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RESUMEN

Durante un ensayo de vacunacion contra campilobacteriosis genital bovina en un establecimiento de tambo de
la Pcia. de Buenos Aires, en una hembra de tres afios de raza Holando Argentino con una prefiez de 4 meses, se
detecta en el area cervico-vaginal la presencia de Campylobacter fetus.

De dicho animal se efectuaron muestreos seriados de mucus cérvico-vaginal (MCV) para determinar la
persistencia de la infeccion, mediante inmunofluorescencia directa (IFD), cultivo en medios selectivos y posterior
tipificacion bioquimica. La respuesta inmune fue medida a través de los sueros y MCV obtenidos en los diferentes
muestreos, mediante Enzimainmunoensayo e Inmunofluorescencia indirecta (IFI). Posteriormente, por Western
blotting se realiz6 el reconocimiento de bandas.

Las cepas aisladas en los diferentes muestreos fueron identificadas bioquimicamente como Campylobacter
fetus subsp. fetus. En el Western blotting no se observd el reconocimiento de la mayoria de las bandas y las
titulaciones de inmunoglobulinas séricas y en MCV presentaron titulos negativos o muy bajos.

Los datos obtenidos demuestran la persistencia de la infeccion vaginal con Campylobacter fetus fetus durante
la gestacion, con escasa o nula respuesta inmune a nivel sistémico y del tracto reproductivo.
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INTRODUCCION

La campilobacteriosis genital bovina (CGB) es una enfermedad infecciosa venérea, causada por
Campylobacter fetus fetus (C.f.f.)) y Campylobacter fetus venerealis (C.f.v.) que se caracteriza por producir
mortalidad embrionaria y abortos esporadicos, con pérdidas econdmicas que van en detrimento del desarrollo en
los sistemas de produccion de nuestra ganaderia.(Bryner et al, 1971), considerando que un 10% de las pérdidas
durante la gestacion temprana corresponden a enfermedades infecciosas. La hembra se infecta durante el servicio,
mediante el cual, el Campylobacter fetus (C.f.) es depositado en vagina en forma conjunta con el semen pudiendo
quedar acantonado en el area cérvico-vaginal o colonizar titero provocando mortalidad embrionaria o aborto.

La presencia de la enfermedad durante varios ciclos reproductivos, puede ser atribuible a que no sean
detectados la totalidad de los animales enfermos, ya sea, por fallas en el diagnostico, en las medidas de manejo,
profilaxis, o a la presencia de hembras portadoras dentro del rodeo. Estas hembras no siempre son detectadas y
tienen importancia epidemioldgica por estar persistentemente infectadas y ser transmisoras de la enfermedad de
un periodo reproductivo a otro pudiendo presentar fallas reproductivas o no, con presencia de la bacteria en el area
cérvico-vaginal.

Dicha persistencia puede ser de hasta 14 meses (Corbeil, L. 1975, Blaser, M.1993) coincidiendo con
variaciones antigénicas de la superficie bacteriana de C.f. asociadas a proteinas de alto peso molecular (S-Layer),
las cuales estan relacionadas con la virulencia de la bacteria y la resistencia de las cepas a la fagocitosis. (Blaser,
M.; 1993). Cepas de C.f. con iguales patrones de restriccion de bandas, difieren su comportamiento cuando son
enfrentadas con sueros especificos, con un pequefio rango de antigenos expresados que son reconocidos por el
huésped y de esta manera, permitiendo su persistencia en el tracto reproductor (Lisle, G. 1987). La respuesta
inmune sistémica en animales vacunados demuestra altos niveles de IgG, estando también presente en secreciones
uterinas y vaginales con predominio de la IgA, con prevencion en infecciones posteriores y algunos casos la cura
de animales con infeccidn cronica. (Corbeil, L., 1974, 1999).

En este trabajo, se presenta un caso particular de infeccion persistente a Campylobacter fetus fetus en el area
cérvico-vaginal de una hembra prefiada desde a los 4 meses de gestacion hasta el momento del parto. Las cepas
aisladas durante la infeccion presentaron variaciones antigénicas asociadas a proteinas de diferente peso molecular
no siendo reconocidas por los anticuerpos a nivel local y sistémico.
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MATERIALES Y METODOS

Rodeo:

Se tomaron muestras de una hembra Holando Argentino con 4 meses de gestacion hasta el momento del parto,
proveniente de un establecimiento de tambo del partido de Tandil, Pcia. de Bs. As, con antecedentes de la
enfermedad, en el cual se realizd un ensayo de vacunacion para medir la respuesta inmune sérica y local,
utilizando una bacterina comercial a Campylobacter fetus con las dos subespecies, en dos dosis, siendo inoculada
la ultima dosis 15 dias previos al servicio.

Las muestras consistieron en mucus cérvico-vaginal (MCV) extraidas mediante la jeringa de Cassou y vainas
azules y sangre para la extraccion de suero, con intervalos de aproximadamente 30 dias durante 6 meses.
Identificacion bacteriana:

Los MCV se procesaron por IFD y fueron sembrados en medio Skirrow con sangre equina hemolizada y
mezcla antibidtica de rutina para el aislamiento de Campylobacter. (Terzolo, H y col.,1993). Las placas se
incubaron hasta 10 dias a 37° C, con una atmoésfera de 85% de N2, 10% de CO2, y 5% de O2.

Las bacterias aisladas posteriormente se tipificaron bioquimicamente, realizando las siguientes pruebas:
catalasa, oxidasa, produccion de H2S en medios sensibilizados con 0,002% de cisteina, utilizando para la
deteccion tiras de papel embebidas en acetato de plomo, crecimiento en glicina 1%, ClNa 4% y desarrollo a 42° C.
(On, S, 1996; Vandamme, P et al, 2005)

Obtencidn de extracto bacteriano para electroforesis en gel de poliacrilamida:

Las células bacterianas fueron colectadas con 0.01 M de buffer fosfato pH 7 y lavadas 3 veces por
centrifugacion. La concentracion de los pellet bacteriano se ajust6 a 3,5 mg/ml de proteina (Brooks,B. et al, 1996).
Electroforesis:

Las preparaciones bacterianas para SDS-PAGE se procesaron segun la metodologia de Laemmli (1970). Diez
microlitros de cada muestra ajustadas por densidad Optica, fueron separadas en geles de poliacrilamida al 10%
utilizando una cuba de electroforesis vertical (Hoefer, USA).

Western blotting:

Se transfirieron las bandas proteicas obtenidas a papel de nitrocelulosa mediante la aplicacion del método de
Towbin y col (1979) utilizando un equipo de transferencia electroforética horizontal (Nova Blot Pharmacia).

Para el reconocimiento de las diferentes bandas se usaron los sueros puros y en diluciones 1/10
correspondientes a los diferentes muestreos y como segundo anticuerpo una antigammaglobulina bovina marcada
con peroxidasa (Sigma A-7414). Se utilizé como control un suero bovino proveniente de una vaquillona infectada
experimentalmente, el cual fue titulado por IFI y microaglutinacion en 1/800.

Determinacion de patrones de bandas:

Se efectud con un densitometro de barrido utilizando para su lectura un software adecuado (Hoeffer GS 300).
Para determinar los patrones de banda se utilizd una mezcla de estandares de peso molecular conocido.
Inmunofluorescencia indirecta:

Se utilizaron portaobjetos adecuados para I.F. conteniendo doce areas marcadas de 6 mm. En cada area se fijo
mediante acetona C.f.f. en concentraciones constantes, posteriormente se enfrentaron con diluciones seriadas 1/ 10
de los sueros y MCV. Como segundo anticuerpo se utilizé una antigamaglobulina bovina realizada en conejo,
utilizando para su deteccion una IgG anticonejo marcada con isotiocianato de fluoresceina (Sigma, F-0382). En
cada portaobjetos se utilizaron controles positivos con los sueros mencionados anteriormente y como negativos
sueros de terneros.

Enzimainmunoensayo

Un pool de las cepas obtenidas en los diferentes muestreos fue cultivado segun lo descripto anteriormente. La
suspension obtenida de las placas fue lavada 3 veces con PBSS pH 7 a 4° C a 8000 rpm. El pellets del lavado de
las placas, fue resuspendido en buffer carbonato (0.05 M pH 9.6) para ser ajustada su concentracion por D.O. Se
sembraron 100 ml de antigeno por pocillo en placas de 96 pocillos (inter Med NUNC).

Se utiliza como primer anticuerpo diluciones seriadas de 1/10 del MCV y suero de los diferentes muestreos.
Las muestras se colocan por triplicado, con controles positivos de titulo conocido y controles negativos. Como
segundo anticuerpo una antigamaglobulina bovina realizada en conejo marcada con peroxidasa. El revelado se
efectia con ABTS (SIGMA A 4798)

La D.O. se determiné con Titertek Multiscan a 450 nm. Los resultados fueron expresados en D.O. de acuerdo a
las diluciones séricas o de MCV.

RESULTADOS

Identificacion bacteriana: En los MCV se observaron por IF formas compatibles con Campylobacter fetus en
los 6 muestreos, obteniendo cultivos positivos en 4 de ellos. Las cepas aisladas fueron identificadas con el numero
del animal, mas un nimero de orden correspondiente a la secuencia del aislamiento (281-1, 281-2, 281-3, 281-4).
Cada aislamiento se identifico, de acuerdo a las pruebas bioquimicas citadas anteriormente.
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Electroforesis: Las corridas electroforéticas coloreadas con Coomasie blue permitieron visualizar bandas
proteicas distribuidas en un rango de peso molecular de 29 a 225 kDa, como se observa a manera de ejemplo la
cepa del primer muestreo en la figura 1, que fue utilizada para Wester blooting .

IFI: Fue negativa para los sueros y MCV enfrentados con las diferentes cepas utilizadas, siendo positiva 1/800
para el suero bovino control.

Determinacion de patrones de bandas: Se encontraron variaciones en las corridas de las bandas proteicas en
los diferentes muestreos. (Figura 1)

Figura 1: Analisis densitométrico de proteinas de los diferentes aislamientos de Campylobacter fetus fetus
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Western blotting: No se obtuvo reconocimiento de las bandas proteicas transferidas a nitrocelulosa de las 4 cepas
aisladas por los sueros y MCV obtenidos en los diferentes muestreos. Siendo la totalidad de las bandas
reconocidas por el suero bovino control (Imagen 1). Las bandas denominadas a, b y ¢ son las reconocidas por
sueros y MCV de animales vacunados con bacterinas comerciales (Figura 3).

Figura 3: Wester blotting con cepa C.f. suero de hembra bovina experimentalmente infectada,
suero y MCV correspondientes al primer muestreo.
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PM: Peso molecular
Linea 1: Bandas reconocidas por suero de animal experimentalmente infectado
Linea 2 y 3: Bandas reconocidas frente a suero y MCV de bovino vacunado, respectivamente

Enzimoinmunoensayo: El titulo maximo obtenido en los diferentes muestreos fue de 1/10. Con dicha dilucion se
realizd la dinamica de los anticuerpos séricos y del MCV., observandose en el suero la mayor densidad optica
(D.O. 0623) al dia 50 descendiendo bruscamente a partir del dia 60. E1 MCV registré su mayor nivel (D.O. 0147)
el dia 30 para descender en forma moderada, también a partir del dia 60. (Figura 2).
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Figura 2: Dinamica de anticuerpos de hembra bovina vacunada en suero y MCV
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CONCLUSIONES

¢ Se comprob¢ la persistencia de Campylobacter fetus fetus en el area cérvico-vaginal desde los 4 meses de
gestacion hasta 1 mes post-parto en un animal vacunado con bacterina comercial.

¢ Se observaron variaciones en los patrones de las bandas proteicas a través del tiempo.

¢ Las inmunoglobulinas presentes en suero y MCV no reconocieron las diferentes bandas antigénicas
transferidas a nitrocelulosa (Western blotting).

¢ El titulo de anticuerpos séricos presentes en MCV es bajo (1/10 por ELISA y negativo por IFI).

DISCUSION

La persistencia de animales infectados con Campylobacter fetus venerealis hasta 14 meses fue confirmada por
diferentes autores (Corbeil, L. et al 1975, 1981 y Blaser, M.1993), no hallando referencias sobre la persistencia en
hembras prefiadas vacunadas.

Las variaciones en la migracion de acuerdo a los pesos moleculares de las bandas proteicas, en los muestreos
indican que podrian estar relacionadas con las variaciones antigénicas que permiten persistir al C. f. en el area
cérvico-vaginal (Corbeil, L et al 1981y Blaser, M 1993, Grogono-Thomas, R et al .,1999).

Las proteinas denominadas S-Layer pueden expresarse tanto in vivo como in vitro con diferentes masas
moleculares y diferente antigenicidad que permiten evadir la respuesta inmune, sumando a dicha variacion, la
resistencia de S-Layer al sistema de complemento. En nuestro ensayo dichas proteinas persistieron durante la
infeccion presentando variaciones de PM detectadas por densitometria que podrian estar relacionadas con las
variaciones antigénicas que permiten al Campylobacter fetus persistir en el area cérvico-vaginal (Corbeil, L et al
1981y Blaser, M 1993, Grogono-Thomas,R et al .,1999).

Lisle, J en 1987 estudia el comportamiento de cepas frente a distintos sueros patrones, encontrando variaciones
en la respuesta inmune. En nuestro estudio se obtiene respuesta muy baja en suero y en MCV durante la totalidad
del ensayo (titulos maximo 1/10), no encontrando los niveles altos de anticuerpos citados en animales vacunados
(Corbeil, L. et al 1974, 1981,1999).

Las bandas proteicas de las diferentes cepas aisladas no son reconocidas en el Western blotting por el suero y
MCYV del animal, pero son bandas inmunocomprometidas reconocidas por el suero control. Lisle, J et al en 1985
hace referencia a antigenos de Campylobacter fetus que podrian ser enmascarados por anticuerpos locales y asi ser
capaces de evadir el sistema inmune.

Cobeil, J.; 1981 en un ensayo con dos vacas encuentra que sueros con alto titulo obtenido a los 49 y 61 dias de
la infeccidon no reconocen las cepas utilizadas como infectantes. Schuring et al., 1973 comprueba que diferentes
antigenos son reconocidos por diferentes sueros obtenidos en un ensayo en los muestreos posinfeccion.

Este estudio abre un nuevo camino de andlisis teniendo en cuenta, la persistencia de infeccion por
Campylobacter fetus fetus en un animal vacunado y prefiado hasta el momento del parto, la no repuesta a un
inmundgeno comercial por la via clasica y el no reconocimiento antigénico por parte de la inmunidad local y
sistémica, que implican estudios mas profundos sobre los factores inherentes al agente infeccioso y al huésped
susceptible en esta enfermedad venérea.
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