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RESUMEN

La campylobacteriosis genital bovina es una enfermedad venérea de los bovinos
de distribucién mundial, que causa grandes pérdidas econémicas en las ganaderias,
sus agentes etiolégicos son Campylobacter fetus fetus-que ocasiona infecciones del
tracto digestivo de ovinos y bovinos, y campylobacter fetus veneralis que se aloja
en el tracto reproductivo de hembras y machos. Entre los factores de riesgo, se en-
cuentra la monta directa, presencia de pequefios rumiantes en las ganaderias y el no
cumplimiento de las medidas de bioseguridad. Esta enfermedad es asintomatica en
los toros, pero en las hembras ocasiona disminucion en la tasa de prefiez, abortos y
muerte embrionaria. El aislamiento de la bacteria es el método mas efectivo para la
identificacion de las subespecies de Campylobacter fetus, pero es una técnica que
conlleva tiempo y trabajo, debido a sus altos requerimientos y desarrollo lento. La
inmunofluorescencia, lainmunohistoquimicay la reaccién en cadena de la polimera-
sa, son técnicas que actualmente mejoran su identificacion, ya que poseen una alta
especificidad y sensibilidad a Campylobacter fetus, optimizando la evaluacién de
poblaciones bovinas con alta densidad. El propdsito de la revision, es describir los
métodos actuales para la identificacién de la enfermedad en la ganaderia bovina, y
asi poder tomar medidas preventivas y curativas para el control de esta patologia.

Palabras clave: aborto, embrionaria, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia,
PCR, reabsorcion.
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CURRENT DIAGNOSTIC METHODS FOR THE IDENTIFICATION OF BOVINE
GENITAL CAMPYLOBACTERIOSIS

ABSTRACT

Bovine genital campylobacteriosis is a venereal disease of cattle of world distribution, which
causes great economic losses in livestock, its etiological agents are Campylobacter fetus that cau-
ses digestive tract infections of sheep and cattle, and campylobacter fetus veneralis that is lodged
inthe reproductive tract of females and males. Risk factors include direct mating, presence of sma-
Il ruminants in livestock and non-compliance with biosecurity measures. This disease is asymp-
tomatic in the bulls, but in the females, it causes a decrease in the rate of pregnancy, abortions
and embryo death. Bacteria isolation is the most effective method for identifying subspecies of
Campylobacter fetus, but it is a time-consuming and labor-intensive technique due to its high re-
quirements and slow development. Immunofluorescence, immunohistochemistry and polymerase
chain reaction are techniques that currently improve their identification, since they have high spe-
cificity and sensitivity to Campylobacter fetus, by optimizing the evaluation of bovine populations
with high density. The purpose of the review is to describe the current methods for the identifica-
tion of the disease in cattle farming, and so be able to take preventive and healing to control this
pathology.

Keywords: abortion, embryo, immunohistochemistry,immunofluorescence, PCR, reabsorption.

LES METHODES DE DIAGNOSTIC ACTUELLES POUR LIDENTIFICATION DE LA
CAMPYLOBACTERIOSE GENITALE BOVINE

RESUME

La campylobactériose génitale bovine est une maladie vénérienne des bovins de distribution
mondiale, qui provoque de grandes pertes économiques chez le bétail, ses agents étiologiques
sont Campylobacter foetus qui cause des infections des voies digestives des ovins et des bovins,
et le campylobacter veneralis qui s’'introduit dans le systéme génital des femelles et des males. Les
facteurs de risque comprennent 'accouplement direct, la présence de petits ruminants dans le bé-
tail et le non-respect des mesures de biosécurité. Cette maladie est asymptomatique chez les tau-
reaux, mais chez les femelles, elle occasionne une diminution du taux de grossesse, d’avortement
et de mort embryonnaire. Lisolement des bactéries est la méthode la plus efficace pour identifier
les sous-especes de Campylobacter foetus, mais c’est une technique qui prend beaucoup de temps
et de travail en raison des exigences élevées et du lent-développement. Limmunofluorescence,
I'immunohistochimie et la réaction en chaine de la polymérase sont des techniques qui amélio-
rent actuellement leur identification, puisqu’elles sont trés spécifiques et sensibles au foetus
Campylobacter, en optimisant I'évaluation des populations de bovins ayant une densité élevée.
Lobjectif de la révision est de décrire les méthodes actuelles d’identification de la maladie dans
I'élevage bovin, et donc de pouvoir prendre des mesures préventives et curatives pour le contréle
de cette pathologie.

Mots-clés: avortement, embryonnaire, immunohistochimie, immunohistochimie, immunofluo-
rescence, PCR, réabsorption.
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IDENTIFICACAO DA

CAMPILOBACTERIOSE GENITAL BOVINA

RESUMO

A campilobacteriose genital bovina é uma doenca venérea dos bovinos em todo o mundo, cau-
sando grandes perdas econdmicas nos animais, seus agentes etiolégicos sdo o Campylobacter fe-
tus fetus, que causa infeccdes do trato digestivo de ovinos e bovinos, e o campylobacter fetus ve-
neralis, alojado em trato reprodutivo de fémeas e machos. Entre os fatores de risco, destacam-se a
fixacdo direta, a presenca de pequenos ruminantes na pecuaria e o ndao cumprimento das medidas
de biosseguranca. Esta doenca é assintomdtica em touros, mas nas fémeas causa uma diminuicdo
nataxade gravidez, abortos e morte embriondria. O isolamento da bactéria é o método mais eficaz
para a identificacdo das subespécies do Campylobacter fetus, mas é uma técnica que demanda
tempo e trabalho, devido aos seus altos requisitos e desenvolvimento lento. em cadeia da polime-
rase sao técnicas que atualmente melhoram sua identificacao, pois apresentam alta especificidade
e sensibilidade ao Campylobacter fetus, otimizando a avaliacdo de populacdes bovinas com alta
densidade. O objetivo da revisao é descrever os métodos atuais para a identificacdo da doenca em

bovinos e, assim, poder tomar medidas preventivas e curativas para controlar essa patologia.

Palavras-chave: aborto, embrionario,

reabsorcao.

INTRODUCCION

La campylobacteriosis genital bovina (CGB)
es una enfermedad bacteriana que causa gran-
des pérdidas econdmicas en las producciones
ganaderas (Mai et al., 2013; Mai et al., 2012;
Mshelia et al., 2010), debido a que ocasiona
muerte embrionaria, aborto, infertilidad del
hato, reduccién en los porcentajes de prefnez,
aumento en los intervalos entre partos, estros
irregulares, disminucién en la produccién de le-
che y aumento en costos por tratamientos (Mai
et al., 2013; OIE, 2008; Blaser et al., 2008).

La monta directa es uno de los factores de
riesgo mas importante, el semen de toros sirve
como vehiculo de muchas enfermedades que
alteran las caracteristicas espermaticas, y el
Campylobacter fetus (Cf) es un microorganismo
que puede sobrevivir después de procesos de
criopreservaciéon en semen congelado (Givens
& Marley, 2008). En Colombia, la monta directa
es latécnicadereproduccién mas utilizadaenla
ganaderia bovina, donde el 85 % de los terneros

imuno-histoquimica,

imunofluorescéncia, PCR,

nacidos son hijos de reproductores en las fin-
cas, muchos de estos machos son seleccionados
por caracteristicas fenotipicas y su ganancia de
peso, y muchas veces los productores ignoran
la realizacion de pruebas de enfermedades in-
fectocontagiosas y de eficiencia reproductiva
(Pefia et al., 2011; Giraldo, 2007).

Por lo tanto, diferenciar la CGB de otras en-
fermedades es de suma importancia, ya que
un diagndstico erréneo resulta en medidas de
control y tratamiento inadecuadas (Jiménez et
al., 2011; Hancock et al., 2016), debido a que el
bajo porcentaje de prefiez en vacas es ocasiona-
do por multiples causas infecciosas y no infec-
ciosas (Graaf-Van et al., 2013; Larson & White,
2016).

Actualmente, se han descrito técnicas mole-
culares (Agistiana et al., 2018), morfoldgicas y
de aislamiento para el diagndstico del agente
etiologico de la CGB, que permiten la valoracion
de grandes poblaciones con una alta especifici-
dad y sensibilidad de estas pruebas (Marcellino
et al., 2015; Mahajan et al., 2014).
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Entre las caracteristicas moleculares impor-
tantes que diferencian al Campylobacter fetus
veneralis (Cfv) del Campylobacter fetus fetus
(Cff), es que Cfv posee unaisla de patogenicidad
de 30kb, que corresponden al sistema de secre-
cién bacteriano tipo IV, genes de movilidad y la
secuencia de insercidn IS transposasa (Abril et
al., 2007; Gorkiewicz et al., 2010; Kienesberger
et al.,, 2014; Ali et al., 2012), lo que permite la
fabricacion de cebadores especificos (Chaban
et al., 2012; Graaf-Van et al., 2013; McGoldrick
etal., 2013).

Varias técnicas moleculares estan disponi-
bles para la identificacién Campylobacter fe-
tus, como son polimorfismos en la longitud de
fragmentos ampliados (AFLP) (Wagenaar et
al., 2001), tipificacion multifocus de secuencias
(MLST) (Van-Bergen et al., 2005), matriz asis-
tida por laser de desorcién/ionizacion tiempo
de vuelo (MALDI-TOF) (Bessede et al., 2011) y
reaccion en cadena de polimesaza (PCR) (Graaf-
Van et al., 2013; Abril et al, 2007), de las cuales
PCR es la Unica fiable para el diagndstico de las
subespecies de Cf, con una sensibilidad del 98 %
y una especificidad del 99.8 % (McGoldrick et al.,
2013, OIE, 2017; Iraola et al., 2015; Graaf-Van
et al., 2013; Mahajan et al., 2014). La presente
revision se realizé con la finalidad de determi-
nar los métodos actuales para la identificacion
de la CGB.

Aislamiento de la bacteria

Laidentificacién del organismo mediante me-
dios de cultivo, es una técnica adecuada, ya que
se puede determinar las subespecies de Cf (OIE,
2017), las cepas de Cff son menos exigentes que
las de Cfv, pero aislarlas muchas veces es dificil,
conlleva trabajo y tiempo (Monke et al., 2002;
Marcellino et al., 2015; Carter, 1979). Las mues-
tras a cultivar son los placentomas, secreciones
prepuciales, mucus cérvico-vaginal y muestras
de fetos abortados como contenido abomasal,
pulmén e higado (Michi et al., 2015; OIE, 2017;
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Marcellino et al., 2015; Van-Bergen, 2005). La
implementacién de medios de transporte en
muestras de esmegma prepucial y secreciones
vaginales, es muy importante para garantizar la
presencia de las bacterias, pero se debe tener
cuidado enla seleccién, debido a que muchos de
estos contienen Polimixina B y Cicloheximida,
moléculas que inhiben el crecimiento de Cf
y que estan presentes en muchos medios de
transporte y cultivos (OIE, 2017; Monke et al,
2002).

El medio de transporte mas utilizado es el
Cary-blair, en el cual se puede hacer pre-en-
riguecimiento, para posteriormente realizar
el cultivo (Marcellino et al., 2015; Denis et al.,
2011; Cipolla et al., 1995), aunque también
existen otros como el de Clark, Cander, SBL,
Foley y Clark, Weybridge (OIE, 2017; Hum et
al., 1994; Monke et al., 2002). Al momento de
tomar las muestras mediante hisopado vaginal,
lavados uterinos, raspados y lavados prepucia-
les, se debe garantizar la asepsia (Frey et al.,
2017; Manes et al., 2017; Méndez et al., 2014),
transportandolas al laboratorio para su proce-
samiento, en lo posible en un periodo menor a
2 h, refrigeradas una temperatura de 4-8 °C y
protegidas delaluzsolar (OIE, 2017; Marcellino
etal., 2015).

Para la seleccion de un medio de cultivo para
Cf, se debe tener en cuenta que no contengan
agregados de antibiéticos a los que sea sensible
la bacteria, como las cefalosporinas u otras mo-
léculas anteriormente mencionadas, que evitan
la replicacion de este patégeno (Van-Bergen
et al., 2005; Monke et al., 2002). Skirrow es el
medio mas idéneo para su identificacion. Este
medio de cultivo contiene sangre lisada y des-
fibrinada al 5-7 %, con 2,5 uL/ml de sulfato de
Polimixina B, 5pug/ml de Trimetropin, 10 pg/mi
de Vancomicinay 50 yg/ml de Cicloheximida, las
cuales son moléculas selectivas, evitando el cre-
cimiento de otros patégenos no deseados (OIE,
2017; Denis et al., 2011; Michi et al., 2015).



Otra alternativa es la realizacién del pre-en-
riguecimiento en medio de transporte Cary-
Blair, al observarse el crecimiento bacteriano se
retira el anillo superficial y se cultiva mediante
filtracion pasiva en agar ASK y se llevan a incu-
bacién a condiciones especificas de la bacteria
(Marcellino et al., 2015). Al presentar creci-
miento de las colonias, estas se inoculan a un
medio no selectivo a base de sangre (OIE, 2017),
los cuales pueden ser agar sangre de cordero al
5 % (Michi et al., 2015; Chaban et al., 2012) o
agar sangre Columbia, con agregado de sangre
bovina al 7 % (Marcellino et al., 2015).

Los requerimientos para condiciones 6ptimas
de incubacién son temperatura de 37 °C, y con-
diciones microaerobias de 5-10 % de oxigeno,
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5-10 % de diéxido de carbono y 5-9 % de hidré-
geno (Vandame, 2000; Michi et al., 2015).

Campylobacter fetus es el agente mas aislado
en muestras de pulmon y contenido abomasal
de fetos abortados bovinos, correspondiendo
al 33,4 % de los diagndsticos en Argentina en
este tipo de muestras (Fernandez et al., 2007).
Generalmente, las colonias de Campylobacter
fetus se observan hasta después de 3-5 dias de
inoculadas, con un tamano de 1-3 mm, se carac-
terizan por ser de un color rosa- grisaceo traslu-
cidas, de forma redonda convexas como cabeza
de alfiler, de aspecto liso brillante y con bordes
regulares (Figura 1) (Marcellino et al., 2015;
OIE, 2017; Garcia & Legarraga, 2017).

Figura 1. Colonias de Campylobacter fetus en agar sangre de cordero 5 %.
Fuente: Garcia & Legarraga (2017).

Pruebas bioquimicas para la identifica-
cion de Cff y Cfv

Las colonias obtenidas de los medios de cul-
tivo deben ser sometidas a pruebas bioquimi-
cas, las subespecies de Campylobacter se ca-
racterizan por ser oxidasa y catalasa positiva
(Marcellino et al.,2015; Winn et al., 2008; Denis
et al., 2011). Cff, Cfv, junto con otras subespe-
cies difieren en algunas pruebas permitiendo
su identificacion (Tabla 1) (OIE, 2017; lraola et
al., 2012; Van-Bergen et al., 2005; Salama et al.,
1992).

Se ha determinado que Cff tiene crecimien-
to a42°Cy es positivo a pruebas de desarrollo
en selenito de sodio, cisteina con produccién
de &cido sulfhidrico (H2S), cloruro de sodio al
3.5 % yglicinaal 1%, 1.3 %y 1.5 %, mientras
que Campylobacter fetus veneralis no crece en
ninguno de los medios mencionados (Tabla 1)
(Van-Bergen et al., 2005; OIE; 2017; Winn et al,,
2008; Denis et al., 2011; Iraola et al., 2012).

La produccién de acido sulfhidrico (H2S) se
determina al introducir una suspension de las
colonias cultivadas, en un tubo que contiene un
medio liquido de agar brucella con 0.02 % de
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cisteina, y se considera positivo cuando ocu-
rre reaccién en el cambio de coloracién de una
tira de acetato de plomo, presente en la parte

superior del tubo, la cual se torna de color negro
(OIE, 2017; Graaf-Van et al., 2016).

Tabla 4. Caracteristicas bioquimicas que permiten diferenciar las subespecies de Campylobacter.

25°C 42°C Oxidasa Catalasa NaCl3,5% Glicinal% H2S cisteina
C. fetus subesp. venerealis \Y -V(a) + \Y - - -
C. fetus subesp. fetus \ V(a) + + - + +
C. jejuni - V(b) + V(c) - \% +
C. hyointestinalis - + + + - \Y n.d.
C. sputorum - + + \ + + n.d.

Nota: (a) = Aunque C. fetus no es una especie termofila de Campylobacter, se ha descrito el crecimiento de esta
especie a 42 °C; (b) C. jejuni subesp. jejuni es positivo, C. jejuni subesp. doylei es negativo; (c) C. Jejuni subesp. jeju-
ni es positivo, C. jejuni subesp. doylei es variable; (+) = reaccién o crecimiento positivo y (-) = reaccidén negativa o
ausencia de crecimiento de la cepa en un medio adecuado bajo condiciones especificadas; V = resultados variables;

n.d. = indeterminado.

Fuente: OIE (2017).

Inmunoflorecencia

La inmunofluorescencia directa permite
identificar la presencia de Campylobacter fetus
de forma confiable en muestras de mucus cérvi-
co-vaginal, aunque también se pueden realizar
en esmegma prepucial y liquido abomasal (OIE,
2017). Marcellino et al. (2015) reportan en su
estudio realizado en fluidos vaginales, 5.5 %
mas hembras positivas a Campylobacter fetus
con respecto a los medios de cultivo, pero un 40
% menos en toros, debido a que las muestras de
fluidos prepuciales deben ser de un alto volu-
men, con concentraciones minimas de 100 UFC/
ml del agente causal, lo cual dificulta su diagnds-
tico en los machos mediante esta técnica.

Para el procesamiento de las muestras, se
realiza una dilucién del lavado uterino u otro
fluido en 5 ml de PBS, con formalina al 1 %.
Luego, se centrifuga dos ves el sobrenadante a
4 °C, el primero de 10 minutos y el segundo de
30 minutos; posteriormente, colecta dos mues-
tras de 20 pL de este precipitado, y se ponen en
portaobjetos y se fijan las placas con etanol a
una temperatura de 18-25 °C por un periodo de
tiempo de 30 minutos (OIE, 2017). Finalmente,
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se agrega el reactivo de isocianato de fluores-
ceina isomero (FITC) en un ambiente oscuro,
himedo y con una temperatura de 37 °C du-
rante media hora. Se lavan los portaobjetos tres
veces con PBS, en intervalos de un minuto, y se
introducen a una solucion que estad compuesta
de 90 % de gliceroly 10 % de PBS,; por ultimo, se
colocan los cubreobjetos (OIE, 2017).

Para la observacion de las placas, se debe
realizar con luz ultravioleta y con placas con-
trol negativo y positivo. Las muestras se consi-
deran positivas cuando la morfologia es similar
a la placa control positiva de Campylobacter
fetus spp (Marcellino et al., 2015; OIE, 2017;
Kienesberger et al., 2007).

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es un método
diagnédstico exitoso en la identificacion de
Campylobacter fetus en érganos de fetos abor-
tados de ovinos y bovinos, con una sensibilidad
del 94 % (Campero et al., 2005; Mahajan et al.,
2014; Tucuz et al., 2010). La técnica permite
una reaccion antigeno-anticuerpo-peroxida-
sa gracias al uso de un anticuerpo monoclonal



especifico para Campylobacter fetus, que se
encuentra comercialmente como ABD serotac
(Mahajan 2014; Campero et al., 2005).

La implementacion de esta herramien-
ta diagnostica tiene la ventaja de detectar la
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distribucién de los antigenos, asociando la res-
puesta y lesiones microscdpicas caracteristicas
de la CGB (Fiorentino et al., 2018; Morell et al.,
2011), como la neumonia intersticial y la bron-
coneumonia neutrofilica (Figura 2) (Mahajan et
al., 2014).
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Figura 2. Bronconeumonia con infiltracién de células mixtas (neutréfilos y células linfo-mononucleares) en pulmén de feto abor-
tado positivo a Campylobacter fetus veneralis (Hematoxilina y Eosina; 40x).
Fuente: Mahajan et al. (2014).

Una muestra se considera positiva a la prue-  tracto gastrointestinal con formas de coma cur-

ba de Inmunohistoquimica cuando se obser-
van dareas de tincién de color marrén oscuro
en muestras de pulmoén (Figura 3), placenta y/o

va, espirales u organismos en S que son caracte-
risticos de Cf (Campero et al., 2005; Mahajan et
al., 2014; Tucuz et al., 2010).

Figura 3. Inmunoreaccion positiva a anticuerpo monoclonal de Campylobacter fetus, con morfologia tipica de espirales en dreas
del pulmén. Inmunohistoquimica 40X.

Fuente: Mahajan et al. (2014).
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Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR tiene como objetivo la replicacién de
un fragmento de ADN, mediante la enzima poli-
merasa obtenida de bacterias terméfilas como
Thermus aquaticus. Cuando se realiza una PCR,
se imita la sintesis de ADN de una célula, me-
diante la adicién de la polimerasa, el fragmento
genético del patégeno y cebadores (Primers),
que se someten a ciclos térmicos para la acti-
vacion de la enzima y los primers (Cornejo et
al., 2014; Iraola et al., 2012; McGoldrick et al.,
2013).

Es un método diagndstico molecular alter-
nativo para la identificacion de las subespecies
de Campylobacter fetus en muestras de fluidos
prepuciales, fluidos vaginales, placentas, liqui-
do abomasal y tejidos de fetos abortados (OIE,
2017; Mahajan et al., 2014; Manes et al., 2017).

La técnica consiste en centrifugar durante
15 minutos muestras de contenido estomacal,

fluidos prepuciales o vaginales, tomando 200
uL del sobrenadante obtenido; luego, introdu-
ce 20 yL de la muestra en un tubo que contiene
la polimerasa, los primers especificos para los
genes a amplificar y otras condiciones como de
pH de acuerdo con las recomendaciones del kit
a utilizar (Mahajan et al., 2014), se lleva al ter-
mociclador, el cual realiza una fase de desnatu-
ralizacion del ADN a temperatura de 95 °C, una
fase de recocido a temperatura de 53 °C; vy, por
ultimo, la fase de extensiéon a 72 °C (Fiorentino
etal, 2017; Cornejo etal., 2014).

Diferentes genes de insercion se han estu-
diado para las subespecies de Cf, permitiendo
la creacion de diferentes cebadores implemen-
tados en la PCR (Tabla 2). El gen ISCFe1l es el
mejor sitio de insercién para la identificacion de
Cfv con sensibilidad de 97 % y especificidad de
100 % (Abril et al., 2007; Mahajan et al., 2014);
asi mismo, el gen NahE y la proteina de priva-
cién de carbono para Cff con sensibilidad del
100 % vy especificidad de 100 % (Graaf-Van et
al.,, 2013).

Tabla 5. Genes de insercion de Campylobacter fetus fetus y Campylobacter fetus veneralis.

SUBESPECIE GEN SENSI  ESPE. CEBADORES PESO FUENTE
IVB376-L / IVB376-R 230pb  Abriletal., 2007
CVEN-L/CVEN-R2 230pb  Abriletal., 2007
ISCFe1l 97% 100%
Campylobacter C1165g4F/nC1165g4R 233 pb Fiorentino etal., 2017
fetus veneralis CfvF / CfvR 150pb  McMillen et al.,, 2006
CfvF / CfvR 90 pb McMillen et al., 2006
Par A 58% 83%
VenSF / VenRF 142 pb Humetal., 1997
NahE 100% 100% PanC-F / PanC-R 190pb  McGoldricketal., 2013
SapB2 76 % 72% PanCFF / PanCFR 435pb  Wangetal.,, 2002
Campylobacter
fetus fetus Proteina de
privacion de 100% 100 % MG3F / MG4R 764 pb Humetal., 1997
carbono

Nota: SENSI., sensibilidad; ESPE., especificidad.
Fuente: elaboracion propia

La Multiplex PCR, PCR tradicional y PCR en
tiempo real, son las técnicas que permiten la
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evaluacién de Campylobacter fetus, obteniendo
buenos resultados (Abril et al., 2007; Fiorentino
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et al.,, 2017; Agistiana et al., 2018). La PCR en  de determinar la replicacion de los genes con
tiempo real permite la lectura inmediata de  sustancias fluorescentes mediante tinciéon con
la amplificaciéon de ADN, los termocicladores  Sybersafe o SYBR Green (Figura 4) (Mahajan et
empleados para esta técnica tiene la capacidad  al., 2014).
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Figura 4. Curva de amplificacién C. fetus subsp. venerealis usando PCR en tiempo real en tejidos de fetos abortados.

Amplificacion de las muestras en el ciclo 34 a 38 y del control en el ciclo 20.
Fuente: Mahajan et al. (2014).

La PCR tradicional y Multiplex PCR la lectura se realiza con electroforesis, permitiendo la visua-
lizacion del ADN replicado, mediante el accionar de un campo eléctrico que permite la separacién
de las sustancias proteicas de acuerdo con su peso molecular o paredes de base (pb) (Yabar, 2003).

Agistiana et al. (2018) reportan en su estudio, el diagndstico de las subespecies de Campylobacter
fetus en lavados prepuciales de toros, implementando la multiplex PCR, con cebadores VenSF/
VenSR especificos para Cfv mediante las secuencias 5-CTT AGC AGT TTG CGA TAT TGC CAT T-37/
5-GCT TTT GAG ATA ACA ATA AGA GCT T-3’, obteniendo un amplicon de 146 pb; y para la identi-
ficacién de Cff con cebadores MG3F/ MG4R mediante las secuencias 5-GGT AGC CGC AGC TGC
TAA GAT-37/ 5-TAG CTA CAA TAA CGA CAA CT-3, obteniendo un amplicon especifico de 764 pb
(Figura 5).

Figura 5. Resultado de identificacién con Multiplex PCR en lavados prepuciales de toros. (M) Marcador 100 pb; (1) Cff; (2); Cff;
(3) Cfv; (4) Cfv.
Fuente: Agistiana et al. (2018).
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Otro estudio realizado por Fiorentino et al.
(2017), reporta un brote de abortos produci-
dos por Cff, el uso de multiplex PCR en tejidos
de fetos abortados para el diagndstico de las
subespecies Campylobacter fetus. Los primers

v b )

utilizados para Cff fueron MG3F/MG4F con-
siderandose positivo un valor de 764 pb. Los
primers utilizados para Cfv fueron C1165g4F/
nC1165g4R, considerandose positivo un valor
de 233 pb (Figura 6).

= heal e AR

w— - 764 bp

233 bp

Figura 6. Identificacion de Campylobacter por Multiplex PCR usando dos conjuntos de cebadores: MG3F / MG4F amplifica una
region de 764 pb para Cff, y el conjunto C116534F / nC116534R amplifica una regién de 233 pb que solo estd presente en Cfv.
M: marcador molecular 100 pb; 1: control negativo; 2: control Campylobacter fetus fetus; 3: control Campylobacter fetus venera-
lis; carriles 4-5 pulmones fetales; 6: # 2 placentas; 7: #3 placentas; 8: # 3 placentas.

Fuente: Fiorentino et al. (2017).

CONCLUSIONES

La inmunofluorescencia y la inmunohisto-
quimica son técnicas que no identifican las
subespecies de Campylobacter fetus, ya que su
evaluacién es mediante la morfologia de la bac-
teria, pero permiten determinar animales posi-
tivos o negativos a la CGB, en un menor tiem-
po y costo que los medios de cultivo. La PCR y
los aislamientos son los métodos mas sensibles
y mas especificos para Cff y Cfv. Pero, muchas
veces, en los agares Campylobacter fetus tiene
un desarrollo lento y es dificil garantizar debido
a sus altos requerimientos fisico quimicos; por
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lo tanto, la PCR es una alternativa efectiva para
el diagnostico de la CGB, permitiendo evaluar
grandes poblaciones de animales sospechosos
en poco tiempo.
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