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RESUMEN

La Campilobacteriosis Genital Bovina (CGB) es una enfermedad infecto contagiosa que afecta al ganado
bovino. La enfermedad es considerada de reporte obligatorio y esta incluida en la lista B de enfermedades
de los animales terrestres segin la Organizacion Mundial de Salud Animal (OMSA). En rumiantes
Campylobacter fetus subsp. fetus se ha demostrado que afecta el sistema entérico, especialmente el
intestino y es una de las principales causas de infertilidad y aborto en bovinos, ovinos y caprinos. Se ha
reportado en varios paises del mundo. En México poco se ha estudiado la presencia de este patégeno; en
este estudio se comprobd la existencia de Campylobacter fetus subsp. veneralis en toros de la zona centro
de Tamaulipas México por la técnica de PCR y secuenciacién del producto amplificado, por lo que
representa el primer reporte de este patégeno por métodos moleculares en este pais.

Palabras claves: Campylobacter fetus veneralis, toros, semen, lavado prepucial, México.

ABSTRACT
Bovine Genital Campylobacteriosis (CGB) is a contagious infectious disease that affects cattle. The disease

is considered obligatory reporting and it is included in list B of terrestrial animal diseases according to the
World Organization for Animal Health (WHO). In ruminants, Cff has been shown to affect the enteric system,
especially the intestine, and it is one of the main causes of infertility and abortion in cattle, sheep and goats.
It has been reported in several countries around the world. In Mexico, the presence of this pathogen has
not been studied, so the objective of this research was to detect CFv by the PCR technique, and to perform
its genetic characterization in bulls from the central area of Tamaulipas, Mexico. This is the first report of
this pathogen by molecular methods in this country.

Keywords: Campylobacter fetus veneralis, bulls, sperm, preputial lavage, Mexico.

INTRODUCCION

La Campilobacteriosis Genital Bovina (CGB) es una enfermedad infecto contagiosa que
afecta al ganado bovino. ElI género Campylobacter es el responsable de esta
enfermedad. Son bacterias Gram negativas, de forma espiral, y moéviles. Actualmente se
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reconocen 32 especies de Campylobacter (Chukwu et al., 2019) de los cuales
Campylobacter fetus subsp. fetus (Cff) y Campylobacter fetus subsp. venerealis (Cfv)
afectan el sistema reproductivo de los bovinos (Chiapparrone et al., 2014). La
enfermedad es considerada de reporte obligatorio, incluida en la Lista B de las
enfermedades de los animales terrestres segun la Organizacién Mundial de Salud Animal
(OMSA), antes OIE (Tshipamba et al., 2020). En rumiantes Cff se ha demostrado que el
patdégeno afecta el sistema entérico, especialmente el intestino (Li et al., 2022), por otro
lado, los toros con Cfv son reservorio porque las bacterias viven y se adaptan en los
quistes prepuciales, mientras que en las vacas las colonizaciones son en vagina, cuello
uterino y utero (Cagnoli et al.,, 2020 y Lucio et al.,, 2019) induciendo procesos
proinflamatorios (Campos-Muzquez et al., 2021) debido a la internalizacién en células del
epitelio endometrial (Campos-Muzquez et al., 2019) provocando abortos (Clune et al.,
2022); C. fetus también puede afectar a humanos y se ha reportado induciendo
infecciones sistémicas (Adhikari et al., 2022) endocarditis (Lynch et al., 2022) y meningitis
(Fernandez et al., 2022). El aislamiento bacteriolégico y la utilizacion de pruebas
bioquimicas juegan un papel importante para la identificacion de C. fetus y la
diferenciacion entre Cff y Cfv, ya que se consideran el estandar de oro, sin embargo, la
implementacion de estas técnicas de cultivo es dificil, ya que Campylobacter requiere
condiciones de cultivo in vitro mas exigentes que otros géneros bacterianos, ademas, el
cultivo es pobre en confiabilidad y reproducibilidad (lraola et al., 2016). Para la
identificacion de Cfv se pueden utilizar diferentes métodos, como la reaccion de antigeno-
anticuerpos como Inmunoensayos Ligados a Enzimas (ELISA), Inmunofluorescencia
Directa (ID) (Dorsch et al., 2022) y métodos moleculares como Electroforesis en Gel de
Campo Pulsado (EGCP), Polimorfismo de Longitud de Fragmento Amplificado (PLFA),
tipificacion de secuencias multilocus y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
Actualmente las PCR son la prueba con la alternativa mas prometedora para detectar de
forma eficiente de Cfv a partir de muestras de campo (Chaban et al., 2012). EIl objetivo
de este estudio fue detectar la presencia de C. fetus por la prueba de PCR en esmegma
de toros utilizados como reprodutores de la zona centro del estado de Tamaulipas.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo
Se realizdé un muestreo por conveniencia en sementales bovinos mayores de 2 afios, de

diferentes razas (Charolais, Beefmaster, Brangus rojo, Brahman) en Unidades de
Produccion Pecuaria (UPP) ubicadas en la zona centro de Tamaulipas, México. Se
realiz6 de agosto a diciembre del 2020. Para la obtencion de muestras prepuciales se
utilizaron jeringas y canulas desechables estériles para depositar 60 mL de Solucién
Ringer (PISA®) en el prepucio de cada semental; después se cerro el orificio prepucial y
se realiz6 un masaje vigoroso durante 5 minutos en todo el prepucio, posteriormente se
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obtuvo el contenido del lavado (esmegma) por escurrimiento y se deposité en una bolsa
plastica estéril con sellado hermético. Las muestras de semen se obtuvieron mediante
electroeyaculacion utilizando un equipo marca minitube®, en la estimulacion para el
eyaculado no se sobrepaso6 de 20 voltios por animal. Para la colecta del eyaculado se
uso un estuche colector el cual sostiene un embudo de latex, en cuyo extremo se coloco
un tubo graduado para recibir el semen, este tubo fue identificado antes de ser utilizado.
Las muestras se mantuvieron en refrigeracion (4°C) durante el transporte y hasta el
procesamiento (Silveira et al., 2018).

Aislamiento de ADN
Las muestras colectadas fueron centrifugadas a 604 xG por 5 min. (Centurion Sc limited,

UK) en tubos de plastico de 50 ml estériles, posteriormente se descartd el sobrenadante
y se reconstituyo el sedimento con 0.2 ml de PBS 1X estéril. Para el aislamiento del ADN
genomico, todas las muestras fueron tratadas con un kit comercial DNeasy sangre y tejido
(QIAGEN® Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez finalizado el
proceso de obtencion del ADN, los productos gendmicos se mantuvieron en congelacion
(-20 °C) hasta su uso posterior. Para evaluar la purificacion del ADN se realiz6 un estudio
por espectrofotometria a razon de 260/280 nandmetros (JENWAY Genova, UK), y se
consideraron valores ideales de pureza entre 1.8 a 2.0; las muestras de ADN que se
encontraron en el rango fueron sometidas a la amplificacion de ADN por PCR.

Amplificacién de ADN y electroforesis

Se utilizd un PCR multiplex; los cebadores utilizados fueron nC1165g4F
(AGGACACAAATGGTAACTGG) y nC1165¢04R (GATTGTATAGCGACTTTGC) para
detectar una region del gen cstA de Cfv con productos de amplificacion de 233 pares de
bases (pb); los cebadores MG3F (GGTAGCCGCAGCTAAGAT) y MG4R
(TAGCTACAATAACGACAAQC) detectan la region del gen virB11 Cff que amplifica a
764pb (Iraola et al., 2012 y Hum et al., 1997). Como control positivo de la reaccion de
PCR se utilizo acido nucleico de una cepa de referencia ATCC de Cff 27374,
posteriormente al realizar los ensayos de PCR se identificd una muestra (muestra 1) con
amplificacion sugestiva a Cfv. El resultado de amplificacion fue secuenciado por el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM. La secuencia se analizé en la base de datos de
GenBank, a traves de la herramienta en linea BLAST
(https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi). La reaccion de PCR se realizé en 50 uL, (que
contenia 5 pL de Buffer 10 X (Tris-HCI 100 mM pH 8.4, KCI 500 mM, gelatina 10 pg/ml,
BSA 1.5 mg/ml, Tritdbn X 100 al 1% (Biotecmol, BIOTECMOL®, CDMX México), dNTPS
0.2 mM (InvitrogenTM, Life technologies; EUA), 25 uM de cada cebador, MgCI2 3.0 mM
(BIOTECMOL ® CDMX, México), 5 U de ADN polimerasa Tag (Amplificasa®
BIOTECMOL, CDMX, México), ademas de 300 ng de ADN, finalmente se ajusté con agua
libre de nucleasas a 50 pL. Las condiciones de ciclado de PCR utilizadas fueron
desnaturalizacion inicial por 7 min a 95 °C seguido de 35 ciclos de desnaturalizaciéon
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durante 30 seg a 94 °C, alineacion 30 seg a 53 °C; y extension por 1 min a 72 °C, y una
extension final de 2 min a 72 °C (Iraola et al., 2012). Los productos finales se analizaron
por electroforesis en gel de agarosa al 3%, y luego se tifieron con bromuro de etidio
(promega) a una concentracion de 0.5 pg/mL durante 30 min. Para la visualizacion e
identificacion de los productos de PCR se utilizd un transiluminador UV y se
fotodocumento en el sistema de formacion de imagenes E-gel. Los productos de PCR se
purificaron con el kit comercial PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen, Carlsbad, EE.
UU.). Algunos productos de PCR fueron secuenciados en el Instituto de Biotecnologia
UNAM, Ciudad de México, México. Los resultados de la secuenciacion se analizaron en
el BLASTn. Parala comparacion de secuencias se utilizo la base de datos NCBI/GenBank
(Altschul et al., 2012).

RESULTADOS

Se muestrearon 38 toros; se obtuvo una muestra de cada uno; 31 de lavado prepucial y
7 de semen. El 18.4% fueron muestras positivas (7/38) (Figura 1), de éstas, dos fueron
de semen y cinco de lavado prepucial. De las 7 muestras positivas, 5 productos de PCR
se sometieron a secuenciacion. Todas las secuencias se compararon considerando la
bacteria con niumero de acceso JF901335.1 en el Genbank.

Figura 1. Gel de agarosa al 2.5% con los productos de PCR. Carril M: 100 mpb (BIOLINE, USA);
carriles 1-9: Cfv positivos; carril 8: control negativo; carril 9: control positivo Cff 764 pb y Cfv 233
pb.

Las secuencias de nucleétidos de los amplicones obtenidos de muestras de campo por
PCR fueron idénticas a las encontradas en la base de datos GenBank. El analisis mostré
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entre 99,17 y 97,87% de identidad con otras Cfv (Fig. 2). Estos resultados demostraron
que Cfv estd presente en hatos de la zona centro de Tamaulipas, y que Cfv juega un
papel importante en la salud reproductiva del ganado bovino.
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Figura 2. Alineacidon de secuencias de Cfv en muestras de toros de la zona centro de Tamaulipas.
Se utilizé el software Clustal Omega de EMBL-EBI

DISCUSION

Esta documentado que la CGB afecta a hatos bovinos; patologia causada por
Campylobacter fetus (C. fetus) subespecie venerealis (Cfv). La CGB es una de las
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principales causas de infertilidad y aborto en bovinos, ovinos y caprinos; y se ha
confirmado la presencia en varios paises del continente americano como Argentina,
Brasil, Costa Rica, Jamaica y México. Sin embargo, en México, este patdégeno ha sido
poco estudiado en las zonas ganaderas. La deteccidn de esta subespecie patdgena en
toros utilizados como sementales es de suma importancia para el control de esta
enfermedad en los hatos, ya que son portadores asintomaticos; y, ademas de ser
utilizados para la monta directa, el semen es frecuentemente utilizado para inseminacion
artificial, tanto en fresco como en pajillas conservadas en nitrégeno liquido. Aunado a los
problemas de infertilidad, Cff se considera la principal causa de las alteraciones
espermaticas debido a la capacidad que tienen estas bacterias de adherirse a los
espermatozoides ocasionando dafio en la membrana acrosomal asi como también a la
cromatina espermatica, lo que disminuye la calidad del semen y consecuentemente el
porcentaje de prefiez, ademas de influir en la infertilidad en las hembras por la
transmision de las bacterias al tracto genital en la monta natural (Cagnoli et al., 2020).
El diagndstico de esta enfermedad se puede realizar por diversos métodos como
aislamiento bacteriologico, métodos serologicos como ELISA e IFD, y ensayos
moleculares como PCR (Mshelia et al.,, 2010; Clune et al., 2022). El aislamiento
bacteriologico es el método menos sensible, como lo demuestra Groff et al., en 2010,
donde comparo este método con PCR, dando como resultado que este método molecular
es 8.5 veces mas sensible que el aislamiento bacterioldgico tradicional. En este estudio
se utilizd la PCR siguiendo las recomendaciones de otros investigadores; para la
identificacion de Cfv con el gen cstA y para Cff con el gen virB11 (Hum et al., 1997; Iraola
et al., 2012), dado que los cebadores generados para la identificacion de estos genes
pueden detectar secuencias especificas de ADN de Cfv y Cff; con la PCR desarrollada
permitid que se detectaran casos positivos de CGB en el area de estudio. Otro de los
métodos que se ha utilizado es IFD; sin embargo, Ferreira en 2002 muestra que la técnica
no distingue las subespecies de C. fetus.

En México, a partir de 1994 se exporta ganado bovino a los Estados Unidos de América,
y el estado de Tamaulipas se ha caracterizado por tener uno de los mayores inventarios
del pais. En el ciclo 2020-2021 la exportacion de ganado vacuno en pie fue de 30,896
cabezas a Estados Unidos segun datos de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SADER). Considerando la necesidad de incrementar el nUmero de animales para suplir
la demanda de estos, es necesario contar con un diagnostico zoosanitario de
enfermedades que afectan parametros reproductivos. El éxito del diagnostico depende
en gran medida de la toma de muestras; con base en informes previos informados por
Silveira et al., 2018 y Delpiazzo et al., 2021.

La prevalencia de CGB es variable en diferentes areas del mundo, y existen diversos
factores que favorecen su transmision (Hoque et al., 2021). En México poco se ha
reportado la presencia de Campylobacter en bovinos; el Unico estudio encontrado en
nuestro pais fue realizado por Barajas en 2013 en zonas tropicales de México; mediante
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la prueba ELISA reveldé una seroprevalencia de 21.3% en bovinos. El método de
deteccion fue diferente y el muestreo fue menor; la frecuencia detectada en este estudio
fue de 18.4%, lo que indica que la CGB esta presente en los hatos bovinos de
Tamaulipas. Cabe mencionar que el trabajo de Barajas se realizd con ganado del trépico
humedo del programa de extensionismo para ganaderos del Norte de Veracruz, estado
colindante con Tamaulipas y con condiciones climaticas similares a la zona de estudio.

El objetivo de este estudio fue detectar la presencia de C. fetus en toros de la zona centro
del estado de Tamaulipas. De las 7 amplificaciones sugestivas de Cfv por PCR, 5 fueron
evaluadas por secuenciacion. Los resultados obtenidos en el andlisis bioinformatico
confirman que la amplificacion corresponde a una region del gen virB11 que es una
secuencia de islas de patogenicidad presente solo en Cfv con 233 pb y ausente en Cff,
lo que permite diferenciar estas dos subespecies por método molecular. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo son consistentes con lo publicado previamente por Iraola
et al.,, 2016, por lo que la situacién epidemiologica pudiera estar en riesgo por la
diseminacion de este patdgeno por el uso de toros portadores con fines reproductivos.

CONCLUSION

En este estudio se detectd por PCR y se corrobord por secuenciacion la presencia de
Campylobacter fetus subsp. venerealis con una frecuencia del 18.4% de los toros
analizados de la zona centro del estado de Tamaulipas, lo que representa el primer
reporte en México de esta bacteria por métodos moleculares.
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