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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la coinfeccién con Chlamydia abortus y Coxiella burnetii, en
vacas, cabras y borregas que habian presentado aborto. Se trabajé con 77 muestras de exudado vaginal,
20 de vacas, 40 de cabras y 17 de borregas, el aislamiento bacteriano se realiz6 con células de
fibroblastos de ratén L929. La identificacién de cuerpos de inclusion en los cultivos infectados se realizé
con la técnica de inmunofluorescencia directa (IFD) empleando el kit comercial IMAGEN Chlamydia test y
la identificacién molecular se logré mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo
real del gen ompA (especifica de especie). El diagnéstico de C. burnetii se realizé6 mediante PCR. El
aislamiento del cultivo celular y la PCR en tiempo real especifica de especie revelaron la presencia de C.
abortus en el 100% de las muestras. En este estudio el 81,8% (63/77) de las muestras fueron positivas
para C. burnetii, mostrando coinfeccion con C. abortus; siendo el 55% (11/20) en vacas; 95% en cabras
(38/40) y 82% (14/17) en borregas con antecedente de aborto, siendo este el primer reporte de esta
situacion en México.

Palabras clave: Coxiella burnetii, Chlamydia abortus, coinfeccién, rumiantes.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the coinfection with Chlamydia abortus and Coxiella burnetii, in
cows, goats, and sheep that had abortion. The study analyzed 77 vaginal swabs; animals included 20
cows, 40 goats and 17 sheep. Bacterial isolation was performed using L929 mouse fibroblasts. The
identification of inclusion bodies in the infected cell cultures was carried out using the direct
immunofluorescence (IFD) technique using an IMAGEN Chlamydia test kit IMAGEN™ Thermo Scientific,
USA) and molecular identification was achieved by ompA gene (species-specific) real-time polymerase
chain reaction (PCR). PCR was used for the detection of C. burnetii DNA in vaginal swabs. The cell
culture isolation and real-time PCR species-specific PCR revealed the presence of C. abortus in 100% of
samples. In this study, 63 samples (81.8%) of the 77 collected samples were positive
for C. burnetii. showing coinfection with C. abortus; being 55% in cows; 95% in goats, and 82% in sheep.
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The results indicate that the coinfection caused by C. abortus and C. burnetii in cows, goats and sheep
with a history of abortion, represents the first report in Mexico.
Keywords: Coxiella burnetii, Chlamydia abortus, coinfection, rumiants.

INTRODUCCION

La clamidiasis y la fiebre Q, son enfermedades zoondticas, que ocasionan aborto en
rumiantes, estan presentes a nivel mundial y se ha demostrado su presencia en México,
ambas enfermedades son causadas por bacterias intracelulares obligadas y Gram
negativas. La clamidiasis en rumiantes es causa de abortos en el ultimo tercio de la
gestacion, el nacimiento de crias débiles y de mortinatos; la principal especie causal es
Chlamydia abortus (Fayez et al., 2021). La clamidiasis en rumiantes fue considerada
una enfermedad exdética en México hasta el mes de mayo de 2016, actualmente se
encuentra en el grupo de las enfermedades endémicas que, por representar un riesgo
menor desde el punto de vista epidemiologico, econdmico, de salud publica y de
comercio nacional e internacional, son consideradas de notificacion mensual obligatoria
(DOF, 2018). En México hay numerosos reportes de su presencia en los rumiantes
domeésticos (Mora et al., 2015; Sanchez et al., 2021; Limon, 2022; Martinez et al.,
2022).

Coxiella burnetii, es el agente causal de la fiebre Q es una enfermedad de distribucion
mundial y en la actualidad es considerada exotica en México (DOF, 2018; Ramo et al.,
2022). Sin embargo, existen varios reportes en humanos y animales que permiten
cuestionar dicha afirmacion (Araujo-Meléndez et al, 2012; Mares-Guia et al., 2018;
Leyva et al., 2021; Flores et al., 2022). Afecta a un numero importante de especies
animales, tanto domésticas: bovinos, caprinos, ovinos, perros, gatos, conejos; como
salvajes: pequefios roedores, zorros (Mares-Guia et al., 2018); siendo los rumiantes
domeésticos los principales reservorios (Muema et al., 2022; Ramo et al., 2022).

Tanto C. abortus como C. burnetii, se han asociado a la época de parto o aborto de los
rumiantes infectados (Fayez et al., 2021; Ramo et al., 2022). Los rumiantes infectados
con C. abortus y C. burnetii son la principal fuente de transmision y en el momento del
parto o aborto eliminan gran cantidad de microorganismos en la placenta, el feto y los
fluidos fetales (Basanisi et al., 2022, Ali et al., 2022). El objetivo de este estudio fue
determinar la coinfeccion por C. abortus, y C. burnetii, en muestras de exudado vaginal
de vacas, cabras, y borregas, que habian presentado aborto.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajo con 77 muestras de exudado vaginal, pertenecientes a 16 rebafios ubicados
en diferentes estados del pais, 20 muestras de vacas procedentes de siete hatos en los
estados de: Chiapas, Ciudad de México, Hidalgo, Jalisco, Oaxaca, Sinaloa, y Sonora;
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40 muestras de cabras de seis rebafios en los estados de Sinaloa, Sonora, Baja
California Sur, Tlaxcala, Guanajuato, y Querétaro y 17 de borregas, que fueron
colectadas en tres rebafios de tres estados: Aguascalientes, Estado de México y
Querétaro; las muestras fueron colectadas en un periodo de tiempo no mayor a 15 dias
de presentarse el aborto.
A partir de las muestras obtenidas se realiz6 el aislamiento de Chlamydia spp en cultivo
celular utilizando la linea celular L929 de fibroblastos de raton, la identificacion de
cuerpos de inclusion en los cultivos infectados se realiz6 con la técnica de
inmunofluorescencia directa (IFD) empleando el kit comercial IMAGEN Chlamydia test,
se realizd la extraccion de ADN de las muestras de hisopos vaginales positivos a cultivo
celular. Este ADN sirvio de templado para las diferentes pruebas de biologia molecular.
Las extracciones se realizaron con el kit comercial Qiagen DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen, Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante. La deteccion de la
especie de Chlamydia se realiz6 con una PCR tiempo real para detectar el gen ompA
(Pantchev et al., 2010)
La deteccion de C burnetii se realizé utilizando la técnica de PCR que identifica un
fragmento de la secuencia de insercion multiple 1S1111 especifica de C. burnetii. Los
iniciadores utilizados fueron los reportados por De Bruin et al. (2011). Los componentes
y las condiciones de reaccion fueron modificados de lo reportado por De Bruin et al.
(2011). En un volumen final de 37 pL se utilizaron 20 yL de TopTaq® Master Mix (250
unidades) (Qiagen, Germany), equivalente a 3 U de TopTaq®, 1.6 mM MgCI2, 213.34
MM de dNTPs, ademas se anadieron 2.5 U de GoTaq® Flexi DNA Polymerase (500
unidades) (Promega, EE. UU.), 133 pM de cada primer, 0.67x de Solucion Q (Qiagen,
Germany) y =1000 ng de ADN. Las condiciones de la PCR comenzaron con una
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguido de 33 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 30 s, alineacion a 57°C por 40 s y extension a 72°C por 45 s para terminar con
la extension final a 72°C por 10 min. Los productos de la PCR fueron analizados en
geles de agarosa al 1% en TBE 1x. Posteriormente fueron visualizados en un
fotodocumentador Gel Logic 212 Pro (Carestream, EE. UU.), utilizando 4 puL de bromuro
de etidio (0.04 mg).

RESULTADOS

De los 16 rebafios analizados 15 tuvieron animales positivos a C. burnetii mostrando
coinfeccion con C. abortus. En seis de los siete rebafios de vacas se present6
coinfeccién, sélo en el rebafio de Oaxaca las muestras analizadas fueron negativas a C.
burnetii. De las muestras de las cabras, hubo animales positivos a C. burnetii en los
seis rebafos analizados, lo mismo sucedi6 en los tres rebafios de borregas, mostrando,
coinfeccién con C. abortus. Las 77 muestras de exudado vaginal resultaron positivas a
C. abortus, para C. burnetii resultaron positivas el 81.8% (63/77) (Tabla 1).
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DISCUSION

La importancia de este estudio radica en que, se logré demostrar la coinfeccion por dos
bacterias intracelulares obligadas, C. abortus y C. burnetii, ambas causan en los
rumiantes aborto y se diseminan en los hatos de una manera muy parecida, ademas de
la importancia que tienen ambas enfermedades para la salud publica.

Tabla 1. Resultados de coinfeccién

Especie NUmero de IFD C. abortus C. burnetii Coinfeccion %
muestras + PCR tiempo PCR C. abortus/C. burnetii
real + +
Vacas 20 20 20 11 11 (55%)
Cabras 40 40 40 38 38 (95%)
Borregas 17 17 17 14 14 (82%)
Total 77 77 77 63 63 (81.8%)

En México estas dos enfermedades tienen una historia muy similar con respecto al
estatus en que son consideradas por las autoridades sanitarias veterinarias,
centraremos la discusion en lo que puede ocasionar en los hatos de nuestro pais la
presencia de la fiebre Q, una enfermedad considerada como exética, pero de la cual
existen estudios de seroprevalencia en diferentes poblaciones de rumiantes (Araujo-
Meléndez et al., 2012; Mares-Guia et al., 2018; Leyva et al., 2021; Flores et al., 2022).

Lo que esta sucediendo actualmente con la fiebre Q, repite lo que acontecié en nuestro
pais con la clamidiasis, de la cual existian publicaciones que demostraban su presencia
en México. En el afio 1997 se dio el primer reporte del aislamiento de la Chlamydia a
partir de un aborto en caprinos (Escalante et al., 1997) posteriormente hubo otros
reportes del aislamiento de cabras que habian abortado en diferentes regiones del pais
(Mora et al. 2015; Sanchez et al., 2021, Limén et al., 2022). También se ha confirmado
la presencia de C. abortus de borregas que presentaron aborto (Martinez et al., 2022;
Limon et al., 2022), en bovinos también se ha demostrado su presencia mediante el
aislamiento de C. abortus en vacas que presentaron aborto (Limén, 2022). Sin
embargo, fue hasta el afio 2016 cuando en México se cambié el estatus de la
enfermedad de exotica a endémica.

Este estudio surge de la inquietud causada al referirnos a estudios de la coinfeccién
entre las dos bacterias, uno de ellos fue realizado en Hungria, en el cual trabajaron con
111 placentas de casos de aborto, de las que realizaron el diagnéstico mediante PCR
tiempo real para ambas bacterias, a C. burnetii resultaron positivas 33 muestras
(29.7%), y detectaron bacterias del orden Chlamydiales, en 32 muestras (28%). Se
encontrd coinfeccidén de C. burnetii y Chlamydiales spp. en 12 de los casos (10.8%), de
ellos correspondieron tres a vacas, ocho a borregas y uno a cabra (Kreizinger et al.,
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2015). Nuestro estudio presenta resultados mas elevados que los de ese estudio, en las
infecciones por C. burnetii y en las coinfecciones de ambas bacterias. Esto puede ser
atribuido a que, en México para ambas enfermedades, existen las condiciones idoneas
para su diseminacién, ademas no se realiza un diagndéstico rutinario y esto hace que los
animales infectados al no ser identificados sigan permaneciendo en los hatos,
diseminando las bacterias en cada paricion y lactacion, contagiando a sus crias y a
otros animales. Esta falta de diagndstico permite también que se de la movilizacién de
animales positivos hacia otros lugares del pais, y por ende la consiguiente diseminacién
de ambas enfermedades.

Esta coinfeccion que se presenta en los rumiantes causa complicaciones para el
médico veterinario que atiende los hatos que la padecen, ya que se dificulta el poder
realizar un diagndéstico clinico adecuado, debido a que las dos enfermedades tienen
como signo principal el aborto en el Ultimo tercio de la gestacion. Esto se agrava en un
pais como México, debido al hecho de que la fiebre Q es considerada una enfermedad
exotica, esto trae como consecuencia, que esta enfermedad no sea estimada como la
etiologia presente ni por el médico veterinario, ni por los técnicos de los laboratorios.
Después de la infeccion, las hembras de rumiantes eliminan C. burnetii al medio
ambiente durante el parto “normal” o durante el aborto, a través de los fluidos
amnidticos, la placenta y las membranas fetales, asi como mediante la orina, la leche y
las heces (Pearson et al., 2014; Ramo et al., 2022).

En Alemania, se estudio la prevalencia de ambos patdégenos en 95 rebafios ovinos
donde solamente en tres de los rebafios se presentaron positivos, el rebafio con
seroprevalencias para C. burnetii (27%) y C. abortus (44.9%) fue el mas alto, ademas
se detecto C. burnetii por PCR touchdown en el 21.6% de las muestras de placenta de
partos normales y en el 12.5% de los calostros (Runge et al., 2012). En un trabajo
desarrollado en la peninsula Ibérica se demostro la presencia de C. burnetiiy C abortus
en cabras y borregas que habian abortado, el 75% de los animales dieron positivos en
la PCR tiempo real (Ramo et al., 2022).

Estudios posteriores realizados en Italia demostraron la presencia de la fiebre Q en
humanos, estos presentan resultados mas bajos de positivos a C. burnetii en las tres
especies de rumiantes domésticos, que los encontrados en nuestro estudio. Nosotros al
igual que ellos, tenemos la hipoétesis de que la fiebre Q es una enfermedad subestimada
en México, de la que ya se tienen antecedentes de su presentacion en nuestro pais
(Santamaria, 2009). Pero como sucede con los animales, no se realiza un diagndstico
rutinario de la enfermedad, ademas, no existe un laboratorio especializado en este
padecimiento. Aunque las dos enfermedades son zoonosis, la infeccién por C. abortus
en el humano no es muy severa, en cambio la fiebre Q es un padecimiento mas severo
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y las vias de contagio son mas numerosas y dificiles de evitar, la transmision a los
humanos se debe principalmente a la inhalacibn de aerosoles contaminados, pero
también puede ocurrir después del consumo de leche cruda y de los productos lacteos
(Basanisi et al., 2022), el estiércol de los rumiantes infectados con la fiebre Q, ha sido
implicado como fuente de contagio a los humanos (Mares-Guia et al., 2018; Basanisi et
al., 2022).

CONCLUSION

Este es el primer reporte en México y en el Continente Americano de la coinfeccion de
C. abortus y C. burnetii en vacas, cabras y borregas que habian presentado aborto.
Esto se debe considerar para realizar un diagnéstico de laboratorio adecuado para
ambas enfermedades en hatos con problemas reproductivos.
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