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RESUMEN

En este trabajo se reporta el diagnostico de
Campylobacter fetus venerealis (Cfv) de un aborto
bovino espontaneo utilizando la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) multiple. La
muestra de fluido estomacal fetal fue sometida a
otros métodos de diagndstico para Campylobacter
fetus: cultivo bacteriano e inmunoflurescencia
directa (IFD). Adicionalmente se emplearon
marcadores moleculares especificos de CFv que
permitieron identificar una banda de 142pb asociada
al gen plasmidico parA Cfv. Dicho amplicén fue
secuenciado y analizado por blastN. Los resultados
de los cultivos bacteriologicos e IFD evidenciaron

la presencia de Campylobacter fetus y los resultados

SUMMARY

The aim of this study was to report the diagnosis
of Campylobacter fetus venerealis (Cfv) in a bovine
fetus by a multiplex Polimerase chain reaction test
(PCR). The sample was submitted to the following
diagnostic tests: bacteriological culture and direct
immunofluorescence test (DIFT) and specific
molecular markers were used for identification of a
142bp segment associated to the Cfv parA plasmid
gene. This segment was sequenced and analyzed with
BlastN. Results from the bacteriological tests and
DIFT demonstrated Campylobacter fetus presence,
while the molecular methods confirmed Cfv.
Sequencing results revealed a 3e-33 e-value with a

99% identity, confirming subspecies venerealis.
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moleculares identificaron la subespecie venerealis.
El resultado de la secuenciacion reveld un e-value

de 3e-33 con un valor de identidad del 99%.,

confirmando la subespecie venerealis.
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INTRODUCCION

La Campylobacteriosis Genital Bovina (CGB) es
una enfermedad de transmision sexual causada por
Campylobacter fetus subsp. venerealis, C.fetus subsp.
venerealis biotipo intermedius y C.fetus subsp. fetus
(Campero, 2000). Esta enfermedad se caracteriza
por producir infertilidad temporaria en las hembras,
mortalidad embrionaria temprana y ocasionales
abortos (Campero y col., 2005; Eaglesome y Garcia,
1992). La CGB ha sido reportada en diferentes
partes del mundo, en Australia es la principal
enfermedad venérea (Aliyuy col., 2005; Hum y col.,
2009). En Argentina es considerada la responsable
de disminuir la eficiencia reproductiva ocasionando
severas pérdidas economicas (Bryner y col., 1964;
Campero, 2000). En Uruguay, un estudio realizado
por Repiso y col. (2005) reveld una prevalencia de
CGB en toros de 28,1% y predial del 37,0%, usando
la técnica de inmunofluorescencia directa (IFD)

como prueba de diagnostico.
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El diagnostico de la enfermedad se realiza
comunmente a partir de muestras de esmegma
prepucial de toros, mucus vaginal en vacas o
contenido abomasal de fetos abortados (Hum y col.,
1994; Lander, 1990; McMillen y col., 2006). Existen
diferentes técnicas para el diagndstico: aislamiento
por cultivo bacteriano (Humy col., 1997; Carter, 1990;
Stoessel, 1982), IFD y deteccion de anticuerpos por
ELISA. Sin embargo estas metodologias no permiten
diferenciar subespecies venerealis de fetus, para lo
cual se necesitan pruebas adicionales bioquimicas
como el test de tolerancia a la glicina. Una opcién
mas reciente para la deteccion a nivel de subespecie,
es el diagndstico molecular por la técnica de PCR
convencional o PCR a tiempo real (Hum et al., 1997;
McMillen et al., 2006)

C. fetus subsp. fetus habita el tracto intestinal de
bovinos y ovinos, y esporadicamente puede causar
abortos e infertilidad (On y Harrington, 2001,
Campero y col., 2003). En contraste, C. fetus subsp.
venerealis estd mejor adaptado al tracto reproductivo
de los bovinos y no sobrevive en el tracto intestinal
de ovinos y bovinos (Wagenaar y col., 2001). El toro
actua como portador asintomatico de la enfermedad

con persistencia de la infeccion genital siendo mas
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prevalente a mayor edad. Para controlar y erradicar
la enfermedad se hace por ello necesario contar con
metodologias de diagnostico altamente sensibles
y especificas que permitan detectar a los toros
infectados en el rodeo (McMillen y col., 2006).

El objetivo del presente trabajo es reportar el
diagnostico de  Campylobacter  fetus  subsp.

venerealis en un caso espontaneo de aborto bovino

mediante una técnica de PCR multiple.

MATERIALES Y METODOS

Necropsia y obtencién de muestras

Este trabajo fue realizado en mayo 2011, en los
laboratorios de DILAVE Regional Norte e INIA
Tacuarembo, Uruguay.

Se recibid y proceso un feto bovino completo y
refrigerado de una vaquillona, proveniente de un
rodeo de cria de 116 vacas, 100 vaquillonas y 11
toros de un establecimiento ubicado en la 9* Seccion
Policial del departamento de Tacuarembd. La
longitud del feto fue medida desde la corona hasta
la base de la cola; se observé la presencia de pelos
en distintas zonas del cuerpo (Costa, 2001) y se
inspecciond la apariencia externa, grado de autolisis,
estado de la piel y mucosas y presencia de eventuales
alteraciones morfoldgicas. La necropsia del feto y
la obtencion de las muestras se realizaron siguiendo

el protocolo de Diagnostico Integral de Abortos de

DILAVE. Se tomaron muestras de fluido estomacal

para cultivo, IFD y PCR.

Técnicas de laboratorio

Las muestras de contenido de abomaso fueron
sometidas a las siguientes técnicas de laboratorio:
cultivos bacteriologicos; IDF directay PCR multiple.
Los cultivos bacteriologicos fueron procesados
segin el manual de procedimientos de la
Organizacion Internacional de Epizootias (OIE,
2008). Brevemente, 2 ml de contenido abomasal
fueron sembrados en medio de cultivo selectivo y
enriquecimiento de Lander (1990) y en los medios
no selectivos caldo cerebro corazén (BHI) y agar
sangre sin antibidticos (AS). Los medios fueron
incubados a 37 °C durante 5 dias, en condiciones de
microaerofilia utilizando una jarra de anaerobiosis.
El liquido abomasal y las colonias aisladas de los
medios de cultivos soélidos, fueron observados
al microscopio utilizando extendidos tefiidos
con técnica de Gram. Las colonias aisladas se
conservaron en caldo Mueller Hinton congeladas a
—18 °C. La técnica de IFD utilizada fue la descripta

por la OIE utilizando el conjugado Campy-azul a

una dilucion 1:30.

Extraccion de ADN bacteriano vy
condiciones de PCR multiple

La técnica de PCR fue realizada segun Hum y col.

(2009). La purificacion de ADN a partir del medio
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Lander fuerealizado de acuerdo al protocolode CTAB
descripto por Mello Groff (2005). Posteriormente
y con el fin de realizar la secuenciacion se realizd
una segunda extraccion de ADN a partir de las
colonias conservadas en caldo Mueller Hinton. Se
utilizaron 500 uL de caldo Mueller Hilton el cual
fue centrifugado a 10.000 rpm durante 10 min
descartando el sobrenadante. El pellet fue lavado con
500 uL de PBS y centrifugado a 10.000 rpm durante
10 min, descartando el sobrenadante. El pellet final
fue resuspendido en 50 uL de agua destilada estéril

(Campero, C., 2011)

Condiciones de PCR

Para el diagndstico molecular se usaron los primers
especificos de especie MG3 y MG4 y subespecie
VenS que producen dos amplicones de 760 y 142
pb respectivamente, en las muestras positivas (Hum
y col., 1997). Las reacciones se realizaron en un
volumen final de 20 pl conteniendo: 1X Buffer,
0.4 mM dNTPs, 1.5 mM MgCI2, 0.2 uM de cada
cebador VenS y 1,0 uM de MG3 y MG4, 0,7 U de
Taq ADN Polimerasa y 2 ul. de ADN molde. El
programa de ciclado fue 94 °C, 3min; [36 ciclos (94
°C, 40s; 54 °C, 60s; 72 °C, 40s)]; 72 °C, 5 minutos.
Como control de reaccidon negativo se empled 2 ul.
de agua destilada estéril en presencia de la mezcla
de reaccion. Para el control positivo se usé una cepa
de C. fetus venerealis proporcionada por Facultad de

Veterinaria, UDELAR, Montevideo, Uruguay.

Secuenciacion y analisis de BLAST

Para la secuenciacion se realiz6 una PCR simple
con los cebadores VenS. El producto de PCR
fue secuenciado en un secuenciador Automatico
ABI3130 (Applied Biosystem; CA, EEUU). La
secuencia fue analizada mediante el empleo del
algoritmo BLASTn comparandose contra la base de

datos de secuencias nueclotidicas (nr/nt) del NCBI.

RESULTADOS

El feto en estudio provenia de un rodeo compuesto
por 126 vacas y 100 vaquillonas entoradas (70 y
30 prefiadas respectivamente) y 11 toros.

El feto abortado tenia 5 meses de gestacion
midiendo desde la corona a base de cola 46 cm
con presencia de pelos en el arco supraciliar,
labios y quijadas, punta de cola y rodetes
coronarios. El estudio histopatologico revel6 un
infiltrado polimorfonuclear en pulmon, en higado
focos de necrosis e infiltrado linfocitario en
espacios porta y meningitis en sistema nervioso
central. En los demds 6rganos no se encontraron
lesiones de significacidon patoldgica. Las muestras
provenientes del fetoy dela madre fueron negativos
a Brucelosis, Neorporosis y Leptospirosis bovina.
En los cultivos bacterioldgicos se observaron
colonias compatibles con C. fetus en las placas
sembradas apartir del BHI y en el AS. Las

colonias presentaron morfologia tipica de dicho
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa donde se observa la presencia de un amplicon de 140bp correspon-

diente al gen parA, en muestra fetal (linea 1), identificando la presencia de C. fetus subsp. venerealis. La linea 2

(+) corresponde al control positivo C. fetus venerealis; la linea 3 al control negativo mezcla de reaccién sin ADN

y linea 4 al ladder de 100 pb Plus.

microorganismo siendo de 1-3 mm de diametro,
ligeramente grisaceas-rojizas, redondas, lisas y
con bordes regulares. Se observd crecimiento
bacteriano en pureza. Mediante microscopia
optica y tincion de Gram se confirmo la presencia
de bacilos Gram negativos con forma de “S”

tipicos del género Campylobacter.

El analisis de IFD realizado sobre el contenido

abomasal también resultd positivo para C. fetus.

Diagnéstico molecular: PCR,
secuenciacion y BLAST

Se logré amplificar dos fragmentos, uno de 760 pb
y otro de 142 pb a partir del liquido abomasal asi
como del control positivo, mientras que no hubo
amplificacion en el control negativo. En la Figura
1 se observa el resultado de la PCR realizada
unicamente con los cebadores VenS a partir de
la cual se realiz6 la secuenciacién. El andlisis por
blastN resulté en un e-value de 3e-33, con un valor
de identidad del 99% al gen parA de CFV (Humy
col., 1997; Willoughby y col., 2005).
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4 trapartida, no tiene la capacidad de diferenciar
DISCUSION .

la subespecie de C. fetus actuante (Martinez y col.,
Mediante la técnica de PCR multiple se pudo
1986).

”

TECNICO

confirmar el diagndstico de C.fetus venerealis como

La informaciéon generada con los métodos
el responsable del aborto bovino utilizando contenido

moleculares de PCR, secuenciacién y blast no

del abomaso fetal.

solo valido los resultados de las otras técnicas de
Las caracteristicas bioldgicas de Cfv hacen que

diagnodstico que se implementaron, sino que ademas
su cultivo y aislamiento como estrategia de

permitid llegar al diagnostico de subespecie al
diagndstico resulte un proceso lento, costoso y

mostrar un 99% de correspondencia al gen parA
poco practico. La muestras prepuciales y vaginales

de CFV (Hum y col., 1997; Willoughby y col.,
muestran morfologia caracteristica luego de 48hs

2005). A su vez estas metodologias son ajustables
en condiciones de microareofilia, pero en este

a muestras de campo las cuales una vez puestas
caso no se tuvo acceso a dicho material. Este tipo

a punto y validadas no requieren de cultivos
de cultivos son susceptibles del desarrollo de

bacteriologicos para posteriormente realizar el
otros microorganismos debido al lento desarrollo

diagnéstico de subespecie a partir de las colonias
que presentan las colonias de Cfv lo que no le da

sospechosas (McMillen y col., 2006; Tedesco y col.,
precision al diagndstico (Lander, 1990). Al utilizar en

1977). Esta cualidad es una ventaja en comparacion
el presente caso fluido abomasal represent6 una gran

con las técnicas tradicionales ya que permitiria el
ventaja desde el punto de vista microbioldgico por

trabajo con muestras a una escala mayor y a menor
su pureza, facilitando aislamiento y caracterizacién

tiempo. Uno de los objetivos mas importantes del
taxondmica, en coincidencia con otros autores (Hum

diagnostico molecular es contar con protocolos
y col., 1997; McMillen y col., 2006). Por ello, una

de muestreo de campo eficientes que aseguren la
de las estrategias de control es obtener material para

presencia de ADN amplificable (McMillen y col.,
diagndstico prepucial de los toros que se utilizan en

2006; Mello Groff, 2005; Schmidt, 2008). Una
el rodeo y el mucus cérvico vaginal de las hembras

vez definidos dichos protocolos, los tiempos del
abortadas

diagnéstico pueden reducirse a unas pocas horas
La técnica de IFD resulta de utlidad practica con

para el caso de la PCR convencional y mas aun si
adecuada sensibilidad y especificidad para ser

se trata de PCR en tiempo real al poder prescindir
utilizada a partir del fluido estomacal permitiendo la

de la etapa de electroforesis, logrando ademas una
deteccion directa sin el cultivo microbiologico. En

sensibilidad mayor (McMillen y col., 2006; Pestana
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y col., 2010). El contar con técnicas de diagndstico
altamente especificas y sensibles contribuird a
la realizacion de estudios epidemiologicos y a la
aplicacion de métodos de control, que contribuyan a
reducir las pérdidas econdmicas ocasionadas en los

sistemas de cria bovina de nuestro pais.

CONCLUSION

Este trabajo demuestra que es posible llegar a un
rapido diagndstico de Cfv, utilizando métodos
moleculares utilizando la técnica de PCR multiple
siguiendo los protocolos descriptos en la literatura.
Mas trabajos son necesarios para poner a punto
protocolos de trabajo adaptados a las condiciones de

nuestro medio.
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