevantes en los fetos bovinos con diagnostico de
campylobacteriosis fueron bronconeumonia supurativa o mixta (Figura 2), serositis no
supurativa a nivel del intestino y pericardio, hepatitis periportal no supurativa (Figura 3), y
meningitis no supurativa (Tabla 1). Otras lesiones histopatolégicas que se hallaron en
menor frecuencia fueron: hepatitis multifocal necrotizante (2/19), enteritis no supurativa
(7/19), miocarditis no supurativa (4/19) y glositis no supurativa (4/19). En un solo caso en el
gue se remitio la placenta se observo placentitis necrosupurativa severa con vasculitis. La
técnica de IHQ fue positiva a C. fetus en la totalidad de los pulmones fetales (19/19) y
negativa en los 19 higados, independientemente del método de recuperacion antigénica
utiizado (Tabla 1). La inmunomarcacion a C. fetus en los pulmones se visualizd
principalmente en el interior de los macréfagos alveolares e intrabronquiolares (Figura 4) y
ocasionalmente en los macréfagos presentes en los tabiques alveolares y espacio

intersticial interlobulillar.
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Figura 2. Pulmén de un feto bovino abortado por C. Flgura 3. Feto bovmo abortado por C. fetus.
fetus. Bronconeumonia mixta. H/E.400x Hepatitis periportal no supurativa. H/E.100x

Tabla 1. Principales lesiones histopatolégicas y resultados de la técnica de IHQ con dos métodos
diferentes de recuperacion antigénica en 19 fetos bovinos abortados por C. fetus.

IHQ Recuperacion IHQ
Lesiones histopatolégicas antigénica con pepsina  Recuperacion antigénica
con calor
meningitis  neumonia  hepatitis  serositis Higado Pulmoén Higado Pulmon

10/19 16/19 14/19 14/19 0/19 19/19 0/19 19/19
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4. DISCUSION

En el presente trabajo las lesiones histopatolégicas que se hallaron con mayor frecuencia
en los fetos abortados por C. fetus coinciden con las descriptas en trabajos previos
(Anderson, 2007, Campero et al., 2003, Morrell et al., 2019). La inmunomarcacién resulto
positiva a C. fetus en la totalidad de los pulmones analizados y negativa en todos los
higados empleando sistema EnVision. Estos resultados son similares a los obtenidos por
Campero, Anderson et al.(2005) quienes utilizaron un kit de IHQ basado en el sistema de
deteccion de avidina-biotina. Este método comparado con el sistema de deteccion En Vision
posee menor sensibilidad, debido a que la presencia de ciertas enzimas de los tejidos puede
interferir con la reaccién de revelado, creando coloraciones inespecificas de fondo (en
inglés "background") que dificultan la visualizacion del antigeno (Vosse et al., 2007). Esto
puede ocurrir particularmente en el higado ya que es un tejido rico en biotina, por lo tanto,
cuando se utiliza la IHQ con el método de avidina-biotina es recomendable realizar el
bloqueo previo con estas enzimas (Woon Kim et al., 2016). Las ventajas del sistema En
Vision en comparacién con otros métodos deteccion para IHQ reside en su rapidez, es
simple y sensible y puede realizarse tanto en tejidos parafinados como congelados (Vosse
et al., 2007, Kammerer et al., 2007). Asimismo, se ha demostrado que con este sistema
ciertos anticuerpos primarios permiten una mayor dilucién con lo cual se reducirian los
costos de la técnica (Sabatini et al., 1998).

La recuperacién antigénica es un paso muy importante en la IHQ debido a que permite
exponer los epitopes del antigeno para que sean reconocidos por el anticuerpo primario.
Este paso es crucial principalmente cuando los tejidos han sido fijados durante varias horas,
pues el formol tiene la capacidad de formar enlaces cruzados intermoleculares que
enmascaran al antigeno. La recuperacion antigénica mediante el empleo de enzimas
proteoliticas (pepsina, proteinasa K, tripsina, etc) se utilizan en baja frecuencia, por la
dificultad que ofrecen para estandarizar y optimizar los protocolos de trabajo (Corominas
1997, de Dios Soler y Acosta Haab, 2018). En cambio, la recuperacion antigénica inducida
por calor (HIER del inglés "Heat Induce Epitope Retrieval®) mediante el empleo del
microondas es uno de los métodos mas utilizados, y consiste en incluir las muestras en

soluciones tampén (con un pH determinado) y a una temperatura determinada. Una de las
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principales desventajas de la HIER con microondas que pueden influir en el resultado final,
es el calentamiento irregular o excesivo de las muestras que pueden determinar la pérdida
de antigenicidad (Woon Kim et al., 2016).

Otro factor importante en la IHQ es la eleccion del anticuerpo primario, por el impacto
significativo que tiene con respecto a la sensibilidad y especificidad de la técnica. Un
anticuerpo primario ideal debe ser altamente sensible, altamente especifico y reproducible
(Woon Kim et al., 2016, de Dios Soler y Acosta Haab, 2018). Los anticuerpos policlonales
se unen con distintos epitopes del antigeno y tienen una alta sensibilidad ya que si alguno
de los epitopes se destruye durante el procesamiento quedaran otros que seran
reconocidos. Las desventajas de estos anticuerpos es la mayor incidencia de reacciones
cruzadas, es decir inespecificidad. La diferencia con los anticuerpos monoclonales es que
reaccionan a un solo epitope del antigeno debido a que son el producto de un clon Gnico
de células plasmaticas. Son altamente especificos y menos sensibles que los anticuerpos
policlonales, pero el uso de los mismos puede recompensarse con el empleo de sistemas
de deteccion de alta sensibilidad y amplificacion (de Dios Soler y Acosta Haab, 2018).

El diagndstico del aborto para C. fetus generalmente es exitoso mediante el aislamiento de
la bacteria en el feto a partir del contenido de abomaso o del pulmén (Campero et al., 2003,
Morrell et al., 2019) o a partir de las muestras de esmegma prepucial y MCV (Campero et
al., 2002, Anderson 2007, Silveira et al.,, 2018). Sin embargo, con estas ultimas, es
necesario realizar una recoleccion limpia y cuidadosa y emplear un medio de transporte
especifico para evitar su contaminacion. Por otro lado, el cultivo de la bacteria es fastidioso
y requiere para el aislamiento un ambiente de microaerdfilia con medios selectivos para su
crecimiento (Anderson, 2007). La principal ventaja de la técnica de IHQ es que permite
identificar al antigeno asociado a lesiones y resulta relevante para el diagnéstico del aborto
por campylobacteriosis cuando los fetos se encuentran depredados, autoliticos y/o
contaminados, ya que en estas circunstancias el cultivo bacterioldgico es dificil o resulta
imposible de realizar. A pesar de estas ventajas, la IHQ es una técnica compleja, en la cual
el resultado final esta influenciado por multiples parametros (tiempo de fijacién, métodos de
deteccidn, recuperacién antigénica y seleccion del anticuerpo primario). Para que la IHQ
sea de maxima utilidad y los resultados obtenidos sean reproducibles y confiables es
imprescindible estandarizar cada uno de los pasos mencionados utilizando controles
positivos y negativos tanto de los tejidos como de los anticuerpos primarios para la

valorizacién de los resultados finales.
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En estudios previos (Campero, Anderson et al., 2005, Morrell et al., 2011) se emplearon los
mismos anticuerpos policlonales de C. fetus que en el presente trabajo, pero no se incluyo
el sistema En Vision de alta sensibilidad (Kammerer et al., 2001) ni los métodos de
recuperacion antigénica que fueron aplicados en el presente estudio. A pesar de estas
modificaciones, la inmunomarcacioén en el tejido hepéatico resulté negativa en todos los fetos
analizados, a diferencia del pulmén en el cual se observé una sefial intensa y positiva a C.
fetus en citoplasma de macrofagos intrabronquiolares y ocasionalmente en los macréfagos
de los tabiques alveolares y del espacio intersticial interlobulillar.

En base a lo expuesto, suponemos que algun factor inherente al tejido hepatico actu6 en
detrimento de la técnica de IHQ para identificar a C. fetus. Probablemente la mayor
vulnerabilidad del higado a la autdlisis fetal, o la presencia de lesiones como hepatitis
periportal o necrosis, causaron dafo a la bacteria determinando la pérdida de antigenicidad
y el resultado negativo de la IHQ. Por otra parte, no habria que descartar factores como el
elevado contenido de hemoglobina hepatica o la presencia de enzimas endégenas que
pudieron haber influido negativamente en la inmunomarcaciéon de este agente infeccioso.
La inmunomarcacién de C. fetus, en un solo tejido fetal asociada a la lesion microscépica,
es suficiente para confirmar el diagnéstico del aborto, por lo tanto, en base a los resultados
obtenidos en el presente trabajo consideramos que el pulmén es el érgano de eleccion. Se
recomienda para futuros estudios continuar con la estandarizacion de distintos protocolos
de recuperacién antigénica para lograr la inmunomarcacion de C. fetus en el higado debido
a la frecuencia de lesiones que se observan en el mismo, lo que permitiria aumentar la

eficiencia diagndstica.
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5. CONCLUSION

La IHQ es una técnica relevante en el diagndstico del aborto bovino por campylobacteriosis
cuando el cultivo y/o IFD no son factibles de realizar. El pulmén es el 6rgano de eleccion
para la inmunomarcacion de C. fetus en los fetos bovinos abortados. Hasta el presente no
se ha podido identificar a la bacteria mediante IHQ en los higados fetales, por lo que
creemos que algun factor inherente a este tejido estaria actuando en detrimento de la

técnica.
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