CAPITULO 3.4.4.

CAMPILOBACTERIOSIS GENITAL BOVINA

RESUMEN

Descripcion de la enfermedad: La campilobacteriosis genital bovina (CGB) es una enfermedad
venérea que también se denomina campilobacteriosis venérea bovina. El agente causal de esta
enfermedad de transmision sexual es Campylobacter fetus subespecie venerealis, una de las tres
subespecies de C. fetus. Las infecciones bovinas por C. fetus subesp. venerealis se asocian a
infertilidad, muerte embrionaria temprana y aborto con considerables pérdidas econémicas. Las
infecciones bovinas por C. fetus subesp. fetus se asocian a aborto y tienen una prevalencia mas
esporadica.

Campylobacter fetus subesp. venerealis, tiene un tropismo acentuado por el sistema genital del
ganado bovino, tanto masculino como femenino. La transmision bacteriana se produce sobre todo
durante la monta natural, pero también puede transmitirse a través de la inseminacion artificial con
semen de toros infectados.

Deteccion del agente: Se pueden analizar las muestras tomadas de toros, vacas o fetos abortados
para averiguar si esta presente el agente causal. El organismo tiene forma de bacilo delgado, curvado
y Gram negativo que puede tener una configuracion en forma de S, de silueta como la de la gaviota
durante el vuelo y de espiral, y puede cultivarse en medios selectivos a 37°C durante al menos 2 dias
en microaerobiosis. La confirmacion del aislamiento y la distincidn entre las subespecies de C. fetus
se puede llevar a cabo mediante procedimientos bioquimicos o moleculares. También se puede
utilizar la inmunofluorescencia, pero esa prueba no sirve para diferenciar subespecies.

Para detectar C. fetus a partir del medio de transporte y enriquecimiento de Clarke también puede
utilizarse un enzimoinmunoanalisis (ELISA) de captura con anticuerpos monoclonales. Como ocurre
con la inmunofluorescencia, el ELISA no permite diferenciar bien entre las dos subespecies de
C. fetus, de tal forma que se reduce a un método de cribado que se puede aplicar tras los métodos de
cultivo cldsicos, y que sirve para confirmar la identificacion de los resultados del ELISA positivos. No
obstante, en comparacion con la inmunofluorescencia, tiene la ventaja de ofrecer una sensibilidad y
una especificidad mds altas para la identificacion de C. fetus y un rendimiento mucho mayor tanto en
lo que respecta a los resultados negativos como a los positivos cuando se analiza un volumen de
muestras mayor.

Pruebas serolbgicas: El ELISA puede utilizarse para comprobar la inmunidad del rebafio, pero no es
adecuado para el diagndstico de la infeccién en los animales individuales. Mediante esta prueba no
se puede diferenciar entre las infecciones causadas por las dos subespecies: C.fetus subesp.
venerealis y C. fetus subesp. fetus.

Requisitos para las vacunas: Aunque existen vacunas comerciales y pueden utilizarse vacunas
autologas que contengan cepas aisladas en la propia explotacion, no se dispone de datos cientificos
sobre la efectividad de la vacunacidn.

A. INTRODUCCION

1. Descripcién e impacto de la enfermedad

La campilobacteriosis genital bovina (CGB, también conocida como campilobacteriosis venérea bovina), es una
enfermedad caracterizada por infertilidad, muerte precoz del embrion y abortos en el ganado bovino. El agente
causal de esta enfermedad de transmision sexual es Campylobacter fetus subesp. venerealis (Cfv). Puede aislarse
del tracto genital del ganado bovino (p. ej., de esmegma prepucial o mucus vaginal) o de los érganos internos de los
fetos abortados y causa problemas de fertilidad acompafiados de considerables pérdidas econémicas. Los toros
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son reservorios importantes y, por lo tanto, deben constituir el objetivo de las pruebas de diagnoéstico y del control
de laenfermedad. Campylobacter fetus subsp. fetus (Cff) puede recuperarse del tracto intestinal del ganado bovino
y de otras especies de animales (Garcia et al., 1983); se puede aislar a partir de los fetos bovinos abortados, lo cual
indica su importancia clinica en el ganado bovino. Cff se asocia a casos esporadicos de aborto en los bovinos,
mientras que Cfv se asocia al aborto endémico y a problemas de fertilidad en ciertas zonas geograficas.

Aunque a C. fetus se le reconoce sobre todo como agente patdgeno de los animales, Cff a veces se diagnostica de
forma ocasional como agente patdégeno oportunista en el hombre. Las infecciones ocurren normalmente en las
hembras prefiadas o animales inmunodeprimidos, y a menudo son sistémicas y van acompafiadas de
complicaciones, en funcion del lugar de infeccion (Wagenaar et al., 2014). Las manipulaciones de laboratorio deben
llevarse a cabo aplicando las medidas de bioseguridad y contencion adecuadas, que vendran determinadas por un
andlisis del riesgo biolégico (véase el Capitulo 11.4 Bioseguridad y bioproteccion: Normas para la gestion del riesgo
biolégico en el laboratorio veterinario y en las instalaciones para los animales).

2. Taxonomia

Campylobacter fetus es una de las 33 especies actualmente conocidas del género Campylobacter
(http://www.bacterio.cict.fr/c/campylobacter.html). Se han identificado tres subespecies de C. fetus: C. fetus subesp.
testudinum (Cft), C. fetus subesp. fetus y C. fetus subesp. venerealis, de las cuales Cft se asocia a reptiles y tanto Cff
como Cfv se asocian a mamiferos. Cfv incluye una variante designada como Cfv biovar intermedius (Florent et al.,
1959; Veron & Chatelain, 1973). Aunque los signos clinicos relacionados con infecciones por Cfv y Cff se solapan,
originalmente se definieron en funcién de las diferencias en sus presentaciones clinicas respectivas (Florent, 1959;
Veron & Chatelain, 1973).

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnostico de la campilobacteriosis genital bovina y su propdsito

Propésito
Demostrar
ausenciade . . Determinar el estado
; Demostrar . .. Contribuir a . Determinar la . L
Método . infeccién en o Confirmar . inmunitario en
ausenciade K las politicas prevalencia de R
. .. animales casos R . animales o
infecciénen | . | de . la infeccién - .
L. individuales antes L, clinicos . . poblaciones tras la
la poblacién erradicacion vigilancia .
delos vacunacion
desplazamientos
Deteccion del agente®
Cultivo (incluida
la |den.t|f|ca<:|on a St o ot ot o _
nivel de
subespecie)
IFAT ++ ++ ++ ++ ++ -
ELISA de
captura basado ++ ++ ++ ++ ++ -
en MAb
Deteccion de respuesta inmunitaria
ELISA para
deteccion de - - - - - +
anticuerpos

Clave: +++ = recomendado para este propésito; ++ = recomendado pero tiene limitaciones;
+ = adecuado en muy pocas circunstancias; — = no adecuado para este propdsito.
IFAT = prueba de la inmunofluorescencia; MAb = anticuerpo monoclonal; ELISA = enzimoinmunoanalisis.
@Se recomienda aplicar una combinacién de métodos de identificacion del agente a una misma muestra clinica.
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El cultivo e identificacion del microorganismo es un sistema adecuado para certificar animales concretos antes de
los desplazamientos. El sistema de cribado mediante enzimoinmunoanalisis (ELISA) de captura con anticuerpos
monoclonales (MAb), que es sensible y especifico y esta validado (Brooks et al., 2004; Devenish et al., 2005),
permite detectar con exactitud subespecies de C. fetus a partir del medio de transporte y enriquecimiento (MTE)
de Clarke incubado. Para la confirmacion de subespecies especificas solo se someten a cultivo las muestras cuyo
resultado de ELISA ha sido positivo, empleando métodos estandar de aislamiento e identificacion. Este
procedimiento tiene la ventaja de que los resultados se obtienen en un menor periodo de tiempo y de que resulta
mas facil de ejecutar que los métodos de cultivo clasicos.

Cfv y Cff se pueden diferenciar mediante la prueba de tolerancia a la glicina al 1% y la produccién de H2S en medio
rico en cisteina; Cfv no puede crecer en presencia de glicina al 1% y no puede producir H2S a partir de un medio rico
en cisteina, mientras que Cff es tolerante a glicina al 1% y produce H2S (Florent et al., 1959; Veron & Chatelain, 1973).
Ni la hibridacion ADN-ADN (Harvey y Greenwood, 1983) ni los patrones de bandas de proteinas utilizando
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) de proteinas de células completas (Vandamme et al., 1990) revelaron
ninguna diferencia importante entre Cfv y Cff. La espectrometria de masas MALDI-TOF (ionizacion por desorcion
laser asistida por matriz-tiempo de vuelo) se puede utilizar para identificar C. fetus a nivel de especie (Bessede et
al., 2011), pero este ensayo no puede diferenciar entre Cff y Cfv. De todas las pruebas moleculares descritas, solo las
pruebas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) dirigidas al gen nahE, tanto convencionales como en tiempo
real (Abril et al., 2007; van der Graaf-van Bloois et al., 2013), la tipificacién de secuencias multilocus (MLST) y el
andlisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) (van Bergen et al., 2005a; Wagenaar
et al., 2001) son capaces de identificar C. fetus de manera fiable a nivel de especie. Se han descrito varios métodos
moleculares que pretenden diferenciar entre Cff y Cfy, incluida la PCR (Abril et al., 2007; Hum et al., 1997; Tu et al,,
2005; van Bergen et al., 2005¢; Wang et al,, 2002), la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) (On y
Harrington, 2001), MLST (van Bergen et al., 2005a) y AFLP (Wagenaar et al., 2001) (véase la Seccion B1.9), pero
ninguna de estas pruebas moleculares es capaz de identificar las cepas de C. fetus de manera fiable a nivel de
subespecie (Iraola et al., 2015; van der Graaf-van Bloois et al., 2013). La secuenciaciéon del genoma completo se
puede utilizar para diferenciar las cepas de C. fetus asociadas a mamiferos en funciéon de sus genomas centrales
(van der Graaf-van Bloois et al., 2014), pero este método no esta en total concordancia con la identificacion
fenotipica de subespecies de C. fetus.

1. Aislamiento y deteccion del agente
11. Obtencion de muestras

111, Enel macho: esmegma prepucial y semen

En los toros, el esmegma puede obtenerse por diferentes métodos (da Silva Silveira et al., 2018):
raspado (Tedesco et al., 1977), aspiracion (Campero et al., 2003) y lavado (Clarke & Dufty, 1978).

Obsérvese que la misma muestra, obtenida empleando el mismo método de muestreo, puede
utilizarse para la deteccion de Trichomonas foetus (Waldner et al., 2017) (véase el Capitulo 3.4.14
Trichomonosis).

Elesmegma se puede utilizar para el aislamiento del microorganismo o puede aclarase en untubo
con unos 5 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que contenga un 1% de formalina
para el diagndéstico mediante la prueba de la inmunofluorescencia. El esmegma también puede
tomarse en unavagina artificial después de latoma del semen, lavando la vagina artificial con 20—
30 ml de PBS.

Para los lavados prepuciales, se introducen en el saco prepucial 20-30 ml de PBS. Después de un
masaje vigoroso de 15-20 segundos, se recoge el liquido.

El semen se recoge en condiciones tan asépticas como sea posible. Las muestras de semen
deben diluirse con PBS e inocularse directamente en medio de cultivo o en medio de transporte
y enriquecimiento.

11.2. Enla hembra: mucus cervicovaginal

Las muestras pueden obtenerse por aspiracion o por lavado de la cavidad vaginal. También
pueden utilizarse utensilios de raspado de plastico huecos. Las muestras se pueden utilizar para
la deteccidn de Trichomonas foetus (véase el capitulo 3.4.14).
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1.2

1.3.

Para la aspiracion, se limpia la zona de la vulva y se introduce en la cavidad vaginal una pipeta de
inseminacion artificial o una pipeta de Cassou (vaina azul), de forma que la parte anterior alcance
el cuello uterino (Campero et al., 2003). Se succiona suavemente mientras se mueve la pipeta
hacia delante y hacia atras. Se retira la pipeta y el mucus recogido se inocula directamente en un
medio de cultivo o en un medio de trasporte y enriquecimiento.

El mucus cervicovaginal (MCV) también puede recogerse mediante el lavado de la cavidad
vaginal: se introducen en la cavidad 20-30 ml de PBS con una jeringuilla unida a una pipeta de
inseminacion artificial. El liquido se aspira y se reintroduce en la cavidad cuatro o cinco veces
antes de recogerlo y extenderlo directamente en medio de cultivo o de afiadirlo a un medio de
transporte y enriquecimiento. También se puede recoger liquido a partir del lavado de la cavidad
vaginal con un tampédn o gasa estéril mantenidos en la vagina durante 5-10 minutos después de
introducir PBS. Las muestras de MCV obtenidas por succiéon pueden diluirse con PBS, o
sembrarse directamente en un medio de cultivo o de transporte y enriquecimiento.

EIMCV se transfiere a aproximadamente 5 ml de PBS con un 1% de formalina para la prueba de la
inmunofluorescencia.

11.3. Fetos abortados, placentas

Las mejores muestras para el aislamiento de estas bacterias son la placenta, el contenido
estomacal, los pulmones y el higado del feto. Las muestras se obtienen de forma aséptica y se
inoculan en un medio de transporte y enriquecimiento, o en PBS con un 1% de formalina para llevar
a cabo lainmunofluorescencia indirecta (IFA).

Transporte de muestras

El uso de medio de transporte es esencial si las muestras no se van a procesar en el laboratorio el mismo
dia de su obtencion. Para su envio al laboratorio, las muestras deben colocarse en un recipiente
hermético (a una temperatura de entre 4y 8°C), y deben protegerse de la luz y enviarse de tal forma que
lleguen al laboratorio cuanto antes, de preferencia el mismo dia que se hayan obtenido.

Se dispone de varios medio de transporte y enriquecimiento, como el de Clark, Lander, SBL, Foley y Clark,
Weybridge y Cary-Blair (Garcia et al., 1984; Hum et al., 1994; Monke et al., 2002), y el medio de transporte
y enriquecimiento de Thomann (TTE) (Harwood et al., 2009).

Algunos de los medios de transporte y enriquecimiento antes mencionados contienen cicloheximida.
Debido a su posible toxicidad, puede usarse amfotericina B como alternativa.

Tratamiento de las muestras

Cuando las muestras lleguen al laboratorio, deben inocularse directamente en un medio de cultivo o
procesarse de inmediato si asi se requiere.

1.31. Muestras del tracto genital

El volumen total de los lavados prepuciales se puede centrifugar (3.500 g) para concentrar la
muestra. La muestra final (reducida a 250 pl) puede inocularse en medio de cultivo (directamente
sobre una placa de agar Skirrow, utilizando el método de filtro y sembrando en medio TTE)
(Harwood et al., 2009).

Si el MCV no es muy viscoso puede inocularse directamente o licuarse con un volumen igual de
PBS. Cuando el MCV es muy viscoso, puede ser necesario licuarlo afiadiendo un volumen igual
de solucién de L-cisteina (N-Acetil-L-cisteina 100 mM, nimero CAS 616-91-1', disuelta en PBS y
esterilizada mediante filtracién por membrana). A los 15-20 minutos, el mucus diluido y licuado
puede inocularse en el medio de aislamiento.

1

Este es el nUmero correspondiente a esta sustancia quimica, asignado por el Chemical Abstracts Service (CAS).
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Para el método del filtro: se colocan membranas de acetato de celulosa estériles de un tamafio
de poro de 0,45-0,65 um sobre la superficie de un agar no selectivo suplementado con un 5% de
sangre. Se lleva a cabo una suspensién de la muestra en PBS o solucién salina, y se instilan 10—
15 gotas de esta suspension en la parte superior de la membranay se dejan filtrar de forma pasiva
a 37°C (no se precisan condiciones de microaerobiosis). Pasados 30-40 minutos, las membranas
de filtro se retiran y las placas de cultivo se incuban 1-2 dias a 37°C en condiciones de
microaerobiosis (Steele et al., 1984 y McDermott, 1984).

1.3.2. Fetos abortados, placentas

El contenido del estdmago fetal se inocula directamente en un medio de cultivo adecuado. Los
dérganos internos, o trozos de o6rganos, se flamean para esterilizar la superficie, y luego se
homogeneizan. El homogenado se inocula en medio de cultivo.

Después de lavar las membranas placentarias con PBS estéril para eliminar la mayor parte de la
contaminacion superficial, se raspan las vellosidades coridnicas y el raspado se transfiere a un
medio de cultivo.

1.4. Aislamiento de Campylobacter fetus

14.1. Medios de cultivo para el aislamiento

Actualmente hay muchos medios en uso para el diagnéstico bacteriolégico de la CGB. Deberia
tenerse en cuenta que varios medios utilizados para el aislamiento de Campylobacter spp. no son
adecuados para el aislamiento de C. fetus debido a los antimicrobianos (p. ej.: las cefalosporinas)
que pueden inhibir el crecimiento de C. fetus (van Bergen et al., 2005b). La mayoria de los medios
de cultivo contienen cicloheximida. Debido a su posible toxicidad, este antifungico puede
sustituirse por anfotericina B. Como medio selectivo de aislamiento de C. fetus se recomienda el
de TTE (Harwood et al., 2009). Este medio esta basado en el de Skirrow, pero con los suplementos
selectivos reducidos a un 75% respecto a las recomendaciones originales, es decir: sulfato de
polimixina B (1.9 Ul/ml), trimetoprim (3.8 pg/ml), vancomicina (7.5 pg/ml) y amfotericina B (5 mg/I).
Pasadas 48 horas de enriquecimiento, el caldo de enriquecimiento se puede pasar a placas
selectivas de Skirrow o a placas no selectivas empleando el método de la filtraciéon. Las placas
selectivas de Skirrow son un agar basado en sangre que contiene un 5-7% de sangre desfibrinada
(lisada) y suplemento selectivo de Skirrow.

De forma alternativa se puede utilizar un medio no selectivo basado en sangre (5-7%) en
combinacién con la filtracion (0,65 um); no obstante, puede ser menos sensible que el medio
selectivo.

Deberia llevarse a cabo un control de calidad de cada lote de medios utilizando cepas de control.

14.2. Condiciones de incubacion

Las placas o tubos con medio TTE se incuban a 37°C y en una atmdsfera microaerobia con un 5-
10% de oxigeno, un 5-10% de diéxido de carbono y preferiblemente un 5-9% de hidrégeno para
un crecimiento 6ptimo (Vandamme, 2000). Las condiciones microaerobias pueden establecerse
mediante varios métodos. En algunos laboratorios se crea una atmodsfera adecuada sustituyendo
gas en una jarra. Existen kits a la venta para la generacion del gas. También se pueden utilizar
incubadoras de atmdsfera variable.

Las condiciones de cultivo e incubacién se verifican de forma sistematica utilizando cepas control
de C. fetus subesp. fetus y C. fetus subesp. venerealis. Deben utilizarse esos controles cada vez
que se intente llevar a cabo un aislamiento.

1.5. Identificacion de especies de Campylobacter

1.51. Morfologia de la colonia

Normalmente las colonias de C. fetus aparecen después de 2-5 dias en los medios de cultivo.
Para evitar que el crecimiento de los contaminantes se superponga a las colonias especificas, se
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1.6.

1.5.2.

1.5.3.

1.54.

recomienda evaluar diariamente los medios y subcultivar las colonias sospechosas. Después de
3-5dias de incubacién, las colonias miden 1-3 mm de didmetro. Son ligeramente rosas-
grisaceas, redondas, convexas, lisas y brillantes y con un borde regular.

Morfologia macroscépica

Campylobacter es movil, aunque esta propiedad puede desaparecer después de los subcultivos.
A menudo Campylobacter presenta la forma de un bacilo curvado fino, de 0,3-0,4 um de ancho y
0,5-8,0 um de largo. En vivo se pueden observar simultdneamente formas cortas (en forma de
coma), medias (en forma de S/en forma de gaviota volando) y largas (helicoidales con varias
espirales). Los cultivos viejos pueden contener formas cocoides.

Pruebas bioquimicas

Véase la Tabla 2.

Atmoésfera

Campylobacter fetus no crece en condiciones aerobias.

Deteccion de Campylobacter fetus mediante inmunofluorescencia

La prueba de la inmunofluorescencia (IFAT) puede aplicarse para la deteccién del microorganismo de
forma directa a partir de muestras o para confirmar la identificacion de una cepa después del
aislamiento. Esta prueba permitié detectar C. fetus en muestras de campo contaminadas. El limite de
deteccion de esta prueba es de 10*y de 102 unidades formadoras de colonia/ml en lavados prepuciales
no centrifugados y centrifugados, respectivamente (da Silva Silveira et al., 2018). Esta prueba no permite
diferenciar entre subespecies.

16.1.

16.2.

16.3.

Preparacién de sueros inmunes

Se cultivan cepas de Campylobacter, preferiblemente cepas estandar de colecciones de cultivo
reconocidas (C. fetus subesp. venerealis o C. fetus subesp. fetus), durante 3 dias a 37°C en medio
que contenga sangre y en condiciones microaerobias. Los microorganismos se recogen en PBS,
y se lavan dos veces mediante centrifugaciéon. Se inoculan intramuscularmente conejos de
3 meses con 2 ml de una suspension de 10" microorganismos/ml de una subespecie de C. fetus
en PBS y adyuvante incompleto de Freund. Los inéculos se administran en cuatro puntos, con
0,5ml en cada uno. Los animales se sangran antes de la inoculacion y después a intervalos
semanales. Cuando los titulos del suero son elevados en las pruebas de inmunofluorescencia o
de aglutinacion, se inoculan por via intravenosa 0,1-1,0 ml con 10" microorganismos viables/ml.
Los conejos se sangran 7 dias después para obtener suero y se juntan todos los sueros. Se ha
descrito un conjugado preparado de IgY de pollo como alternativa a los anticuerpos de conejo.
Se han descrito anticuerpos monoclonales que pueden utilizarse para la deteccion
inmunodiagnéstica de C. fetus (Brooks et al., 2002).

Preparacién de conjugados

Los conjugados se preparan segun la descripcion de Harlow y Lane (1988). La solucion de trabajo
del conjugado se determina por una titulacién de doble entrada frente a frotis de un cultivo de
C. fetus utilizando diluciones control positivas y negativas, y seleccionando dos veces la
concentracion mas baja que produzca una fluorescencia brillante con las bacterias C. fetus.

Preparacién de la muestra

Se aclaran las muestras de liquido genital (contenido del abomaso fetal, esmegma prepucial o
MCV) en unos 5 ml de PBS + con un 1% de formalina. Se realizan dos pasos de centrifugacién. En
primer lugar, se centrifugan las muestras a 600 g durante 10 minutos a 4°C para separar los
desechos. A continuacion, se centrifuga el sobrenadante a 8.000 g durante 30 minutos a 4°C. Se
disuelve el precipitado en unos 100 ul del sobrenadante restante.
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1.6.4. Prueba de lainmunofluorescencia (Mellick et a/, 1965)

Se aplica dos veces la muestra (20 ul) a los portas del microscopio. El material se seca al aire y se
fija con acetona a -20°C durante 30 minutos o con etanol a 18-25°C durante 30 minutos. Se secan
al aire los portas de vidrio y se afiade, a una dilucién adecuada, el antisuero conjugado con
isocianato de fluoresceina isomero (FITC). La tincién se realiza en una cdmara himeda a 37°C
durante 30 minutos y a oscuras. A continuacion, se lavan los portas tres veces con PBS durante
tres minutos. Se montan los portas en glicerol tamponado (90% de glicerol: 10% de PBS). Se sellan
los cubreobjetos para impedir su desecacion, y se examinan los portas con luz ultravioleta en un
microscopio de fluorescencia. Se utilizaran portas de control positivos y negativos cada vez que
se realice la prueba. Las cepas de referencia de Campylobacter fetus subesp. venerealis y C. fetus
subesp. fetus se usan como controles positivos y otras especie de Campylobacter se usan como
control negativo. La muestra que presenta bacterias fluorescentes con la morfologia tipica de
C. fetus se considera positiva.

1.7. ldentificacién bioquimica de subespecies de Campylobacter fetus
Las pruebas descritas en la Tabla 2 deben realizarse sobre cultivos puros.

Tabla 2. Caracteristicas diferenciales de varias especies de Campylobacter que pueden aislarse del tracto genital
bovino y de fetos bovinos abortados (segtin Bergey’s Manual, 22 edicion, 2005)

25°C 42°C Oxidasa Catalasa NaCl 3,5% Glicina1%  HJScisteina

C. fetus subesp. venerealis \Y —-yv@ + \Y; - - _
C. fetus subesp. fetus \% ve@ + + - + +
C. jejuni - v® + V© - \Y; +
C. hyointestinalis - + + + - \ n.d.
C. sputorum - + + \ + + n.d.

(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. jejuni es positivo, C. jejuni subesp. doylei es variable;
(+) = reaccién o crecimiento positivo y (-) = reaccién negativa o ausencia de crecimiento de la cepa en un medio adecuado bajo
condiciones especificadas (véase el Apartado B1.4); V = resultados variables; n.d. = indeterminado.

171. Crecimiento a 25°Cy 42°C

Se inocula una suspension de células (McFarland n° 1) en placas que contengan medio de cultivo
con sangre. Se incuba cada placa en las condiciones atmosféricas especificadas (véase el
Apartado B.1.4.2) a 25°C y 42°C. Se analizan en paralelo las cepas control.

17.2. Oxidasay catalasa
Las pruebas se realizan siguiendo el protocolo bacteriolégico estandar. Se analizan en paralelo
las cepas control.

1.7.3. Crecimiento en presencia de cloruro sédico

Se inocula una suspensién de células en medio con sangre que contenga NaCl al 3,5% (15 ml de
medio con sangre + 2,04 ml de solucién de cloruro sédico 5 M), y luego se afiade a un medio que
contenga solo sangre. Se realiza la incubacién en las condiciones atmosféricas especificadas
(véase el Apartado B.1.4.2). Se analizan en paralelo las cepas control.

174. Crecimiento en presencia de un 1% de glicina

Se inocula una suspensién de células (McFarland n° 1) en medio de cultivo (15 ml de medio con
sangre + 1,65 ml de solucion acuosa de glicina al 10% esterilizada con filtro), y luego se inocula en
el mismo medio, pero sin glicina. La incubacion se realiza en las condiciones atmosféricas
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1.8.

especificadas (véase el Apartado B.1.4.2). Se analizan en paralelo dos cepas control (Cff y Cfv).
Como las cepas son exigentes en cuanto al cultivo, puede ser significativa la aparicion de
pequefios cambios en los medios, y la ausencia de crecimiento en presencia de glicina debe
considerarse como un indicio preliminar de que se trata de C. fetus subesp. venerealis. La
reproducibilidad de la prueba es baja y se han descrito cepas intermedias (Salama et al., 1992 y
Van Bergen et al., 2005a). Asimismo, la fiabilidad de la prueba de la tolerancia al 1% de glicina
puede estar influenciada por el hecho de que la tolerancia a la glicina puede ser transducida por
fagos (Chang & Ogg, 1971).

1.75. Produccioén de acido sulfhidrico (H-S) en medio con cisteina

La prueba del sulfhidrico se realiza en un medio liquido de Brucella que contenga un 0,02%
cisteina. Se inocula al medio una suspension celular (~McFarland N2 1). La produccion de H2S se
detecta mediante una tira de acetato de plomo incrustada dentro de la parte superior del tubo
durante 72 horas. El ennegrecimiento de la tira de acetato de plomo se considera como reaccién
positiva. Se analizan en paralelo las cepas control.

ELISA de captura con anticuerpos monoclonales

El ELISA de captura con MAb puede emplearse para detectar la presencia de C. fetus en el MTE Clarke.
El procedimiento y los reactivos validados se describen en Brooks et al. (2004) y Devenish et al. (2005).
En resumen, las muestras (lavados prepuciales, mucus vaginal, liquidos fetales, tejidos placentarios y
tejido hepatico) se ponen en un MTE Clarke y se incuban 4-5 dias. Se extrae alrededor de 1,5 ml de liquido
del MTE, se calienta y se analiza mediante ELISA. Se utiliza un antisuero policlonal de conejo (frente a
seis cepas distintas de C. fetus subesp. fetus y C. fetus subesp. venerealis de los serotipos A y B) para
capturar antigeno del liquido del MTE. La deteccion de los posibles antigenos capturados se logra
mediante una prueba posterior en la que se emplean MAb de ratén especificos de los epitopos de
lipopolisacérido (LPS); el LPS central de C. fetus subesp. (1MAb: M1825), el LPS de cadena lateral
especifico del serotipo A (2 MAbs: M1177 y M1194) y el LPS de cadena lateral especifico del serotipo B
(1 MAb: M1183). Se ha comprobado que esta prueba tiene una sensibilidad del 100% y una especificidad
del 99,5% en la deteccion de C. fetus en liquidos de MTE, y que permite analizar una gran cantidad de
muestras al mismo tiempo.

1.81. Procedimiento analitico

i) Fase sdlida: Se recubren los pocillos de las placas de ELISA con una dilucion éptima de un
suero con anticuerpos policlonales contra la subespecie de C. fetus generados en conejo
(entampédn carbonato 0,06 M, pH 9,6) y se incuba la placa 18 horas a temperatura ambiente
(TA). Las placas de ELISA recubiertas pueden sellarse y conservarse a —20°C durante 1 mes.
Antes del andlisis, las placas de ELISA, a TA, se lavan cuatro veces empleando PBS 0,01 M
que contenga NaCl 0,15 M y Tween 20 al 0,05% (PBST).

ii)  Controles: Existen tres antigenos control: 1) C. fetus subesp. fetus (ATCC 27374), un control
positivo fuerte de serotipo B que se une al MAb central LPS (M1825) y al unico MAb
especifico de serotipo B (M1183); 2) C. fetus subesp. venerealis (ATCC 19438), un control
positivo débil de serotipo A que se une al MAb central LPS (M1825) y a los dos MAb
especificos de serotipo A (M1177 y M1194); y 3) C. sputorum biovar sputorum, un control
negativo que no se une a ninguno de los cuatro MAb. Se cultivan, lavan, concentran y
conservan a -20°C los lotes de los tres antigenos control.

iii) Muestras problema: Tras una incubacién de 4-5 dias a 37°C de las muestras del MTE
inoculado, se extraen alrededor de 1,5 ml de liquido de los viales del MTE. Se calientan a
100°C durante 15 minutos antigenos control a la dilucién éptima y muestras de liquido del
MTE sin diluir, y se enfrian hasta TA. Cada muestra de liquido problema calentada se afiade
por duplicado y cada antigeno control calentado se inocula por cuadruplicado a los pocillos
correspondientes de la placa de ELISA en fase sélida, que se incuba durante 1hora a TA.

iv)  Detector: Para ahorrar reactivos, el cribado de los liquidos se realiza inicialmente con el MAb
central M1825. Se afiade MAb M1825 diluido (idealmente en PBST) a cada pocillo de las
placas de ELISA y las placas se incuban 1 hora a TA. Los liquidos que den un resultado
positivo al utilizar el MAb M1825 se vuelven a analizar empleando los cuatro MAb.
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v)  Conjugado: Se afiade a todos los pocillos suero anti-inmunoglobulina G (cadenas pesadas y
ligeras) de ratén generado en cabra y conjugado a peroxidasa de rabano, y las placas se
incuban 1horaa TA.

vi) Sustrato: Se afiade el sustrato 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina-perdxido de hidrégeno a los
pocillos y las placas se colocan en un agitador orbital durante 10 minutos a TA. Se miden de
inmediato las densidades épticas (DO) a 620 nm (DOe20) empleando un lector de ELISA.

Todos los lotes de reactivo, incluidos el antisuero de captura, los antigenos control, los MAb
de ratén y el conjugado se analizan de antemano mediante el método de la titulacion con
doble entrada para determinar qué dilucion es la 6ptima para el analisis de rutina de los
liquidos problema. A lo largo de toda la prueba, se emplean volumenes de 100 ul y las placas
se lavan cuatro veces entre una fase y la siguiente empleando PBST.

vii) Interpretacion de los resultados: Para que el resultado del ELISA pueda considerarse
positivo, el liquido debe dar un resultado positivo no solo frente al MAb central sino también
frente al menos uno de los MAb especificos de serotipo. En el cribado inicial con el MAb
M1825, la DOs20 media de cada muestra problema se divide por la DOs20 media obtenida con
el antigeno control positivo fuerte de C. fetus subesp. fetus serotipo B y se multiplica por
100% para obtener un porcentaje de positividad (%P). Los liquidos problema con un %P del
14% o superior se consideraran positivos y se volveran a analizar, esta vez con los cuatro
MADb. Si también se obtiene un resultado positivo con M1825 y el valor de DOe2o es de 0,2 0
superior con al menos uno de los otros tres MAb especificos de serotipo, se considerara que
el ELISA es positivo en cuanto a deteccion de C. fetus ssp. en la muestra de liquido problema
original. Todos los viales de MTE correspondientes a muestras de liquido positivas segun el
ELISA se cultivardan como se describe en el Apartado B.1.4 Aislamiento de Campylobacter
fetus, con el fin de confirmar el resultado y para determinar la subespecie de la cepa
cultivada.

1.9. Identificacion molecular de subespecies de Campylobacter fetus

No se ha comprobado que funcione el uso de muestras clinicas para la PCR directa, puesto que puede
dar lugar a una amplificacion inespecifica. Por lo tanto, este método no se recomienda para el
diagnéstico inicial. No obstante, es posible llevar a cabo una PCR a partir de medio TT tras el
enriquecimiento.

Se han descrito métodos moleculares para la identificacion de subespecies de C. fetus, como la
secuenciacién del gen 16S (Gorkiewicz et al., 2003; On & Harrington, 2001), PFGE (electroforesis en gel
de campo pulsado) (On & Harrington, 2001), AFLP (andlisis del polimorfismo en la longitud de los
fragmentos amplificados) (Wagenaar et al., 2001) y MLST (tipificacién multilocus de secuencias) (van
Bergen et al., 2005a). La MLST se ha recomendado para la diferenciacion entre cepas de Cff y de Cfv; no
obstante, en un estudio reciente se ha descrito una cepa de Cff que se ha aislado con la MLST asociada
a Cfv y que presenta el tipo de secuencia (ST) 4 (Iraola et al., 2015), lo cual demuestra que la MLST
tampoco es del todo fiable para la diferenciacion entre subespecies de C. fetus. La secuenciacion de todo
el genoma permite una caracterizacién muy fiable de las cepas de C. fetus (van der Graaf-van Bloois et
al., 2014), pero este método es caro y actualmente no se utiliza demasiado en los laboratorios de
diagnéstico.

A los laboratorios en los que se llevan a cabo diagnésticos de forma habitual les resulta mas util una PCR.
De varias PCR se ha dicho que son especificas de subespecie, como las desarrolladas por Hum et al.
(1997), Wang et al. (2002), Tu et al. (2005), van Bergen et al. (2005c) y Abril et al. (2007). Sin embargo, no
se dispone de ninguna PCR que permita identificar con fiabilidad las cepas de C. fetus a nivel de
subespecie (van der Graaf-van Bloois et al., 2013) (Tabla 3).
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Tabla 3. Sensibilidad y especificidad de la identificacion de C. fetus a nivel de (sub)specie mediante PCR

PCR Identificacion | Diana Sensibilidad?® Especificidad?®
Abril et al., 2007 C. fetus nahE 100% (143/143) | 100% (12/12)

Cfv ISCfet 97% (58/60) 100% (95/95)
Van Bergen et al., 2005¢ Cfv desconocida | 45% (27/60) 100% (95/95)
Hum et al., 1997 C. fetus cstA 100% (143/143) | 100% (12/12)

Cfv parA 58% (46/70) 83% (79/95)
McMillen et al., 2006 Cfv parA 53% (32/60) 100% (95/95)
Wang et al., 2002 Cff sapB2 6% (63/83) 2% (52/72)
Van der Graaf-van Bloois et al., | C. fetus nahE 100% (143/143) 100% (12/12)
2013

2Expresado en forma de porcentaje (nimero de cepas identificadas de forma correcta/nimero total de cepas). El
estudio incluyé: 143 cepas de C. fetus, 60 cepas de Cfv, 83 cepas de Cff, 12 cepas no fetales de Campylobacter, 95
cepas no Cfv y 72 cepas no Cff (van der Graaf-van Bloois et al., 2013).

La PCR multiple descrita por Abril et al. (2007) demostré ser fiable para la correcta identificacion de
C. fetus, con un 100% de sensibilidad y un 100% de especificidad, aunque la diana especifica de Cfv
(elemento IS) descrita para esta PCR da lugar a un 97% de sensibilidad y no puede emplearse para
diferenciar de forma fiable entre cepas de Cff y de Cfv (van der Graaf-van Bloois et al., 2013). La diana de
C. fetus en la que se basa esta PCR, el gen nanE, puede emplearse para identificar C. fetus y también se
ha desarrollado como prueba en tiempo real (van der Graaf-van Bloois et al., 2013; McGoldrick et al.,
2013).

La PCR descrita por Van Bergen et al. (2005c) permite detectar cepas de Cfv del mismo modo que con
AFLP, pero la prueba no permite identificar C. fetus subesp. venerealis biovar intermedius. Por lo tanto,
esta PCR no es adecuada para fines de diagndstico (van der Graaf-van Bloois et al., 2013).

La PCR multiple, descrita por Hum et al. (1997) permite amplificar un fragmento de ADN especifico de
C. fetus (aproximadamente 200 pb mas pequefio que el de 960 pb descrito en el estudio original), asi
como un fragmento especifico de C. fetus subesp. venerealis. Mediante la comparacién de esta PCR con
las pruebas AFLP y MLST (van Bergen et al., 2005a) y con la prueba de la glicina (Willoughby et al., 2005)
se confirma que la PCR puede dar tanto falsos positivos como falsos negativos (van der Graaf-van Bloois
et al., 2013). En un estudio reciente, esta PCR dio un resultado positivo con una cepa de C. hyointestinalis
aislada de un toro (Spence et al., 2011). Esta observacion hace que el gen diana parA especifico de Cfv, y
en consecuencia todas las demas PCR en las que se utilice esta diana, resulten inadecuados para el
diagndstico.

La PCR descrita por Wang et al. (2002) solo proporciona un producto especifico de C. fetus subesp. fetus.
Estos resultados se obtuvieron tan solo con un nimero muy pequefio de pruebas. Las evaluaciones de
su capacidad para diferenciar subespecies utilizando grupos méas amplios de cepas dieron tanto falsos
positivos como falsos negativos (van Bergen et al., 2005c; Van der Graaf-van Bloois et al., 2013).

Las PCR para la amplificacién aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), descritas por Tu et al. (2005), parece
que se han evaluado con un numero muy pequefio de cepas de C. fetus subesp. venerealis. En un estudio
reciente, la se ha comprobado que la sensibilidad de esta prueba es muy baja (Van der Graaf-van Bloois
et al., 2013).

2. Pruebas seroldgicas para la deteccién de anticuerpos

Existe un ELISA disponible para la deteccién de anticuerpos IgA especificos de antigeno en el mucus vaginal tras
el aborto debido s C. fetus subesp. venerealis. Estos anticuerpos tienen una larga duracién y su concentracion
permanece constante en el mucus vaginal durante varios meses (Hum et al., 1991). Esta prueba se ha utilizado para
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cribar respecto a la CGB en rebafios bovinos que presentaban infertilidad y abortos; se ha observado que la
especificidad es del 98,5%. La sensibilidad podria no estar estimada (da Silva Silveira et al., 2018), de tal manera que
todavia no se considera validada. EI ELISA no permite diferenciar entre las respuestas de anticuerpos a las distintas
subespecies.

El muestreo inicial se puede llevar a cabo tras el periodo inicial de involuciéon (normalmente una semana antes del
aborto) cuando el mucus se torna mas claro.

21. Preparacion del antigeno y antigenizacion

Se transfieren colonias a PBS con un 0,5% de formalina durante 1hora, se centrifugan a17.000 g, se lavan
dos veces con PBS, pH 7,5, y se resuspenden a continuacion en tampon carbonato 0,05 M, pH 96. La
absorbancia final se ajusta a ODs10onm = 0,21. Placas de poliestireno para microtitulaciéon de fondo plano
antigenizadas con 10 ul de antigeno, se dejan toda la noche a 4°Cy se conservan luego a -20°C. Antes de
Su uso, las placas se lavan dos veces con agua destilada y después se elimina su humedad con cuidado.

211. Procedimiento analitico

i) Se afiade a cada pocillo el mucus vaginal diluido (100 pul) y la placa se incuba durante 2 horas
a 37°C. Se lavan las placas como antes y se afiaden 100 ul de anticuerpos anti IgA bovina
generados en conejo. Después de unaincubacion de 2 horas a 37°C, se lavan las placas y se
afiaden a cada pocillo 100 ul de anticuerpos anti IgG de conejo generados en cabra y
conjugados a peroxidasa de rabano. Después de otras 2 horas de incubacion a 37°C, se lavan
las placas y se afiaden 100 ul de sustrato (0,8 mg/ul de acido 5 amino-salicilico, pH 6,0),
activado inmediatamente por la adicidon de un 2% de perdxido de hidrégeno 1M. Las placas
se dejan a temperatura ambiente durante 30 minutos y se detiene la reaccion afiadiendo
50 ul de hidréxido sodico 3 M. La absorbancia se mide en un lector de ELISA a 450 nm. Cada
muestra se analiza por duplicado, y en cada placa se incluyen controles positivos y
negativos. Las mediciones de la absorbancia de las muestras problema se corrigen para las
medidas de absorbancia de los controles positivos y negativos segun la formula siguiente:

Absorbanciamuestra — Absorbanciacontrol negativo
Resultado = x 100
Absorbanciacontrol positivo = Absorbanciacontrol negativo

ii) Laprueba se considera positiva si el resultado es superior a 40. Los animales vacunados no
reaccionan al ELISA con IgA ya que su mucus vaginal solo contiene anticuerpos de isotipo
1gG.

También se ha descrito un ELISA para la deteccion de respuesta humoral de IgG sérica tras la vacunacion (Cobo et
al., 2004).

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

Existen varias vacunas a la venta en todo el mundo, pero, o bien su eficacia no se ha descrito desde hace muchas
décadas, o bien la misma no se ha considerado favorable (Cobo et al., 2003). Algunos defienden el uso de estas
vacunas, pero la actualmente la OMSA no esté en posicién de recomendar una norma internacional respecto a estos
productos.
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NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OMSA para la campilobacteriosis genital bovina
(puede consultarse la pagina web de la OMSA:
https://www.woah.org/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3)
Por favor, contacte con el Laboratorio de Referencia de la OMSA para cualquier otro dato sobre las pruebas de
diagndstico, los reactivos y las vacunas para la campilobacteriosis genital bovina.

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1990. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2021.
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