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RESUMEN _
Erika Gabriela Palomares Resendiz. Evaluacién de la técnica ’de’reaccién

en cadena de la polimerasa para el diagnéstico de Act/n bact//us sem/ms en
ovinos. Asesorado por- Dr. Francisco Suarez Gue s, Dr. Efr en Diaz
Apancno y Dr. Jose Angel Gutlerrez Pabello

muestras de semen testiculo y epndldtmo d

las muestras de semen
a sensibilidad de la

em/n/s es adecuada

Sin embargo Ios resultad n: y teJldos no fueron

concluyentes.

Palabras Clave: Ebidi,d’im;tls, ovinos'y PCR
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SUMMARY . o :
Erika Gabrlela Palomares Resendiz Evaluatlon of the PCR techmque for
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EVALUACION DE LA TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA PARA EL DIAGNOSTICO DE Actinobacillus seminis
EN OVINOS

introduccién

La epididimitis ovina es una enfermedad  infecciosa, contagiosa,
progresiva e irreversible, de curso agudo o cronlco de presentacioén clinica o

subclinica, caracterizada por la mflamac;on del EDIdldlmO que ocasiona en
fertllldad y fmalmente esterilidad

forma secundaria degeneracton testicular
del semental (Bagley, .- conS|derada una enfermedad

econémicamente |mportant ectos adversos sobre la fertilidad del

s del rebano. (Walker et al., 1986;
én “elr nimero de reemplazos

rebafo del macho, los ani
Appuhamy et al.,1998,),

disponibles, el uso de un’ 0:de carneros por hembra y los gastos

que ocasiona el manvte"'n'im n 'ei‘ braé no gestantes (Genetzky, 1995).
Esta palolog'i'ai hé sido~asc'>ciadé a Brucella ovis el agente causal mas
frecuente de epldldlmms en ov’mos La epidemiologia y patogénesis de esta
enfermedad esta blen documenlada ‘sin embargo gran variedad de organismos
gram negativos pleomorflcos lamblen pueden ser responsables de la
epididimitis . ovina HE tre otros sehan reportado: Actinobacillus seminis,

( yg:entemcom/tans, Archanebacterium pyogenes,
V'ofbb'é'rculosls, Streptococcus spp., Staphylococcus
aéhiblytiéa Pasteurella muiltocida, Brucella abortus,
schenchla coI/ (Burgess, 1982; Walker et al., 1986;

Actinobacillus - a
Corynebacteiium :
spp.. Manvhvvei'
Histophilus ' ovis y'
Genelzky, 1995)
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A pesar de Ia vanedad de los agentes etlologncos mvolucfados en la
epididimitis Yy de su dlferente palogema estos mducen Iesmnes en el epldldlmo .
y testiculo que” no son dlferenctales por palpacnon y cuadro clmlco y tampoco

por su patologna

Antecedentes

A. seminis causa epididimitis en ovinos con la consecuente infertilidad y
finalmente esterilidad en los carneros; la presencia de este microorganismo se
ha comprobado en diferentes paises. A. seminis ha sido aislado en casos de
epididimitis, de muestras de semen y de epididimo en Australia (Baynes y
Simmons, 1960), Nueva Zelanda (Ekdahl et al.,, 1968), Estados Unidos de
Norte Ameérica (Livingston y Hardy, 1964), Sudéfrica (Van Tonder, 1973), Reino
Unido (Heath et al.,, 1991), Kenia (Mbai et al., 1996) y mas recientemente en
Espana (De la Puente Redondo et al., 2000). En México, existen feportes de-
casos de epididimitis por A. seminis desde 1986 (Trejo et al.. 1986), donde se
aislé del epididimo de un carnero del Estado de Hidalgo, posteriormente
Oviedo et al., (1988) aislaron el patogeno en carneros del Estado de México,
en estos dos reportes la identificacion del agente se logré por pruebas
bioquimicas. Recientemente Meéndez - et al, (1999) aislan la bacteria y
confirman el diagnostico en pruebas de Inmunodifusién doble en ge! (IDD) con
la utilizacion de antigenos sonicados, comprobando. la existencia de identidad
antigénica con una cepa de refere’ncié‘(ATCC 15768).
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Signos clinicos

La: epididimitis puede involucrar uno o ambos epididimos del carnero.
Cuando se afectan unilateralmente, la fertilidad disminuye y se puede sufrir una
pérdida de mas del 50% en la capacidad reproductiva, los-carneros afectados
bilateralmente son a menudo estériles (Walker et al., ‘1986).’ La infeccion aguda
usualmente desaparece después de 14 dias, pero la muerte puede ocurrir
principalmente en carneros jovenes (Jansen, 19805) Las infecciones crénicas
por A. seminis resultan en lesiones palpables en el; epididimo incluyendo

cuerpo, cabeza y cola (Ley, 1993).

Como resultado de la infeccion sebda_una inflamacién - y estasis
espermatica, dando lugar a la formacién de granulomas: espermaticos que
producen la obstruccién del epididimo, estos granulomas pueden originar
lesiones en testiculo. (Sponenberg, 1983; Genetzky, 1995). En algunos casos
de orquitis severa y epididimitis se presenta anorexia y depresion, lo que
ocasionalmente provoca la muerte. En otros casos, la infeccion se presenta

solo en forma subclinica con la presencia de neutrofilos en el semen (Heath et

al., 1991).

Los signos- clinicos ' son .- similares = en |nfeccnones naturales vy

mfeccnon aguda el testlculo afectado esta engrosado -

experimentales En un:

o s:gnos asocnados nc'yen flebre co;era y

adheridas pudiendo }es“_lar comprendidas.la tunica y la ple‘l\(B‘agI_eyv.v 1997, Ley
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1993). En algunos casos se produce la ruptura escrotal y la formacuon de

fistulas que drenan el matenal purulento (Genetzky,‘ 1995) Las veslculas

seminales pueden presentarse aumentadas de: tamano con uyna Iobulacaon
‘ bullamlentos

exageradamente aumentada En casos cronlcos se presenta
duros que pueden tener el tamaiio. de una pelota de golf y que se Iocahzan en
la cola o en la cabeza del epldldlmo, el testiculo presenta una: sngnmcatlva

reduccion de tamarno y cambios en su éons_istenéia (Jansen, 1980p).

El sitio de lesion mas frecuente en casos de epididimitis en carneros
maduros es la cola del epididimo (86.4%). En borregos de alrededor de un afio
de edad, las lesiones se presentan con mayor frecuencia en la cola (58.9%)
que en la cabeza del epididimo (32.3%). Cuando la lesion se localizé en la
cabeza del epididimo el agente etiolégico comunmente no fue demaostrado,
caorrespondiendo en mU;:hos casos a granulomas espermaticos, que podrian
tener su origen en conductos eferentes aberrantes (Walker et al.. 1986).

Necropsia

Cuando se realiza la necropsia o la castracion de carneros afectados en
la forma aguda, el escroto y la tunica vaginal se muestran marcadamente
congestivos y edematosos a la incision. La tunica vaginal aparece adherida y
en muchos casos cubjerta por depdsitos de fibrina. En estos casos los
testiculos comdnrhente 'se encuentran de tamaio normal y los epididimos

estan agrandados y firmes (Baynes y Simmons, 1960; Jansen, 1980,).

Los ahimales con epididimitis presentan anormalidades espermaticas en
el rango de: un 102 45 % contra un 3 a. 9 2% en los_sanos, .la: motilidad
progresiva:varia. entre un 30 aun 80% comra un 82 a.94% en los ammales
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sanos, ademas el semen contlene gran cantldad de neutrofilos Yy celulas
) (Low’ etal. 1995 Mbai et al., 1996) En

epnellales en Ios ammales CL, 5
estudios bactenologlcos reahzados por Walker et al 1986: en carneros adultos_
menca se constato que ‘el 96. 3% de

y virgenes de Estados Umdos ‘de Nort
los adultos con Iesnones de’ epldldlrmt
A. seminis se. encontro en: el 75%

u ron posmvos a 8. ovis, mlentras que

ows se’ alslo en: todos los carneros

virgenes afectados.:

Epidemiol_ogia_

A. seminis es consnderada como causante de mfertulldad en carneros del

Reino Unido. Fue alslada en lres d' 6 carneros con lesiones genitales y pobre
calidad de semen, con edades de ocho meses a dos afios y medio. Asi mismo

fue aislada en dos de 96 ammales fertlles ‘donadores de semen en programas

de inseminacion artificial, sin : lesuones fisicas y sin presencia de células
inflamatorias en el semen, con edades de ocho meses y seis anos (Low et al.,

1995).

A. seminis fue aislada en el 13.8% de los carneros que no presentaron
lesiones clinicas en el epididimo ni en el testiculo, ni neutrdfilos en el semen,
por lo que se consideré que la infeccion se encontraria en estado latente,
adquiriendo estos animales, la condicion de portadores asintomaticos (Van

Tonder, 1979,).

En muchas ocasiones - se logran anslamlentos bacterianos de las

vesiculas semmales \ de Ias ampulas eI de erente con apariencia normal

(Jansen, 1980b) El semen
espermatozondes muertos detrlto celulares y espermatozmdes con cabeza y

mfectados contlene leucocitos.
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cuerpo separados algunos carneros con ep:dtdlmms subcllmca no muestran
titulos serologlcos o Iesnones clmlcas pero ellmman al orgamsmo en el semen
A. semlnls puede ser observado ‘en’frotis de semen despues de tenlrlo con

vnoleta de genc ina (Jansen 1980

En estud 0s serologlcos reallzados en Meéxico, en los Estados de Hldalgo

y Mexlco en:6 explotacaones conun total de- 111 carneros se ‘obtuvo una
prevalencna del 9 % en la prueba de IDD con antlgeno soluble de A. seminis

(Mendez et al., 1999)

Patogenia

La patogenia de la epididimitis es incierta, asi Jansen, 1983. sugiere que
A. seminis es un microorganismo ambiental que invade la cavidad prepucial y
es capaz de ascender hacia las partes profundas del tracto genital. Walker y
Leamaster, 1986, lo presentan como un habitante normal de la flora genital de
machos y hembras que por razones “"desconocidas” es capaz de provocar
epididimitis en algunos individuos. Jansen, 1983, establece que la infeccion se
presenta en los animales jovenes, mas vigorosos y de mayor velocidad de

crecimiento.
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Walker y Leamaster (1 986) comprobaron Ia presencna de A sem/n/s e,

el -despertar’ de
epididimal Unicamente -

Baynes y Slmmons [ 968) reprodu;eron cuadros de epndldamms clinica
por mtroduccuon del agentewen forma dlrecta en eI epldldlmo Van Tonder,
(1977) expuso borrego es meses a infecciones masivas de A. seminis, por

via: rectal, oral conjuntlval nasal intravenosa y subcutanea, logrando la

recuperacuon‘d’ la. bactena en semen, pero fallando al tratar de establecer de

un modo natural Ia'transmc5|0|1 de la enfermedad.

Lozano (1986) inoculd A. seminis proveniente de casos clinicos de
epldldlmms y trato de inducir la enfermedad por via intravenosa y por mucosas
sin Iograr lesuones epididimales. Estos resultados lo-hacen sugerir que las
cepas uhluzadas en el ensayo no serian agentes etlologlcos primarios, y que

éstas podrlan actuar como .oportunistas en caso de Iesxones provocadas por




otros agentes asi por ejemplo en cnnco de sels annmales con lesnones de
seminis comblnado con Slreptococcus spp,

epldldlmms se alslo A

esencial para la virulencia de algun
requiere una asociacion entre Ias adhesmas de superf'c1e y receptores
celulares, esto es el paso inicial en la patogenesns de muchas enfermedades

Healey et al.,, (1991) demostraron la adhesién de A. seminis a células renales y
la inhibicion de éstas con anticuerpos monoclonales éspeciﬁcos. por lo tanto
sugieren que es posible que A. seminis se adhiera al épidl‘dimo por adhesinas
de superficie, que se asocian a los receptores especificos de las células
epiteliales del hospedero causando epididimitis en carneros virgenes, tambien
sugieren que dentro de la especie pueden existir animales que carecen de
estos receptores, como se ha demostrado en cerdos en relacion a la adhesina

K88 de Escherichia coli.

No existen reportes sobre la vexistencia de toxinas- que  sean
responsables del. cuadro cllmco En estud:os recnentes se. encontro en

extractos totales de a A semmls corndos en: geles de garosa y sobre los

cuales se aplico la tecmca de i m'
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fuertemente con A sem/n/

Diagnédstico

El- duagnosuco se establece con- base en. una correcta anamnesns
examen clmlco estudaos serolog:cos. bacterlologncos Yy de semen (Baynes y
Simmons, 1968; Genetzky. 1995) Estos estudios deben reahzarse en’ forma,
periddica, pero snempre se: debe |nclunr un control durante Ia pubertad Yy en
'ebe mclunr un; estudlo detallado dos meses antes de

animales en serv:cm Se
la épocade monta y In'es udlo posterlor ala mlsma (Ley. 1993 Appuhamy et

al., 19983)

En lé anarnhesis del rebafio se debe considerar principalmente, la edad
de los carneros, el niumero de carneros pAor hembra, convivencia de carneros
adultos con.jovenes, el estado higiénico de los corrales, la entrada de nuevos
sementales y hembras de reemplazo, el nimero de carneros con lesiones y el
sistema de monta. También se deben estudiar los parametros reproductivos del

establecimiento, poniendo énfasis en la fertilidad y en la ocurrencia de abortos.

El diagndstico clinico debe incluir una detallada exploracion del épar‘ato“ﬂ

reproductor, es recomendable que el carnero sea sujetado en: pOSICIOH de

"sentado”. Se debe realizar una: correcta observaclon e escroto ponlendo

atencion en su.simetria y a la posnble ex:stencna .de lesion; a: mvel escrotal que

puede ir desde la presencua de’ rubor
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fslulosos (Otrowsk| 1962) Luego se procede a,la palpacuon del ep|d|d|mo y
los testlculos Los epndldxmos se deben recorre “vdetalladamente comenzando

Durante. la palpac:on testlcular se; debe determmar la. simetria y la
medlo e inferior.

consistencia testicular por Io menos en tres sectoreS' superlor.
Desplazar los testiculos en el escroto para comprobar» p05|bles adherencnas y

realizar la palpaciéon del cordon espermatlco Por ultlmo extraer el pene y
comprobar la integridad de su mucosa. (Otrowskl “1962). ~Se debe extraer
semen , preferentemente por electroeyaculacmn prevna Ilmpieza del prepucio y
pene, depositandolo en bolsa o copa de coleccion estéril. La muestra obtenida
se utilizara en estudios de calidad seminal como: motilidad de masa e
individual, concentracion espermatica, porcentaje de anormalidades en cabeza,
cuerpo y cola, porcentaje de espermatozoides vivos y muertos (Low et al.,
1995; Mbai et al., 1996). Es importante comprobar si existen de células
inflamatorias, en frotis directo de semen teiidos con Giemsa, también realizar
tincion de gram para verificar la posible presencia de\bécilbs pleomorficos gram
negativos (Heath et al., 1991). Al realizar estﬁdids bécteriolégicos del semen,
se debe tener en cuenta que las bacterias'no se:eliminan de forma continua,
por lo cual los muestreos deben hacerse en forma periédica, con el fin de
incurrir en el menor nimero de errores diagnoésticos (Béeman etal., 1982),




"Es conveniente castrar los carneros con »leﬁone}'si para_hacer estudios
bacteriolégicos e histdpatolégicos Se debe‘tenér én éuenta que.las lesiones
son progreswas e irreversibles. Se deben reallzar stembras bacterioldgicas de
cola, cuerpo.y cabeza del epldldlmo asi como de Ios testlculos éstas se deben
hacer sobre medios ricos, con sangre o suero ya que muchas de las bacterias
que causan epldldlmltls lo exigen. Se mcubaran en aerobiosis y en condiciones
mlcroaeroflllcas por un lapso de 7 dias (Bu‘lgm et al., 1990). A las colonias
soSpechoéa/s se les realizara frotis y iincién con gram vy  Zielh-Neelsen
modificado, esta tincion, permite distinguir entre B. ovis y A. seminis (Van
Tonder 1979,; Burgess 1982). Se debe recordar que muchos microorganismos
que causan epididimitis, al igual que A. seminis, son bacilos pleomorficos gram
negativos y son indistinguibles por su morfologia (Walker et al., 1986).

Como paso siguiénte se debe realizar :Ia - identificacion por . pruebas
bioquimicas, en estas se. debe incluir: oxxdasa catalasa reduccnon de nitratos,
produccion de |ndol presencaa de ureasa, uhllzacuon del c:lrato oxidacion y
'.lzacron de ornltlna Y.

fermentacion de azucares prueba de acrnflavma y.-u
arginina. Las pruebas pueden no -dar certeza dennfncacnon. ya"'que;:
muchas cepas presentan reaccnones snmnlares a‘em‘c;pli,//ﬁuys-
H/stophllus. ademas de existir variaciones enlre Ia cepa ; ,i ar ;
Tonder, 1979,; Swanepoel, 1984; Scanlan eta oy I dér;jg(1_97:9,,)

acér> una :

concluye que. en el diagnéstico |nd|v1dual y de L 5
evaluaciéon completa incluyendo examen clmlco. de semen bacterlologlco Yy

serolégico.
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Identificackiénk'de ACtinobécilllls seminis

A semm/s esta clasmcada en la famma Pasteure//aceae este organismo

es gram negat

as colonlas del tamano de una cabeza de alfiler, a las 48

24 horas se ol serv ;
horas alcanzan un duametro ‘de-1 a 2 -mm, poseen color gris blanquecino,

convexas, redongjeadas con margenes enteros, a los cuatro dias adquieren un
diametro mayor‘de_a-rbnm (Burgess, 1982; Sneath y Stevens, 1990). Las
caracteristicas bioquimfcas que permiten identificar a A. seminis son: catalasa,
oxidasa y . nitratos positivds. indol y urea negativos y presentan pobre
fermentacion -de glucosa (Low et al., ’1995) En estudios de microscopia
electrénica no se observan esporas, capsula o p|l| en las cepas evaluadas

(Spondenberg et al., 1983).

El empleo de técnicas bacteriolégiéa y inééién de los animales

infectados del hato dlsmmuye la mcndencua de'la nfe nedad sin embargo hay

ocasiones en que las pruebas d:agnoshcas no concuerdan entre si (Beeman et

al., 1982).

Técnica de Reaccion en Cadena de la Pblinierasag'j'

Recnentemente se han sugendo metodos moleculares rapldos como la

identificacion de acudos,nuclelcos de una reg‘on blanco especmca del genomam_




bacteriano por la tecmca de Reaccion en Cadena de la Pohmerasa (PCR) que
es ampllamente utlhzada para Ia deteccuon y dlagnostlco de’ patogenos

Varios |nvestlgadores han expenmentado con ia. ecnlca de F'CR

enfocada al diagndstico de brucelosis, utmzando una fraccnon del gen omp2 de
S amanos que pueden

Bruce//a para amplificar fragmentos de dlferente :
diferenciar entre especies de Brucella (Fuchl et al 1996 Arellano 1998)

La capacidad para amplificar ADN especmco por F’CR de un numero
reducido de bacterias, asi como la sencnllez. a rapldez y la reproducibilidad de
la tecnica ofrecen ventajas sobre los: ,cul‘tlvovs ‘convencionales y métodos
fenotipicos para la identificacion. El rnétodo dé PCR ha sido utilizado para
detectar una variedad de kagente's micfobio|égicos en muestras clinicas,
aunque existen problemas que pueden resultar del bajo numero .de
microorganismos - en -una mueélfa 'y el efecto inhibitorio de ciertos

componentes biologicos (Appuhamy, 1998,).

La técnica de PCR detecta y multiplica una secuencia especifica de ADN
de la bacteria de la cual se sospecha y se puede realizar-a partir de muestras
de tejido y muestras clinicas como sangre, leche, orina, saliva y otros fluidos
(Leal et al, 1995). Esta técnica es un meétodo in vitro para la sintesis
enzimatica de secuencias especificas de ADN. En general el procedimiento
depende de la disponibilidad de las secuencias que flanquean las regiones de
interés, estas secuencias son complementarias a un segmento de ADN molde
de cada una de las cadenas. El ADN es desnaturalizado a altas temperaturas,
es decir la doble cadena se abre para que posteriormente se unan los
iniciadores a una temperatura de 55°C y por dltimo la extensién del ADN a
partir del extremo 3' de los iniciadores que se lleva a cabo a una temperatura

de 72°C. Ei producto final es entonces desnaturalizado para empezar otro
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ciclo, la efnmencua de esta ampllfcamon permlte el uso de pequenas cantldades

La tecnlca de PCR se ha utilizado para realizar una rapida identificacion
de A. seminis’. Y. establecer dlferenC|as con otros géneros bacterianos. Una
region del genoma bacteriano que parece proporcionar un adecuado blanco -
para la identificacion de la bacteria es la region espaciadora entre los genes -
168 y 23S rARN. La amplificacion del PCR de la régién espaciadora 165-233
rARN ha sido sugerida como base de la identificacion universal de la bacteria,
Appuhamy et al., 1998, en un estud:o muestran que el PCR ribotipo de la
region espaciadora 16S-23S rARN genera dos ampllf‘cacuones comunes ‘en
todas las muestras de donde aislaron A sem/r_us_, posteriormente utilizaron las
secuencias de esas dos regiones éépaciadbras iniergénicas y elaboraron
iniciadores especie-especificos para la rapida deteccion e identificacion de A,
seminis por PCR, Para este PCR especifico se disefiaron iniciadores que
amplifican una regién del gene rrnB que es uno de los dos operones
ribosomales caracterizados, que - codifica para dos ARN de transferencia
(tARN.lle y tARN-Ala). Se utilizaron muestras de semen de carneros, de las
cuales ya se habia aislado e identificado A. seminis, con  estas muestras
obtuvieron un solo producto de 436 bp y no obtuvieron amplificacion con otras

bacterias del tracto reproductor ovino.
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Justificacion

México cuenta con una poblacidn ovina promedio de seis millones de
borregos y el 55 % de la poblacion esta concentrada en los estados de:
México, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Querétaro, Michoacan, Zacatecas, Morelos
y Guanajuato (Arteaga, 1999). Por la presion de la elevada demanda, la
importacion de ganado en nuestro pais‘a s‘upe'rad"orel 50% del abasto nacional,
lo que favorece el riesgo de que se preseme’la introduccion de enfermedades
por desvio de los animales de abasto hac:a Fnes de cria, lo que permitiria la
diseminacion de enfermedades mfeccu sas como es eI caso de la epld|d|mlt|s
otros panses por presentar la

introducida por anlmales descartad

enfermedad

Comunmente no'se reallza el dtagnostlco euolo ICO de Ias ep|d|d|m|t|s en
carneros. Para poder determinar que es ocas:onada ipor: A. seminis se debe
utilizar el estudio bacteriolégico, pero por Ias caractenstlcas .propias del
organismo, este proceso es dificil y tardado En este trabajo se evalua la
técnica de PCR para diagnosticar la presencia de A. seminis y eventualmente

poder contar con una técnica mas sensible y rapida que la bacteriologia.

Hipotesis

La técnica del PC‘R permite la idehtifcacién de ovinos infectades por A.

seminis, a pamr de muestras de teudo y de semen de forma mas et”cnente que

la bactenologla
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Objetivo General

Estandarizar la tecmca de PCR y determinar sus alcances como método
de diagnéstico para Actmobactllus seminis en muestras de semen, testiculos y

epididimo de ovmos

Objetivos éspe'cwyiébs,_ R s o

. Determmar Ia sensnb:l:dad de Ia_ tecnlca de PCR conocnendo la cantidad
minima de ADN d aci ‘ S
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Material y métodos

Bacteria dé“}die’safic'{ F

la cepa de A semln/s ATCC 15768 (Healey et al., 1985
86 Healey et "/ 1986 Healey et al.; 1988 Scanlan et al.,

Cardenas y’ 'Makl
"semen de borregos con

1989) Ia - cual
epididimitis.-

btemda orlglnalmente del

Inéculo-de desafio,

Los indculos se prepararon a partir de cultivos sobre agar sangre de A.
seminis: que-.se cosechd a las 48 h en solucion salina fisioldgica (SSF). La
concentracién del indculo fue de 1.6 x 10° ufc/m! y se comprob6 la cantidad de

unidadesk formadoras de colonias (ufc) por el método descrito por Miles et al.,

(1938).

Desafio experimental

Se empiearon un total de 18 borregos chnlcamente sanos, de seis

izquierdo. 7
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Cuatro animales fueron testlgos negatlvos y a dos de estos se les dio un

tratamiento traumauco |rr|tat|vo medtante myec 'lon de eulengllcol en epldldllno

Post—lnoculaclon, los borregos se mantuvneron alslados en corrales

|nd|V|dua|es para “evitar |a p05|ble transmision entre ellos.

Toma‘d:e mues

Cada semana 'se realizd el examen clmlco del aparato gemtal de los
borregos descrlblendo las posnbles lesiones y su ubncacmn Y.se’ colectaron

ADN." La ext iccuon del semen se reallzo con

secando con algodon estéril.

La electroeyaculacion se realuzo sngulendo la técnica descnta Por. Hatez
(1993). Se sujeto al animal en decublto lateral, se extrajo el pene 'y se’ mantuvo
exteriorizado sosteniéndolo con una gasa colocada por detras del glanyde, se’
introdujo en el recto un palo de madera con dos electrodos, Iub'riéafdb con ¥
vaselina y se realizaron movimientos de masaje ejerciendo presion. sobre’ el -
piso de la pelvis. Se apllcaron pulsos de 10 segundos aumentando él voltaje_
entre pulso y pulso dejandose un tiempo de descanso de 10 S¢ gundos El-

semen se recolecto en bolsas estériles que se guardaron a-4°C’ para su

inmediato traslado al Iaboratorlo donde fueron conservadas a 80°C.

Treinta dias_ del: desafio_ los - cameros . fueron . sacrificados

humanitariamente -y se‘c/ole(:taro’nf'a,sfép,tjca'mente los testiculos y epididimos
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(colay cabez'a), se éolocaron en bolsas de plastico estéril y se'guérdaron a4°C

para su inmediato trasiado al laboratorio, donde fueron conservadas a -80°C.

Animales de canipo} '

Se obtuvieron: 50 muestras de sangre Y. semen d ammales con Wy sin
epididimitis clinica. El examen clmico a ‘los sementales se reallzo por

observacion y palpacién de los testlculos consuderando Ia snmetraa tesucular el
deslizamiento de los testiculos en Ia bolsa escrotal para determlnar la -
presencia de adherencias de las tunlcas vaglnales asu como establecer la
consistencia y el tamario del epididimo. (cabeza cuerpo y cola)

Clasificacion de las alteraciones

Epididimo (cola, cuerpo y cabeza)

Una cruz: Representaron pequenas variaciones en tamano con aumento.en la
consistencia del érgano o la presencia de irregularidades en la superﬂcne‘

Dos cruces: Aumento de tamano de entre el 50% y el 100%.

Tres cruces: Entre el 100% y el 300% de aumento de tamarnio.

Cuatro cruces: Aumento de tamafio mayor del 300%.

Testiculos.

Dos cruces: Representaron un aumento del tamario de hasta 25 %.

Tres cruces: Aumento de tamano entre el 25% y el 50 %.

Es de hacer notar, que en el examen clinico las alteraciones se describen en

muchas ocasiones por su comparacion con el testiculo y epididimo
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contralateral, por Io tamo pequenas variaciones en un epididimo pueden haber
sido enmascaradas por una gran alteracnon en el ep|d|d|mo del otro lado.

Estudio béqtériolégico'

Las muestras de (EJIdO fueron flameadas con. alcohol y se colocaron en

bolsas de plashco esteéril, a las que se les agrego SSF estéril, p" a trlturarlas en
T uestra conv

una maceradora de tejidos'. Con un hlsopo esterll se obtuvo una
la cual se inocularon dos placas de agar sangre que se lncuba ‘a 37 Q en
una atmosfera de 10% de CO,, revnsandolas dnarlamente par t‘err‘ninariel

desarrollo bacteriano. (Heath, 1991)

Las muestras de semen fueron inoculadas mediante un hisopo en agar
sangre, se incubaron a 37°C.en una atmosfera de 10% de CO ; por tres dias y
las colonias sospechosas fueron identificadas mediante su morfologia, frotis y
coloracién de gram y por pruebas bioguimicas: catalasa, oxidasa, nitratos,
indol, urea y presencna de fgarmentacnon de glucosa (Low et al., 1995).

El resto dél'tejido acerado y del semen se guardaron a -80°C para la

posterior extraccxon de ADN:

Extraccién de ADN a partir de muestras de tejidos 'y de s'em'énv

Preparacién de las muestras Del te}udo prevnamente macerado se tomaron
dos mi, (con las muestras de semen se trabajo con un mmlutro) se colocaron

! Stomacher LAB Blendeer
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en un tubo de poluprop:leno de 50 ml; se inactivaron a 90°C, por 15 minutos,

en bafio Marla

Técnica de ext(accién (Aus;ub(el etal, 1995§ cdn mbdi‘fic’:a(qiqnes')‘_ :

A Ios tejldos se Ies agrego un volumen de solucnon de Trlpsma Versene

de 0.7M). Se adiciond’ 1 4 ml de CTAB- NaC| (conce
mezclandose e incubandose a 65°C 10 minutos. S

fenol, sin tomar la interfase.

Se afadio un volumen de fenol cloroformo alcohol isoamilico 25:24:1
(Fenol equilibrado con Tris- HCI pH 8 O) Se mezclo 10 minutos y se centrifugo
durante 5 min/ 3500 x 9. ‘Se transfrlo el sobrenadante a un tubo nuevo y se
agregaron 0.6 volumenes de xsopropanol Se mezclé suavemente hasta que el
ADN precipitdé (aprox:madamente 15 mlnutos) Se centrifugd. 15. mmutos a
10000 rpm, vy posterlormente se desecho el sobrenadante cmdando de no

eliminar la pastilla y “se. agrego 1 ml ‘de etanol al 70 %. . Se camblo a un
microtubo nuevo y estéril. Se. mncrocentnfugo 5 minutos a 20000 x'g-y se

modclo 400 (BA 7021)
‘_‘ Falcon.
" Microcentrifuga Jouan A-14.

Se agregaron 5 volumenes de soluc n de I|5|s y se anad|eron Gom de I|soznma7;
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elimind - el sobrenadante - Se: dejo secar, se resuspendié en. - solucion
amortlguadora TE' S'” agregaron de 200 a. 1000 pl de solucnon segun el

tamano de Ia pasulla e ADN

Ios cuales

Ia SEHSIbIhdad }d

fueron obtenugios

Extraccién de ADN'

semen, se realizaron
se tomaron 1000 il y

esta mezcla
el ADN obtemd

Pasleure/la mu‘oc1da, Manherm/a haemo/yt/ca' Eschench/a‘coh H/stoplulus
ovis, Brucel/a melltens:s Proteus vulgans, Yers'

bordy, Sa/monella typhi- y Haemophilus sgm,
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comprobar 'si ampluf‘can el segmento estudlado en la PCR, por estar
invol cradas en casos de epididimitis.

relacionadas con A St ml' s

sémihis' éste incluye

os tejidos de

rabajaron con .este.

protocolo de PCR.

. 'Se reallzo en un volumen fmal de 25 ul con Ios sngulentes reacuvos
Solucion amortlguadora de‘PCR 2 Sul (100 mM Trls HCI 15 mM MgClz, 500
mM KCl, pH 8. 3) i k
2l (0.2 pM) de cada NTP“ :
1 1l (50 pM) de cada iciad
125 (0. 625 U) de Taq pollmerasa
2.5 ul de ADN'-

* Boheringer mannheim.
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Se preparo una prernezcla mcrementando la concentracnon de reactuvos

de acuerdo al numero de'muestras que se trabajaron La premezcla contenia
mncnadores y Taq pollmerasa postenormente(

solucién amortlg" dora

se agrego a ,u

mas agua

El prbgra a:d

Una desnatura izaci |mcual a 94" c por 5 mm . seguldo de 35 mclos a

94° C por 30 s, 55° C por 30 's' 72 °C por 30 s y una extensnon fmal a 72° C por

6 minutos.
Secuencia de los iniciadores de esta reacciéd:
YAAGAAAAAGACGAAGAGACATTY

YCTTATCTTTCTTAAGCCCTGACS: - -

Preparacién del

Se dlSO'VIO 1% de agarosa en-una solucmn de TBE 0 5X y se-calento
hasta ebullicién. Cuando la solucién estuvo a una temperatura aproxnmada de
40°C se le agregd bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y se vacno en eI molde en la

* Biotecnologias Universitarias, UNAM, México.
“ Gene-Amp PCR system. 2400, Perkin Elmer
T GIBCO BRL
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camara de electroforesus horuzontal“ Una vez que gellflco :se agrego ala

camara solumon TBE 0.5X hasta cubnr Iigeramente el gel o

Se mezclaron J5 H del producto de PCR con 1 pl de solumon de carga y

se colocaron en el pozo (Erlxch 989)' Una vez concluuda la electroforesns a
"obre un transuummador de luz

50-70 volts por una h a,’ se’ observ -el gel s
ultrawoleta Se tomaron fotos de|~gel:con, una camara para fotografias

|nstantaneas

¥ Horizon 58, Life Technologies, Gibco BRL
" Fotof Prepi. Fotodyne
' Polaroid Mpd+. Fotodyne
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Resultados

Examen clinico

De’ Ios ammales que -recibieron’ mocUIacién" “intrauretral,- él- 63.6%

presentaron alteracno es en testucuIOS y epadldnmos (Cuadro 1)

" Enlos’:borregos que  recibieron  inoculacion d;recta» en:la cola del

Ias colas de los

epididimo -izquierdo;ise
pididimos ™ a: dlf‘cultad en el
bolsa escrotal En dos de

testlculo 1psnlateral,a a: |nocula<:|on presumlblemente deb|do a’un- cuadro de
orqums aguda ‘Allo ias el rubor y. el calor- hablan desaparecndo a los 28
dias: se aprecm una‘ dnsmmumon notable de Ia consistencia“ y del tamario

tesucular

En. el grupo. control, los dos animales que recibieron tratamiento
traumatico, presentaron lesiones apreciables a partir de la primera semana y se
calificaron ‘con: una cruz, en los animales restantes no se detectaron

alteraciones en el epididimo.
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Bacteriologia de semen y 6rganos -

que fueron |noculados dlrectamente en el
A semm/s a partlr de muestras de semen

Bacteriologia:de semen de animales de campo

X ‘(').bjoyrrégds fue examinado por bacteriologia. No se
logro ningL'm alslamlento :‘Vde A. seminis, sin embargo otras bacterias como
Brucella ovis Corynebactenum, Hamophilus somnus, Staphylococcus spp,
fueron aisladas del semen de 20 animales con y sin

Slreptococcus
lesiones clmncas, palpables De 19 muestras se aislaron pequenos bacilos

pleomorficos gram negauvos que mostraron pocas diferencias al compararlos

con la cepa de referencua de A. sem/n/s (Cuadro 4).
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Resultados de los ensayos de Ia PCR reallzados con ADN de Ia cepa de

referencua de A semln/s

Al reali
negatlvo in
ampllf‘cacro
enla Flgu '

PCR, con ‘él_‘AEI)'N 'ob‘teni'abi’ar partir de
‘ is; " Pasteurelia md/tocida; Manhemia
haemolltyéa Hfstophf/us ovis, Brucella' melitensis,
Haemoph/lus lgans, Yersinia enterocolitica, Shigella bordiy

Sa/mone//a typhl No e observo amplmcacnon del fragmento 436 pb Figura 3.

Resultados de la PCR,en muestras de testiculo y semen de los animales

lnoculados

En‘los ensayos. de’ ,CR reallzados en Ias muestras de organos y de

resultados bacteriologicos, posltlvos‘,' '”




Resultados de la PCR en muestras de s'emgh‘ frescoy A seminis.

Resultados-

En mnguna

y sin cuadro clm;co de epudldlmnis no se logro la m { acnén del fragmemo

de 436 pb d A semml.s, a pesar de que en 19 de ellas se aislaron bacilos
pleamorficos gram negatlvos que hablan mostrado s;mmtudes con A seminis
cuando se compararon con la cepa de referenc:a.
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DISCUSION

La epididimitis infecciosa causada’ por A sem/nls en los- carneros 'es
considerada una enfermedad economlcamente |mportame por . sus efectos
adversos sobre la fertllldad en el rebano ovmo (Walker et a/., 1986; Appuhamy
et al, 1998,). El aislamiento.de- A sem/ms es de suma mportancna en el
émgre es posible, prueba

diagnodstico de la epldldlmms, sin e‘mbargq est
de ello es que en esta investigacion las mu e':ilro:s‘borrregos desafiados
intrauretralmente con A. Seminis - presenta isl‘érﬁiento negativo pese a
desarrollar cuadro clinico. Por otra'parte'no ogro alslar la bacteria de los
organos del aparato reproductor de los ammales sacrlflcados a pesar de que
mas del 80% presentd algun tipo de lesién en el testiculo.y epididimo, sin
embargo se logro en seis animales, aislamientos de A. seminis del semen las
dos primeras semanas post-inoculacion y en dos de - éstos:las- ultimas dos
semanas post-inoculacion, a pesar de que no preséntaron polimorfbnucleares
(PMN). En algunos reportes se comprueba por aislamiento la fbr‘eséncia de A.
seminis, en el semen sin que existan lesiones palpables en los genitales. ni
PMN en semen (Van Tonder, 1979.. Low et al., 1995).: Lo anterior. sugiere que

la bacteria logré colonizar el aparato genital en cantvidad‘ sut"ciente para

mantenerse en él, ser ellmmada por semen y aislarse’ para luego desaparecer

o reducir su cantidad a niveles que imposibilitaron su aislamiento.

Se obtuvieroh, dds‘ ajslamientoé a partir de semen, ,protedentes de los
borregos que recibie’rd'r_ir\‘A"semin/'s directo al epididimo, sdlo en u'n.animal de
este grupo se logré- aislar 1a bacteria de la cola del epididimo-izquierdo, sin
embargo todos presentéron lesiones similares en el lugar de la inoculacion
semejantes a las reportadas previamente para este procedimiento. por
Livingston y Hardy, (1964): adherencias entre la tanica blanca y la vaginal de la
cola del epididimo, que se extienden al cuerpo y al testiculo, incluso la

30
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presencna de un absceso en uno de los ammales de donde se logra auslar A

seminis.

En un ensayo de reproduccnon dela enfermedad por inoculacidn
intraepididimal; reallzada por Baynes y: Slmmons. (1960), en cuatro borregos
lograron a;slar la baclena del punto de InOCUlaCIOH de dos de ellos, en otro del

conducto deferente y en un"animal no lograron aislamientos al momento del o
sacrificio. a Ios 60 ‘dias. Los cambios clinicos en los animales desafiados ‘en
este trabajo son también coincidentes con los que estos autores sefalan, Ellos™
encontraron a la semana agrandamiento de la cola del epididimo inoculado, a
los 21 dias disminucién de la inflamacion con agrandamiento permanente de la
cola notando, atrofia testicular a los 28 dias en un caso y en el otro la atrofia se

hizo palpable a los 20 dias.

En otro estudio realizado por Livingston y Hardy, (1964) en dos animales
inoculados por via intraepididimal, logran aislar la bacteria a los 27 dias en uno
de ellos, a pesar de encontrar cambios patolégicos en ambos. En este estudio
se logréd aislar la bacteria en cuatro de 11 animales desafiados
intrauretralmente, en las primeras  dos seimanas después del desafio a pesar
de encontrar cambios patologicos en siete animales. En tres animales
desafiados directamente en la cola del epididimo se logré aislar la bacteria en
dos de ellos a pesar de los cambios patoldgicos presentados en todos.los
animales. Livingston y Hardy no realizaron estudios en las glandulas anexas, lo
que pudo resultar significativo ya que poco antes del sacrificio a los 21 dias se
aislo A. seminis del semen del animal cuyos testiculos y epididimos resultaron
negativos a la bacteriologia. En este estudio tampoco se trabajo con glréndulés

anexas a pesar de que en dos animales que no presentaron‘alteracibne'sﬂ

otro en la segunda y la quinta semana post-inoculacion. esto puede refrendar
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las observaciones de algunos autores sobre Ia presencna del patogeno en las
glandulas anexas las cuales podrian actuar como reservorlos de la bactena en
su pasaje hacia el epididimo (Baynes y Slmmons. : ; ;

Jansen, 1980,; Heath et al., 1991).

caracterizaron - por grados Ieves de htperplasla del epltello ep|

casos. Es posnble que la |ntensndad de la respuesta |nflamator|a haya péi_irid‘o“
el establecimiento-de A. semm/s o su a|slam1ento desde las Iesnone éfov la

resultados en la extraccion ‘de ADN ‘vdé'éhjc'e/lév Pp. ara, Ia tecnlca,de PCR"
(Romero et al., 1995). El fenol es un solvente org 'nlco que se equtllbra a un pH.
de 8.0 el cual permite extraer las protelnas |Ipld05 y oftro tipo de: detrltus
celulares que contienen las células. El ADN por ser un acido, con pH mfenor al

del fenol queda separado y disuelto en la fase acuosa.

E! CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) es un detergente anionico que
libera el ADN, ademas, retira los: polisacaridos y otras macromoléculas; .y
permanece en la fase fenodlica. Arellano, (1998), evaluo diferentes"prOtoc;plos
de extraccion y el ADN obtenido por este método fue el que propicic} uné;rmayor
sensibilidad en la PCR trabajando con ADN de suspensioné5~celuléres de
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Brucella me//tenSIs, logrando amphfcar hasta 15 X: 101 UFC/mI. En el caso del»
presente trabajo esle metodo fue el que se utlllzo"alcanzando una sensub_lludad .
de ADN‘ s:endo onstante Ia\ mpllt"caCIon ‘en todas,

de hasta 2.8 nanogramo‘

las dllucxones

Se utlllzaron divers
especificidad,- los resu‘ ;
sefialar que e»n un‘a;mué“s‘ ’ tesnculo provemente de ovinos,
stas bactenas aun cuando E. coli y

seria poco probable encontrz ,
‘ de hospederos (Diaz et al., 1987)

Salmonella spp afécta' au

No existen datos de la uullzac:on de la técnica de PCR para detectar -a
A. seminis ‘a partir. de*: testlculos de ovinos, tampoco se ha hecho una
comparacion de la sensnbmdad del PCR con la sensibilidad de la bacteriologia.
En el presente trabaj'ok.'con blos datos obtenidos de los ensayos a partir de
suspensiones de A. semihis se observé que la PCR utilizada mostré una .alta -
sensibilidad. Sin embargo, cuando se aplico la metodologia descrita al ADN de
muestras de semen y tejidos a partir de los animales inoculados, no se obtuvo
la sensibilidad esperada, resultando negativos al PCR. Se pensé entoncés eyn
la posibilidad de que la cantidad de ADN era excesiva, ya que asi se obs‘er‘Vé
en los geles y no permitia desarrollar en forma- adecuada Ia tecmca sin
embargo al realizar diluciones de cada una de_ Ias muestras 5|gu1eron negatlvas

al PCR.
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En seis anlmales el aislamlenlo bacterlologlco fue posmvo de muestras
de semen sin embargo al reallzar las PCR resultaron negatlvos esto podria
deberse a la solucion de’ almacenamlento que ‘se: ocupo para conservar las

muestras Appuhamy et al., 1998., reallzaron experlmentos con muestras de
‘que “contenia_tris, glucosa, acido

semen con solucnon de almacenamxent !
citrico, yema de huevo, gllcerol penlcmna estreptomlcma en agua destilada, y

encontraron que la soluc:on de almacenamlemo inhibe la. reaccuon de la PCR
ya que la deteccidn limite fue de 320 ufc/mi. Tamblen utlllzaron semen de seis
borregos infectados con A. seminis” “de los cuales se . habia  aislado e
identificado a esta bacteria por pruebas b|oqunm|cas y las muestras. que
contenian gran cantidad de bacterias, mas de 10° ufc/ml fueron posmvas ala

PCR, sin embargo muestras que contenian - pocasibactenas 150 - ufc/ml,

resultaron negativas. Con base en estas mveshgamone se recomendo trabajar

con muestras de semen fresco, sin adicionar SOIUCIOI'I de almacenamlento
para un mejor diagnostico de A. seminis por la PCR En este trabajo cuando se
emplearon muestras de semen fresco de animales negativos y se afadio A
seminis, el limite de deteccion fue de 162.5 ufc/ml. no se obtuvo la sensibilidad
esperada como cuando se trabajé con ADN deA seminis'y ADN de semen y
esto pudo deberse a la presencia de componentes en el semen que inhiben la
amplificacion de la PCR (Amin et al., 2001). Sin embargo con esta metodologia
se obtuvo una mayor sensibilidad de la prueba que la: obtemda por Appuhamy
et al., 1998,, ya estos investigadores necesntaban hasta 106 ufc/ml para obtener

una reaccion positiva.

Las muestras de animales de cambo trabajaron en menos de 24

horas para obtener mejores resultados A pesar e esto das Ias muestras de

semen: resuitaron . negativas.. a’ bactenologla .y PCR: logrando alslar ‘otras

bacterias como. Brucella ows,( Corynebactenum ,PP.

Hamophl/us somnus,
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Staphylococcus spp, Streptococcus spp. del tracto reproductor de 20 ammales
cony sin lesnones clmicas Por olra parte de 19 muestras se a:slaron pequenos‘c
bacilos pleomorf'cos gram negatlvos que‘ mostraron snmllltudes con la cepa de" :
083) encomro gran variedad de bacteruas

s de dls(mtos

referencna de A: sem/n/s ‘Jans‘en
en el aparato reproductor
establecnmlentos sin la presencua d ”, patologlcos ala palpacnon de Ios e
organos gemtales l‘ll PM en‘el:semen Se alslo P. haemo/yt/ca H ows" C. E
pseudotuberculusls,'Coryneb cterium xerosts M/croccus vanans. M/croccus
Iuteus Staphy/oco cus epidermi taph:/ococcus sppy Acmetobacter de las
ampulas del deferen haemo/yt/ca C.- pseudotuberculosls, M /uleus

Staphylococcus 'SP
haemo/ytlca 1Y c
haemolyt/ca C. pseudotuberculos:s Corynebactenum paummetabollcum‘ M
luteus, Acmectobacter y Arthrobacter flavescens de las cabezas del epn
En este trabajo no se reallzo la discriminacion de genero entre Act/nobavc///us Y
.se observaron diferencias entre carneros crlados en forma

Acméctobac!er de las * vesiculas- semlnales.,P.
eudotubercu/os:s de. las. colas - del: epididimo~ P.

Pasteurella,
intensiva - y . extensiva, encontrando bacterias en alglin sector-del aparato

reproductivo en los. 12 carneros provenientes de explotaciones intensivas;
mientras - ‘que . en los provenientes de explotaciones é,xt‘ensivas. 'Siete
presentaron distintas bacterias en el tracto y cinco resultaron negalivo‘s
(Jansen, 1983). En el mismo sentido, Mbai et al., 1996, lograron aislar de
lavados uretrales de borregos sanos Streptococcus spp., Staphylococcus spp.,
Actinomyces pyogenes, Bacillus spp y A. seminis, algunas de las cuales

también fueron aisladas en este trabajo.

La tecmca de PCR evaluada .y practlcada a'los tEJIdOS de ovinos, no
obtuvo resullados tan satlsfactonos como uando se usé en Ias suspensiones

bactenanas‘ sm embargo no se puede{af‘rmar que no sea utll en el diagndstico
se ha tenido” éxito’ con la técnica de PCR

de la ep:dldlmltls‘ovvl,na. ‘Asi com N
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para el diagndstico de otras enfermedades que afectan a los animales

(Rodriguez, 1997), es posnb que la’ me odolog‘ia aqun propuesta pueda

modificarse en cuanto a:

mo prueba diagnéstica y que

ademas presente una sensnbllld aceptable. En este trabajo no

bacterlologla ya que unresultado’confirmatorio puede tardar hasta 7: dlas

Algunos de Ios inconvenientes; de esta tecnlca son Ia facnlldad con’la’ que',
se pueden contaminar. las mue: rasvcon ADN externo que aunado

sensibilidad, puede resultar en,falsos posntlvos Es necesarlo que a: persona

tamente capacitada y mmucnosa‘ El abo"atono :

que trabaje esta tecmca sea
donde se lmplemente la t cnica debe ‘Contar con el eqmpo especnahz

lo es el termocuclador Y- centrlfugas donde se puedan trabajar con volumenes

muy pequenos (mlcroh(ros)
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Cuadro 1. Alteraciones al examen

experimentalmente con A. seminis

clinico

de los

borregos

desafiados

Inoculacion lntra'uret‘rval (Cél .(‘:aEI . T SA
con A. seminis 833 + +
859 ++ +++
877 ++ ++
905 SA
843 + +
856 +
883 +
884 +
a32 SA
935 SA
941 SA
Inoculacion directa en la | 930 ++4+ LA
cola del epididimo | 934 +++ ; ++
izquierdo con A. seminis 938 +++ [ r+s
Grupo control 840 SA
906 SA
896 +
897 +
CEl Cola epididimo izquierdo
TI testiculo izquierdo
CakEl Cabeza epididimo izquierdo
S.A. Sin alteracion Grado de lesidn de + a ++++
43




Cuadro 2. Resultados del estudio bacterioldgico a partir de semen de los borregos

desafiados experimentalmente con A. seminis.

Inoculacién intrauretral con
A. seminis

833

859

877

905

843

856

883

884

932

935

As

941

Inoculacién directa en la
cola del epididimo
izquierdo con A. seminis

930

934

938

Grupo control

840

906

8396

BG

897

BG

As Actinobacillus seminis

s Sospechosa por ser bacilo pleomarfico

BG +Baéilqs Gram Positivos
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Cuadro 3. Resultados del estudio bacteriolégico a partir de drganos del aparato
reproductor de los borregos desafiados experimentalmente con A. seminis.

Test Cab | Cola | Test | Cab | Cola
1zq. 1zq. Izq. ‘Der. | Der | Der

833 - - BG+ | - - R

859 CG+ - - CG+ | - -
877 - - - - BG+ | BG+

Inoculacion . intrauretral [[go5 B - B N R
con A. seminis 843 " - N - - N

856 - - - E B .
883 - - - - - BG+

884 - - N " cGr |~

932 - - BG- | - - R

935 - - -
941 - - -
Inoculacion directa en | 930 CG+ CG+ [ As - - -
la cola del epididimo | 934 - - CG+ | - - -
izquierdo con A. [ 938 - B R - _ -

seminis

840 - - - - - N

Grupo control 906 - - -
896 - - - N N .
897 - - - - N B
CG+ Cocos Gram Positivos s Sospechosa por ser bacilo pleomérfico

BG- Bacilos Gram Negativos - Aislamiento negativo
BG+ Bacilos Gram Positivos As Actinobacillus seminis
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Cuadro 4. Bacterias aisladas de muestras de semen de borregos

1862 ACol y Cal++ | Brucella ovis

1813 ACaD+ Brucella ovis

280 Postitis Brucella ovis

1750 ACol+ Corynebacterium spp.
129H ACal+ Haermophilus somnus
01 Presentes AcaD++ Staphylococcus spp.
5006 ACaD+ Staphylococcus spp.
B1 ACaD+ Staphylococcus spp.
02 ACaD+ Streptococcus spp
1813 ACabD+ Streptococcus spp.
129H ACal+ Streptococcus spp.
1473 S A Brucella ovis

1427 SA Brucella ovis

1883 SA Corynebacterium spp
1898 SA Corynebacterium spp.
1875 Ausentes |'SA Corynebacterium spp
1811 S A Corynebacterium spp
1876 SA Corynebacterium spp.
5050 SA Streptococcus spp.
990 SA Streptococcus spp.

ACol = Alteracion en cola izquierda
ACal = Alteracion cabeza izquierda
ACaD = Alteracion cabeza derecha
ATI = Alteracidn testiculo izquierdo

Grado de lesion de + a ++++

S A = Sin alteracién

46
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Figura 1. PCR realizado a partir de una concentracion de Actinobacillus semuns
Carril 1 - Marcador de peso molecular 50-2000 bp

Carnl 2 - Control positivo de A. semiis

Carril 3.- Control positivo de A senunis

Carnl 4. - Control negativo

Carril 5 - Control negativo

TESIS CON
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Carrl 6 - Marcador de peso molecular123 bp
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Figura 2. Resultados de la PCR con diluciones de ADN de A senums. anadido a

muestras de ADN de semen
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Figura 3. Ampiificacion de la PCR realizada con ADN extraido de diferentes
especies bactenanas

Carr! 1 - Marcador de peso molecular 2000 BP
Carril 2. - Actinobacillus senins

Carril 3. - Brucella mehtensis

Carril 4 - Proteus vulgarns

Carrit 5 - Yersuua enterocolitica 5 8

Carril 6. - Pasteurella multacida

Carril 7. - Shugella boydn

Carril 8. - Yersima enterocolitica 0.9

Carril 8. - Salmonella typhi

Carril 10 - Manhaemia haemolitica

Carril 11. - Eschenchia col
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Carnl 12. - Brucella ovis
Carril 13. - Haemophillus somnus

Carril 14. - Agua
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