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RESUMO

A campilobacteriose genital bovina (CGB) é uma doenca infecciosa contagiosa que afeta o gado. A doenga
€ considerada uma doenca de notificacdo obrigatéria e esta incluida na lista B de doencas de animais
terrestres, de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude Animal (OMSA). Em ruminantes, foi
demonstrado que o Campylobacter fetus subsp. fetus afeta (Cff) o sistema entérico, especialmente o
intestino, e € uma das principais causas de infertilidade e aborto em bovinos, ovinos e caprinos. A doenca
foi relatada em vérios paises do mundo. No México, a presenc¢a desse patdgeno tem sido pouco estudada;
neste estudo, a existéncia de Campylobacter fetus subsp. veneralis (CFv) em touros da &rea central de
Tamaulipas, México, foi comprovada pela técnica de PCR e sequenciamento do produto amplificado, o que
representa o primeiro relato desse patégeno por métodos moleculares nesse pais.

Palavras-chave: Campylobacter fetus veneralis, touros, sémen, lavagem 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.
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INTRODUCAO

A campilobacteriose genital bovina (CGB) é uma doenca infecciosa que afeta o gado. O
género Campylobacter é responsavel por essa doenca. Sao bactérias Gram-negativas,
em forma de espiral e modveis. Atualmente, sdo reconhecidas 32 espécies de
Campylobacter (Chukwu et al., 2019), das quais Campylobacter fetus subsp. fetus (Cff)
e Campylobacter fetus subsp. venerealis (Cfv) afetam o sistema reprodutivo do gado
(Chiapparrone et al., 2014). A doenca é considerada uma doenca de notificacdo
obrigatoria, incluida na Lista B de doencas de animais terrestres de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA), antiga OIE (Tshipamba et al., 2020).
Nos ruminantes Cff, o patdgeno demonstrou afetar o sistema entérico, especialmente o
intestino (Li et al., 2022), por outro lado, os touros com Cfv séo reservatorios porque as
bactérias vivem e se adaptam em cistos prepuciais, enquanto nas vacas as colonizacdes
sdo na vagina, no colo do utero e no utero (Cagnoli et al., 2020 y Lucio et al., 2019),
induzindo processos pro-inflamatérios (Campos-Mazquez et al.,, 2021) devido a
internalizacdo nas células do epitélio endometrial (Campos-Muzquez et al., 2019),
causando abortos (Clune et al., 2022); o C. fetus também pode afetar os seres humanos
e foi relatado que induz infec¢des sistémicas (Adhikari et al., 2022), endocardite (Lynch
et al., 2022) e meningite (Fernandez et al., 2022). O isolamento bacteriologico e o uso de
testes bioquimicos desempenham um papel importante na identificacdo de C. fetus e na
diferenciacdo entre Cff e Cfv, pois sdo considerados o padrdo-ouro; no entanto, a
implementacéo dessas técnicas de cultura é dificil, pois Campylobacter requer condi¢bes
de cultura in vitro mais exigentes do que outros géneros bacterianos, além disso, a cultura
€ pobre em confiabilidade e reprodutibilidade (Iraola et al., 2016). Para a identificacdo de
Cfv, podem ser usados diferentes métodos, como a reacao antigeno-anticorpo, como 0s
ensaios imunoenzimaticos (ELISA), a imunofluorescéncia direta (ID) (Dorsch et al., 2022)
e métodos moleculares, como a eletroforese em gel de campo pulsado (EGCP), o
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (PLFA), a tipagem de sequéncia
multilocus e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Atualmente, a PCR € o teste
alternativo mais promissor para detectar com eficiéncia o Cfv em amostras de campo
(Chaban et al., 2012). O objetivo deste estudo foi detectar a presenca de C. fetus por
PCR no esmegma de touros usados como reprodutores na zona central do estado de
Tamaulipas.

MATERIAL E METODOS

Amostragem
Foi realizada uma amostragem por conveniéncia em garanhdes bovinos com mais de 2

anos de idade, de diferentes ragas (Charolés, Beefmaster, Brangus vermelho, Brahman)
em Unidades de Producdo Pecuaria (UPP) localizadas na area central de Tamaulipas,
México. O estudo foi realizado de agosto a dezembro de 2020. Para obter amostras
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prepuciais, seringas e canulas descartaveis estéreis foram usadas para depositar 60 mL
de solucdo de Ringer (PISA®) no preplcio de cada garanhdo; em seguida, o orificio
prepucial foi fechado e uma massagem vigorosa foi realizada por 5 minutos em todo o
prepucio, posteriormente o conteudo da lavagem (esmegma) foi obtido por drenagem e
depositado em um saco plastico estéril com selo hermético. As amostras de sémen foram
obtidas por eletroejaculacdo com o uso do equipamento minitube® e a estimulacdo do
ejaculado nao ultrapassou 20 volts por animal. Para a coleta do ejaculado, foi usado um
estojo de coleta, que contém um funil de latex, no final do qual foi colocado um tubo
graduado para receber o sémen; esse tubo foi identificado antes de ser usado. As
amostras foram mantidas sob refrigeracdo (4°C) durante o transporte e até o
processamento (Silveira et al., 2018).

Isolamento do DNA

As amostras coletadas foram centrifugadas a 604 xG por 5 min (Centurion Sc limited,
Reino Unido) em tubos plasticos estéreis de 50 ml; posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi reconstituido com 0,2 ml de PBS 1X estéril. Para o
isolamento do DNA gendmico, todas as amostras foram tratadas com um kit comercial
de sangue e tecido DNeasy (QIAGEN® Alemanha), seguindo as instrucdes do fabricante.
Apos a conclusédo do processo de coleta de DNA, os produtos genémicos foram mantidos
congelados (-20 °C) até o uso posterior. Para avaliar a purificacdo do DNA, foi realizado
um estudo espectrofotométrico a 260/280 nandmetros (JENWAY Genova, Reino Unido),
e foram considerados valores ideais de pureza de 1,8 a 2,0; as amostras de DNA que se
encontravam dentro dessa faixa foram submetidas a amplificagdo de DNA por PCR.

Amplificacéo e eletroforese de DNA

Foi usado um PCR multiplex; os primers wusados foram nC1165g4F
(AGGACACACAAATGGGTAACTGG) e nC1165¢g4R (GATTGTATATAGCGACTTTGC)
para detectar uma regido do gene Cfv cstA com produtos de amplificacdo de 233 pares
de bases (pb); os primers MG3F (GGTAGCCGCAGCTAAGAT) e MG4R
(TAGCTACACAATAACGACAAC) detectam a regido do gene virB11l Cff com
amplificacéo de 764 pb (Iraola et al., 2012 e Hum et al., 1997). Como controle positivo da
reacdo de PCR, foi usado o &cido nucleico de uma cepa de referéncia ATCC de Cff
27374. Posteriormente, ao realizar os ensaios de PCR, foi identificada uma amostra
(amostra 1) com amplificacdo sugestiva de Cfv. O resultado da amplificacdo foi
sequenciado pelo Instituto de Biotecnologia da UNAM. A sequéncia foi analisada no
banco de dados GenBank, usando a ferramenta on-line  BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A reacdo de PCR foi realizada em 50 pL,
(contendo 5 L de 10 X Buffer (Tris-HCI 200 mM pH 8,4, KCI 500 mM, gelatina 10 pg/ml,
BSA 1,5 mg/ml, 1% Triton X 100 (Biotecmol, BIOTECMOL®, CDMX México), dNTPS 0. 2
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mM (InvitrogenTM, Life technologies; EUA), 25 uM de cada primer, MgCI2 3,0 mM
(BIOTECMOL® CDMX, México), 5 U de Taq DNA polimerase (Amplificasa® BIOTECMOL,
CDMX, México), mais 300 ng de DNA, finalmente ajustado com agua livre de nuclease
para 50 puL. As condicdes de ciclagem de PCR utilizadas foram a desnaturacao inicial por
7 min a 95 °C, seguida de 35 ciclos de desnaturacéo por 30 s a 94 °C, alinhamento de
30 sa 53 °C; e extensao por 1 min a 72 °C, e uma extensao final de 2 min a 72 °C (lraola
et al., 2012). Os produtos finais foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
3% e, em seguida, corados com brometo de etidio (Promega) em uma concentracdo de
0,5 pg/mL por 30 min. Para a visualizacéo e identificacdo dos produtos de PCR, foi usado
um transiluminador UV e fotodocumentado no sistema de imagem E-gel. Os produtos de
PCR foram purificados com o kit comercial PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen,
Carlsbad, EUA). Alguns produtos de PCR foram sequenciados no Instituto de
Biotecnologia UNAM, Cidade do México, México. Os resultados do sequenciamento
foram analisados no BLASTn. O banco de dados NCBI/GenBank (Altschul et al., 2012).
foi usado para comparacéo de sequéncias.

RESULTADOS

Trinta e oito touros foram amostrados; uma amostra foi obtida de cada um; 31 do lavado
prepucial e sete do sémen. 18,4% foram amostras positivas (7/38) (Figura 1), das quais
duas eram de sémen e cinco de lavagens prepuciais. Das 7 amostras positivas, 5
produtos de PCR foram submetidos a sequenciamento. Todas as sequéncias foram
comparadas considerando a bactéria com o nimero de acesso do Genbank JF901335.1.

Figura 1. Gel de agarose a 2,5% com produtos de PCR. Faixa M: 100 mpb (BIOLINE, EUA); faixas 1-
9: Cfv positivo; faixa 8: controle negativo; faixa 9: controle positivo Cff 764 pb e Cfv 233 pb
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As sequéncias de nucleotideos dos amplicons obtidos de amostras de campo por PCR
eram idénticas as encontradas no banco de dados do GenBank. A analise mostrou entre
99,17 e 97,87% de identidade com outros Cfv (Figura. 2). Esses resultados
demonstraram que o Cfv esté presente nos rebanhos da regido central de Tamaulipas e

gue o Cfv desempenha um papel importante na saude reprodutiva do gado.
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Figura 2. Alinhamento das sequéncias de Cfv em amostras de touros da regido central de
Tamaulipas. Foi utilizado o software EMBL-EBI Clustal Omega
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DISCUSSAO

Estd documentado que a CGB afeta os rebanhos bovinos, patologia causada pelo
Campylobacter fetus (C. fetus) subespécie venerealis (Cfv). A CGB é uma das principais
causas de infertilidade e aborto em bovinos, ovinos e caprinos, e sua presencga foi
confirmada em varios paises do continente americano, como Argentina, Brasil, Costa
Rica, Jamaica e México. No entanto, no México, esse patdgeno foi pouco estudado em
areas de pecuéaria. A deteccao dessa subespécie patogénica em touros utilizados como
reprodutores € de extrema importancia para o controle da doenga nos rebanhos, uma vez
que eles sao portadores assintomaticos; e, além de ser utilizado para acasalamento
direto, o sémen é frequentemente usado para inseminacao artificial, tanto fresco quanto
em palhetas preservadas em nitrogénio liquido. Além dos problemas de infertilidade, a
Cff é considerada a principal causa de alteracdes nos espermatozoides devido a
capacidade dessas bactérias de se aderirem aos espermatozoides, causando danos a
membrana acrossomal e a cromatina dos espermatozoides, o que reduz a qualidade do
sémen e, consequentemente, a taxa de gravidez, além de influenciar a infertilidade nas
fémeas devido a transmissdo da bactéria para o trato genital durante o acasalamento
natural (Cagnoli et al., 2020).

O diagnéstico dessa doenca pode ser realizado por varios métodos, como o isolamento
bacteriol6gico, métodos sorolégicos, como ELISA e ID, e ensaios moleculares, como
PCR (Mshelia et al., 2010; Clune et al., 2022). O isolamento bacteriol6gico € o método
menos sensivel, conforme demonstrado por Groff et al., en 2010, que compararam esse
método com a PCR, resultando em um método molecular 8,5 vezes mais sensivel do que
o isolamento bacteriolégico tradicional. Neste estudo, a PCR foi usada seguindo as
recomendacdes de outros pesquisadores para a identificacdo de Cfv com o gene cstA e
de Cff com o gene virB11 (Hum et al., 1997; Iraola et al., 2012), uma vez que 0s primers
gerados para a identificacdo desses genes podem detectar sequéncias de DNA
especificas de Cfv e Cff; com a PCR desenvolvida, foi possivel detectar casos positivos
de CGB na area de estudo. Outro método que tem sido usado € o ID; no entanto, Ferreira
en 2002, mostra que a técnica ndo distingue as subespécies de C. fetus.

No México, o gado de corte tem sido exportado para os Estados Unidos desde 1994, e o
estado de Tamaulipas tem se caracterizado por ter um dos maiores estoques do pais. No
ciclo 2020-2021, a exportagcdo de gado vivo foi de 30.896 cabecas para os Estados
Unidos, de acordo com dados do Ministério da Agricultura e Desenvolvimento Rural
(SADER). Considerando a necessidade de aumentar o nimero de animais para suprir a
demanda por eles, € preciso ter um diagnéstico zoossanitario das doencas que afetam
0s parametros reprodutivos. O sucesso do diagnostico depende em grande parte da
amostragem; com base em relatérios anteriores relatados por Silveira et al., 2018 vy
Delpiazzo et al., 2021.
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A prevaléncia de CGB é variavel em diferentes areas do mundo, e ha varios fatores que
favorecem sua transmissdo (Hoque et al., 2021). No Meéxico, a presenca de
Campylobacter em bovinos tem sido pouco relatada; o Unico estudo encontrado em
nosso pais foi realizado por Barajas en 2013 em areas tropicais do México; por meio do
teste ELISA, revelou uma soroprevaléncia de 21,3% em bovinos. O método de deteccao
foi diferente e a amostragem foi menor; a frequéncia detectada neste estudo foi de 18,4%,
0 que indica que o CGB esté presente nos rebanhos bovinos de Tamaulipas. Vale a pena
mencionar que o trabalho de Barajas foi realizado com gado dos trépicos Umidos do
programa de extenséo para criadores de gado no norte de Veracruz, um estado adjacente
a Tamaulipas e com condi¢des climaticas semelhantes as da area de estudo.

O objetivo deste estudo foi detectar a presenca de C. fetus em touros da zona central do
estado de Tamaulipas. Das 7 amplificagOes sugestivas de Cfv por PCR, 5 foram avaliadas
por sequenciamento. Os resultados obtidos na andlise bioinformética confirmam que a
amplificacdo corresponde a uma regido do gene virB11, que € uma sequéncia de ilhas
de patogenicidade presente somente na Cfv com 233 pb e ausente na Cff, o que permite
diferenciar essas duas subespécies pelo método molecular. Os resultados obtidos no
presente trabalho sdo consistentes com os publicados anteriormente por Iraola et al.,
2016, portanto, a situacdo epidemiolégica pode estar em risco devido a disseminacao
desse patdgeno pelo uso de touros portadores para fins reprodutivos.

CONCLUSAO

Neste estudo, a presenca de Campylobacter fetus subsp. venerealis foi detectada por
PCR e corroborada por sequenciamento com uma frequéncia de 18,4% dos touros
analisados da zona central do estado de Tamaulipas, o que representa o primeiro relato
no México dessa bactéria por métodos moleculares.
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