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El objetivo de este trabajo fue determinar la
sensibilidad y especificidad de la técnica de
real time PCR (qPCR) comparandola con el
cultivo microbiolégico (gold standard) de
Campylobacter fetus (C. fetus), a partir de la
misma muestra de esmegma prepucial. Se ob-
tuvieron muestras de esmegma prepucial de
315 toros diferentes de 62 establecimientos,
las cuales se procesaron y analizaron siguien-
do el mismo protocolo. Se cultivaron en medio
de cultivo Skirrow y se realizé la qPCR dentro
de las 24 horas de obtenidas. Tomando como
referencia el cultivo, la sensibilidad estimada
de la qPCR fue del 100% y la especificidad
del 994%. La proporciéon de casos positivos
de C. fetus por toro fue de 2,2% por cultivo, y
de 29% por gqPCR. Los establecimientos con
presencia de C. fetus fueron 9,7% por cultivo,

y 129% por qPCR, sin diferencias estadistica-
mente significativas entre ambas técnicas. En
conclusién, la gPCR utilizada es una técnica
de screening adecuada para la deteccién de
C. fetus directamente a partir de muestras de
esmegma prepucial.

The aim of the study was to estimate the sen-
sitivity and specificity of a real time PCR te-
chnique (qPCR) comparing it with the culture
and isolation (gold standard) of Campylo-
bacter fetus, performing the two techniques
directly from the same sample of preputial
smegma. Twelve samplings were made, ob-
taining 315 preputial smegma samples from
discarded bulls sent to the slaughter plant
and from farms with suspicion of the disease.

< 44

v
\ 4

PAG.
193



4P

PAG.
194

| e B UIATRIA

All samples were processed following the
same protocol. They were cultured in Ski-
rrow medium and the qPCR was performed
simultaneously. The estimated sensitivity of
the gPCR was 100% and the specificity was
99.4%. The presence of C. fetus per bull was
22% by culture and isolation, and 29% by
gPCR. The establishments with presence of C.
fetus were 9.7% by culture and isolation, and
129% by qPCR, without statistically signifi-
cant differences in the comparison. In conclu-
sion, the qPCR used is a screening technique
suitable for the detection of C. fetus directly

~ from samples of preputial smegma.

Introduccion

La campylobacteriosis genital bovina (CGB)
es una enfermedad que causa infertilidad
en rodeos de cria de nuestro pais (Repiso
y col. 2005). El cultivo microbiolégico se
considera la técnica de referencia para el
diagnéstico e identificacién de C. fetus y
sus subespecies (OIE, 2017). Sin embargo,
este método presenta algunas dificultades:
la alta contaminacién con otros microor-
ganismos de las muestras que se obtienen
(esmegma prepucial, mucus vaginal y fetos
abortados) (Lander, 1990), y condiciones
microaerofilicas especificas que se requie-
ren para su crecimiento, acompafiadas de
un lento desarrollo, entre otras. Las dificul-
tades de crecimiento y la falta de reproduci-
bilidad de las técnicas de cultivo motivaron
el desarrollo de herramientas de diagnds-
tico molecular. Se han evaluado diferentes
técnicas de PCR para la correcta identifi-
cacion de la especie y las subespecies de
Campylobacter fetus (Hum et al, 1997, Abril
et al, 2007; Van Bergen et al, 2005) con as-
pectos en comuUn pero también con algunas
diferencias (van der Graaf-van Bloois et al,
2013). El objetivo de este trabajo fue esti-
mar la sensibilidad y especificidad de una
técnica de PCR en tiempo real (QPCR) com-
parandola con el cultivo de Campylobacter
fetus (gold standard), utilizando la misma
muestra de esmegma prepucial para ambas
técnicas.
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Materiales y Métodos

Se obtuvieron muestras de esmegma prepu-
cial de 315 toros diferentes, de 62 estableci-
mientos. Se realizaron en total 12 muestreos:
4 en distintos establecimientos con sospecha
de la enfermedad (donde se obtuvieron mues-
tras de esmegma prepucial de 70 toros); y 8
en frigorificos (donde se obtuvieron muestras
de esmegma prepucial de 245 toros, de 58
establecimientos diferentes). Todas las mues-
tras se procesaron y analizaron siguiendo el
mismo protocolo: se sembraron 150 pyL de la
muestra en Medio Skirrow (OIE, 2017), se in-
cubaron a 37 °C en atmésfera microaerofili-
ca (CampyGen®, 5-10% de oxigeno, 5-10%
de diéxido de carbono y 5-9% de hidrégeno)
durante 48 horas. Las colonias sospechosas
se observaron al microscopio por contraste
de fases y se resembraron en medio de culti-
vo agar sangre Columbia para obtener el ais-
lamiento de C. fetus. Las subespecies de las
cepas se identificaron fenotipicamente por
la prueba de tolerancia a glicina al 1% y la
prueba de produccioén de sulfuro de hidroge-
no (H,S) en un medio con Triple Sugar Iron
(TSI (OIE, 2017). A su vez, se realizé la gPCR
(Iraola et al, 2016): se utilizaron un par de pri-
mers que amplifican una secuencia de 78 pb
del gen 16S rRNA y una sonda TagMan-MGB
que se dirige a una regién polimoérfica de 19
pb que detecta cepas de C. fetus para diferen-
ciarlas de otras especies de Campylobacter y
de otras bacterias. Se realizé la extraccién de
ADN con un método de fastboiling (Schunck
et al. 1995) a partir de 500 pL de esmegma
prepucial en PBS. Las muestras se agruparon
en pooles de 5 muestras. La qPCR se realiz6
con un volumen final de 25 pL: 1 » TagMan
Genotyping Master Mix (Applied Biosystem:s,
Foster City, EE. UU), 1 x Custom TagMan SNP
Genotyping Assay (09 yM cada primer y 0.2
UM de la sonda) y 1 pL del ADN correspon-
diente a un pool de muestras. El ciclado se
realizé en un equipo ABIPrism 7500 (Applied
Biosystems). Cuando se detectaba un pool po-
sitivo, se repetia la qPCR con cada muestra
individual para identificar la muestra positi-
va. Se calcularon la sensibilidad y especifi-
cidad de la qPCR y el valor de concordancia
kappa (Thrusfield, 1995) entre el cultivo y la
gPCR, utilizando el software Epidat 3.1. La es-



timacién del porcentaje de positivos se realizd
por el método de Wilson Score, estableciendo
la media estimada, y los rangos entre el limite
inferior y el limite superior, con un intervalo
de confianza del 95% (Wilson, 1927; Boom-
sma, 2005).

Resultados y Discusion

Se obtuvieron 7 aislamientos de C. fetus, y
308 cultivos negativos. De estos 7 aislamien-
tos, 6 se identificaron por pruebas bioquimi-
cas como C. fetus venerealis y 1 como C. fetus
fetus. En cuanto a la qPCR, se obtuvieron 9 re-
acciones positivas en muestras individuales.
De los 62 establecimientos de origen, 6 fueron
positivos por cultivo y 8 por qPCR. Para la
estimacion de la sensibilidad y especificidad
de la gPCR, se tomé como referencia de “ani-
males enfermos” a los positivos por cultivo y
aislamiento, y se obtuvo una sensibilidad del
100% (entre 92,9% y 100%). A su vez, se toma-
ron como referencia de “animales sanos” a los
negativos por cultivo, obteniendo una especi-
ficidad del 99,4% (entre 98,3% y 100%) con un
intervalo de confianza del 95% (Cuadro D.

Cuadro 1: Sensibilidad y especificidad
de la real time PCR.

Cultivo
enfermo sano
positivo 7 2 9
GPCR  —cgatvo 0 306 306
7 308 315

En el trabajo de Iraola et al. (2016) se es-
timé un 100% de sensibilidad y especifi-
cidad; esta diferencia con nuestros resul-
tados puede deberse a que los ensayos se
realizaron a partir de cepas aisladas tanto
de C. fetus como de otras bacterias. A su
vez, Garcia Guerra et al (2014) obtuvieron
85.4% de sensibilidad y 85% de especifici-
dad también a partir de muestras de campo,
pero utilizando una qPCR para deteccién
de subespecie C. fetus venerealis (Hum et
al. 1997). En el presente trabajo, el valor de
concordancia kappa obtenido al comparar
ambas técnicas diagnésticas fue de 087
con un error estandar de 0,09 y un intervalo
de confianza de 95%. Cuando el valor de ka-
ppa es mayor o igual a 0,75 es considerado

una excelente concordancia (Landis y Koch,
1977), por lo tanto la qPCR puede ser utili-
zada como técnica de screening. Se obtuvo
una proporcién de toros portadores de C. fe-
tus de 2,2 % por cultivo, y de 2,9% por qPCR,
sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los dos resultados, con
un intervalo de confianza del 95%. Los re-
sultados de la proporcién de positivos de C.
fetus por cultivo son similares a los antece-
dentes nacionales (Repiso et al, 2005) de
2,6%, por lo tanto no parece que la prevalen-
cia del patégeno haya aumentado, a pesar
de que se sigue demostrando su presencia
en nuestro pais. Se obtuvo un porcentaje de
establecimientos con presencia de C. fetus
de 9,7% por cultivo, y del 129% por qPCR,
sin encontrar diferencias estadisticamen-
te significativas entre los dos resultados,
con un intervalo de confianza del 95%. A
pesar de considerar la desventaja de tener
bajo nimero de positivos, se observa una
diferencia con respecto al 20,5% (estimado
sobre la base de 47 aislamientos positivos)
reportado por Repiso et al. (2005).

Conclusion

La gPCR utilizada es una técnica de scree-
ning adecuada para la deteccion de C. fetus
directamente a partir de muestras de esmeg-
ma prepucial de toros. Se sigue demostrando
la presencia de C. fetus en nuestro pais.
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