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RESUMEN

En el presente trabajo se infectaron experimentaimente
por via intravaginal 16 vaquillonas virgenes de 18-20
meses de edad, raza A Angus y sus cruzas, con 3x10®
células viables de Campylobacter fetus. Las vaquillonas
fueron divididas al azar en dos grupos (A y B) de 8 ani-
males cada uno. Las vaquillonas de los grupos Ay B se
inocularon con C. fefus subespecie venerealis y C. fetus
subespecie fetus, respectivamente Inmediatamente post
infeccién, las mismas fueron servidas durante 90 dias
con 2 toros también infectados por via intraprepucial con
C. venerealis y C. fetus cada uno, respectivamente. Se
realizaron diagndsticos de prefiez seriados mediante
palpacion rectal. Para evidenciar la infeccion se ufiliza-
ron la técnicas de inmunofiuorescencia directa (IFD) e
inmunofluorescencia directa con enriquecimiento previo
(IDEP) en las muestras de esmegma prepucial y de
mucus cérvicovaginal (MCV), respectivamente median-
te muestreos periddicos durante el servicio y hasta los
262 dias posdesafio (DPD). El cultivo bacteriologico del
MCYV se pudo realizar solo en dos ocasiones. La totali-
dad de las vaquillonas se infectaron durante el ensayo.
En ambos grupos se observaron hembras portadoras
hasta los 262 DPD. Los toros también se infectaron aun-
que uno de ellos resulté negativo a los tests diagnésticos
desde los 138 DPD hasta 262 DPD. El porcentaje final
de prefez fue del 25% y 50% para los grupos A y B,
respectivamente aunque las mismas no fueron significa-
tivas (P>0.05). No se encontraron diferencias (P >0.05)
entre las técnicas empleadas para la identificacion de
las hembras infectadas. Se concluye que el presente
modelo experimental releva una elevada susceptibilidad
a la infeccién genital en vaquillonas virgenes, un marca-
do efecto negativo de C. fetus sobre la gestacién y una
prolongada persistencia de infeccion genital.

SUMMARY

_—

Sixteen 18-20 months-old, Aberdeen Angus and
crossbreed virgin heifers received by vaginal route an
inoculum of 3x10° cells of Campylobacter fetus. All heifers
were randomly divided into two groups (A and B) with
eight animals per group. Heifers of group A and B were
inoculated with Campylobacter fetus subespecie
venerealis and Campylobacter fetus subespecie fetus,
respectively. Immediately post infection, breeding for 90
days was performed in all animals with two bulls experi-
mental infected by intrapreputial route with C. venerealis
and C. fetus each one. Pregnancy rate diagnosis were
done by rectal examination. Identification of infection from
preputial samples and cervico-vaginal mucus (CVM) by
immunofiuorescent antibody test and immunofiuorescent
antibody test with previous enrichment were done during
the service until 262 days post challenged (DPC).
Bacteriological cultures from CVM were only performed
twice times. All heifers were infected during the assay. In
both heifers groups, chronic genital infection were

obsenred until 262 DPC. Both bulls were infected but one

of them was negative by diagnostic test from 138 (DPC)
to 262 (DPC). The final pregnancy rate was 25% and 50%
for the groups A and B heifers, respectively and did not
differ significantly (P>0.05).

Methods using in this assay for C. fetus identification of
infected heifers did not differ (P>0.05). High susceptibility,
poor reproductive performance and persistence of

“infection in virgin heifers intravaginal challenged with C.

fetus was noted in this experimental model.

INTRODUCCION

La campylobacteriosis genital bovina es una enferme-
dad de transmisién venérea causada por Campylobacter
fetus con las subespecies venerealis (incluido el biotipo
intermedius) y felus que provoca muerte embrionaria,
abortos e infertilidad temporaria en las hembras siendo
los toros portadores crénicos y asintomaticos de la en-
fermedad (Corbeil et al., 2003). Existen ademas hem-
bras portadoras que pueden mantener la infeccion de un
servicio a otro, reinfectando por medio del toro al resto
del rodeo (Corbeil et al., 1981, Corbeil et al., 2003).En
los rodeos de cria de Argentina, la prevalencia de la en-
fermedad continlia siendo elevada variando segun zo-
nas de 9.8% a 15.3% ocasionado severas pérdidas eco-
nomicas (Campero, 2000). En el presente trabajo se pro-
puso realizar un seguimiento diagnéstico de la enferme-
dad mediante el monitoreo del MCV y esmegma prepucial
de bovinos experimentalmente infectados, determinar la
persistencia de la infeccién y el impacto de la misma so-
bre la eficiencia reproductiva.

MATERIALES Y METODOS

Animales, inoculacién y servicio

En el presente ensayo se utilizaron vaquillonas virgenes
de 18-20 meses de edad raza Aberdeen Angus, con bue-
na condicion corporal y desarrollo genital, y dos toros
Hereford de 2 y 5 afios, respectivamente, clinicamente
aptos y negativos a las pruebas serolégicas diagnodsticas
para brucelosis. Los animales eran originarios de rodeos
libres de brucelosis y enfermedades venéreas de las re-
servas ganaderas del Inta Balcarce, Argentina y perma-
necieron en pasturas artificiales con buena disponibili-
dad forrajera durante todo el ensayo. Tanto las vaquillonas
como los dos toros fueron negativos a los muestreos pre-
vios mediante cultivo de los fluidos genitales para diag-
néstico de Tricomoniasis (Campero et al., 1986) y por
inmunofluorescencia para diagnéstico de
Campylobacteriosis (Cipolla et al., 1995). Se utilizaron
16 vaquillonas en 2 grupos formados al azar de 8 anima-
les cada uno (Grupos A y B). Las vaquillonas fueron de-
safiadas intravaginalmente con 3.8x10° unidades
formadoras de colonias (UFC) de C. venerealis (Grupo
A) y con 3.5x10® UFC de C fetus fetus (Grupo B) suspen-
didas en 1 ml de caldo brucella semisdlido, respectiva-
mente, utilizando para tal fin la pipeta de IA de Cassou,
como ya fue descrito (Cobo et al., 2003). Al dia siguiente
post desafio, todas las hembras fueron a servicio natural
con 2 toros durante 90 dias. Las vaquillonas del grupo A
fueron servidas con un toro de 5 afios desafiado por via
intraprepucial con 3.8x10* UFC de C. venerealis y las del
grupo B con un toro de 2 afos de edad desafiado con
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3.5x10°* UFC de C. felus fetus. Para ambos toros, las
cepas fueron suspendidas en 5 ml de caldo brucella
semisélido, respectivamente. Los toros fueron a servicio
con cada grupo de vaquillonas respectivo y no se junta-
ron en ningtin momento. La cepas de C. fetus utilizadas
para la inoculacién experimental procedian del cepario
existente en nuestro laboratorio de bacteriologia, obteni-
das a partir de casos naturales de infeccién en bovinos
(C. venerealis cepa 97/608 aislada de un feto bovino
abortado y C fetus fetus cepa C1 N3 aislada del mucus
vaginal de vaca con infertilidad), ambas caracterizadas
bioquimicamente y mantenidas a -196°C en nitrogeno
liquido.

Muestreos, técnica de laboratorio y evaluacidn
reproductiva.

Las muestras de MCV y esmegma prepucial fueron re-
colectadas con pipeta Cassou (Campero et al., 1993,
Cobo et al., 2003). Los muestreos se realizaron a partir
de los 15 DPD teniendo los primeros 4 muestreos un
intervalo de 15 dias, y los 7 muestreos posteriores un
mes de intervalo hasta los 262 DPD, momento en que
finalizé el ensayo. También se efectud el diagnéstico de
prefiez por palpacién rectal a los 78, 112y 163 dias post-
servicio (DPS). El cultivo bacteriolégico de los MCV se
realizé solo en dos ocasiones a los 45 y 202 DPD, res-

pectivamente.

EIMCYV recolectado se inoculé en el medio de transporte
Cary Blair y posteriormente sembrado en caldo Brucella
semisdlido para su preenriquecimiento y posterior desa-
rrollo de la ténica de IFD (Cipolla et al.,1995). Para el
cultivo bacteriolégico y partiendo del caldo
preenriquecimiento previamente mencionado, se extra-
jo 0.5 ml y fue sembrado en Agar sangre Skirrow, el cual
se mantuvo a 37°C durante 7 dias con observaciones
cada 48 hs de incubacién, las colonias desarrolladas se
identificaron como fue mencionado (Cipolla et al.,1995).
En los toros se realizé IFD a partir del fluido prepucial sin
previo enriquecimiento. En las técnicas de
inmunoflurescencia se utilizé un conjugado especifico
anti-C. fetus desarrollado en conejo (Laboratorio Azul,
Argentina).

e ———————

RESULTADOS

En el presente ensayo se infectaron todas las vaquillonas
desafiadas aunque su deteccion por IDEP no fue cons-
tante para cada animal en los diferentes muestreos. En
ninguno de los muestreos se observaron diferencias sig-
nificativas (P>0.05) entre los grupos A y B con respecto
a la cantidad de vaquillonas positivas a la IDEP. En 4/11
muestreos realizados a los 90, 105, 202 y 222 DPD se
observé una disminucién del nimero de vaquillonas de-
tectadas como infectadas. La performance reproductiva
fue baja en ambos grupos a los 163 DPS (prefiez del
25% grupo A y 50% grupo B, Tabla 1) aunque no difirié
significativamente (P>0.05). Entre los 112y 163 DPS se
detecté mediante tacto rectal una pérdida de prefiez
(vaquillona N° 11, grupo A) aungque no se observé ni se
encontrd el feto abortado. No se observaron otros abor-
tos ni eliminacién de flujos genitales en ninguna de las
hembras durante el ensayo. En ambos grupos, 4/8 hem-
bras permanecieron infectadas hasta los 262 DPD. No
se observaron diferencias significativas entre los dos
cultivos de MCV y la IDEP a los 45 y 202 DPD (Tabla 2).
Durante el servicio, ambos toros fueron positivos a la IFD
al menos en un muestreo. Luego del servicio, el toro del
grupo B resulté positivo a los 105 DPD aunque perma-

necié negativo hasta la finalizacién del ensayo. Mientras
que el toro del grupo A fue positivo desde los 202 DPD
hasta los 262 DPD. Del total de los 11 muestreos realiza-
dos, los toros de los grupos A y B se detectaron positivos
en 4 y 2 oportunidades, respectivamente.

DISCUSION
e e
La elevada susceptibilidad de las vaquillonas virgenes a
la enfermedad observada en el presente trabajo es coin-
cidente con lo reportado en otros trabajos (Corbeil et al.,
1981). Los bajos indices de prefiez obtenidos eviden-
cian el severo efecto de C. fetus sobre la ferilidad de las
vaquillonas. En este trabajo, es factible observar un efecto
adicional en detrimento de la prefiez dada la condicién
de infeccién experimental, tanto de las vaquillonas como
de los toros. Es factible que en condiciones de infeccién
natural de la enfermedad a campo y en un servicio esta-
cionado de 90 dias, los porcentajes de prefiez resulten
algo méas elevados que los aqui observados. Pese a ello,
informes previos evidenciaron severas bajas de prefiez
en algunos casos de infertilidad de rodeos para came
por Campylobacterioris (Campero et al., 1996, Campe-
ro, 2002, Echevarria et al., 2001). Si bien por tacto rectal
se detectd un aborto de aproximadamente 5 meses de
gestacion, al efectuar el diagnéstico gestacional entre los
112 y 163 DPD, hubiera sido necesario aplicar técnicas
ecograficas y un monitoreo mas frecuente para una me-
jor caracterizacion de las pérdidas de prefiez en los 3
primeros meses de la gestacion. La persistencia de in-
feccién genital en vaquillonas por IDEP hasta los 262
DPD en ambos grupos, resalta el rol de las hembras por-
tadoras de la enfermedad y sus implicancias
epidemioldgicas en el mantenimiento de la misma en el
rodeo (Campero, 2002, Cipolla et al., 1994). La circuns-
tancia de que los toros detectados positivos en un bajo
nimero de muestreos durante el servicio, sugiere la baja
sensibilidad del método de IFD, reforzando la necesidad
de la repetitividad de los muestreos antes de declarar a
un toro como negativo, como ya fue previamente men-
cionado (Campero, 2002). A su vez, la disminucion de la
sensibilidad de la técnica de IFD pudo deberse a las
montas repetidas que ocurren durante este periodo (Cam-
pero, 2002). Trabajos previos demuestran que la infec-
cién crénica es mas frecuente en toros adultos que en
los jévenes. Estos resultados coinciden con los obteni-
dos en el presente ensayo. Se concluye que el presente
modelo experimental de infeccion puede ser de utilidad
para futuros trabajos de evaluacién vacunal. Surge tam-
bién como relevante la cronicidad de la infeccion genital
en las vaquillonas (hasta 262 DPD) y la importancia de
contar con cepas patégenas obtenidas de brotes de cam-
po y mantenidas en adecuadas condiciones, a los fines
de no alterar su composicién antigénica y mantener su
patogenicidad.

e
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Tabla 1. Vaquillonas positivas en el MCV a C. fetus mediante IDEP y performance reproductiva

Muestreos segun dias post-desafio Prefiez*
Grupo Servicio . * =
15 30 45 60 90 105 138 168 202 222 262
A 5/8 4/8 6/8 7/8 2/8 2/8 6/8 4/8 3/8 0/8 4/8 2/8
B 6/8 7/8 7/8 4/8 3/8 2/8 4/8 4/8 2/8 2/8 4/8 4/8
*Evaluacién final a los 262 dias post servicio,
**Diagnosticos gestacionales por tacto rectal
Tabla 2. Resultados por cultivo bacteriolégico e IDEP en el MCV a los 45 y 202 DPD
45 DPD 202 DPD
Grupo Cultivo IDEP Cultivo IDEP
A (n=8) 6/8 6/8 1/8 3/8
B (n=8) 6/8 7/8 2/8 2/8




