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1. RESUMEN

La brucelosis, compylobacteriosis y tuberculosis, son enfermedades infecciosas
zoonoticas, limitantes de la produccién ganadera bovina en México, los principales signos
clinicos de estas enfermedades son infertilidad en machos, repeticién de celo y abortos
en distintas etapas de la gestacién de las hembras. México es una zona de alta
prevalencia y en la actualidad las técnicas de diagndstico utilizadas para estas
enfermedades son Rosa de Bengala, fijacion de complemento, cultivos bacterianos y
ELISA. EIl objetivo del presente estudio fue disefiar y validar el funcionamiento de
iniciadores o primers especificos para las especies Brucella abortus, Campylobacter fetus
y Mycobacterium tuberculosis, que puedan ser utilizados en metodologias de diagnostico
moleculares como la PCR, seleccionado blancos moleculares de referencia para cada
bacteria y que no intercedan en las especies vacunales de esta bacteria. Los iniciadores
disefiados amplifican fragmentos cortos de entre 120 y 150 pares de bases (bp); por lo
que las condiciones de amplificacion fueron estandarizadas considerando el tamafio del
fragmento, con estos resultados se valido la funcionalidad de los primers en los ensayos
de PCR tiempo real (qQPCR) y PCR punto final para la deteccion de B. abortus,

Campylobacter fetus y Mycobacterium tuberculosis.

Palabras clave: Bacterias, Bovinos, PCR, Primers, Estandarizacion.

2. ABSTRACT

Brucellosis, compylobacteriosis and tuberculosis are infectious zoonotic diseases, limiting
cattle production in Mexico, the main clinical signs of these diseases are infertility in males,
recurrence of estrus and abortions in different stages of the pregnancy of females. Mexico
is an area of high prevalence and currently the diagnostic techniques used for these
diseases are Rose Bengal, complement fixation, bacterial cultures and ELISA. The
objective of the present study was to design and validate the functioning of specific
primers or primers for the Brucella abortus, Campylobacter fetus and Mycobacterium

tuberculosis species, which can be used in molecular diagnostic methodologies such as



PCR, selected molecular reference targets for each bacterium and that do not intercede
in the vaccine species of this bacterium. The designed primers amplify short fragments
between 120 and 150 base pairs (bp); for which the amplification conditions were
standardized considering the size of the fragment, with these results the functionality of
the primers in the real-time PCR assays (QPCR) and endpoint PCR for the detection of B.

abortus, Campylobacter fetus and Mycobacterium tuberculosis.

3. INTRODUCCION

La actividad ganadera de México, ha evolucionado con el paso de los afios, en la
actualidad se encuentra en una etapa de transicion, con cambios de estructura, manejo
y gestion. El ganado bovino es la principal actividad econdémica del pais con una
diversificacion y relevancia amplia, utilizando mas del 60% del territorio nacional para
esta actividad; las zonas rurales con climas tropicales son marcados por la produccion
de ganado de carne principalmente, aprovechando el extenso cultivo de distintos pastos
y forrajes, la produccion de leche se encuentra principalmente en las zonas con climas
templados. La produccién de ganado en México es estacional, manejada en funcién por
la disponibilidad de forrajes y deficiente conexidn con los mercados potenciales para la
distribucion de carne y leche; a pesar de esto se mantiene el mejor aprovechamiento de
los recursos y la adaptaciéon del ganado, aunque esta actividad se caracteriza por una
baja productividad, asociado a diferentes factores, como el control sanitario el de mayor

importancia (Garcia-Martinez et al., 2015).

En la ganaderia bovina existen diversos agentes patdégenos que pueden ser transmitidos
de forma directa o a través del semen bovino por monta directa o inseminacion artificial,
estos patégenos son considerados un factor limitante en el desarrollo del ganado bovino
en todo el mundo, ya que son causantes de enfermedades que provocan aborto en

diferentes etapas de la gestacion (Rivera, 2001).
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Diversas investigaciones sobre la comunidad microbiana del material espermatico de
sementales bovinos han detectado bacterias patdgenas de varias especies. Por lo que la
presencia de microorganismos del tracto reproductor masculino, debe considerarse de
importancia, debido a su influencia en la fertilidad del semen y potencialidad infecciosa
adquirida. Las instituciones encargadas de conservar material espermatico, como los
centros de procesamiento de semen (CEPROSEM), toman estandares muy altos de
higiene para la manipulacion y preparacion del material, en las muestras recolectadas de
semen pueden encontrarse distintas especies bacterianas no patégenas y patdégenas,
sobre todo en las muestras que se recolectan de los sementales que no llevan una

prevencion sanitaria adecuada (Morales et al. 2013).

Es por esto que en la actualidad se requiere de diagndsticos precisos con los que se
puedan enfrentar los planes de prevencion y control de enfermedades bacterianas
emergentes y reemergentes, altamente contagiosas, que pueden afectar la reproducciéon
y produccién ganadera mundial en los ultimos afios. Ante esta amenaza, el diagndéstico
debe encaminarse a la deteccion e identificacion correcta de los agentes patdégenos que
prevalecen en los ranchos ganaderos y la tendencia mundial esta encaminada a
introducir metodologias avanzadas como las pruebas moleculares de deteccion de DNA
y RNA. La ventaja de estos nuevos métodos radica en que presentan mayor sensibilidad,
y una vez que las pruebas quedan estandarizadas se realizan en un menor tiempo que

los métodos tradicionales (Pérez et al., 2009).

Estas herramientas moleculares se basan en el analisis de genes especificos, sobre todo
aguellos asociados a factores de virulencia de las bacteria del complejo abortivo de los
bovinos como especies de los géneros Brucella, Leptospira, Campylobacter vy
Mycobacterium, estas bacterias son causantes de enfermedades infecciosas que atacan
de manera importante a los bovinos, presentan diversas manifestaciones clinicas como
el aborto, la infertilidad y la baja produccién tanto de carne como de leche (Xolapa et al.,
2010).

Considerando que la improductividad y los abortos de los bovinos son causados en un

40-60% por bacterias patdgenas, se debe considerar implementar una metodologia de
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identificacion bacteriana, que sea mas sensible y especifica, que garantice la calidad

sanitaria de los animales bovinos.

4. JUSTIFICACION

En la actualidad son utilizados métodos convencionales en la deteccién bacteriana,
basados en las caracteristicas fenotipicas de cada bacteria, como su morfologia,
desarrollo, propiedades bioquimicas y metabdlicas. El cultivo bacteriano sigue siendo el
método de deteccidn de eleccion, para esto es esencial elegir correctamente el medio de
crecimiento y las condiciones de incubacion. Durante el proceso de identificacion
bacteriana se requiere de la amplia experiencia del microbiélogo para la eleccién correcta
de una prueba cuyo propdsito final sea la identificacién del microorganismo a nivel género
y especie. Dentro de la practica de rutina diaria de los laboratorios de microbiologia se
aplican técnicas fenotipicas para lograr la deteccion de microorganismos causantes de
enfermedades; sin embargo, estas pruebas muestran ciertas limitantes con los
microorganismos de dificil crecimiento en medios de cultivos especificos (Buo et al.,
2011).

Las enfermedades bacterianas asociadas a abortos he infertilidad en los bovinos como
la brucelosis, tuberculosis y campylobacteriosis, siguen estando presentes dentro de la
ganaderia bovina del pais y presentan un problema de salud publica al ser son
zoonoticas. Estas enfermedades son adquiridas de forma directa con animales infectados
o por el consumo de alimentos contaminados por cualquiera de estas bacterias. La
contaminacion animal se da por conatico directo, durante la monta natural o asistida

cuando se utiliza material espermatico contaminado (Padilla et al., 2003).

En México la tuberculosis bovina (TB) es un grave problema de salud animal y un gran
riesgo en la salud publica, el agente causal Mycobacterium bovis, estd ampliamente
distribuido en México. Existe en la actualidad una Campafia Nacional para la Erradicacion
de la TB (CANETB) la cual considera a los estados del norte, con excepcion de Baja

California, Quintana Roo y Yucatan en etapas de erradicacion, estando el resto de los
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estados como zonas de control. El diagndstico de rutina que utiliza la campania, es la
prueba intradérmica con derivado proteico purificado (PPD) o tuberculina. En zonas de
mayor prevalencia se requiere una mayor sensibilidad de la prueba y se aplica en el
pliegue caudal, para los casos que requieren una mayor especificidad en zonas de baja
prevalencia, se utiliza la doble comparativa que se aplica en la tabla del cuello. Para un
diagnéstico definitivo se envian muestras de lesiones al laboratorio de bacteriologia, sin
embargo, mediante el cultivo de M. bovis el diagndstico representa una verdadera barrera

de tiempo, dinero y esfuerzo (Estrada-Chéavez et al., 2004).

No obstante, la prueba de tuberculina tiene sus fallas, como todas las pruebas utilizadas
en la deteccion y diagndéstico de patdgenos. La simple caudal tiene una sensibilidad de
72% vy especificidad del 78%, generando resultados de diagnostico falsos positivos,
siendo estos resultados un problema econdémico y social, ya que conforme a la Norma
Oficial Mexicana NOM-031-ZO0-1995, los animales reactores positivos a la prueba se
deben sacrificar. Debido a los problemas que se asocian al aislamiento de este
microorganismo, se ha considerado confirmar el diagnéstico mediante pruebas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando
oligonucleotidos especificos para amplificar fragmentos de DNA en el genoma de
bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis (Estrada-Chéavez et al., 2004).

En México desde el afio 1997, se emplea la vacunacién de bovinos contra la brucelosis,
utilizando la cepa RB51, su uso ha sido autorizado por la Norma Oficial Mexicana NOM-
041-Z00-1995, Campariia Nacional contra la Brucelosis en los animales, y se ha
desplazado a partir de esta fecha el uso de la cepa 19. La vacuna RB51, por ser una cepa
rugosa no induce anticuerpos, que se detecten mediante las pruebas diagnosticas
convencionales. En los paises en vias de desarrollo, donde las posibilidades de pagar
una indemnizacién por eliminar los bovinos reactores a brucelosis son nulas, se
presentan con alta frecuencia hatos lecheros que muestran tasas de prevalencia
superiores al 20%, estos valores aparecen aun cuando se cumple estrictamente las
normas de vacunacion, lo anterior obliga a buscar métodos alternos de proteccién como
la revacunacién. Sin embargo, la revacunacion presenta ciertas dificultades de caracter

diagnéstico, ya que una segunda vacunacion implica también un aumento en los titulos
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de anticuerpos, lo que provocaria una baja especificidad de las pruebas seroldgicas

rutinarias utilizadas en el diagndstico de la brucelosis bovina (Bustamante et al., 2000).

La principal ruta de dispersién de la bacteria son los animales enfermos, pueden
facilmente diseminar la enfermedad entre los animales sanos o incluso en rebafios
cercanos. La infeccidn cruzada puede también generar otra problemética, debido a que
se han reportado casos que el ganado bovino se puede infectar con B. melitensis, en este
sentido el manejo del ganado contaminado requiere un cuidado especial. La problemética
de la brucelosis bovina se agudiza principalmente porque todo animal diagnosticado
enfermo debe sacrificarse, y en paises en vias de desarrollo como México, es una medida
dificii de llevar a cabo, debido a que los pequefios productores dependen
econdmicamente de la produccién de esos animales, por lo que se oponen al sacrificio

(Guzman-Hernandez et al., 2016).

El diagnéstico en México de la brucelosis bovina se basa principalmente en medios de
cultivo, el cual tiene la desventaja de que este microorganismo es de lento crecimiento y
se opta mejor por las pruebas serolégicas como la Rosa de Bengala, prueba de tamizaje,
aglutinacion del suero con antigeno y como prueba confirmatoria el SAT (por sus siglas
en inglés serum agglutination test), se utiliza un antigeno para estas pruebas de una
suspension de un cultivo de B. abortus cepa 1119, inactivada con fenol. En estas pruebas
se detectan principalmente anticuerpos IgM, IgG e IgA aglutinantes por lo que la
sensibilidad de la prueba y la especificidad queda en un 80% debido que la prueba puede
detectar anticuerpos generados por la cepa vacunal y no por el agente causal de la

enfermedad, dando como resultados falsos positivos (Guzman-Hernandez et al., 2016).

En México, se tiene una enfermedad que, aunque no existe una norma que rija su
deteccion, control o erradicacidn, es causante de problemas que afectan la reproduccion
y produccién de bovinos similares o los que causan la brucelosis y la tuberculosis, esta
enfermedad es causada por la bacteria Campylobacter fetus, teniendo también alta
importancia en la salud publica debido a que ha sido reportado como patdgeno

oportunista del ser humano (Tovar, 2017).

Campylobacter fetus es la causante de la Campylobacteriosis genital bovina, esta

enfermedad puede permanecer de manera subclinica por lo cual no suele ser detectada,
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a menos que se empleen métodos de diagndstico eficaces, debido a esto se han
establecido diferentes métodos para la identificacion de este género, el mas utilizado es
el de Inmunofluorescencia directa, este método logra identificar la bacteria a nivel de
especie, pero no a niveles de subespecie. También los Ensayos por inmunoadsorcién
ligados a enzimas (ELISA), este se realiza para la deteccion de anticuerpos IgA,
especificos del antigeno del mucus cervicovaginal después de sufrir un aborto causado
por C. fetus (Tovar, 2017).

En conjunto estas bacterias patdgenas en los bovinos son causantes de enfermedades
de salud publica y perdidas econdmicas por el déficit de productos de origen animal. En
2015, México contaba con un inventario ganadero de 33,503,623 cabezas de ganado
bovino (SIAP-SAGARPA, 2015), si bien el inventario ganadero se incrementa anualmente
por la adquisicion de animales y no por mejoramiento en la eficiencia reproductiva de los

hatos ganaderos a nivel nacional (Campero, 2000).

En las regiones tropicales y subtropicales del pais contindan siendo intangibles las
pérdidas econdmicas del sector pecuario debido a problemas de infecciones bacterianas;
a pesar de esta realidad, la deteccion de los agentes patdégenos, se sigue basando en
criterios clinicos y métodos clasicos de diagnostico, cuyas deficiencias dificultan el
desarrollo de un diagndstico preciso, ocasionando un déficit en el desarrollo de nuevas
politicas publicas que aborden metodologias de vanguardia para un diagnéstico mas
preciso de mayor sensibilidad y especificidad. El diagnéstico de las enfermedades
reproductivas en bovinos, especialmente las causantes de infertilidad y abortos, son de
los mayores problemas que enfrenta la medicina veterinaria (Conigliario, 2003; Bolivar,
2013)

En diversas investigaciones se ha demostrado que la eficiencia de las pruebas
diagnosticas existentes no es del todo confiables y que las pruebas moleculares como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) desarrolladas para la deteccién bacteriana
son una herramienta confiable al tener una alta precisién, siendo mas sensibles 95-98%
y especificas 99% en la deteccién de patdégenos bacterianos, ademas que se pueden
utilizar diferentes tipos de muestras como sangre, tejido o semen de los animales

contaminados para desarrollar un diagnostico, con respecto a esto se ha visto que la
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mayoria de bacterias con alto grado de patogenicidad en bovinos se secretan en las
vesiculas seminales, y también tiene la capacidad de alojarse en la mucosa prepucial y
peneana, por lo que la toma de muestras para un diagnéstico méas certero deberia de
tomarse en cuenta también el material espermético destinado a los programas de
reproduccion asistida, ya que en la actualidad la mayoria del material espermatico
criopreservado viene de campo y no pasa por un centro de procesamiento de semen
certificado, tomando en cuenta solo caracteristicas fenotipicas de los sementales dejando
de lado las condiciones sanitarias de los donadores de semen con fines de
criopreservacion (De Ruight et al., 2006; Tamay de Dios et al., 2013).

Finalmente, la estandarizacion de esta metodologia molecular basada en PCR vy
desarrollada para la deteccion de patégenos bacterianos, redundara en beneficios para
los planes de prevencién y erradicacion trazados por las autoridades gubernamentales,
trayendo consigo beneficios para ganaderos de todo el pais, pues se permitird cumplir
con los requisitos exigidos para la exportacién de ganado bovino a los paises que lo
demanden y de esta manera se obtendran mayores ingresos econémicos y a la vez se
puede reducir el niumero de pérdidas durante el proceso productivo de ganando

detectando eficazmente el ganado improductivo y focos de infeccion.

5. HIPOTESIS
La estandarizacién de una metodologia molecular para la deteccion de Brucella abortus,
Mycobacterium tuberculosis y Campylobacter fetus, enfocada a blancos moleculares
asociados al factor de virulencia de las bacterias permitira una mayor sensibilidad y
especificidad en las técnicas de deteccion de los agentes causales de enfermedades

reproductivas en ganado bovino.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Estandarizar una alternativa metodol6gica molecular basada en PCR, utilizando
iniciadores especie-especificos para la deteccion de Brucella abortus, Mycobacterium
tuberculosis y Campylobacter fetus.

6.2 Objetivos especificos

Estandarizacion de una alternativa tecnoldgica para la extraccion de DNA bovino (semen)
y bacteriano.

Disefar iniciadores especificos para la deteccién molecular de las bacterias patégenas
Brucella abortus, Mycobacterium tuberculosis y Campylobacter fetus.

Optimizacion de las condiciones de PCR punto final para la amplificacion y deteccién de
Brucella abortus, Campylobacter fetus y Mycobacterium tuberculosis.

Estandarizacion de las condiciones de PCR tiempo real triplex (qPCR) para la
amplificacion y deteccion de Brucella abortus, Campylobacter fetus y Mycobacterium
tuberculosis.

Optimizacion de las condiciones de PCR tiempo real duplex para la amplificacion y

deteccién de Brucella abortus, Campylobacter fetus y Mycobacterium tuberculosis.

7. REVISION DE LITERATURA

7.1 Antecedentes

Se prondstica que a nivel mundial durante los primeros 25 afios de este siglo la demanda
de productos de origen animal aumentard considerablemente, como resultado del

aumento de la poblacidn, la urbanizacion y la globalizacion econdémica; esta situacion no
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es distinta para los paises de América Latina, donde esta situado México, lo cual
conllevaré interacciones complejas entra la poblacion, los recursos biologicos, geofisicos
y los objetivos econdémicos. Durante este periodo, se esperan incrementos anuales en la
demanda mundial de carne y leche del 2.8% y 3.3%, respectivamente. En zonas urbanas
de América Latina estos consumos de carne y leche significardn un incremento del 70 y

90% con respecto a lo consumido en el afio 2000 (Monforte et al., 2006).

En la actualidad, uno de los principales problemas que afronta el productor pecuario es
la baja produccion del ganado bovino tanto en carne como en leche, esto en gran medida
se debe a trastornos relacionados con la reproduccién, como lo son las reabsorciones
embrionarias, los abortos tempranos o tardios, (Figura 1), metritis, nacimientos de crias
débiles o muertas, que en primera instancia afecta la fertilidad del hato, reduciendo de

manera considerable la produccién bovina (Gonzalez et al., 2007).

Figura 1. Aborto bovino.

Las limitantes de la eficiencia de los ranchos ganaderos productores de carne y leche
bovina, han sido representadas por la incidencia de las enfermedades infecciosas de la
reproduccion. Los agentes patdgenos bacterianos siguen siendo un problema para la
ganaderia bovina; no obstante, los esfuerzos realizados por las autoridades competentes
para tratar de prevenir y evitar su difusién han sido poco exitosos. Existen estudios donde

demuestran que mas del 50% de las fallas reproductivas en bovinos son debidas a
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causas infecciosas, existiendo para algunas de ellas, vacunas disponibles para su

prevencion (Gonzalez et al., 2007), sin obtener una eficacia completa.

Si bien se han realizado esfuerzos para el control de las enfermedades infecciosas
bacterianas, y sobre todo las que afectan la reproduccién normal en los bovinos, las
pérdidas son cuantiosas en los ranchos ganaderos. Dichas bajas econdmicas oscilan
entre $588.000 USD y $2,205.000 en produccion lechera pudiendo llegar hasta los
$2,412.000 USD anuales por animal tan solo con infecciones relacionadas a la patologia

causada por la bacteria Brucella abortus (Arenas y Moreno, 2016).

Diversos estudios declaran de suma importancia la erradicacion o control de los agentes
patégenos causantes de multiples enfermedades, tales como la infertilidad y los abortos
del ganado bovino, debido a las grandes pérdidas econdémicas que ocasionan. En
América en la parte sur del continente se reportan pérdidas econdémicas a causa de
enfermedades reproductivas infecciosas de hasta 60 millones de ddélares americanos
(USD) y en el caso de centro América se han reportado pérdidas de 25 millones de
dolares (USD) (Campos et al., 2010).

El semen fresco o criopreservado esta considerado como un potencial factor de riesgo
en la difusibn y transmision de agentes patdgenos, causantes de diferentes
enfermedades entre las que destacan las que afectan la fertilidad de los bovinos,
ocasionando infertilidad en machos y abortos en hembras gestantes, para evitar dichas
transmisiones, la mayoria de los centros de inseminacién artificial establecen reglas y
normas estrictas las cuales deben adaptarse para comercializar el semen; el problema
del semen radica cuando sus fundamentos técnicos son violados, debido a que en la
actualidad en diversas unidades de produccion bovina, para la recoleccion de
germoplasma con fines de criopreservacion y comercializacion, los técnicos encargados
de este proceso, no garantizan el correcto estado sanitario del semental donante, por lo
tanto se corre el riesgo de transmitir enfermedades patégenas a través del semen

criopreservado (Jorge et al., 1998).

Para tener un mejor control sanitario en el ganado bovino, la medicina veterinaria esta
utiizando métodos modernos de identificacidbn de agentes patdégenos, las técnicas

moleculares basadas en PCR han sido utilizadas para la identificacion de virus, bacterias,
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hongos, protozoarios, entre otros (Figura 2), estas técnicas se deben de estandarizar
para poder identificar bacterias que se puedan transmitir por distintas vias entre ellas el
semen fresco o criopreservado de los bovinos. La precision y reproducibilidad de los
ensayos de PCR dependen de la calidad técnica y la experiencia del analista, mientras
gue la especificidad de la prueba puede ser afectada por la contaminacion de la muestra
durante su procesamiento, si los iniciadores no son especificos o si las condiciones de la
PCR no son optimas, se corre el riesgo de amplificar productos no especificos y tener

falsos negativos (Rodriguez-Herrera et al., 2009).
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Figura 2. Proceso molecular de identificacion bacteriana

7.2 Biotecnologias en la reproduccion bovina

Uno de los campos de mayor actividad cientifica se desarrolla en la reproduccion animal,
a través de los afios, los cientificos han avanzado las técnicas de manipulacion de la
actividad, funciones y aplicacion de los logros en la mejora reproductiva en las diversas
especies domésticas, desarrollando tecnologias como la criopreservacion de semen,
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inseminacion artificial y la transferencia de embriones. En las décadas mas recientes, han
aparecido nuevas tecnologias como la produccion de embriones in vitro (PIVE), la
criopreservacion y la seleccion del sexo de embriones y de espermatozoides e incluso,
un novedoso microprocedimiento de manipulacion de los embriones, la clonacién y la
transgénesis. Estas tecnologias han aportado a la Reproduccién Asistida, herramientas
gue permiten manipular la actividad reproductiva con el propésito de propagar con
rapidez a los animales superiores y a sus genes, modificAndolos genéticamente con el
fin de mejorar la calidad de sus productos. Ademas, estas nuevas tecnologias facilitan la
posibilidad de producir farmacos con usos terapéuticos en determinadas enfermedades
en los humanos o producir animales con modificaciones genéticas, cuyas producciones

permitan ofrecer resistencia a ciertas enfermedades (Madrid-Bury, 2014).

Recoleccion de material espermatico

Existen diferentes métodos para la extraccion de semen de machos bovinos, cada uno
tiene sus ventajas y desventajas, pero al final lo mas importante es realizar esta practica
de la manera mas adecuada posible cuidando siempre la integridad del animal donante
y la del técnico encargado de la practica; las metodologias mas utilizadas en la actualidad

se listan a continuacion.

Método de la Vagina artificial

Este método consiste en un tubo cilindrico de plastico resistente, con un diametro de 7
centimetros y de 35-40 centimetros de largo, este tubo es recubierto por una camisa de
goma eléstica (liner), esta se dobla sobre los extremos del tubo, formando una especie
de camara sellada, sirviendo para guardar la temperatura (45-60°C) y aire, con el fin de
obtener las condiciones mas similares a las de una vagina bovina, para lograr la

eyaculacion del semental (Figura 3).
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Figura 3. Vagina atrtificial

Para el proceso de recoleccion de semen por este método, consiste en utilizar para
la monta un sefiuelo, que bien puede ser una vaca, un maniqui, incluso un bovino
macho, es necesario un proceso de entrenamiento de los sementales donantes,
para recolectar semen de mayor calidad. Es importante cuidar aspectos de higiene
y estimulo del semental para la correcta recoleccion, en este sentido se apoya con
el método mas efectivo para la estimulacion del semental, para que este monte y
desviar el pene tomando con la palma de la mano la piel del prepucio son tocar la
mucosa del pene, colocando la vagina artificial sobre el pene siguiendo los
movimientos del animal esperando el golpe de rifidbn para la eyaculacion del

semental (Figura 4).

Figura 4. Recoleccion de semen con vagina artificial.
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El semen se colecta en tubos graduados falcén preferentemente, midiendo directamente
el volumen total y el color del eyaculado, debe protegerse de los rayos directos de sol,
para cuidar la integridad de los espermatozoides y analizar inmediatamente después,
motilidad, vitalidad, morfologia y concentracién para ser diluido y criopreservado si fuera
el caso (Arieta-Roméan et al., 2014).

Ventajas y desventajas de la vagina artificial

La principal desventaja es que este método requiere de animales doéciles y entrenados

para una recolecta de calidad.

La ventaja radica en que esta técnica responde al hecho de obtener eyaculados muy

limpios y con baja contaminacién cuando es realizada de manera correcta.
El bajo costo del equipo es otra de las ventajas que ofrece este método.

Se pueden hacer observaciones de libido sexual y excitacion de los sementales

seleccionados como donantes bajo esta metodologia.

Método del Electroeyaculador

La técnica de electroeyaculacion permite la obtencion de semen de toros sanos que no
aceptan la utilizacion de la vagina artificial como método de coleccion, debido a que para
esto es necesario una capacitacion previa del semental y de aquellos en se es imposible

la realizacion de la monta, por problemas en las patas de los animales.

En este método de colecta de material espermatico se utiliza un electroeyaculador,
siendo este un electrodo en forma de bala que va conectado a una bateria (Figura 5), la
cual genera pulsaciones ritmicas de energia con carga no mayor a los 20 voltios y entre

0 y 1000 miliamperios (Brito y Reinoso, 2017).
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Figura 5. Electroeyaculador

El electrodo es introducido por el recto, colocado sobre la ampolla y las glandulas
visuclares. El electrodo debe ajustarce contra el ano, para que de esta manera se aplique
el estimulo eléctrico sobre los centros nerviosos que producen la ereccion y la
eyaculacion. Al incio del estimulo la intensidad de los estimulos debe ser minima,
aumentando paulatinamente hasta que se produzca la eyaculacion, cada onda de energia
tilizada en el estimulo debe durar dos segundos, aplicando entre 5 y 10 estimulos por

cada grado de intensidad (Galina y Valencia, 2009).

Es importante preparar al animal previo a la estimulacion eléctrica, limpiando la zona
peneana, recortando el vello prepucial y realizando un lavado prepucial con solucién
salina y antibiético (gentamicina), para evitar contaminacion del material espermatico.

Ventajas

e No se necesita de vacas en celo o maniqui para que el animal monte.
e No es necesaria la voluntad del animal en el momento de la colecta seminal.

e Es muy util en sementales que padecen de enfermedades que les impida la monta.
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Desventajas

e Es considerado un método doloroso. Aplicado sin anestesia ha sido prohibido en el
Reino Unido y varios paises europeos.

e Es necesario que el técnico encargado de la practica cuente con experiencia
manejando y recolectando material espermatico bajo esta metodologia.

e El equipo necesario es mas costoso que la vagina artificial.

7.2.1 Criopreservacion de semen

La criopreservacion de semen bovino es una de las biotecnologias de mayor importancia
en el area de la reproduccion bovina, buscando promover la conservacion de
germoplasma de machos con alto nivel genético, por tiempo indeterminado. Esta
biotecnologia se asocia principalmente a la inseminacién artificial, representando un
mecanismo eficiente para la promocién de material genético de alta calidad y el proceso
se desarrolla bajo los siguientes pasos: colecta, evaluacion del semen, célculo del
namero de pajillas posibles, dilucion del semen al volumen requerido y finalmente el

proceso de criopreservacion (Ribeiro-Peres et al., 2014).

La funcidén y la fertilidad espermatica han sido estudiadas y descritas sobre los efectos
de la criopreservacion particularmente en bovinos. Bajo estos estandares de estudios se
han desarrollado un gran niumero de protocolos de congelacion, debido principalmente a
las diferencias observadas entre especies, como respuesta a las tasas empleadas de
congelacion y descongelacion. Por estas circunstancias, las técnicas y procedimientos
actuales deben ser validados empleando el semen de las especies de interés, para de
esta forma lograr su conservaciéon a largo plazo sin afectar significativamente su

capacidad fecundante (Medina-Robles et al., 2007).

La colecta de semen puede ser mediante vagina artificial (VA), utilizada con animales que
han sido adiestrados previamente para poder ser utilizada, o bien por Electroeyaculador,

el cual se utiliza con animales sin adiestramiento y consiste en introducir un electrodo via
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rectal, para estimular las glandulas accesorias de aparato reproductor y de esta manera

recolectar el semen eyaculado.

La evaluacién del semen incluye la determinacion del volumen, color, la motilidad (masal
e individual progresiva) y la morfologia. Con esta informacion se calcula el numero de
espermatozoides viables en la muestra. Después se divide este nUmero por el nimero
deseado por pajilla (generalmente de 20 millones) y se calculan el total de pajillas posibles
con el semen obtenido. También se calcula el volumen de diluyente que se requiere para
ese numero de pajillas. El diluyente que se aflade para congelacién generalmente es del
tipo TRIS (buffer), y debe contener sustancias idénicas o no iénicas que mantengan la
osmolaridad del medio (TRIS), una fuente de lipoproteina de alto peso molecular (yema
de huevo, leche descremada, lecitina de soya), una fuente de energia como fructosa o
glucosa, y un crioprotector. Existen varios tipos de crioprotectores: Los que penetran la
membrana como son el 1,2-Propanodiol (PROH), el Dimetilsulfoxido (DMSO), el Etilén-
Glicol (EG) y el Glicerol; los que no penetran la membrana como, Sacarosa, Glucosa,
Dextrosa, Polivinil-pirrolidona (PVP), Dextran, Polietilen-glicol (PEG). de estos el mas
utilizado para la criopreservacion de semen bovino es el glicerol a una concentracion final
en el diluyente del 7% (Palmer et al., 2005).

El semen diluido debe iniciar una curva de frio lenta para que éste llegue a 5 °C en un
lapso no mayor de 4 h, durante este tiempo el crioprotector penetra las membranas del
espermatozoide para protegerlo de los dafios que se generan durante la criopreservacion
y la descongelacion. Después de alcanzado el equilibrio, se congela el semen en vapores
de nitrégeno liquido (-120°C) por un lapso de 20-30 minutos y luego se sumergen las

pajillas en el nitrogeno para ser almacenadas (Palmer et al., 2005).

La sobrevivencia espermatica después de la crioconservacion esta ligada a la tasa de
congelacion y descongelacion, y especialmente de la temperatura a la cual las células
son enfriadas antes de ser sumergidas en nitrégeno liquido. Estudios previos (Medina-
Robles et al., 2007) han reportado que uno de los factores criticos para la sobrevivencia
de las células después de la congelacion, es evitar la formacion de cristales de hielo

intracelular, por medio de una deshidratacion adecuada antes de su sumergimiento en
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nitrogeno liquido, lo cual también esta estrechamente relacionado con bajas tasas de

enfriamiento que permite un mayor flujo de agua intracelular (Medina-Robles et al., 2007).

7.2.2 Inseminacion Artificial

La inseminacion artificial (IA) puede definirse como la biotecnologia para la aplicacion de
semen en el tracto genital de una hembra en el momento efectivo para la fecundacion
(Figura 6). Respecto al origen de la IA, existen historias indocumentadas de la obtencion
por los arabes de esperma a partir de yeguas servidas pertenecientes a grupos rivales, y
Su uso en la inseminacion de sus propias yeguas. Un crecimiento fenomenal de la IA en
bovinos lecheros, ocurrio en los afios 40°s en los Estados Unidos, cuyos procedimientos
desarrollados fueron establecidos mundialmente. Desde entonces, la IA ha sido utilizada
como el principal vehiculo para dispersar rapidamente genes de valor dentro de la
poblacién, con el fin de mejorar la calidad genética de los hatos. El constante nivel de
progreso genético en el ganado lechero en paises desarrollados ha estado determinado,
ademas de la seleccion, por el avance en la tecnologia de la IA y su rapida aceptacion
para establecer genes de interés productivo en las poblaciones lecheras (Giraldo, 2007).

Figura 6. Esquematizacion de la IA en bovinos
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7.2.3 Transferencia de embriones

Los productores de ganado en el mundo aprecian las ventajas de la IA, la implementacién
de esta tecnologia en ranchos productores de leche es una opcion de seleccion genética
que ha resultado en un incremento en la produccién de leche por animal. Aunque la IA
es quizas la biotecnologia mas eficiente de acuerdo a su costo hasta el momento, la
contribucién genética materna permanece sin explotar. Por el contrario, cuando se aplica
la transferencia de embriones, la parte materna tiene una considerable influencia sobre
las tasas de respuesta genética. La implementacién de esta tecnologia permite acelerar
la mejora genética con la contribucion de ambos sexos. Ademas, los productores
comerciales tanto de ganado productor de carne como de leche se pueden beneficiar con
programas de transferencia de embriones bien disefiados, con criterios de seleccion

apropiados a su medio ambiente y objetivos individuales (Colazo y Mapletoft, 2017).

La transferencia de embriones es una herramienta para el mejoramiento genético del
ganado y tiene como objetivo incrementar la tasa reproductiva de las hembras de alto
valor genético. La transferencia de embriones consiste en inducir un embrion (Figura 7)
en etapa de preimplantacion en el Utero de la hembra denominada receptora, la cual se
encargara de gestarlo y llevarlo al nacimiento, el embrion transferido puede ser fresco o
congelado, esta técnica consiste en un tratamiento hormonal que se aplica a las hembras
donadoras para inducir la maduracién y ovulacion de un gran namero de 6évulos

(superovulacién) (Palomino-Martorell, 2000).

La congelacion de células embrionarias tiene por objeto interrumpir el metabolismo de
forma reversible permitiendo de ese modo, su conservacion durante un tiempo indefinido
en estado solido, manteniéndose la viabilidad del embrién después de la descongelacion.
La supervivencia depende esencialmente de las condiciones de cambio de fase del agua
celular y de la eficacia de los crioprotectores. Con el uso de crioprotectores como el
etilenglicol y el glicerol se podran definir nuevas estrategias, tanto en la congelacién de
embriones como en el programa de transferencia de embriones en el ganado bovino
(Colazo y Mapletoft, 2017).
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7.3 Agentes infecciosos
7.3.1 Brucelosis bovina (Brucella abortus)

Agente etioldgico

La brucelosis en bovinos es una enfermedad causada por Brucella abortus, (Figura 8)
éste bacteria es un cocobacilo, aerdbico, Gram negativo, intracelular facultativo, no
moéviles, se conocen hasta 7 biovariedades de este microorganismo; en el area pecuaria
las mas importantes son B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. neotomae, B. ovis y B. canis.
El huésped de mayor importancia de B. abortus es el ganado bovino, con una distribucion
de caracter mundial, esta bacteria es una de las principales causas de abortos e
infertilidad en ganado bovino durante la segunda mitad de la gestacion, se suele transmitir
por contacto con la placenta, el feto, los liquidos fetales, descargas vaginales, orina y
semen de los animales infectados (Valera et al., 2005).
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Figura 8. Brucella abortus

En México, la brucelosis sigue siendo el principal problema zoosanitario que aqueja la
ganaderia nacional, el problema de esta enfermedad es su identificacion y la
cuantificacion de casos positivos. En la actualidad no existen datos disponibles sobre la
prevalencia real en ganado bovino. La brucelosis estd ampliamente distribuida teniendo
mayor incidencia en la zona sureste y una menor proporcion es reportada en la zona

norte del pais (Evangelista et al., 2003).

Epidemiologia

La brucelosis bovina es debida principalmente a la especie Brucella abortus, incluso otros
animales mamiferos, entre ellos el hombre, corren el riesgo de ser susceptibles de
contraer esta enfermedad e intervenir en la persistencia y la transmision. B. abortus tiene
7 biovariedades reconocidas entre las cuales destacan 1, 2, 3, 4, y 9 siendo estas las
mas reportadas. La biovariedad 1 destaca con mas frecuencia en américa latina. La
brucelosis bovina se describe practicamente en todos los paises donde se explota el
ganado bovino, pero algunos paises del norte y del centro de Europa, Canada, Japon,
Australia y Nueva Zelanda se consideran libres. En Europa, 12 paises fueron declarados

oficialmente libres de brucelosis bovina, ovina y caprina en el afio 2012. Estados Unidos
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tiene declarado a todos sus estados como libres de brucelosis bovina, persistiendo

solamente en algunos casos de animales salvajes (Diaz-Aparicio, 2013).

Los rumiantes en general son susceptibles a B. abortus, lo cual tiene mayor relevancia
donde se practican programas de erradicacién como es el caso de México, la infeccién
con esta bacteria se debe a la introduccion de animales infectados, otro factor que influye
en mayor medida en la diseminacion de la enfermedad es el aborto de las vacas dentro

de los establos o corrales (Diaz-Aparicio, 2013).

Prevalencia

La prevalencia como la incidencia de la brucelosis tiene distintas variaciones geogréficas
importantes. Las zonas de mayor prevalencia corresponden a la region del Mediterraneo,
Asia occidental, algunas partes de Africa y América (México, Brasil, Pert, Argentina,
Colombia y Estados Unidos), en donde la especie de mayor difusion es B. melitensis,
seguida de B. abortus, siendo esta especie la que mayores problemas ocasiona en la

ganaderia bovina de México (Diaz-Aparicio, 2013).

Transmision

La principal via de entrada de la bacteria es la oral por la ingesta de alimentos o agua
contaminada, por secreciones o restos de abortos de vacas infectadas, también se da
contaminacion a través de la monta natural o con la inseminacion artificial, utilizando
semen contaminado, adicionalmente se han reportado transmisiones a través de lamidos
de las secreciones vaginales, los genitales, los fetos abortados e incluso los becerros
recién nacidos de vacas infectadas. La leche es la via natural de eliminacion de Brucella
en las vacas infectadas y es trascendental en la transmision al becerro. De esta manera
en los establos de la industria de la leche, como forma de contagio se debe tomar en
cuenta el ordefio mecanico, debido a que se puede dar una contaminacion a través del

equipo utilizado para la ordefia (Diaz-Aparicio, 2013).
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Patogénesis

Las especies de Brucella son patégenos intracelulares facultativas, propieda que las
mantiene protegidas de la accion de los antibioticos y de los mecanismos defensores
provenientes de los anticuerpos, esto justifica la naturaleza crénica de la infeccién ya que
son capaces de adherirse, penetrar y multiplicarse en distintas células eucariotas
fagociticas y no fagociticas. Cuando estas bacterias penetran en el organismo pueden
ser fagocitadas por los macrofagos y los polimorfonucleares (PMN) como parte de la
inmunidad innata. Cuando no son eliminadas llegan directamente a los ganglios linfaticos
invadiendo desde alli el torrente sanguineo, donde son fagocitadas por los PMN y
macrofagos circulantes, transportadas de esta manera a diferentes 6rganos donde
pueden sobrevivir y multiplicarse dentro de las vacuolas de los fagocitos. Los
mecanismos de ingreso de la bacteria a las células no son lo suficientemente claros, pero
se presume que las proteinas de membrana externa podrian participar en el proceso de
ingreso, mediante receptores tipo manosa o integrinas. Las células placentarias son ricas
en receptores de manosa y un factor de crecimiento conocido como eritrol, presente en
tejidos placentarios animales, lo que explica la avidez de Brucella por estos sitios (Castro
et al., 2005).

Cuadro clinico

El cuadro clinico y la evolucion de la infeccion varia en funcion de la especie animal
afectada. En el caso especifico de los mamiferos como los bovinos y en el ganado porcino
la manifestacion clinica es el aborto en hembras gestantes y la infertilidad de los machos
(Figura 9). En el hombre presenta una gran tendencia a la cronicidad y se caracteriza por
fiebre y localizacion de las bacterias en distintos tejidos como las articulaciones, sistema

nervioso, endocardio incluso los huesos (Castro et al., 2005).
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Figura 9. Signos clinicos de Brucella abortus

Diagnostico

En la actualidad existen diferentes métodos de diagndstico para la brucelosis bovina, el
diagnéstico oficial se realiza por medio de pruebas seroldgicas, como la prueba de Rosa
de Bengala al 8% como una prueba tamiz; la prueba de Rivanol y la prueba de fijacién
del complemento como pruebas confirmatorias, asi como también la prueba de
inmunodifusion radical (IDR), la cual permite distinguir entre animales infectados y los
animales vacunados con la cepa lisa de B. abortus S 19; cabe mencionar que los
animales vacunados con la cepa rugosa de B. abortus RB51 no son detectados por esta
prueba. El aislamiento bacteriol6gico es la prueba confirmatoria; sin embargo, esta solo

puede realizarse en laboratorios altamente especializados (Suarez et al., 2012).

El diagnéstico de certeza es establecido aislando el microorganismo a partir de cultivos
de sangre, médula 06sea u otros tejidos. Los métodos serolégicos solo aportan un
diagnostico presuntivo (Castro et al., 2005).

Procedimiento de laboratorio
Métodos directos:

Se basan en la evidencia de la bacteria o de sus componentes propiamente en los tejidos

de los animales, el diagnéstico definitivo requiere el aislamiento de la bacteria,
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frecuentemente a partir de hemocultivos. La técnica mas utilizada es la de Ruiz de
Castafieda (1961).

Para el estudio de presencia de antigenos de Brucella en distintos tejidos, se emplean
meétodos de ELISA, Inmunofluorescencia directa, hemaglutinacion reversa y reaccion en

cadena de la polimerasa (Castro et al., 2005).
Métodos indirectos:

Las dificultades mostradas en los distintos estudios sobre el aislamiento de Brucella a
partir de los distintos tejidos hacen que los métodos de diagnostico mas utilizados sean
los indirectos. Existen diferentes pruebas que estan destinadas a detectar no solo a los
individuos o animales infectados, sino que diferencian los infectados de los vacunados,
asi como también detectar las reacciones cruzadas. La mayoria de estas pruebas de
laboratorio utilizan como antigenos suspensiones de Brucella en fase S o R, segun la
cepa bacteriana. Las células recomendadas en la elaboracion de antigenos son B.
abortus 1119-3 0 99S, estos antigenos permiten detectar anticuerpos anti B. abortus, B.
suis y B. melitensis. Segun Castro et al. (2005) las pruebas seroldgicas mas utilizadas en

el diagnaostico de Brucella son:

e Aglutinacioén lenta en tubos de Wright (SAT): es la mas antigua y la mas utilizada adn
para el diagnéstico de brucelosis animal.

e Pruebas de aglutinacion con y sin 2-mercaptoetanol (2-ME): es una variante de la
anterior que emplea el tratamiento previo con 2-ME como agente reductor que inactiva
los anticuerpos de clase IgM.

e Reaccién de Huddleson: es una reaccion rapida de aglutinacion en placa.

e Prueba de Rosa de Bengala: es una prueba rapida en placa utilizada como tamiz.

e Antigeno Tamponado en Placa (BPA): es otra de las pruebas tamices que se realizan
en placa.

e Prueba de Coombs: prueba de aglutinacion en tubo que permite detectar tanto
anticuerpos completos como incompletos.

e Fijaciébn de complemento: prueba altamente especifica y es la prueba de referencia

internacional.
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e Inmunofluorescencia indirecta: es una prueba de interaccién primaria.

e ELISA: es una técnica muy sensible, especifica y versatil, emplea pequefias
cantidades de suero, dando resultados buenos aun en presencia de hemalisis.

e Polarizacién de fluorescencia (FPA): técnica que puede realizarse en sangre entera y
leche.

e Prueba de inmunodifusion en agar (IDAG): técnica de doble difusién en geles.

e Los métodos sugeridos por la Organizacion Mundial de la Salud Animal para el estudio
de brucelosis en los bovinos son: BPA, Rosa de Bengala, Fijacion de complemento, y
ELISA (Castro et al., 2005).

Prevencion y control

La vacunacion tiene que ser considerada como una herramienta importante para evitar
la transmision de la brucelosis entre los animales. En México la vacuna RB51 y la cepa
19 son consideradas en la norma para su uso en la prevencion de la enfermedad en
bovinos. Sin embargo, el uso solamente de vacunas no es suficiente para el control de la
enfermedad, sobretodo en lugares donde la prevalencia a brucelosis es muy alta. El
control de la brucelosis requiere de medidas de bioseguridad adicionales como son el
monitoreo serolégico continuo, con la finalidad de ser oportuno en la identificacion de
animales que comienzan con la enfermedad y evitar de esta manera que contagie a otros
animales sanos. Es de suma importancia considerar el diagndéstico a los animales
destinados al remplazo bovino antes de ser introducido a los establos o corrales y

cuarentena a los mismos para desarrollar un control eficiente (Suarez et al., 2012).

7.3.2 Tuberculosis bovina (Mycobacterium tuberculosis)

Agente etiolégico

La tuberculosis en los bovinos es una enfermedad bacteriana infecciosa-contagiosa en
rumiantes causada por Mycobacterium bovis, esta especie pertenece al género

Mycobacterium y se caracteriza por ser un bacilo Gram positivo y acido resistente (Figura
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10). Uno de los grandes grupos de este género es el complejo Mycobacterium
tuberculosis al cual pertenecen M. bovis, M. tuberculosis, M. microti y M. africanum.
Todas estas especies son patdégenas y agentes etioldgicos de tuberculosis en mamiferos.
En general esta especie bacteriana afecta al pulmén, pero puede alojarse y afectar

cualquier 6rgano del bovino (De Ward, 2005).

Kaufmann, 2005
Figura 10. Mycobacterium bovis (color naranja)

Epidemiologia

En América Latina y el Caribe existe una poblacion bovina de alrededor de 300 millones
de cabezas de ganado, 80 millones de estos animales se localizan en paises donde la
tasa de infeccion por M. bovis va de muy baja a nula. Los restantes 220 millones se
encuentran en paises con una moderada a alta prevalencia o simplemente no hay
informacion reciente disponible. Argentina y Brasil, tienen poblaciones de ganado con
prevalencias estimadas superiores al 1% y en conjunto llegan a albergar 3,500,000
bovinos infectados. Las infecciones tuberculosas en bovinos existen en la mayor parte
de los paises de América Latina y el Caribe, con variables importantes especialmente en
el ganado dedicado a la industria lechera; cabe resaltar que en todos estos paises existen

campafas de control y vigilancia (Rivera 'y Giménez, 2010).

Mycobacterium bovis tienen un rango muy amplio de hospederos, tradicionalmente las

investigaciones han estado centradas en las contaminaciones del ganado productivo
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como los bovinos, ovinos y caprinos y el ser humano por ser una bacteria con
caracteristicas zoongticas. La epidemiologia de la infeccién por M. bovis es descrita por
dos de sus hospederos: los de manutencion y los incidentales. Siendo los primeros
capaces de infectar, enfermar y diseminar la bacteria a otros individuos susceptibles,
permitiendo de esta manera el arraigo de la infeccion en sus poblaciones. Los hospederos
incidentales son capaces de infectarse y cursar con la enfermedad, pero la diseminacion
a otros individuos es infrecuente, estos requieren de una fuente externa de infecciéon para
mantener la enfermedad en la poblacién, el ser humano se encuentra en este grupo. Del
total de especies susceptibles a M. bovis solo unas cuantas corresponden a hospederos
de manutencién y la gran mayoria se clasifican como hospederos incidentales, en estos
ultimos su infeccion es probablemente una consecuencia de los sistemas de manejo y de
la oportunidad que estos sistemas ofrecen para una transmision mas eficiente del
patégeno. Los factores de riesgo con esta enfermedad estan més asociados a las
explotaciones lecheras que a los hatos productores de carne, debido a las condiciones
intensivas de manejo y las mayores exigencias productivas sobre los animales (Abalos y
Retamal, 2004).

Prevalencia

En México se cuenta con una campafa de control y erradicacion y en el afio 2012, el 82%
del territorio nacional tenia una prevalencia menor de 0.5% de tuberculosis bovina.
Existen mejoras en el control de esta enfermedad, en el afio 2008 se tenia un 69.84% del
territorio nacional reconocido con baja prevalencia y en el afio 2011 se alcanzo el 83.12%

del territorio nacional en fase de erradicacion (SAGARPA, 2012).

Transmision

La principal via de ingreso de la infeccion con esta bacteria es mediante la introduccién
de animales en este caso bovinos enfermos o portadores de la enfermedad bacteriana.

Debido a que el sistema respiratorio es la principal ruta por la cual ocurre y se disemina
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la infeccion, el contacto directo de nariz con nariz y el uso compartido de bebederos y
comederos son factores de gran riesgo que aumentan proporcionalmente con el tamafio
del hato y la concentracion de los animales. Todos los bovinos infectados son una
potencial fuente de diseminacién de la enfermedad; la importancia de la via aérea en la
transmision se explica por la baja dosis infectiva que requiere M. bovis en el tejido
pulmonar, con la posibilidad de que una sola bacteria sea la causante de una infeccion

efectiva en el bovino a través de esta ruta (Abalos y Retamal, 2004).

Patogénesis

Dentro de la patogenia de la tuberculosis, se tiene que diferenciar si se trata de una
primera infeccién, donde la bacteria toma contacto por primera vez con un organismo, o
bien de un fenédmeno postprimario, en la cual ha existido un contacto previo y por tanto
el animal presenta inmunidad. En el proceso primario, la penetraciéon se realiza de forma
prioritaria por via aérea, transportada por microparticulas o aerosoles. La via oral, aunque
es menos importante, también es una via de entrada del microorganismo, queda
restringida de forma casi exclusiva a terneros lactantes. Las micobacterias son
fagocitadas por los macréfagos que se encuentran en la superficie de las mucosas
respiratorias o digestivas, siendo incapaces de lisarlas en la mayoria de las ocasiones.
En la zona de penetracion del agente patégeno se producird una lesion muy simple
consistente en una pequefia zona necrética, que alberga bacilos vivos y muertos,
rodeada de una capa de macrofagos. A partir de esta localizacibn primaria, las
micobacterias son drenadas hasta los ganglios linfaticos regionales donde desarrollaran
lesiones analogas, transcurridos entre 10-15 dias desde el comienzo del proceso, se
desarrollard un fendbmeno de inmunidad mediada por células que desencadenan
importantes transformaciones tanto morfolégicas como funcionales en los macréfagos
(Pérez et al., 1992).
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Cuadro Clinico

La tuberculosis bovina es un proceso con gran variabilidad de cuadros clinicos. En el 90%
de los bovinos la infeccion comienza en los pulmones, donde se localiza el foco primario
gue pasara por distintos estadios, hasta invadir todos los 6rganos. De esta manera las
lesiones por tuberculosis se observan en intestino, higado, estomago, bazo, érganos
genitales, sistema nervioso central, piel, huesos y musculo. La sintomatologia varia
segun el 6rgano donde predomine la infeccion. De esta forma el cuadro clinico puede
cambiar de un animal a otro, pero en general aparece una fiebre fluctuante, infarto
ganglionar regional; sin dejar pasar el punto de vista médico y econdémico. La tuberculosis
uterina y mamaria producen pérdidas por abortos, reabsorciones embrionarias,

infertilidad y disminucién de la secrecion lactea (Galvan et al., 1992).

Diagnostico
Clinico
La tuberculosis suele ser dificil de diagnosticar basandose solamente en los signos

clinicos, en paises desarrollados pocas infecciones presentan sintomas, la mayoria se

diagnédstica mediante andlisis o se detecta en frigorificos.

Diagnostico diferencial

Este tipo de diagnéstico incluye pleuroneumonia contagiosa bovina, neumonia por
Pasteurella o Corynebacterium pyogenes, neumonia por aspiracion, pericarditis
traumatica, linfadenitis caseosa o melioidosis en rumiantes pequefios e infeccién cronica

atipica por fasciola hepatica (De Ward, 2005).

Analisis de laboratorio

En el ganado bovino vivo la tuberculosis se diagndstica generalmente con la prueba de

campo de la tuberculina; esta se inyecta por via intradérmica, siendo positiva cuando se
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produce una reaccién de hipersensibilidad retardada o inflamacién (Figura 11). La prueba
se puede realizar utilizando tuberculina bovina solamente, o como prueba comparativa
para distinguir reacciones de M. bovis, de reacciones por mico bacterias ambientales (De
Ward, 2005).

s N,

Figura 11. Bovino positivé a la prueba de tuberculina

Prevencion y control

En general no se realiza en la actualidad ningun tratamiento en animales infectados por
no ser redituable, la tuberculosis necesita un tratamiento con 3 o0 4 drogas diferentes por
un periodo de seis meses lo cual genera un costo considerable. Todavia no hay una
vacuna eficiente para prevenir la tuberculosis bovina. La estrategia basica para el control
y la eliminacion de la tuberculina bovina es la tuberculizacion del ganado y el sacrificio de
los animales positivos. Las medidas preventivas involucran un control efectivo de
movimiento de los animales. Cuando se introducen animales nuevos en las unidades de
produccion, estos deben tener una prueba de tuberculina reciente para descartar que no
esté infectado (De Ward, 2005).
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7.3.3 Campilobacteriosis bovina (Campylobacter fetus)

Agente etioldgico

La campilobacteriosis bovina es una de las enfermedades asociadas a la infertilidad,
repeticion de celos y abortos ocasionales. Es de transmisién venérea y afecta a todo tipo
de ganado tanto productor de leche como de carne. El agente etiolégico es
Campylobacter fetus (Figura 12), siendo una bacteria mévil, bacilo Gram negativo en
forma de S. Existen dos subespecies, C. fetus subsp venerealis y C. fetus subsp fetus,

siendo esta ultima la de mayor importancia en el ganado bovino (Repiso et al., 2005).

Escudero, 2016~

Figura 12. Campylobacter fetus.

Epidemiologia

Esta bacteria es de distribucion mundial, con afinidad para desarrollarse en el tracto
entérico de los animales: mamiferos, aves, reptiles e incluso insectos, siendo estos

ultimos considerados como vectores mecanicos. Diversos estudios demuestran que la
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campilobacteriosis se considera integrante de los microorganismos intestinales normales
de los animales. Si bien existe un nimero variado de especies del genero Campylobacter
gue habitan tanto el aparato digestivo como el genital, también se conocen enfermedades
especificas relacionadas a esta bacteria con importancia en la produccion animal
(Chiaparrone et al., 2016).

Prevalencia

En el estudio realizado por Tous et al. (2007) se describe que no existen investigaciones
gue determinen la prevalencia precisa de microorganismos como Campylobacter que
tienen importancia como agentes asociados a las afecciones reproductivas en bovinos.
El mismo autor determina con su investigacién que aproximadamente el 15% de los hatos
de zonas lecheras pueden considerase afectados por Campylobacter, y lo corrobora en
su investigacion, el cual durante el estudio presenté una prevalencia del 1.8%; este ultimo
dato adquiere vital importancia teniendo en cuenta que Campylobacter produce pérdidas

de 15 a 25% de las crias durante la gestacion (Tous et al., 2007).

Transmision

El agente se transmite de forma venérea a través de la monta directa o el semen
contaminado, esto debido a que el agente se encuentra en la mucosa del prepucio. En
raros casos, pero con posibilidades altas suele transmitirse por la ingestion de material
en contacto con fetos abortados, anexos y placenta. Otra via de transmisién y no menos
importante es la via lactea, las hembras enfermas pueden excretar por esta via la bacteria
y ser una fuente de transmision importante sobre todo en los hatos productores de leche,

cuando no se tiene las medidas de higiene y prevencion adecuada (Moreno et al., 2014).
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Patogénesis

El mecanismo principal de patogenicidad es la invasion de la mucosa intestinal, esta
bacteria habita las criptas prepuciales del toro y en la hembra la mucosa del utero, cérvix
y vagina; en las hembras la infertilidad esta relacionada con la restriccién de oxigeno que
provoca el ingreso de C. fetus en el Utero, la accion de las mucinas que despolimeriza el

moco vaginal y por la endometritis mucopurulenta subaguda (Bove et al., 2015).

Cuadro Clinico

La principal manifestacion clinica de la campilobacteriosis bovina es la infertilidad,
repeticion de celos, ciclo estral largo, bajos porcentaje de gestacién, mortalidad
embrionaria y abortos en las hembras bovinas (Figura 13), caso muy diferente al semental
bovino que se presenta como portador sano de esta enfermedad y su capacidad
reproductiva no se ve afectada. Campylobacter fetus tiene preferencia por alojarse en las
criptas prepuciales del toro; estas aumentan en namero y medida con la edad del
semental, por lo cual, los sementales mas viejos tienen un rol importante en la transmision

de la enfermedad (Moreno et al., 2014).

Figura 13. Fetos abortados a causa de C. fetus.
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Diagnostico

Se puede realizar en machos como en hembras, en los fetos y a través del semen fresco
o congelado, para realizar el diagndéstico se utiliza la técnica de Inmunofluorescencia
directa (IFD) como método de “screening”, también se utiliza el método de aislamiento
por cultivo de C. fetus. Los materiales de eleccion para hacer el diagnéstico es el raspado
prepucial, mucus vaginal, pulmén y cuajo de fetos, asi como también es utilizado con
frecuencia semen fresco o congelado. La desventaja de la técnica IFD es no diferenciar

las subespecies de la campilobacteriosis (Repiso et al., 2005).

Prevencion y Control

La implementacion adecuada de programas de inseminacion artificial, con semen libre de
patdgenos, evita la entrada de la enfermedad y controla los brotes (Fort et al., 2003). Es
recomendable cuarentenar y muestrear a los toros que vayan a ser usados por primera
vez para el servicio, asi como a los animales recién llegados a la explotacién. En el caso
de las vacas, se recomienda la eliminacion de las que presenten trastornos o
anormalidades en el tracto genital y en el caso de aquellas expuestas, indicar reposo
sexual durante tres meses. Es recomendable muestrear dos veces al afio los toros usados

para la monta y una vez al afio el semen usado para inseminacion (Rossanigo, 1998).

El uso de la bacterina es recomendado sobre todo en los casos donde no se use la

inseminacion artificial; la vacuna provee una inmunidad de un afio aproximadamente.

En el caso de animales créonicamente afectados, la bacterina permite eliminar la
colonizacion del tracto genital, en este caso se recomienda al mismo tiempo el uso de
antibioterapia (Fort et al., 2003).

Con el objetivo de mantener el rebafo libre de campilobacteriosis se recomendaba
vacunar a las hembras entre tres y cuatro meses antes de la temporada de monta, pero
estudios recientes muestran que, haciéndolo 10 dias antes, se logra aumentar en un 95%

la tasa de prefiez. Algunos autores no recomiendan el uso de la vacuna en toros; sin
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embargo, otros estudios sugieren que la vacuna provee proteccion de la colonizacion en
machos, asi como la recuperacion rapida de toros infectados, por lo que se sugiere el uso
de la vacuna (Fort et al., 2003).

7.4 Principales métodos de diagnéstico bacteriano

7.4.1 Métodos Indirectos

En este tipo de métodos es necesario la demostracion de la huella que el agente

patogeno ha dejado en su contacto con el sistema inmune del animal afectado.

Pruebas de microaglutinacion (MAT)

Esta técnica de aglutinacion microscopica se fundamenta en la confrontacion del
antigeno con el suero problema. Inicia con una dilucion del suero de 1/50, con sucesivas
diluciones geométricas (1/100, 1/200, 1/400, etc.) se establece el grado de aglutinacién
mediante la observacion con la ayuda de un microscopio de campo oscuro, luego de un

periodo de incubacién de dos horas a temperatura ambiente (OMS, 2008).

Pruebas bioquimicas

Estas son pruebas que se utilizan en la identificacion preliminar y con lectura inmediata
como la catalasa y oxidasa; también existen otras pruebas rapidas, con lectura en menos
de 6 h tal y como la hidrélisis del hipurato, la R-galactosidasa (ONPG), las
aminopeptidasas, la uresa y el indol; también existen pruebas basadas en caracteres de
resistencia a ciertas sustancias tal y como optoquina, bacitracina, solubilidad en bilis y

crecimiento en caldo hipersalino.
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En el mercado existen numerosos sistemas o equipos multipruebas con el fin de
conseguir una mayor rapidez en la identificacion de algunas bacterias, todas exigen
condiciones muy precisas de concentracion del indculo, de inoculacién, de incubacion y
de lectura, que si no son tomados en cuenta pueden dar lugar a importantes errores (Bou
et al., 2011).

Prueba de Ensayos por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

Es unatécnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante
un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable, como
cambio de color o algun otro tipo; en ocasiones, con el fin de reducir los costos del ensayo,
Nnos encontramos con que existe un anticuerpo primario que reconoce al antigeno y que
a su vez es reconocido por un anticuerpo secundario que lleva enlazado la enzima
anteriormente mencionada. La aparicion de colorantes permite medir indirectamente
mediante espectrofotometria el antigeno en la muestra. Se usa en muchos laboratorios
para determinar si un anticuerpo particular esta presente en la muestra de sangre de un
animal infectado. aunque el procedimiento es rutinario y sencillo, involucra a un gran
namero de variables, tales como seleccion de reactivo, temperatura, medicién de
volumen y tiempo, que, si no se ajustan correctamente, puede afectar los pasos sucesivos

y el resultado de la prueba (Gottschalk y Taylor, 2006).

7.4.2 Métodos directos

Son aquellos que detectan al microorganismo por microscopia, o por cultivo y los acidos

nucleicos por reaccion en cadena de la polimerasa.
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Cultivo bacteriolégico

Este método contintia siendo el método de diagndstico de eleccidn; permite el aislamiento
del microorganismo implicado, su identificacion, el estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos y facilita la aplicacién de marcadores epidemioldgicos.

Se denomina cultivo al proceso de propagar los microorganismos, proporcionandoles las
condiciones ambientales adecuadas. Los microorganismos en fase de crecimiento
realizan réplicas de si mismos y requieren de los elementos que se encuentren en su
composicidén quimica. Se les debe brindar los elementos nutritivos en forma accesible
desde el punto de vista metabdlico, adema de que requieren los microorganismos que
son cultivados requieren de energia metabdlica con el objetivo de sintetizar
macromoléculas y conservar los gradientes quimicos esenciales a través de sus
membranas. En este método es esencial la correcta eleccién del material y equipo
necesario (Figura 14), asi como del medio de crecimiento y las condiciones de incubacion

(atmosfera, temperatura y nutricion) (Junco y Rodriguez, 2001; Bou et al., 2011).

Figura 14. Material para cultivo microbiano
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Reaccion en cadena de la polimerasa punto final (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica
millones de veces una secuencia especifica de DNA durante varios ciclos repetidos en
los que la secuencia blanca es copiada fielmente. Para ello, la reaccién aprovecha la
actividad de la enzima DNA polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente

el DNA en las células.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una de las técnicas de la biologia
molecular cuyo fin es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de DNA
particular, partiendo de una pequefa parte de este (Figura 15); en teoria es necesario
partir de una sola copia del fragmento de DNA original o molde, para obtener suficiente

material genético que permita una identificacién microbioldgica certera (Herazo, 2013).
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Figura 15. Reaccion en cadena de la polimerasa
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Esta técnica se fundamenta en la propiedad que tienen las DNA polimerasas para replicar
las hebras de DNA, para lo cual se emplean ciclos de altas y bajas temperaturas alternas
para separar las hebras de ADN recién formadas, entre si, tras cada fase de replicacion
y a continuacion, dejar que las polimerasas vuelvan a unirse a los segmentos de ADN

para que vuelvan a duplicarse (Siquira 'y Roca, 2003).

En la actualidad todo el proceso es automatizado con el empleo de un equipo llamado
termociclador, el cual permite calentar y enfriar los tubos de reaccion a la temperatura
necesaria para cada etapa de la reaccion, basandose en la aplicacion del efecto peltier,
gue permite tanto calentar como enfriar los tubos de reaccién simplemente invirtiendo la
corriente eléctrica. Los tubos empleados en la técnica de PCR son de una capa muy
delgada lo cual permite que exista una buena conductividad térmica, permitiendo que se

alcance rapidamente el equilibrio térmico (Herazo, 2013).

Los elementos importantes en la reaccion son el templado o molde (ADN), la enzima, los
oligonucleotidos o primers, los desoxirribonucledétidos trifosfatados (dNTPs: adenina,
timina, citosina y guanina), el iobn magnesio (Mg +), una solucion amortiguadora o buffer
y H20. Todos estos elementos interactian en tres etapas principales de las que se
compone la PCR: desnaturalizacion, hibridacion y extension; todo este ultimo proceso se
realiza en el termociclador. Al final de la reaccion, para corroborar si se amplifico la
secuencia blanco de interés, los productos de la PCR o también llamados amplicones
son analizados en geles de agarosa para confirmar si la reaccion fue exitosa (Tamay de
Dios et al., 2013).

Reaccién en cadena de la polimerasa tiempo real (QPCR)

En la actualidad esta técnica es la mas sensible para la deteccion de acidos nucleicos
(DNA y RNA), La gPCR permite detectar DNA a partir de pequefias cantidades,
amplificadas hasta mas de un billébn de veces. Esta técnica combina la amplificacion y la
deteccién en un mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los
ciclos con una sefial de intensidad de fluorescencia. Posee caracteristicas importantes
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como alta especificidad, amplio rango de deteccion y rapidez en la visualizacién del

producto ya que no es necesario realizar una electroforesis posterior.

Para la amplificacion por PCR en tiempo real ademas de los reactivos que se emplean
en la PCR punto final, es necesario emplear unas sondas o fluor6foros; este hace que
aumente la fluorescencia conforme el producto se amplifica, se combinan los procesos
de amplificacién y deteccion en una sola etapa. Los equipos para llevar a cabo la PCR
en tiempo real incluyen un termociclador y una unidad capaz de detectar sefiales
fluorescentes (fluorémetro) para monitorear el progreso de la reaccion de amplificacion,
asi como un Hardware y un Software para la captura y el analisis de los datos
respectivamente. El termociclador del equipo debe ser capaz de mantener una
temperatura uniforme para todas las muestras y ser lo suficientemente rapido en la
transicion de temperaturas de una etapa a otra (desnaturalizacion del ADN molde,
alineamiento de los oligonucledétidos y sintesis). El sistema fluorométrico consiste en una
fuente de energia para excitar a los fluoréforos (a una determinada longitud de onda de
excitacion) y un sistema de deteccion, que permita monitorear la sefial emitida a una

longitud de onda de emision (Aguilera et al., 2014).

El monitoreo continuo de la acumulacién del producto amplificado durante una qPCR, se
basa en la deteccion y cuantificacion de la fluorescencia de una molécula reportera

(sonda), medida a lo largo de los ciclos (Figura 16).

Existen distintos tipos de sondas para la gPCR, estos pueden ser reversibles (se pueden
unir al ADN mas de una vez) o pueden ser irreversibles (una vez unidas al ADN son

hidrolizadas). Las sondas mas conocidas son:

Sonda SybrGreen

* Se une a cualquier DNA de doble hebra (dsDNA), por lo que es una sonda reversible.
» Su fluorescencia se incrementa unas 1000 veces cuando esta unido al dsDNA.

* Ventajas: Simple, rapida optimizacién, bajo costo.

» Desventajas: Inespecificidad, mayor ruido, no se puede hacer una PCR multiplex en

un mismo tubo de reaccion.
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Sonda TagMan

» Especifica para la secuencia target, tiene un reportero fluorescente en el extremo 5" y
un quencher (apagador) en el extremo 3", cuando el reportero se libera exhibe
fluorescencia, esta sefal es proporcional a la cantidad de producto amplificado; para
poder liberar al reportero es necesario la hidrolisis de la sonda, por lo que es del tipo
irreversible

* Ventajas: Alta especificidad, se puede realizar PCR multiplex.

» Desventajas: costo y optimizacion.

La técnica de PCR en tiempo real usualmente se utiliza para cuantificacion. Los tipos de

cuantificacion que se puede realizar con este método son los siguientes:

+ Cuantificacion absoluta: en base a estandares.
« Cuantificacion relativa: en base a la cuantificacion por estandares de un gen de

referencia.
Una curva tipica de PCR en tiempo real debe tener las siguientes partes:

« Linea base (Background): son los niveles de sefial de fluorescencia durante los
primeros ciclos (lo que se conoce como ruido, no pasa el umbral).

» Ct (threshold cycle): es el primer incremento significativo en la cantidad de producto
de PCR, medido por el aumento de fluorescencia. No significa que no exista
fluorescencia antes, solo que no es detectada por el termociclador.

» Fase logaritmica: incremento exponencial del producto de PCR.

* Meceta: Tope de la amplificacion

Producto ge amplificacion
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700.000
£00.000

500.000
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0
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Ciclos

Figura 16. Producto de amplificacion de qPCR.
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La base del éxito de las técnicas moleculares de deteccion bacteriana (PCR punto final y
gPCR), se basa en el desarrollo de los iniciadores (primers), estos delimitan la zona de
DNA a amplificar y al reconocerlos, la enzima permite iniciar la reaccion. Estos
indicadores son secuencias cortas (18 a 30 nucleétidos) y contienen una Guanina (G) o
Citosina (C) en el extremo 3, el contenido de G/C la composicion base de los iniciadores
debe ser entre 45 y 55% de G/C. La especificidad de los iniciadores depende en gran
medida a su longitud, deben ser disefiados o elegidos de tal forma que tengan una
secuencia unica dentro del DNA que sera amplificado, un iniciador diseflado con una
secuencia altamente repetida dara lugar a productos no deseados (Cortazar et al., 2004).

Altas concentraciones de iniciadores pueden provocar acumulacion de productos no
especificos y aumenta el riesgo de generar un dimero. Los dimeros son sustratos para
PCR y compiten con el producto deseado por la enzima, dNTPs e iniciadores dando como

resultado un bajo rendimiento del producto deseado (Cortazar et al., 2004).

Los iniciadores deben tener todas las caracteristicas mencionadas y una temperatura de
fusion (Tm) similar (Cuadro 1), estos son disefiados para ser complementarios al molde
de DNA, y es recomendable que los iniciadores carezcan de estructuras secundarias o

dimeros y que no exista complementariedad entre si (Rodriguez y Barrera, 2004).

Cuadro 1. Caracteristicas de un iniciador

Tamano Ideal: 20-25 nucleotidos de longitud

General: 18-30 nucledtidos de longitud

Base en el extremo 3’ UnaGounaC

Temperatura de fusién ™ 50-65°C

Contenido de GC 40-60%

Auto-complementariedad Debe ser evitada para no correr el riesgo

de formacion de estructuras secundarias

y los dimeros.

Similaridad 100% de apareamiento con el molde
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Area de estudio y trabajo experimental

El trabajo experimental se desarroll6 en el Laboratorio de Recursos Genéticos
Microbianos, del Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG; Figura 17), del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), la Ciudad de

Tepatitlan de Morelos, Jalisco, México.

Figura 17. Centro Nacional de Recursos Genéticos

8.2 Procesamiento y suministro de semen bovino
Se recolectaron muestras de semen bovino en la region Centro Occidente del Pacifico
de México (Aguascalientes, Jalisco y Nayarit) de 100 sementales bovinos (Bos taurus X
Bos indicus), sexualmente maduros. La colecta de semen se realizd en tubos falcén
estériles graduados con capacidad de 15 ml (Figura 18), mediante estimulaciéon con
electroeyaculador, (The Pulsator IV auto adjust) (Figura 19), previamente, se realizé un
lavado prepucial a base de solucion salina fisioldgica y gentamicina (200 pg/mL).
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Figura 19. Electroeyaculador (Pulsator IV auto adjust).

El semen se analizé macroscopicamente, su apariencia (color) y el volumen total se midio

directamente en el tubo graduado. La cantidad total del eyaculado se diluy6 1:1 (V:V) con
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diferentes crioprotectores elaborados a base de una fuente lipoproteica no penetrante de
membrana (lecitina de soya, leche, yema de huevo), glucosa como fuente energética,
glicerol como crioprotector penetrante de membrana, TRIS (buffer) para mantener la

osmolaridad, dejando también una parte control sin diluyente.

Previo al empajillado se realizdé un andlisis microscépico para evaluar la motilidad total y
progresiva, morfologia, vitalidad y concentracion. Una vez tenidos estos datos se envasoé
el semen manualmente en pajillas francesas de 0.25 mL con el uso un peine de llenado
con capacidad de 20 pajillas, ajustando la carga de espermatozoides a 20 millones por

pajilla, para lo cual se uso la siguiente formula:

Concentracion X Volumen X Motilidad X Vitalidad X Morfologia
Concentracion final de la dosis

Cada pajilla se sell6 con calor (selladora de bolsa plastica PFS-300 Impulser Sealer) y se
empaquetaron en los gobelets identificados con el nombre del semental y el tipo de

diluyente (Figura 20).
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Figura 20. Identificacion de gobelets.
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El proceso de congelacion se inicié con el enfriamiento de las pajillas sometiéndolas a 5
°C durante 4 h, posteriormente se prepar0 una hielera térmica de unicel con nitrégeno
liquido y para continuar con el proceso de congelacion, se colocé dentro de esta hielera
una balsa de unicel de 5 cm de ancho y sobre esta se colocaron los gobelet con las
pajillas, se tapod la caja y se comenz6 con el proceso de congelacion lenta con vapores
de nitrogeno, dejandd pasar en este punto 30 min. Transcurrido el tiempo, los gobelets
se introdujeron en la hielera con el nitrégeno liquido para terminar con el proceso de

congelacion.

Las muestras de semen congeladas fueron colocadas dentro de un termo criogénico
utilizado exclusivamente para conservar material seminal a -196 °C utilizandd nitrégeno

liquido, de esta manera se asegura una temperatura constante.

La evaluaciéon poscongelacion (Figura 21) se realizd por medio de un sistema CASA
SCA® (Computer Assisted Semen Assay V SCA 5.4) se obtuvo el espermiograma basico
(motilidad, concentracion, vitalidad y morfologia). La motilidad y concentracion se evaluo
en una camara Makler® con el médulo de concentracién y motilidad del equipo SCA. La
vitalidad se realiz6 por medio de microscopia de fluorescencia, con los Fluorocromos
Hoescht 33342 y yoduro de propidio, para vivos y muertos, respectivamente, en el médulo
de vitalidad del equipo SCA. Se evalud la morfologia por la tincion SpermBlue® en el
modulo de morfologia en el SCA.

Se registraron las variables de respuesta bajo el esquema de concentraciéon total,
motilidad progresiva, vitalidad, anormalidades primarias y anormalidades secundarias.

Figura 21. Sistema CASA SCA®.
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8.3Disefio de iniciadores (Primers)

Con la finalidad de establecer los blancos moleculares mas empleados en la deteccion
de Brucella abortus, Campylobacter fetus y Mycobacterium tuberculosis se realizé una
revision de literatura dentro de la base de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI).

La seleccion de los blancos moleculares se realizé de acuerdo a funciones diversas en
el metabolismo de cada uno de los géneros y especies que conforman el grupo patdégeno
de interés. Los blancos corresponden a un gen (housekeeping) el cual sera la referencia
de expresion genética basal del patogeno y el siguiente blanco sera un gen reconocido
como factor de virulencia o que esté asociado a una ruta biosintética de componentes

celulares esenciales de los patbgenos.

Se construy6 una mineria de secuencias de referencia en formato FASTA de los blancos
moleculares para el disefio en los extremos de los genes a seleccionar con base a los
datos de NCBI y GenBank.

Se tomaron las secuencias reportadas dentro de la base de datos de genes del NCBI
para los genes seleccionados de Mycobacterium tuberculosis, Brucella abortus y

Campylobacter fetus, los nUmeros de acceso se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Secuencias seleccionadas

Bacteria Gen No. De acceso
GenBank

CP023309, CP023214,
CP007788, CP002932,

virB3
CP000709, CP008756,
Brucella abortus CP019346, CP006897
CP008774, CP016981,
wbkA CP001578, CP017012,

CP000708, CP022875,
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CP023239, CP0O07743,
CP023974, CP023213
CP006992, M650111,
L146331, CP0068331

gltx1

CP0068331, CP0109531,
Campylobacter fetus CP0145681, CP0069992,
16S rRNA CP0004871, CP0088081,
CP0155751, CP0155761,
CP0155771
Mycobacterium tuberculosis JN0346091, LT708304,
CP016402, CP016972,
kasB CP014566, CP010333,
CP003234, F0203507,
HE572590, CP010334
F0203507, HE572590,
NR028879, AJ1311201,
CP010333, NR0252341,
AM412059, CP0120901,
CP01577321, CP010334,
FR878060, F0203510,
CP0007171, CP014617,
CP016401, CP022017,
AP010918, GU142929,
AF410479, CP000479

16S rRNA

Se hizo un alineamiento de las secuencias en lo cual se utilizé la herramienta ClustalW
(Chenna et al., 2003) del software BioEdit®. De acuerdo con los reportes de Sharrocks y
Shaw en 1991 se buscaron en las secuencias regiones consenso de 16 a 25 pb (Chenna
et al., 2003). Una vez localizada las regiones consenso, se realiz6 el disefio de iniciadores

para la obtencion de los genes seleccionados para cada bacteria patégenas (Cuadro3).

La eficiencia de los iniciadores fue analizada de forma virtual, para lo cual fue utilizado el

Primer BLAST, el cual emplea el software Primer 3 para disefiar iniciadores y después
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los analiza en BLAST para evitar la formacion de dimeros de iniciadores, asi como

hibridaciones inespecificas. Alternamente, los iniciadores fueron analizados mediante la

herramienta bioinformética OLigoanalyzer 3.1, se verifico el contenido de G-C, formacién

de dimeros y la determinacion de su Tm, esto con el fin de obtener iniciadores 6ptimos.

Finalmente, los iniciadores se enviaron a sintetizar a la empresa comercial T4 Oligo®

(Irapuato, México), cada oligo sintetizado corresponde a los iniciadores forward y reverse

y la sonda para sistema TAQMAN en PCR tiempo real, los fluorocromos (FF) se eligieron

con base a los canales de deteccion del sistema StepOne Plus™ (Thermo Fisher Sci.

Inc. USA).

Cuadro 3. Descripcion de primers utilizados para las reacciones de PCR.

Bacteria

Brucella abortus

Mycobacterium

tuberculosis

Campylobacter

fetus

Gen
>Ba_WbkA_fw
>Ba_WbkA_Rv
>Ba_WbkA Probe
>Ba_virB3_Fw
>Ba_virB3_Rv
>Ba_virB3_Probe
>Mb-16S_Fw
>Mb-16S_Rev
>Mb-16S_Probe
>Mb-KasB_Fw
>Mb-KasB_Rv
>Mb-KasB_Probe
>Cf-16S_Fw
>Cf-16S_RvV
>Cf-16S_Probe
>Cf-gltX1_Fw
>Cf-gltX1_Rv
>Cf-gltX1_Probe

Primers 5°-3°
GCCACGGGTGCAGTTATCCT
GGGCAGGTCCCCAGAAAACA

TCAAGGGCCAGCGGGGCGGC
CGAGCAGGCGGAACATCTGA
GGCGGCAGCATCGTTCTCTT

TGCCGCATGACCAGCACGATTGG
CTGCCCTGCACTTCGGGATAA
GGCTCATCCCACACCGCTAA
ACGGGATGCATGTCTTGTGGTGGAAAGCGC
CGATTACGCGGGCGATTCAG
GCCCAAGGCGTTGTTGATGG
GCCCAAGGCGTTGTTGATGG
CGAAGAACCTTACCTGGGCTTG
GACAGCCGTGCAGCACCTGT
ACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCT
GCCGCAAAAACAGCAGGTAAGC
TTTCAAGCGAACGGCTGCTGG
GTGATGACGATGTTTTAAGCAATCCCC
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8.4 Cultivo de bacterias

Para estandarizar y evaluar la especificidad de los iniciadores o PRIMERS en PCR punto

final y qPCR, es necesario contar con DNA de referencia de las bacterias a diagnosticar.

De la empresa ATCC® se adquiri6 DNA de M. tuberculosis identificado con el nimero
ATCC: 25177DQ y numero de lote 63721294, el DNA de las otras 2 especies bacterianas
se obtuvo a partir del cultivo de cepas de referencia, la extraccion de DNA se realiz6 con

el Kit comercial Fecal/Soil Microbe Miniprep.

La Cepa Campylobacter fetus ATCC 27374 se adquiri6 directamente de la coleccion
ATCC, para el desarrollo de esta cepa, se tomaron aproximadamente 2 mL con una
pipeta Pasteur del vial original, se reactivd en tubos de vidrio que contenian 10 mL de

caldo tioglicolato estéril (Cuadro 4), se incubé a 37 °C por 48 h.

Cuadro 4. Ingrediente para medio de cultivo tioglicolato.

Ingredientes Cantidad
Agua destilada 250 mL
Agar bacteriolégico 0.18 gr
Caldo tioglicolato medio 7.50 gr

Con el desarrollo de la cepa y con un asa estéril se recuperd biomasa y se resembro en
medio solido ATCC: 260 agar soya tripticasa con 5% de sangre de borrego desfibrinada

a un pH de 7.3 (Cuadro 5), se incub6 a 37° durante 48 h en microaerofilia (Figura 22).

La extraccion de DNA del cultivo se realizé con Kit comercial Fecal/Soil Microbe Miniprep,

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Cuadro 5. Ingredientes para medio de cultivo de Campylobacter.

Ingredientes Cantidad

Agar soya tripticasa (TSA) 40.0g

Sangre de cordero desfibrinada 50.0 mL (afadir después de
esterilizar)

Agua destilada 950.0 mL

Figura 22. Incubacion de placas en microaerofilia.

La cepa de Brucella abortus ATCC 99S, adquirida directamente de la coleccion de ATCC,

se inoculé en medio solido Brucella agar base B0219605 estéril (Cuadro 6), tomando del

vial original con pipeta Pasteur 2 mL de la cepa se coloco en la placa de Petri con el

medio de cultivo solido y con asa estéril de forma estriada se sembrd la cepa.

Cuadro 6. Medio Brucella agar base B0219605

Ingredientes Cantidad
Agar soya tripticasa (TSA) 40.0 g
Extracto de levadura 50¢g
Extracto de carne 20g
Agua destilada 1000.0 mL
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Las cajas de Petri fueron identificadas y selladas perfectamente (Figura 23), para
colocarlas en incubacion a 37 °C durante 36 h. La extraccion de DNA del cultivo se realizé
con kit comercial Fecal/Soil Microbe Miniprep, para lo cual se siguieron las instrucciones

del fabricante.

Figura 23. Cultivo de Brucella abortus.

8.5 Extraccion de DNA bovino

Protocolo 1

Para medir el efecto de los diluyentes utilizados en la criopreservacion de semen durante
la extraccion de DNA, se utilizaron 3 pajillas por diluyente (Lecitina de soya, leche y yema

de huevo), cada muestra fue colocada en tubos Eppendorf de 1.5 mL.

La extraccion de DNA bovino se realizd bajo el método tradicional de fenol cloroformo
descrito por Wilson (1990) modificado. El cual consisti6 como primer paso en la
separacion de material organico e inorganico, para esto se agregé a cada muestra 500
puL de Tris-etilendiaminotetraacético (TE) 50:20, se mezclaron en vortex y se
centrifugaron a 12000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente, el sobrenadante se

elimind y posteriormente se adicionaron 175 pL de TE 50:20 y se mezclo en el vortex,
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para lograr una lisis celular y degradacion de proteinas, se agregé 15 uL de proteinasa K
(20 mg/mL) y 40 uL de dodecil sulfato de sodio al 10 % (SDS, por sus siglas en inglés),
se dejé en incubacion durante dos horas en bafio metabdlico a 56 °C.

Posteriormente se agreg6 500 pL de TE 10:1y 20 pL de NaCl (5M), y para precipitar los
restos de proteina se agregd 500 pL de fenol frio, se agitd suavemente durante 10
minutos y se centrifugd a 4 °C a una velocidad de 12 000 rpm durante 5 minutos,
recuperando el sobrenadante en un tubo nuevo, al sobrenadante se le agregé 500 pL de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) se centrifugé a 4 °C durante 2 minutos a 12 000 rpm
y se recupero el sobrenadante en otro tubo nuevo, repitiendo este punto dos veces; al
sobrenadante del ultimo paso se le agreg6 500 pL de isopropanol frio para precipitar los

acidos nucleicos la muestra se deja una noche a 20 °C.

Transcurrido este tiempo, las muestras se atemperan y centrifuga a 12000 rpm durante
10 min a 4 °C, se eliminé el sobrenadante de la muestra, se verifica en este punto la
posible formacién de un boton con el material genético en el fondo del tubo, dicho botén
se lavé con 1mL de etanol frio al 70%, se centrifugd a 12 000 rpm durante 1 mina 4°Cy
se elimind el sobrenadante, para eliminar el resto de etanol los tubos se secaron en estufa
de aire forzado a 65 °C durante 2 h , cada muestra seca se hidraté con 50 pL de agua

libre de nucleasas y se guardd a -80 °C hasta su uso.

Protocolo 2

Para este método de extraccion se utilizé el Kit comercial TRIzol™ (Reagent Invitrogen
de Thermo Fisher), se siguieron los pasos recomendados por el fabricante para la
extraccion de DNA por este método (anexo 1). La muestra final de DNA fue hidratada en

agua libre de nucleasas aforando a 50 pl y se almacené a -80° C hasta su uso.
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8.6 Cuantificacion de DNA

La cuantificacion de la concentracion de DNA bovino y DNA de las bacterias de referencia
bajo los distintos protocolos se realiz6 mediante el registro de absorbancia (260-280) de
1 pL de la preparacion de DNA, se utiliz6 NanoDrop 2000 de Thermo Scientific, las
variables medidas con el DNA fueron concentracién (ng/ul) y pureza en rango de
absorbancia de 260/280 (1.6-2.0), el célculo final lo realiza el software incorporado al

equipo.

8.7 Desarrollo y optimizacion de las reacciones de PCR
PCR Punto Final

La estandarizacion de las reacciones de PCR se realizd primero por el método
convencional o punto final, para comprobar la correcta funcionalidad de los primers
disefiados, para este método se utilizd el material genético de las bacterias de referencia
(DNA).

Para el caso especifico de Mycobacterium tuberculosis, se adquiri6 DNA estandar
identificado con el nUmero ATCC®: 25177DQ™, este DNA fue utilizado en la reacciéon de
PCR punto final.

Las condiciones del ensayo de PCR para M. tuberculosis de los primers fueron distintos
para cada gen, se estandarizo la reaccion para el gen 16S rRNA bajo las condiciones que

muestran en el Cuadro 7 en un volumen final de 25 pL.
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Cuadro 7. Condiciones para PCR del gen 16S rRNA.

Reactivo Concentracion inicial | Concentracion Final | Vol. P/ARxn (uL)
H20 - - 12.7
Buffer 10X 1X 2.5
dNTP'S 20 puM 65 uM 3.25
MgCI2 50 pM 65 UM 1.25

Fw 10 pM 15 pM 1.5

Rv 10 pM 15 pM 1.5

Taq S5U 1.5U 3

DNA 100 200 ng 2

Los ciclos de la amplificacion se marcaron con diferentes temperaturas y tiempos para

cada una de las fases, las cuales se muestran en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Ciclos de amplificacion gen 16S rRNA.

Fase Temperatura (°C) | Tiempo (S) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 180 1
Desnaturalizacion 94 30 25
Alineacion 66 30 25
Extension 72 30 25
Extension final 72 300 1

Para estandarizar la amplificacion de los primers disefiados para el gen KasB de M.

tuberculosis se modificaron las cantidades de reactivos utilizadas y la concentracion de

DNA utilizado, las condiciones estandarizadas de PCR para este gen se muestran en el

Cuadro 9.
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Cuadro 9. Condiciones de PCR pare el gen kasB.

Reactivo Concentracion inicial | Concentracién final | Vol. pyL P/1Rxn
H20 - - 13.5
Buffer 10X 1X 2.5
dNTP’S 20 uM 250 nM 3.5
MgCI2 50 UM 200 nM 1.0
Fw 10 uM 1500 nm 1.5
Rv 10 puM 1500 nm 1.5
Taq 5U 2.5 0.5
DNA 100 100 1.0

Fue necesario modificar las temperaturas y ciclos para la reaccion de PCR del gen KasB

en comparacion con el 16S rRNA, estos se muestran en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Ciclos de amplificacion para el gen kasB.

Fase Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 300 1
Desnaturalizacion 94 60

Alineacion 69 30 30
Extension 72 60

Extension final 72 300 1

Los primers disefiados para el diagnostico de Campylobacter fetus se probaron después
de la extraccion de DNA resultado del cultivo de la cepa ATCC 27374. Las condiciones
del ensayo de PCR para amplificacion de los primers 16S rRNA y gltX1 de C. fetus en

PCR punto final se establecen en el Cuadro 11 en un volumen final de 25 pL.
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Cuadro 11. Condiciones de PCR para Campylobacter fetus.

Reactivo Concentracion | Concentracion | Vol. P/1Rxn | Vol. P/4Rxn
inicial final (uL) (uL)
H20 - - 12.7 50.8
Buffer 10X 1X 2.5 10.0
dNTP'S 20 uM 50 uM 2.5 10.0
MgCI2 50 UM 50 UM 1.0 4.0
Primer Fw 10 uM 20 uM 2.0 8.0
Primers Rv 10 uM 20 uM 2.0 8.0
Taq S5U 15U 0.3 1.2
DNA 265 ng 100 ng 2.0 8.0

El DNA utilizado para cada reaccion de PCR fue de 2 L, correspondientes a una

concentracion final de 200 ng, fue necesario hacer la reaccion de cada gen por duplicado

se utiliz6 DNA directo y diluido 1:10 para los genes 16S rRNA y gltx1.

Las temperaturas de amplificacion fueron diferentes para cada primer, fue necesario

programar un gradiente en el termociclador para ofrecer las condiciones de temperatura

adecuada para cada par de primers las cuales se muestran en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Ciclos de amplificacion.

Fase Temperatura (°C) | Tiempo (S) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 300 1
Desnaturalizacion 94 60

Alineamiento 68-72 30 30
Extension 72 60

Extension final 72 300 1
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En la estandarizacién de la reaccion de PCR punto final de la bacteria Brucella abortus

fueron utilizados los primers disefiados para esta bacteria. Las condiciones del ensayo

de PCR se estandarizaron para amplificar los primers de los genes virb3 y wbka, las

concentraciones se muestran en el Cuadro 13 a un volumen final de 25 pL.

Cuadro 13. Condiciones de PCR para el gen virB3 y wbkA

Reactivo Concentracién inicial | Concentracion final | Vol. P/1IRxn (pL)
H20 - - 12.7
Buffer 10X 1X 2.5
dNTP’S 20 uM 50 uM 2.5
MgCI2 50 pM 50 UM 1.0
Fw 10 pM 20 UM 2.0
Rv 10 uM 20 uM 2.0
Taq S5U 15U 0.3
DNA 193 ng 100 ng 2.0

Para la reaccion de PCR se establecio en el termociclador un gradiente de temperaturas

adecuada para una correcta amplificacion, estas se muestran en el Cuadro 14.
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Cuadro 14. Ciclos de amplificacion de Brucella abortus

Fase Temperatura (°C) | Tiempo (s) | Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 300 1
Desnaturalizacion 94 60

Alineacion 62-71 60 30
Extension 72 60

Extension final 72 300 1

Cada uno de los primers utilizados en esta investigacién, fueron disefiados para

amplificar fragmentos cortos, en promedio amplifican a 150 pares de bases (bp).

En la estandarizacion de las reacciones de PCR en tiempo final se utilizé un termociclador
SelectCycler-Bioproducts, USA, en el cual se puede programar gradientes de
temperaturas para las distintas condiciones de amplificacion demandadas por cada
primer. Cada uno de los productos de ensayo se analizé en una electroforesis a 90V por
45 minutos, para esto fue necesario realizar un gel de agarosa al 1.5% con SYBR safe
DNA gel stain (Invitrogen™), en buffer TE 1X. Se cargd en cada poso del gel 3 uL del
producto de reaccion de PCR junto con 1 uL de regulador de carga (60% glicerol, 0.05%
azul bromofenol), se utilizaron marcadores moleculares de 50 y 100 pares de bases
(Invitrogen™). Las bandas fueron visualizadas en un fotodocumentador (Gel Logic 112,
Bruker BioSpin ).

PCR tiempo real

En el ensayo de estandarizacion de la amplificacion de curvas estandar de PCR tiempo
real su utilizaron reactivos y condiciones de amplificacion especificos para esta prueba,
se utilizd6 un termociclador para tiempo real de StepOnePlus Real-Time PCR System
(Thermo Fisher, USA), se programaron diferentes condiciones de temperatura bajo
distintos ciclos para obtener la amplificacion de la curva estandar de los diferentes genes

seleccionados de cada una de las bacterias patégenas.
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Se utilizaron los reactivos TagMan Fast Advance Master Mix (Thermo Fisher), sondas y
los primers utilizados en PCR convencional, se incluyé el DNA de referencia obtenido de

cada bacteria, se utiliz6 también agua grado molecular.

Cada ensayo se realiz6 de forma simplex, estableciendo las mejores condiciones de
reaccion en cuanto a concentracion de cada reactivo y ciclos necesarios para la
amplificacion. Establecidas las condiciones de cada una de las reacciones se realizaron
ensayos de forma triplex, se utilizaron los dos genes de cada bacteria mas la adicion de

actina bovina, para probar la especificidad de cada uno de los disefios.

La estandarizacion de las condiciones de amplificacién del fragmento de los blancos
moleculares 16S rRNA Y gltx1l es para el diagnostico de Campylobacter fetus. En el
ensayo se incluyo el DNA de referencia que se extrajo del cultivo de Campylobacter fetus,
cada ensayo se realiz6 por triplicado, se incluy6 un control negativo de DNA de la bacteria
E. coli que se encuentra a 10 ng/pL este control sirvié para evitar falsos positivos, también
se incluyé un control sin templado el cual contiene, en lugar de DNA agua grado

molecular.

La mezcla de los reactivos utilizados en la estandarizacion de forma simplex, para gltx1
se muestra en el Cuadro 15, mientras que las condiciones de amplificacion se muestran
en el Cuadro 16. La mezcla del ensayo de qPCR estandarizado para el gen 16S rRNA se
muestra en el Cuadro 17, y las condiciones de amplificacion para este gen en el Cuadro

18, cada reaccion se ajustd a un volumen final de 20 pL.
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Cuadro 15. Mezcla de reaccion para el gen 16S rRNA de C. fetus.

Reactivo Concentracion | Concentracion | Vol. P/ARxn | Vol. P/5Rxn
inicial final (uL) (uL)
H20 - - 5.5 27.5
TagqMan M.M 2X 1X 10.0 50.0
Primer Fw 10.0 uM 300.0 nM 0.6 3.0
Primer Rv 10.0 uM 300.0 nM 0.6 3.0
Sonda (HEX) 10.0 pM 150.0 nM 0.3 1.5
DNA 265.0 ngL 30.0 ng 3.0 15.0

Cuadro 16. Mezcla de reaccion para el gen gltx1 de C. fetus.

Reactivo Concentracion | Concentracion | Vol. P/IRxn | Vol. P/5Rxn
Inicial Final (uL) (uL)
H20 - - 6.4 32.0
TagMan M.M. 2X 1X 10.0 50.0
Primer Fw 10.0 uM 500.0 nM 1.0 5.0
Primer Rv 10.0 uM 500.0 nM 1.0 5.0
Sonda (Rox) 10.0 uM 300.0 nM 0.6 3.0
DNA 265.0 ng/uL 10.0 ng/pL 1.0 5.0

Cuadro 17. Condiciones de amplificacion del gen gltx1 de C. fetus.

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo (S) Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 300 1
Desnaturalizacion 94 40

Alineamiento 64 30 45
Extension 72 30
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Cuadro 18. Condiciones de amplificacién del gen 16S rRNA de C. fetus.

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo (s) | Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 300 1
Desnaturalizacion 94 40

Alineamiento 65 30 45
Extension 72 30

Para la amplificacion de los genes virB3 y wbkA de Brucella abortus mediante PCR en
tiempo real, en el ensayo de la estandarizacion se incluyé DNA de referencia de B.
abortus de la cepa ATCC 99S, el ensayo se realiz6 por triplicado, incluyendo un control
negativo con DNA de E. coli, control utilizado para evitar falsos positivos, se incluyé un

control sin templado el cual contiene en lugar de DNA agua grado molecular.

La mezcla de reaccion se prepardé por separado para cada gen, para wbkA la
estandarizacion de las condiciones de reaccion se muestra en el Cuadro 19, mientras
gue las del gel virB3 se muestran en el Cuadro 20, el volumen final para cada una de las
reacciones fue de 20 pL. Las condiciones de amplificacion programadas en el
termociclador se muestran en el Cuadro 21 para el gen wbkA, y en el Cuadro 22 se

especifican las del gen virB3.
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Cuadro 19. Mezcla de reaccion para el gen wbkA de B. abortus.

Reactivo Concentraciéon | Concentracion | Vol. P/ARxn | Vol. P/5SRxn
inicial final (uL) (uL)

H20 - - 5.4 27.0
TagMan 2X 1X 10.0 50.0
M.M

Primer Fw 10.0 pM 600.0 nM 1.0 5.0
Primer Rv 10.0 uM 600.0 nM 1.0 5.0
Sonda (Rox) 10.0 uM 400.0 nM 0.6 3.0
DNA 193.0 ng/pL 20.0 ng/uL 2.0 10.0

Cuadro 20. Condiciones de amplificacion del gen wbkA de B. abortus

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo (S) | Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 300 1
Desnaturalizacion 94 40
Alineamiento 64 30 45
Extension 72 30

Cuadro 21. Mezcla de reaccion para el gen virB3 de B. abortus

Reactivo Concentraciéon | Concentracion | Vol. P/ARxn | Vol. P/5Rxn
Inicial Final (uL) (uL)
H20 - - 6.5 32.5
TaqgMan M.M 2X 1X 10.0 50.0
Primer Fw 10.0 pM 500.0 nM 0.6 3.0
Primer Rv 10.0 uM 500.0 nM 0.6 3.0
Sonda (HEX) 10.0 pM 300.0 nM 0.3 1.5
DNA 265.0 ng/puL 20.0 ng/pL 2.0 10.0
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Cuadro 22. Condiciones de amplificacién del gen virB3 de B. abortus

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo (S) | Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 300 1
Desnaturalizacion 94 40

Alineamiento 64 30 45
Extension 72 30

Con las condiciones de amplificacion y la estandarizacion de los reactivos utilizados se
realizaron las reacciones de PCR en tiempo real de forma triplex, se utilizaron los dos
genes para esta bacteria adicionando actina bovina.

En la estandarizacion de las condiciones de amplificacién del fragmento de los blancos
moleculares 16S rRNA y kasB utilizados para el diagndstico de M. tuberculosis, se incluy6
DNA estandar de M. tuberculosis ATCC 25177DQ.

El DNA se encuentra a una concentraciéon de 100 ng/ pL, este DNA se utilizé en la
reaccion de gPCR, realizandose por triplicado, incluyendo un control negativo con DNA
de E. coli para evitar los falsos positivos y un control sin templado el cual contiene agua

grado molecular.

La mezcla de reaccion se prepard para cada gen, la estandarizaciéon se realiz6 bajo las
mismas condiciones de reaccion para los dos genes el kasB y el 16S rRNA la cual se
muestra en el Cuadro 23, mientras que los ciclos de amplificacion de los mismos genes

se marcan en el Cuadro 24.
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Cuadro 23. Mezcla de reaccion para el gen kasB y 16S rRNA de B. abortus

Reactivo Concentracion | Concentracion | Vol. P/IRxn | Vol. P/5Rxn
inicial final (uL) (uL)

H20 - - 5.4 27.0
TagMan 2X 1x 10.0 50.0
M.M.

Primer Fw 10.0 pM 500.0 nM 1.0 5.0
Primer Rv 10.0 puM 500.0 nM 1.0 5.0
Sonda (ROX) 10.0 uM 300.0 nM 0.6 3.0
DNA 100.0 ng 10.0 ng 2.0 10.0

Cuadro 24.Condiciones de amplificacion del gen kasB de B. abortus

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo (S) | Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 300 1
Desnaturalizacion 94 40

Alineamiento 64 30 45
Extension 72 30

Para realizar las reacciones de PCR tiempo real de manera triplex con los dos genes
seleccionados para cada bacteria fue necesario agregar en cada reaccion primer y
sonda de actina bovina, las condiciones de concentracion utilizada en todos los ensayos

de las 3 bacterias fueron las mismas y estos se establecen en el Cuadro 25.
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Cuadro 25. Concentracion utilizada de Actina bovina

Reactivo Concentracion | Concentracion | Vol. Vol.
inicial final P/1Rxn P/5Rxn
(ML) (ML)
Primer Actina 10.0 uM 300.0 nM 0.6 3.6
bovina Fw
Primer Actina 10.0 uM 300.0 nM 0.6 3.6
bovina Rv
Sonda Actina 10.0 uM 150 nM 0.3 1.8
bovina (Tamra)

9. ANALISIS DE RESULTADOS

Para verificar la asociacion de los dos métodos de extracciébn de DNA bovino sobre la
concentracion y pureza con los métodos de criopreservacion se aplico la prueba de Chi-

cuadrado, con un valor de significancia de P<0.05.

En los resultados de las reacciones de PCR tiempo real, se analizaron los valores de Ct
(ciclos de amplificacion) obtenidos mediante el software StepOnePlus Real-Time PCR
System. La eficiencia de la amplificacion promedio fue determinada a partir de la

pendiente obtenida de las concentraciones producidas por triplicado.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 Extraccién de DNA
DNA bovino

Para evaluar los protocolos de extraccion de DNA mediante muestras de semen bovino
criopreservado y diluido se utilizaron 15 muestras del material espermatico recolectado
en este estudio. Se analizé el efecto de los crioprotectores durante la extraccion de DNA,
en el Cuadro 27 se muestran los parametros mas importantes que se deben tomar en

cuenta de los resultados de extraccion de DNA que son la concentraciéon y pureza.

Cuadro 26. Resultados de criterios evaluados de los diferentes diluyentes
utilizados para la extraccion de DNA

Diluyente Concentracién Pureza
Método Método Método fenol- Método
fenol- TRIzol™ cloroformo TRIzol™
cloroformo
Control 84.6 15.4 69.2 46.1
Lecitina 46.6 26.7 80.0 46.6
Leche 66.6 0.0 66.7 28.5
Yema de Huevo 21.4 0.0 57.1 26.7

Respecto a la concentraciébn de DNA marcada en el cuadro 28 la mayor proporcion de
muestras (84.6%) que cumplieron con los criterios establecidos (Nieto et al., 2005; Amaru
et al., 2006) para esta variable, se observan en el medio de extraccion fenol-cloroformo
y sin la adicion de diluyentes (control)

En referencia a la pureza se observé que mas del 50% de las muestras extraidas con el
método fenol-cloroformo, cumplieron con el criterio establecido establecidos (Nieto et al.,
2005; Amaru et al., 2006), sin embargo, la proporcion de muestras que obtuvieron

resultados dentro del rango de absorbancia fue mayor cuando se utilizé lecitina como
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diluyente, respecto a los demas crioprotectores. Mientras que la proporcion de muestras
utiles cuando se empled el TRIzol™, fue menor del 50% independientemente del

diluyente.

El uso de 3 pajillas con semen criopreservado de 200 pL cada una por diluyente para el
método de extraccion fenol-cloroformo mostro resultados favorables en los criterios
evaluados, existe nula informacion sobre el uso de los crioprotectores utilizados para la
extraccion de DNA, pero Durviz, (2008) y Ruiz et al. (2010), mencionan que la baja o nula
cantidad de DNA obtenida de algun protocolo, se debe al exceso de muestra utilizada,
por lo que se recomienda utilizar menor cantidad, con fenol-cloroformo la cual debe ser
de 0.25 a 0.50 mL de contenido espermatico, es decir una cantidad similar a la utilizada
en esta investigacion, ya que con una mayor cantidad de muestra se obtuvieron
resultados negativos, 0 en su caso prolongar el tiempo de incubacion en el paso que
corresponde a la degradacion o lisis celular.

Bajo estos mismos criterios, para obtener mejores resultados con el protocolo de
extraccion del kit comercial TRIzol™, la cantidad de muestra de semen a utilizar debe ser
menor para la obtencion de los mejores estdndares establecidos para calidad y pureza
de DNA. De la misma manera Del Valle et al. (2004) mencionan en su estudio que la
causa probable entre la diferencia de pureza y cantidad de DNA que observé durante la
extraccion podria deberse, a la presencia de RNA en los mismos.

El extraer el DNA con un método o protocolo adecuado para cada muestra minimiza los
problemas de contaminacion puesto que no se requiere extraer todo el DNA presente
sino obtenerlo en cantidad y calidad suficiente cuando este va a ser utilizado para pruebas
moleculares. La eliminacion total de los contaminantes durante la extraccion de DNA es
usualmente una tarea complicada que con mucha frecuencia lleva a la inhibicién o errores

en la amplificacién (Buttler, 2001).
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DNA bacteriano

Las extracciones de DNA con el kit comercial utilizado para las bacterias cultivadas en

esta investigacion se muestran en Cuadro 28.

Cuadro 27. Extraccion de DNA bacteriano

Bacteria Concentracion ng/pL Pureza
(Absorbancia 260/280)

Campylobacter fetus 265 ng 1.9

Brucella Abortus 193 ng 1.9

Los resultados obtenidos de la extraccion de DNA de bacterias de referencia son
aceptables encontrandose dentro de los estandares antes mencionados y con seguridad
puede ser utilizado el DNA en las pruebas de estandarizacion durante los ensayos de
PCR punto final y PCR tiempo real.

10.2 DISENO Y EVALUACION DE INICIADORES (Primers)

El disefio cuidadoso de primes es uno de los aspectos mas importantes de la PCR,
primers mal diseflados pueden amplificar otros fragmentos de DNA distintos a los
buscados. Al realizar la busqueda de secuencias reportadas en la base de dato del
Genbank para los genes seleccionados en este estudio se disefiaron primers especificos
un forward y un reverse, para cada uno de los genes seleccionados de cada una de las
bacterias de esta investigacion, también se disefié una sonda util para desarrollar los
ensayos de reaccion de PCR tiempo real, con diferentes fluoroforos (FF) marcados en el
Cuadro 29.
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Cuadro 28. Bacterias, genes y primers

Bacteria Gen FF Primers 5°-3 Prod
WbkA Rv GGGCAGGTCCCCAGAAAACA la cadena lateral del
WbkA_Probe ROX | TCAAGGGCCAGCGGGGCGGC lipopolisacarido O
virB3_Fw CGAGCAGGCGGAACATCTGA
Sistema de secrecion tipo
Brucella abortus VirB3_Rv GGCGGCAGCATCGTTCTCTT N P
virB3_Probe HEX [TGCCGCATGACCAGCACGATTGG
16S_Fw CTGCCCTGCACTTCGGGATAA
16S_Rev GGCTCATCCCACACCGCTAA (Gen constitutivo)
ACGGGATGCATGTCTTGTGGTGG|  Polirribonucleotido
16S_Probe HEX
AAAGCGC
Mycobacterium
] KasB_Fw CGATTACGCGGGCGATTCAG
tuberculosis B-cetoacil-ACP sintasa
KasB_Rv GCCCAAGGCGTTGTTGATGG o
(Actividad transferasa )
KasB_Probe ROX GCCCAAGGCGTTGTTGATGG
16S_Fw CGAAGAACCTTACCTGGGCTTG
16S _Rv GACAGCCGTGCAGCACCTGT (Gen constitutivo)
ACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCT|  Polirribonucleotido
16S_Probe HEX
CTTATCT
Campylobacter gitX1_Fw GCCGCAAAAACAGCAGGTAAGC
fetus Glutamil-tRNA sintetasa
gltX1_Rv TTTCAAGCGAACGGCTGCTGG . .,
(Cataliza la union del
GTGATGACGATGTTTTAAGCAAT
gltX1_Probe ROX glutamato al ARN)

CCcCC

Cada par de primers es especifico de un gen de interés de cada bacteria seleccionada

en este estudio, los genes corresponden a uno de mayor expresién como el 16S rRNA

(Housekeeping), este gen se caracteriza por tener niveles de expresion constante en

todas las células y condiciones de un mismo organismo Yy este fue utilizado como control

positivo en los ensayos de biologia molecular con PCR; el otro gen fue uno asociado al

factor de expresion de virulencia de cada una de las bacterias a diagnosticar.
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Cada primer se disefié de manera que este tenga una region dentro de la secuencia que
se amplificara. Para verificar el correcto disefio de los primers fue necesario localizarlos
dentro de las secuencias generadas en formato FASTA para cada gen o blanco
seleccionado (Figuras 24, 25, 26, 27, 28).

AT T OO T T C A oA -G ACCGOCSR A CRATCTGE T CEICAGSTCT

0131854 54-55 o - i CE=E= !P-'_'EG-C —CC_'I'_C‘:..,C—C CEA—GCTACEOCERACATOTER SICARGTCT
S4T LSS0 GESS 3 ORI T o T A A CACEOGERA TR T TERT I CARETCT
CEEART T GO T ARSI A A OGERA TR DT TGEAT O CAGICT
CEEE AT T GO C T T RSSO AU ACEOGEER A TR T TIEET O CRESTCT
T o eI AT oS o T I ET A T I TES OGS CASCATOGE T T O CTTATOS
T O I TR T oS T I G T AT O I TEEOG S CAGCE TG T _CI T TATOS
T T TET AT oS o T ET CA T L TEEOGES CASCATOE T T O T TRTOE
TICoC T GAT OO C T IET A TOE L TEEOGE CARCATCOGE I T CI I TATOE
TTOCTET GA T OO CSCTTET CR TOE T TEESOGES A AT G T T CT T TRETOS
o T o TTET AT oo ST IS T A T I TES OGS CASCAT oG T T O CT TATOS
TESESru-ella= TTET"TG:PICCC:C['DCTCETCG‘ITEGL“G—G—CEECI—'EG’:‘:CI"TT}ICG

BESra—allaa TACERTCR SO SECARTATS

1132Brac=11
E:l “'EZE SZ49Bxrace=llacet
=27 -Lz-é TEZBxwomllac=t

FESsSra=elias

BT TEEAR R TCC R OTG
A AT ATEEARRTCCREROTER

Broce=llacan
Brooce]l o=l
1 ESrum=ellam
1132Bruce=11

255 ru=ellas

Figura 24. Disefios de secuencias de nucleétidos de iniciadores del gen virb3 para
Brucella
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bPC23214115?8781855543Iucellaa LCATECCGCCETTECARCEETGTTCATTATCGCEETGA-ATGCC)

CP016980136575937255Brucellasp2 ACATGCCGCCGTITGCARCGGTGTTCATTATCGCEGTGA-ATGCC
CPO0207313677137487Brucellapin ACATGECCGECCGTTECARCEETGTTCATTATCEGCEETGRA-ATGOC
CP00775%1950751951467Brucellac ACATGCCGCCGTITGCARCGGTGTTCATTATCGCEGTGA-ATGCC
CP01698213672737443Brucellasul ACATGCCGCCGTTGCARCGETGTTCATTATCGCEGTGA-ATGCC
CP01701313674637464Brucellasul ACATGCCGCCGTITGCARCGGTGTTCATTATCGCEGTGA-ATGCC
CPO0070913656537281Brucellacvi ACATECCGCCEITGCARCGETGTTCATTATCGCEETGA-ATGCC
CP023309116506%165785Brucellaa GETTCTGGAAT TTCAGGLGATGCGCCGGEGAGCETT
CP02321411878781885%4Brucellaa GETTCTEGAATTTCAGGCGATGCGCCGGEGAGCETT
CP01698013657937295Brucellasp? GETTCTEGAATTTCAGGCGATGCGCCGGGEAGCETT
7713748 7Brucellapin GETTCTEGAATTTCAGGCGATGCGCCGGEGAGCETT
CP00775%1950751951467Brucellac
CP01698213672737443Brucellasul GETTCTEGAATTTCAGGCGATGCGCCGEEEGAGCETT
CP01701313674637464Brucellasul GETTCTEGAATTTCAGGCGATGCGCCGGGEAGCETT
CPO0070913656537281Brucellacvi GETTCTEGAAT TTCAGGCGATGCGCCEEEEAGCETT
CP0231721546835539%Brucellamsl CGCARAGCACGCCAA-——CAGCCGCTGARCACCACRAGGETT
CP0228761674341675057Brucellam CECARLGCRCGCCRAR-——CAGCCECTGRACACCACRGEETT
CP0239731967894%68610Brucellac CGCARAGCACGCCAL-——CAGCCGOTGARCACCACAGGETT
LN2578641775659377640%Brucellas CECARLGCRCGCCRAR-——CAGCCECTGRACACCAGRGECTT

- w e dkodk Ak wd Ak ww

CP0233021163065916%9785Brucellaa
CP02321411878781885%4Brucellaa
CP01698013657937295Brucellasp2
CP00207913677137487Brucsllapin
CP0077591350751951467Brucellac
CP(J1698213672737443Brucellasul
CP01701313674837464Brucellasul
CEO0070913656537281Brucellacvi
CP02317215468355393Brucellamel
CP0228761674341675057Brucellam

ICCTGCGCGATATCEECGACCATCTGCATAT
ICCTGCGCGRATATCGGCGRACCATCTGCATAT
ICCTGCGCGATATCEECGACCATCTGCRATAT
ICCTGCGCGRATATCGGCGRACCATCTGCATAT
ICCTGCGCGATATCEECGACCATCTGCRATAT
ICCTGCGCGRTATCEECGACCATCTGCATAT
ICCTGCGCGATATCEECGACCATCTGCRATAT
[CCTGCGCERTATCEECGACCATCTGCATAT
(CCCGRAMACRATCTEEGCGGCCACRCGTETEE
[CCCGRRACRATCTEEGCGGCCACRCGTETGG

0o o6

[Tln]

() () () (3 () 03 ()

p]

Figura 25. Disefio de secuencias de nucleétidos de iniciadores del gen wbkA para
Brucella

JHN034€05%1Mycobacteriumbovis
LT70830412502555250
PO1l&401125187TE92E20
POlES721253045425318 1 0Mycoba
PO1l456£12450811245212THycoba
POLl0333125152442E1c560Myochka
CPOO03234125135081252 Mycoba
FO20350712548471284578 TMycoba
2553012572240257355eMycoba
01032412505 5502E80686EMyacba
POO0E5414120685412157 SMycoba
PO05614120507T462052025Mycoba
POOS458212085562208684 1 Mycoba
CP010113115817641582&65E5Mycobac

JHOI32E051Mycokbacteriumbovis
LT708304125025355250 IMycobas
CPO1l&e401125187532520 SMycobac
CEO1le372125304542531810Mycobac
CPOl45€5124502811245212TMycoba
POLl0333125152442516560Myccba
COOO023Z224125120812E2 Mrocobao
FO20350712548471254578 TMycobac
EST255012573240257355eMyocka
POLl033412505550250686EMycoba
POO0E5414120685412157 SMyochka
POOSE€1412050746205202Mycoba
PO054821 2085562208684 1My coba
CPOLl01131153517641582€55Mycobac

JHN034€05%1Mycobacteriumbovis
LT70B30412502555250427 1Mycobac
POl&e401125187TE592E52007 EMyeoba

CRACCEARCCEECEETETAC
CRACCGRCCEECEETETAC
S42E31810Myocba CARCCGACCEECECTETAC
POl256612450811245212TMycoba CRACCGRCCEECEETETAC
POl0333125152442E16560Mycobac e CARCCGACCEECECTETAC
CPOO032341251350812520 Mycobac = CRACCGRCCEECEETETAC
FO203507125484712E45 THycockba CARCCGACCEECECTETAC
2553012572240257355eMycoba CRACCGRCCEECEETETAC
PO1033412505550250686EMycobac
CPOO00E54141206685412157 SMycobac
CP00561412053074€205202EMycoba
POOS458212085562208684 1 Mycoba
CP010113115817641582&65E5Mycobac

Figura 26. Disefio de secuencias de nucleotidos de iniciadores del gen kasB para
Mycobacterium tuberculosis
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I1EMyccbac
112iMyccbac

4348591496359 ycobas
riumcaprasgh

I O B O R I I I

para Mycobacterium tuberculosis

EPOOGBSBlCampylobacterfetussub
CP0105531Ccampylobacterfetussub
CP0l45681Ccampylcbacterfstussub
CPO0G99%2Campylcokbacterfetussub
CPO004871Campylobacterfetussub
CPO03E081Campylckbacterfsetussub
CP0155751Campylobacterhyointes
CE0155781Campylobacterhyointes
CPO0155771Campylobacteriguanior

CPO0E8331Ccampylobacterfetussub
CP01089531Campylobacterfetussub
CP0l45681lcampylcokbacterfetussub
CPO0&99%2Campylobacterfetussub
CP0004871Campylobacterfetussub
CPO03E081Campylcbacterfsetussub
CP0155751Campylobacterhyointes
CE01l55781lCampylobacterhyointes
CE0155771Campylobacteriguanior

CPO0E8B331Campylobacterfetussub
CP01058531Ccampylobacterfetussub
Ccr0l45681lcampylcokbacterfetussub
CPO0699%2Campylcokbacterfetussub
CPO004871Campylobacterfetussub
CeO03E8081Ccampylobacterfetussub
CP0155751Campylobacterhyointes
CE0155761Campylobacterhyointes
CP0155771Campylobacteriguanior

CTAGRARCTAARARAGR
CTAGRARCTAARARRAGR
TTAGAATCTARRALRGR
TTAGRATCTAARRALRGE
TTAGAATCTAARALAGRE
TTAGAATTTARRALRAGR
TTAGRAGCTAARRLRGE
TTAGAAGCTAARALAGRE GCGTATAGATA

CTTGAGGCTAARARRAGR GCTTACCGCTA
% W wkkEkk Rk Ekk Rk wokok ok *okk w w R

CGTATAGATA
CGTATRGATA
CGTACAGATA
CCTACAGATA
CGTACRGATA
CGTATAGATA

ACQCGTATAGATA

TGATGGRACTTGTGAGRATTT
TGATGGRACTTGTGAGRATTT
TGATGGAACTTGTGARARATTT
TGATEGRACTTGTGARARATTT
TGATGGRACTTGTGARARATTT
TGATGGRACTTGTGARARATTT
TGATGGTGCTTGTGAGCATTT
TGATGETGCTTGTGAGCATTT

TGACGGCACTTGTGAGCATTTE.
kkk wk  kmkkwkkk  kkRk kk kw kR Kk wk

ATCCAGCAGCAGTTCGCTTGARARTCAARRACGRACCGCAARGTTTTTAT
ATCCRGCAGCAGTTCGCTTGARARTCRAARRACGRACCGCARRCGTTTTTAT
GTCCAGCAGCCGTTCGCTTGARARTCARARAACGAGCCGCARRGTTTTTAT
GTCCAGCAGCCGTTCGCTTGARARTCAARARCGAGCCGCARRGTTTTTAT
GTCCAGCAGCCGTTCGCTTGARAARTCAARARCGAGCCGCARARGTTTTTAT
GTCCAGCAGCCGTTCGCTTGARARTCARRARCGAGCCGCARRGTTTTTAT
ATCCRAGCAGCAGTTCGCCTAARARTCARARRATCGAGCCACAARCTTTTTAT
ATCCAGCAGCAGTTCGCCTARARARTCAARRATGAGCCACAARGTTTTTAT
GCCCEGCAGCAGTCAGACTAAAAATCAAAAATGAGCCTCAAAGCTTTATT

Figura 27. Disefio de secuencias de nucledtidos de iniciadores del gen 16S rRNA

Figura 28. Disefio de secuencias de nucleétidos de iniciadores del gen gltX1 rRNA
para Capylobacter foetus

Con cada primer generado se realiz6 un andlisis in silico en la plataforma

OligoEvaluator™, se determind la proporcion de G+C, la temperatura de fusion,
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formacion de estructuras secundarias y la formacién de dimeros, los resultados se

muestran en el Cuadro 30.

Cuadro 29. Evaluacion in silico de primers

Mycobacterium tuberculosis

Recuento de bases Peso
molecular
A=4,U=0,G=5C=7,T= 6382.2

5,1=0, Total = 21

Mycobacterium tuberculosis
Recuento de bases Peso
molecular
A=5U=0,G6=3,C=9T= 6007.0
3,1=0, Total = 20

Mycobacterium tuberculosis

Recuento de bases Peso
molecular
A=6,U=0,G=12,C=5,T 9343.1

=7,1=0, Total = 30

Mycobacterium tuberculosis

Recuento de bases Peso
molecular
A=4,U=0,G=7,C=5T= 6158.1

4,1=0, Total = 20

Mycobacterium tuberculosis

Longitud

(bp)
21

Longitud
(bp)
20

Longitud
(bp)
30

Longitud
(bp)
20

>Mb-16S_Fw
Tm (° GC GC
C) Clamp
70.2 57.1 1
>Mb-16S_Rev
Tm (° GC GC
C) Clamp
69.4 60 2

>Mb-16S_Probe

Tm GC GC

C) Clamp
82.6 56.7 4
>Mb-KasB_Fw
Tm (° GC GC
C) Clamp
71.6 60.0 1
>Mb-KasB_Rv

CTGCCCTGCACTTCGGGATAA

Estructuras secundarias Dimeros

FACETCCCETE 5 N/A

I
AWCTTCGAGATAR 3

FCCGTC 5
c |
WTGCACTTCGGGATAS 3°

GGCTCATCCCACACCGCTAA
Estructuras secundarias Dimeros

N/A N/A

ACGGGATGCATGTCTTGTGGTGGAAAGCG
C
Estructuras secundarias Dimeros

SAOTETTCTATALGTAGGGCA 5 5" ACGRGATGLATGTCTT]

|
Y TGEARAGLEE 37

faTAGOACA 5

] 3' CGOGALAGET

WOATATLTTATGaTORAAAGEGE 31 -

CGATTACGCGGGCGATTCAG
Estructuras secundarias Dimeros
N/A N/A

GCCCAAGGCGTTGTTGATGG
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Recuento de bases Peso
molecular
A=3,U=0,G=8,C=4,T= 6189.1

5,1=0, Total = 20

Mycobacterium tuberculosis

Recuento de bases Peso
molecular
A=3,U=0,G=8,C=4,T= 6189.1

5,1=0, Total = 20

Campylobacter fetus
Recuento de bases Peso
molecular
A=5U=0,6=6,C=6,T= 6735.5
5,1=0, Total = 22
Campylobacter fetus
Recuento de bases Peso
molecular
A=4,U=0,G=6,C=7,T= 6103.1
3,1=0, Total = 20

Campylobacter fetus
Recuento de bases Peso

molecular

Longitud
(bp)
20

Longitud
(bp)
20

Longitud

(bp)
22

Longitud

(bp)
20

Longitud
(bp)

Tm (° GC GC
C) Clamp
71.8 | 60.0 3

>Mb-KasB_Probe
Tm (° GC GC

C) Clamp
71.8 60.0 2
>Cf-16S_Fw
Tm (° GC GC
C) Clamp
67.7 54.5 2
>Cf-16S_Rv
Tm (° GC GC
C) Clamp
71.3  65.0 2

>Cf-16S_Probe
Tm GC  GC
C) Clamp

Estructuras secundarias Dimeros
/CECG 5 N/A
.'--'-:-.'..'E"'ZT?L'.:':: 3

[ TGCGGAACCCG 5°

WTGTTGATGE 3

GCCCAAGGCGTTGTTGATGG

Estructuras secundarias Dimeros
fCCCG 5 N/A
T-::-:-:L'."ETTG:-':: ]

S TEOGEGAMCCG 5

WTGTTGATGE 3
CGAAGAACCTTACCTGGGCTTG
Estructuras secundarias Dimeros
_.'-::fa.’aL'.l.' 5" N/A
L-'C:TT:--.'CT:-:L]-."T: E]
GACAGCCGTGCAGCACCTGT

Estructuras secundarias Dimeros
SOGTGCCGACAG 5° N/A

SOGTGLCGACAG 5°
.

WELACCTGT 3

SETGOCGACAS
SECACCTGT 3
JCGTGCCGACAS &
A

CACCTGRT 3

';;:ﬁcc'E% 3
ACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCT

Estructuras secundarias Dimeros
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A=7,U=0,G=3,C=9, T=
11,1=0, Total = 30

9067.0

Campylobacter fetus

Recuento de bases Peso
molecular
A=9,U=0,G=6,C=6,T= 6771.5

1,1=0, Total = 22

Campylobacter fetus

Recuento de bases Peso
molecular
A=4,U=0,G=7,C=5T= 6462.3

5,1=0, Total = 21

Campylobacter fetus

Recuento de bases Peso
molecular
A=7,U=0,G=6,C=6,T= 8274.5

8,1=0, Total = 27

30

Longitud

(bp)
22

Longitud

(bp)
21

Longitud

(bp)
27

64.9

Tm (°
C)
70.5

Tm (°
C)
73.4

>Cf-gltX1_Probe

Tm (°
C)
71.2

40 1
>Cf-gltX1_Fw
GC GC
Clamp
54.5 2
>Cf-gltX1_Rv
GC GC
Clamp
57. 2
GC GC
Clamp
44.4 4

JACEATCTTTCA &' N/A
WAGCTAGCACTCTCTTATCT 3¢

SERLGATCTTTCA 57

WAGCTAGCACTCTOTTATCT 37

AGCACTCTOTTATIT 3

JACGATCTTTCA &'
\AGCTAGCACTCTCTTATET 3¢
JACEATCTTTCA &'
\BGCTAGCACTCTCTTATET 3
JTCTTTCA &
\AGCAAMGCTAGCACTCTCTTATET 3
/BCGATCTTTCA 5
\AGCTAGCACTCTCTTATET 3
JCGATCGAMCGATCTTTCA 5
\ACTCTCTTATCT 3¢

GCCGCAAAAACAGCAGGTAAGC

Estructuras secundarias Dimeros

N/A N/A

TTTCAAGCGAACGGCTGCTGG

Estructuras secundarias Dimeros
N/A

SAACTTT 5°

VGCGAACGGLTRCTGE
GTGATGACGATGTTTTAAGCAATCCCC

Estructuras secundarias Dimeros

STGTAGCAGTAGTG 57 N/A

WTTTAAGCAATCCCD 3

Todos los primers cumplen con la longitud deseada de nucleétidos, entre mas corto sea

el primer, este tiene una alta probabilidad de encontrar su complemento en el genoma
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por mas de una vez, sin embrago a medida que el primer crece en numero de bases, la
probabilidad de encontrar una secuencia complementaria en el DNA se vuelve mas
compleja, de aqui parte la importancia de considerar en el disefio de primers que estén
dentro de los estandares de 17 a 30 nucledtidos. La composicién de G y C (%) también
se encuentra dentro de los rangos establecidos, esta debe estar entre 40 y 60%. La
Temperatura de fusion (Tm) es proporcional al nUmero de bases de cada primers en este
sentido para este andlisis se ve rebasada el Tm recomendado en cada uno de los disefios
de los primer, factor que se consideré en los ensayos realizados de PCR y gPCR a la
hora de programar las temperaturas del termociclador para las reacciones moleculares.
Parte importante de este analisis también implica la busqueda de formacién de dimeros
dentro de los primers, solo el primer probe del gen 16S rRNA de Mycobacterium presenté
un dimero del total evaluado. En general los primers generados cumplen con las

especificaciones necesarias para ser utilizados en reacciones de PCR punto final y gPCR.

10.3 PCR Punto final

En el ensayo realizado para Brucella abortus la cantidad de DNA extraido provey6 una
concentracion de 193 ng/ uL y una pureza de 1.9 a una relaciéon de absorbancias 260/280,
resultados aceptables para poder ser utilizado el DNA en las pruebas de PCR.

Con la estandarizacion de la metodologia para los ensayos de PCR punto final, se
observaron las bandas amplificadas de los pares de bases establecidos de los
fragmentos de los genes seleccionados de Brucella abortus: wbkA y virB3. En la Figura
29, se observa que las bandas tuvieron la talla esperada de 146 y 121 bp, y tuvieron

mayor intensidad cuando la temperatura de alineamiento fue de 64°C.
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8 9710 “x1" 12033

Figura 29. Perfil electroforético de amplificacion de PCR de Brucella abortus en gel
de agarosa al 1.5%, carril 1: marcador molecular de 50 bp, carril 2: gen wbkA, carril
3: gen virB3, Carril 4: gen wbkA, carril 5: virB3, Carril 6: gen wbkA, carril 7: virB3,
Carril 8: gen wbkA, carril 9: virb3, carril 10: gen wbkA, carril 11: virB3, carril 12: gen
WbKA, carril 13: virB3.

En la estandarizacion de esta reaccion se analizaron los limites de deteccion de DNA
para Brucella abortus de esta prueba los cuales se muestran en la Figura 30, en esta
figura se observa la amplificacion de DNA siendo la cantidad minima de DNA detectada
durante la PCR de 3.86 ng. Se realizaron diferentes diluciones para esta reaccion siendo
la 1:50 la que se colocé en los carriles 10 y 11 y fue posible observar la amplificacion de
bandas a 146 y 121 bp, correspondientes al fragmento seleccionado del gen wbkA vy
virB3, respectivamente. No obstante, en los carriles 12 y 13 ya no se logr6 detectar la

visualizacion de bandas, debido a que la cantidad de DNA utilizado no fue suficiente.
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Figura 30. Perfil electroforético de amplificacion de PCR con DNA diluido de
Brucella abortus en un gel de agarosa al 1.5%. carril 1: marcador molecular de 50
bp, carril 2: gen wbkA DNA directo, carril 3: gen virB3 DNA directo, carril 4. gen
wbkA DNA 1:10, carril 5: gen virB3 DNA 1:10, carril 6: gen wbkA DNA 1:15, carril 7:
gen virB3 DNA 1:15, carril 8: gen wbkA DNA 1:20, carril 9: gen virB3 DNA 1:20, carril
10: gen wbkA DNA 1:25, carril 11: gen virB3 DNA 1:25, carril 12: gen wbkA DNA
1:30, carril 13: gen virB3 DNA 1:30, carril 14: gen wbkA DNA 1:35, carril 15: gen
virB3 DNA 1:35, carril 16: gen wbkA DNA 1:40, carril 17: gen virB3 DNA 1:40, carril
18: gen wbkA DNA 1:50, carril 19: gen virB3 DNA 1:50, carril 20: gen wbkA DNA
1:60, carril 21: gen virB3 DNA 1:60.

En la estandarizacion de los distintos ensayos se obtuvieron resultados satisfactorios con
visualizacion de bandas amplificadas a los pares de bases especificos para cada
fragmento del gen seleccionado. En la Figura 31 se observa la amplificaciéon de bandas
a 110 bp correspondientes a los genes seleccionados para la bacteria C. fetus. En la
Figura 32 se observa la amplificacién de bandas a 120 bp correspondiente al gen 16S
rRNA de M. tuberculosis, mientras en la Figura 33 se observa la amplificacion de bandas
a 130 bp del gen KasB de M. tuberculosis. En la actualidad no existe en México una
prueba molecular estandarizada para trabajar a partir de semen, para deteccién de
agentes patdégenos como M. tuberculosis, C. fetus y B. abortus, por lo que la
estandarizacion de esta metodologia ofrece una oportunidad de diagndstico importante
para trabajar con muestras a partir de material espermatico proveniente de futuros

sementales o sementales en funcion reproductiva.
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A bp
300 bp
200bp
100bp

Figura 31. Perfil electroforético de amplificacion de PCR especie especifico de C.
fetus en agarosa (1.5%). Carril 1: marcador molecular de 100 bp, Carril 2: gen 16S
rRNA con DNA integro, Carril 3: gen 16S rRNA con DNA 1:10, Carril 4: control, Carril
5 gen gltx1 con DNA integro, Carril 6: gen gltx1 con DNA 1:10, Carril 7: control.
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Figura 32. Perfil electroforético de amplificaciéon de PCR de M. tuberculosis en gel
de agarosa (1.5%). Carril 1: marcador molecular 100 bp, Carril 2: gen 16S rRNA
con DNAL1:10, Carril 3: gen 16S rRNA con DNA integro, Carril 4: control..
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Figura 33. Perfil electroforético de amplificaciéon de PCR especie especifico de M.
tuberculosis en gel de agarosa (1.5). Carril 1: marcador molecular 50 bp. Carril 2:
gen kasB con DNA integro, Caarril 3: gen kasB con DNA 1:10, Carril 4: control.

10.4 PCR tiempo real

A continuacién, se observan los resultados de los ensayos de la estandarizacion de la
PCR tiempo real, utilizando DNA de referencia de cada bacteria para cada gen
seleccionado, en las Figuras 34, 35y 36 se puede observar las curvas de amplificacion
para cada gen, estas curvas evidencian el funcionamiento del disefio de los primers y del

protocolo realizado para cado reaccion.

En las imagenes de cada reacciéon de PCR tempo real se puede observar el nimero de
ciclos en los cuales la fluorescencia se hace constante, los ciclos de amplificacion son

directamente proporcionales a la concentracion de DNA, la visualizacion permanente de
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la curva estandar de amplificacion indica una correcta reaccion, en este caso el correcto

diagndstico bajo esta metodologia de las bacterias estudiadas.

Amplification Plot
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Figura 34. Curva de amplificacién de Brucella abortus, en reacciones duplex con
los genes wbkA y virB3 reacciones triplex adicionando actina bovina.

En la Figura 34 se observa la amplificacién de los 3 genes en las 3 repeticiones de los
controles positivos se utilizaron los genes wbkA, virb3 y actina bovina, en las muestras
donde se agreg6 el NTC o blanco no se mostré amplificacién alguna, en los controles
negativos solo amplifica la actina bovina, resultando con esto una correcta amplificacién

de todos los controles utilizados.
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Amplification Plot
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Figura 35. Curva de amplificacion de Mycobacterium tuberculosis, en reacciones duplex

con los genes 16S rRNA y kasB y reacciones triplex adicionando actina bovina.

En los resultados de la estandarizacién de gPCR en la Figura 35 se puede observar la
amplificacion de los 3 genes seleccionados para M. tuberculosis en las tres muestras
analizadas, en el control blanco o NTC se tiene un control correcto al no amplificar nada
en las tres muestras agregadas al ensayo, en los controles negativos solo amplifica

correctamente actina bovina.
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Amplification Plot
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Figura 36.Curva de amplificacion de Campylobacter fetus, en reacciones duplex
con los genes 16S rRNA y gltx1 y reacciones triplex adicionando actina bovina.

En la Figura 36 correspondiente al ensayo estandarizado de qPCR para C. fetus se
observa gue en las 3 muestras de los controles positivos se tiene la amplificacién de los
3 genes seleccionados, en las 3 muestras control no se tiene amplificacion y en las 3

muestras de los controles negativos amplifica correctamente solo actina bovina.

En este trabajo ha sido desarrollado una técnica basada en PCR bajo dos modalidades
distintas PCR punto final y gPCR, que puede ser util en la deteccion de B. abortus, C.
fetus y M. tuberculosis. Una vez estandarizada la técnica se puede observar que podria
resultar de manera favorable en el diagnéstico rutinario de las enfermedades causantes

por las bacterias seleccionadas en este estudio.

La metodologia basada en PCR tiempo real ha conseguido mayor aceptacién en este
trabajo que la PCR punto final, porque ademas de ser mas sensible y rapida, minimiza el

riesgo de contaminacion al realizar la qPCR en un solo paso
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En nuestro pais las enfermedades que afectan a los bovinos causadas por las bacterias
Brucella abortus, Campylobacter fetus y Mycobacterium tuberculosis sigue siendo un
grave problema de salud animal y publica por la zoonosis que esta causa, su diagnéstico
se ha vuelto dificil, por ello es importante contar con una prueba que apoye el diagnéstico
rapido rutinario, el cual presenta muy baja sensibilidad y especificidad. La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) es una metodologia moderna utilizada en la deteccion
del material genético de bacterias bajo distintas muestras clinicas, estando ampliamente
difundida su utilidad en el diagndstico de enfermedades infecciosas (Padilla y Ventura
2003).

11. CONCLUSIONES

En este trabajo se disefié un método eficaz, capaz de detectar de forma rapida, directa y
con mayor sensibilidad y especificidad los genes asociados a factores de patogenicidad
de las bacterias Brucella abortus, Campylobacter fetus y Mycobacterium tuberculosis, lo
cual puede servir como una herramienta de control para las enfermedades que causan

estas bacterias patégenas en el ganado bovino.

Los disefios de los primers y sondas realizados a partir de las secuencias de los genes
seleccionados en esta investigacion, resultaron ser eficaces para su uso mediante la PCR

punto final como la PCR tiempo real (QPCR).

Las pruebas de PCR tiempo real (QPCR) resultaron ser hasta 10 veces mas sensible al
identificar muestras de 10 ng de DNA respecto a las pruebas mediante PCR punto final,

en la cual se utilizaron 100 ng de DNA.

Es necesario seguir con la evaluacion del disefio de primers bajo otras condiciones y

sistema de trabajo, para seguir garantizando su correcto funcionamiento.
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