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RESUMEN 
Erika Gabriela Palomares Resendiz. Evaluación de la técnica dereacción 

en cadena de la polimerasa para el diagnóstico de Actinobacillus seminis en 

ovinos. Asesorado por Dr. Francisco Suárez Güe111es,· Dr. Efren Diaz 

Aparicio y Dr. José ÁngelGutiérrez Pabello. 

El objetivo del pr~sente trabajo fue estandarizar la técnic~i de reacción en 

cadena.de 1a·poli;n~r~~~ (PCR) y determinar sus'a1¿a~cé~'é~mbrnétocio·dé 
diagnósti~o ;Pª;ª A.cÚn~Jacil/us semin.is en ·.mu~s~ra~ ·a~·~se~~n. testiculo y 

epidídimo· de·6~inci:s; 's~ .• utilizó el método •d~ ·i=~n;¡~¿~AEi.'p~~'a ;~~traer el 

ADN de'1~i~Úési~ás,· L'3 PCR ·se realizó con ·dos;inic'i~dÓresTsRJAS 1 Y 

SRJAS 2 fque\ amplifican una banda de 436 'pb >é!i~eñáclos 'a partir del 

intérespaci¡;'[16s~23S •. ribosomal de A seminfs.{La .· e'~ta~d~~il!:ai::ion de la 
''.·~:L··-.:..:_.<r"·· T·-,·L 

PCR se realizó a partir de una suspensión de'A.·seÍ1Jiriis.••·en Cióné!e la 

cantidad de. ADN mínima que se amplifi~ó. f~.~!.~i·~.:;~¡~';'2:'fu ·~g. En las 

muestras ... de semen. testiculo y epidídimo de 1.ós<bOrré~ós.desafiados 
experimentalmente, no se observó amplifit::aCíón·~e1:fi'~~~finto·a pesar de 

que en seis borregos se aisló A. seminis ª. p~rtir.~~;~T~~-\É~·Íoreferente a 

la especificidad en los resultados obtenidos [lo s.e o~·s~:~ó'.~rnplifl¿ación del 

fragmento. cuando se utilizaron diferentes bacierias•·rel~cionáétas con A. 

seminis. En el estudio bacteriológico, reali¡;~do ~}a~·~G%it~as ele testiculo y 

epididimo de los animales desafiado~ experin1e~tahnente, los resultados 

obtenidos fueron negativos, lo mismo Sll~~d·iÓ·~~~,l~~-rllues~ras de semen 

de los animales de campo'. Estos re~U1Ía'd6s'·Mc1i¿a·rl~·u~ lasensibilidad de la 

=~R e:::~::t::a;:s~11t:;::ó:~i~i'.ír~:!Eª'.~t;~ÍZmA~ns:m::J;d:: ~:e~~=:a~ 
concluyentes. 

- ··._¡' .-·,, \ 

Palabras Clave: Epididimitis, 6vin6s y PCR. 

V 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



SUMMARY 

Erika Gabriela Palomares Resendlz. Evaiuation of,the PCR technique for 

the diagnosis of A semtriís in sh~ep .. S~pervised by Dr. F~ancis~o Suárez 
··.. . -·· ' ... ., .. ··, , .. ' . · .. ·' . . : 

Güemes, Dr. Efrén ,~i~~0A::;~i~io a~d Dr.'.:;s:An~'e1·,~~tiérr,~zPabeiio., 
'" ,. -·-·::.:: '~ '. ,'« 

The objetive.of.the,pr~s~nÍ!;;.,brk .. VÍ~s to'~t~~d¿~iieci th~p'ci1ymÉm1~e chain 
: ,. ''.:. -' .· .. ,::·)~· -<-:-.;~::\<;~>":¿¿X':.:-~-:-;;_:~--;·>:·'.·;. --~:·:·t:.:·. ~::~y;,:-~:~::{ ... ~:·.:~,:.;,:;-~'. :·::.:t~:~_, .. ~~--,:·.:._-~f ~-. ~-~::-; ----~!· ::) :··.·.~-~- :-;, ,.é · -__ 

reaction (PCR)'an.d ¡toidete.rrnine.the.~~opel;"~sa\diag?ostic rnethod· for 

;:::3¡::71~~~~~I~if t{~~~;~~I,~~~~!~'.~f!lf r{i~~:ºE 
SRJAS2 that amplifies 'a -436 bp' band' des,igned-sta'rt'iríg\tron, the 168-238 

spacer region · of. A s~ri)inis,_.T,h·~·:s1~11d~rizatioh of}f:CR ~as' carried out 

starting from a suspe~siaii Í:>r A :s-;;~,ní~i'/; w-her~ ih~ qu~ritity ~tmÍnimum DNA 
' . ,~· •' .J ·;·,- . • '• ·- .' . ' . ':. -- ... ,. • - ·; . ;_. .. e ~ • • • : 

that was amplified was et up'tó':-2.s1:i9:'1n~tile sé-men; testic1e-árí'él épiciiciymis ... - :.· ./.-_,,,_, __ -· .,- . , .. -·-' '.-. - .· - ; - . 
samples Of !he sheep challengéd experimentaliy amplification of !he 

fragment was not obsérv~d.~alth¡;~ghJn six she~p A~seminis_:.};~s isolated 
.: ... '• ~- ~ ' ~ ' ., . - -., - . . - -·. 

from semen samples. Regarding the specifity of thetest amplific~tion of the 

fragment was no! obse~e~l: w~endifférent-.bacte~ia rel1ted .~ith A 'seminis 

were used. in !he bacterio'16~icai.~tÜd~carri.ed outi~ie~~icle;~~d epididy.mis 

samples results wer~-n~gaÚ,y~s •. ~~~'sa~~!Di~g ~a~pe~ed\~ith the semen 

sampies of !he fieldi'arti,.g~,¿. éThese resÚlts,i~dié:8.tet~'atJhe sensibiiity Of 

:~:.:::;~:·,::~r11i~~{~~:K0J;:t~t~~~~}4ir:1k±~,~;::p;••· 
-' ~ -:_ ··:'"·:~:>:·.-~(/·'\ 

Key wor.ds: Ep;~idimitis, sheep,~nd PCR diagnosis .· 
• .. - - . -~· e -,, • . • ,•· .-· "' '- ~' " ... - " • ' - • - -
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EVALUACIÓN DE LA TÉCNICA DE REACCIÓN EN CADENA DE LA 

POLIMERASA PARA EL DIAGNÓSTICO DE Actinobacillus seminis 

EN OVINOS 

Introducción 

La epididimitis ovina es una enfermedad infecciosa, contagiosa. 

progresiva e irreversible, de curso agudo o crónico; de presentación clínica o 

subclínica, caracterizada por la inflamación del epidídimo. que ocasiona en 
·,, ·: "'' . ' 

forma secundaria degeneración testicular,_ infertilidad y finalmente esterilidad 

del semental (Bagley, 1S97¡;:, -~,~~: ;; c~nsiderada una enfermedad 

económicamente importante, :P'Q~"-~:u~ ~i~2'toil ;adversos sobre la fertilidad del 

rebaño del macho, los anirria1e:S-fi'.i_.iui\;~1i_oscJsdel rebaño, (Walker et al., 1986; 

Appuhamy et al., 1998a). ~ la ·-:dis'ininiidÓn eri el número de reemplazos 

disponibles, el uso .de un ina~-0~ riÚm~ró'-cle carneros por hembra y los gastos 

que ocasiona el mantenimie~tod~ h~1:nbras no gestantes (Genetzky. 1995), 

Esta patología ha sido_asoCiáéla a Bruce/la avis el agente causal más 

frecuente de epididimiHs e:ll ovinos. La epidemiología y patogénesis de esta 

enfermedad esta bien documentada, sin embargo gran variedad de organismos 

gram negativos pleomorficos también pueden ser responsables de la 

epididimitis ovina. ·Entre - otros se han reportado: Actinobaciflus seminis. 

Actinobacil/us . acyn?rn_ycentemcomitans, Archanebacterium pyogenes, 

Corynebacterlum /JseÚdofuberculosls. Streptococcus spp., Stapl1ylococcus 

spp.. Manl1eimia - ha-emolytica, Pasteurella multocida, Bruce/la abortus, 

Histophilus o'vis - y Escl1erichia coli. (Burgess, 1982; Walker et al.. 1986; 

Genetzky, 1995). ·-
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A pesar de la variedad de los agentes etiológicos involucrados en la 

epididimitls y de. su diferente.patogenia, éstos inducen lesiones en SI epididimo 

y testículo que·no son difereilciales_por palpación-y cuadro clínico y tarn'poco 

por su patologia. 

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 epididirno en Australia (Baynes y 

Sirnmons, 1960), Nueva Zelanda (Ekdahl et al., 1968), Estados Unidos de 

Norte América (Livingston y Hardy, 1964), Sudáfrica (Van Tonder, 1973), Reino 

Unido (Heath et al., 1991 ), Kenia (Mbai et al., 1996) y más recientemente en 

España (De la Puente Redondo et al., 2000). En México, existen reportes de 

casos de epididimitis por A. seminis desde 1986 (Treja et al .. 1986), donde se 

aisló del epididimo de un carnero del Estado de Hidalgo, posteriormente 

Oviedo et al., (1988) aislaron el patógeno en carneros del Estado de México, 

en estos dos reportes la identificación del agente se logró por pruebas 

bioquímicas. Recientemente Méndez et al., (1999) aislan la bacteria y 

confirman el diagnóstico en pruebas de lnmunodifusión doble en gel (IDO) con 

la utilización de antígenos sonicados; comprobando la existencia de identidad 

antigénica con una cepa de referencia (ATCC 15768). 
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Signos clínicos 

La epididimitis puede involucrar uno o ambos epididimos del carnero. 

Cuando se afectan unilateralmente, Ja fertilidad disminuye y se puede sufrir una 

pérdida de más del 50% en Ja capacidad reproductiva, Jos carneros afectados 

bilateralmente son a menudo estériles (Walker et al., 1986). La infección aguda 

usualmente desaparece después de 14 días, pero la muerte puede ocurrir 

principalmente en carneros jóvenes (Jansen, 1980b). Las ·infecciones crónicas 

por A. seminis resultan en lesiones palpables en el epididimo incluyendo 

cuerpo, cabeza y cola (Ley, 1993). 

Como resultado de Ja infección se da una inflamación y estasis 

espermática, dando Jugar a Ja formación de granulomas espermáticos que 

producen Ja obstrucción del epidídimo, estos granulomas pueden originar 

lesiones en testiculo. (Sponenberg, 1983; Genetzky, 1995). En algunos casos 

de orquitis severa y epididimitis se presenta anorexia y depresión. lo que 

ocasionalmente provoca Ja muerte. En otros casos, la infección se presenta 

sólo en forma subclinica con Ja presencia de neutrófilos en el semen (Heath et 

al .. 1991). 

Los signos clinicos son similares en infecciones naturales y 

experimentales. En Üna infección aguda el testículo afectado está engrosado, 

edematoso, caliente. y bl~ndo, Jos sig~os asociacfos i(lc;luyen fiebre. cojera y 
.-.;.:;~-\;: :. 

segregación d~L~tº·,:~, >:. :.OJY• ;::«·~ ... :c/::·~ .. x >::· .. 'e ;:0~: ·.·: ... 

inflam~:: .;ª~~Z~!iocso¿:~
2

~~~~~~~;f!~:~~~t~~~.~~~~1it~;:1:ei~;~1ª 1~a1~~:¡¿~:º.~~ 
contenido escr?tal· s~·~nc¿~~ira flrlTI~. inrnó.vil y '1a~,e~~oltL1;as se. observan 

adheridaspudi~n-d~ est~~ ~~ri'.i~r~~díd~·~ J~ túnic~ ~ I~ 'pfel •C~agle;, 199i: Ley, 
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1993). En algunos casos se produce Ja ruptura .escrotal y la formación de 

fistulas que drenan el material purulento (Genetzky, 1995); Las vesículas 

seminales pueden presentarse aumentadas ·d~ tamaño, con una lobuiación 

exageradamente aumentada. En casos crónicos. se present~i1· abultamientos 

duros que pueden tener el tamaño de una pelota de: goJ(y que se localizan en 

la cola o en la cabeza del epididimo, el testículo presenta una significativa 

reducción de tamaño y cambios en su consistencia (Jansen, 1980b). 

El sitio de lesión más frecuente en casos de epididimitis en carneros 

maduros es la cola del epididimo (86.4%). En borregos de alrededor de un ario 

de edad, las lesiones se presentan con mayor frecuencia en la cola (58.9%) 

que en la cabeza del epididimo (32.3%). Cuando la lesión se localizó en la 

cabeza del epididimo el agente etiológico comúnmente no fue demostrado, 

correspondiendo en muchos casos a granulomas espermáticos, que podrían 

tener su origen en conductos eferentes aberrantes (Walker et al .. 1986). 

Necropsia 

Cuando se realiza la necropsia o la castración de carneros afectados en 

la forma aguda, el escroto y la túnica vaginal se muestran marcadamente 

congestivos y edematosos a la incisión. La túnica vaginal aparece adherida y 

en muchos casos cubierta por depósitos de fibrina. En estos casos los 

testiculos comúnmente se encuentran de tamaño normal y Jos epididirnos 

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

Los animales con epididimitis presentan anormalidades espermáticas en 

el rango de un: 1 O a 45 % contra un 3 a 9 __ % en Jos sanos. la motilidad 

progresiva varia entre un 30 a un 80% contra un 82 a 94% en los animales 
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sanos, además el semen contiene . gran . cantidad de neutrófilos y células 

epiteliales en los animales. afectados (Low e't al ... 1995; Mbai et al., 1996) En 

estudios bacteriológicos realiz~dos por.Vvalker et al., 1986, en carneros adultos 

y vírgenes de Estados Unidos ~fo Norte·América, se constató que el 96.3% .de 

los adultos con lesiones de epididih'iitis fu~~on positiv~s a B. ovis, mientras que 

A. seminis se encontró en el :75% e H. ·~vis se aisló en t~doS los carneros 

vírgenes afectados. 

Epidemiología 

- r,• 

A. seminis es considerada como. causante de infEirtilidad en carneros del 

Reino Unido. Fue aislada en tre:s·d~·.1a' car-~eros con lesiones genitales y pobre 

calidad de semen, con edades de ocho meses a dos años y medio. Así mismo 

fue aislada en dos de 96 animales rért{les, donadores de semen en programas 

de inseminación artificial, sin lesiones físicas y sin presencia de células 

inflamatorias en el semen, con edades de ocho meses y seis ar'ios (Low et al .. 

1995). 

A. seminis fue aislada en el 13.8% de los carneros que no presentaron 

lesiones clínicas en el epidídimo ni en el testículo. ni neutrófilos en el semen. 

por lo que se consideró que la infección se encontraria en estado latente. 

adquiriendo estos animales, la condición de portadores asintomaticos (Van 

Tonder, 1979.). 

En muchas ocasiones se logran aislamientos bacterianos de las 

vesiculas seminales y de las ámpÜlas del deferente con apariencia normal 

(Jansen. 19BOb). El semen de . ca_~nero's . infectados contiene leucocitos. 

espermatozoides muertos, detritos celula~es .y esp'ermatozoides con cabeza y 
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cuerpo separados, algunos carneros con epididimitis subclínica no muestran 

títulos serc;ilógicos o lesiones cÍínicas-pé~o eliminan' al org~nismo ~n el semen. 

A. seminis puedeser .. observadoen frotis de semen déspúé~ de-teñirlo con 

violeta de geri~i~na {JC11lsen,1~8.o~¡:> .. -.. '.·; .,> 
''"_, 

En est,udios serológlcos realizados en México, en los.Estados de Hidalgo 

y México,· eri . 6 explotaciones con un total· de 111 carneros; se obtuvo una 

prevalencia del 9 % en la prueba de IDO con antígeno soluble de A. seminis 

(Méndez et al .. 1999). 

Patogenia 

La patogenia de la epididimitis es incierta, así 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 infección se 

presenta en los animales jóvenes, más vigorosos y de mayor velocidad de 

crecimiento. 
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Walker y Leamaster, (1986) comprobaron la presencia de A. seminis e 

H. ovis en la mucosa del pene y vagina en animalesjóvenes alrede'dor de los 

seis me~es, si~nd~' los ai~lamientos más frecuentes que en bo~regbs.mayores 
de dos años. Lbs aislamientos de estas bac.terias comie'nzan él P<'lrtir df! las· 12 

semanas de ~ida, alcanzando su máximo a las 20 semánas;·"para lllego caer al 

año de edad. Jansen, (1980.) estudió el papel d;,¡I ~st~dd~h~r~C)nal~en la 
- . - - .-,~ -- - ,- .. ~--·:-"'. ·- ·, "-·, ;,,:- .. ' ., ,,- .. .,,-. _,. . ... -

migración de los microorganismos de las·. pá~es superficiales' del aparato 

reproductor (mucosa peneana) a las profundas (~~¡~¡j¡h,i;iy.'t~~H~u1~( con 

base en los cambios que se producen ~ nivel del a~~r~i~'r~b}~dJ~t;;r durante 

el despertar de la pubertad, especialmeflte cin f 1á'~'.~~é'1i'.i1a'~"'";ci;,ii cipitelio 
. - . ;'·> ,.·_:•·: __ ,!_,_""·· ,.· -; :·.-. - ' :;.:··:,_:..,::. .• ,_., . --'·'·;~.< ... ·< .,·• '· 

epididimal. Únicamente logró aislar. A: seininis de'·la)próstata~ vesiculas 

~~~~~;~~:;g~~º~f ~~~~4f~t~~tt~fii@~~i~~A{~t~:~ 
glándulas anexas en un ca~p clínic(),de epidiaií'rlitis'p6r'/<\;' .Seminis. 

,\ • !• .. 

Baynes y Simmons· (1968), reprodujerofl .. cuadros de epididimitis clinica 
t ••••• ' 

por introducción del agente en. forrna directa en el epididimo. Van Tonder. 

(1977) expuso borre·gos de. 8 meses a infecciones masivas de A. seminis, por 

vía: rectal, oral, conjuntival, nasal, intravenosa y subcutánea. logrando la 

recuperación d.e.la bacteria en semen, pero fallando al tratar de establecer de 

un modo natural la transmisión de la enfermedad. 

Lozano, (1986) inoculó A. seminis proveniente de casos clínicos de 

epididimitis y trató de inducir la enfermedad por vía intravenosa y por mucosas 

sin lograr lesiones epididimales. Estos resultados lo hacen sugerir que las 

cepas utilizadas en el ensayo no serian agentes etiológicos primarios. y que 

éstas podrian actuar como oportunistas en caso·cie le.siones provocadas por 
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otros agentes, as f por ejemplo en· cinco de seis animales con lesiones de 

epididimitis se aisló A. · seminis - combinado con · Streptococcus · spp., 

Staphylococcus-.·spp; y;Á~tinomyces pyogenes··(Ml:>ai.et ~Í .. ·1996). Los 

mecanismos de ._pat~g~nicidacl..de,A .. sediinis, ~s¿ 'énc'úeniran.'po~()··~stud.iados y 

sólo existen• trabajos. sbti~e~dh~:icSn,y 1~ p~~s~n~ia 'de t~xina~-·CHéaley et al., 

1991). 

Con relación a la adhe~ión e~t~<~~-r~~li~~ a l¡is c;éÍulas'epiteli~les y es 

esencial para la virulencia de algÚnas' badterias, paraeistablecer la infección se 

requiere una asociación entre las adti·esinas.de. s~perficie y receptores 

celulares, esto es el paso inicial en la patogénesis de muchas enfermedades, 

Healey et al., (1991) demostraron la adhesión de A. seminis a células renales y 

Ja inhibición de éstas con anticuerpos monoclonales específicos, por lo tanto 

sugieren que es posible que A. seminis se adhiera al epididimo por adhesinas 

de supeñicie, que se asocian a los receptores específicos de las células 

epiteliales del hospedero causando epididimitis en carneros vírgenes, también 

sugieren que dentro de la especie pueden existir animales que carecen de 

estos receptores. como se ha demostrado en cerdos en relación a la adhesina 

K88 de Escl1en"chia coli. 

No existen reportes sobre la -existencia de toxinas que sean 

responsables del cuadro clínico. En estudios recientes se encontró en 

extractos totales de a A. seminis, corrido.s ,eíl :-9E!lei¡ de __ agarosa y sobre. los 

cuales se aplicó la técnica de inmunotrpnsferf:mcia; la existencia de rea.cciones 

cruzadas leves, con las antitoxina~ (Jl"lo-~~~s:~~~if¡~~i%¿)i-áf~:~~¡¿•~¡ ~px1; Ápxll, 

Apxlll, de A. pleuroneumoniae,a pesar:ciueA>se(17inisri(:¡po~eelos genes que 

codifican para dichas toxinas: Esto ·µ~driá'inclicar :1a producción de toxinas 

RTX, distintas a las Apx, ~n A. sel71inis CSháller- éi~1., 2~00). . 
- _, __ - . - - - ---- . -~·-.--o·---,-- .. , - - __ o.:....o-, •. ~-. . ~ • 
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Por otro lado A. actinomicetencomitans que es. una especie relacionada 

fuertemente con A. seminis, _pr~dücé la leuccitoxin~ (Ltx) responsable de 

apoptosis y necrosis de leucocitós> Esta integfa la familia de lás toxinas 

formadoras de• p~ro~ (RTX) y jue~~ .un papelfunda11_1ental. én Í~.·patogenia de 

los cuadros clinicos desárrc:illadospor la baaeria (Korostoff et al:, .1998). 

Diagnóstico 

El diagnóstico se· establece con base. en una correcta anamnesis, 

examen clínico .. · estudios serológicos, bacteriológicos y de semen (Baynes y 

Simmons, 1968; Genetzky, 1995). Estos estudios deben realizarse en forma 

periódica, pero siem~r~. ~'e debe incluir pn control durante la pubertad y en 

animales en servicio. Se debe incluir un estudio detallado dos meses antes de 

la época de monta ~ un est~dio posterior a la misma (Ley, 1993; Appuhamy et 

al., 1998a). 

En la anamnesis del rebaño se debe considerar principalmente. la edad 

de los carneros. el número de carneros por hembra. convivencia de carneros 

adultos con jóvenes. el estado higiénico de los corrales. la entrada de nuevos 

sementales y hembras de reemplazo, el número de carneros con lesiones y el 

sistema de monta. También se deben estudiar los parámetros reproductivos_ del 

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

El diagnóstico clínico debe incluir una detallada exploración del aparato 

reproductor, es recomendable que el carnero sea sujetadó. en posición de 

"sentado". Se debe realizar una correcta observa_ciÓn :del,esC:r;Jio.· poniendo . -~ . -. . ' .,,,. ,. . - - . '·.. ,_ "· . ; 

atención en su simetría y a la posible existenci~ de lesió11 a llivel escrotal, que 

puede ir desde la presencia de rubo~ 'yccal6r\~~ la~~~Í~Í~~~¡~ d~ trayectos 
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fistulosos (Otrowski, 1962). Luego se procede a la palpación del epididimo y 

los testículos. l..os epicHdimas sé deben ,r~correrdet~lladámer1te, ·· conienzando 

por las colas, par;,¡ luego contÍnuar'c6n16s cJe~po~ y t~s cabezas. Se debe 

determinar si 1cis c6ias ~on siméirid~s' ~.1a'~xi;ten~ia o}O dt; alteraciones en su 

superficie, po~teriormente pa1parT1os • ~~erpos; que se encuE!ntrán en posición 

:,:::::1:~f ~~ii~~~~~~~:f~~~1i~~i~~~:1f~f:.::;~:~:~: 
simetría y en la presencia ci_Balteraciorjes Émiá slJperfipie; 

Durante la palpación testicular se~debe:,deiem1inar'. ta simetria y la 
~ . ·' .·· ' .. , . - .: 

consistencia testicular por lo me.nos en tres sectore~:, su¡:ieriof; medio e inferior. 

Desplazar los testículos en el escr6to para. com.prob~r. posibles a'dherencias y 

realizar la palpación del cordón espermático. Por último extraer el pene y 

comprobar la integridad de su mucosa. · (Otrowski, 1962). Se debe extraer 

semen , preferentemente por electroeyaculación, previa limpieza del prepucio y 

pene, depositándolo en bolsa o copa de colección estéril. La muestra obtenida 

se utilizará en estudios de calidad seminal como: motilidad de masa e 

individual, concentración espermática. 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 frolis directo de semen ter'iidos con Giemsa, también realizar 

tinción de gram para verificar la posible presencia de.bacilos pleomórficos gram 

negativos (Heath et al., 1991 ). Al realizar estudios bacteriológicos 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 periódica, con el fin de 

incurrir en el menor número de errores diagnósticos (Beeman et al .. 1982). 
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Es conveniente castrar los carneros con. lesiones para hacer estudios 

bacteriológicos e histopatológicos. Se debe tener en cuenta que .las lesiones 

son progresivas e irreversibles. Se deben realizar siembras bacteriológicas de 

cola, cue:po y cabeza del epididimo así como de, los testículos, éstas se deben 

hacer. so.bre medios ricos, con sangre o suero ya que muchas de las bacterias 

que causan epididimitis lo exigen. Se incubarán en aerobiosis y en condiciones 

microaerofílicas por un lapso de 7 días (Bulgin et al., 1990). A las colonias 

sospechosas se les realizará frotis y tinción con gram y Zielh-Neelsen 

modificado, esta tinción, permite distinguir entre B. ovis y A. seminis (Van 

Tender 1979b; Burgess 1982). Se debe recordar que muchos microorganismos 

que causan epididimitis, al igual que A. seminis, son bacilos pleomórficos gram 

negativos y son indistinguibles por su morfología (Walker et al., 1986). 

Como paso siguiente se debe realizar la identificación por pruebas 

bioquímicas, en éstas se debe incluir: oxidasa, catala.sa, ,reducción de nitratos, 

producción de indol, presencia de ureasa, utilización del citrato, oxidación y 
·.;··, '· 

fermentación de azúcares, prueba de acriflavina/y utilización de ornitina y 

arginina. Las pruebas pueden no dar certeza :en)ia>:id~n;ificación, ya que 

muchas cepas presentan reacciones similares - al ·-\~fú~ó .·. • H~emC>philus
Histophilus, además de existir variaciones entre las ce~~s >1~ A. s~mfnis (Van 

Tender, 1979b; Swanepoel, 1984; Scanlan et al., .1989).'.va.rif()nder, .(1979b) 

concluye que en el diagnóstico individual y, de &~t~ ~eLcl~b~ hacer una 

evaluación completa incluyendo examen clínico; de semen; _bacteriológico y 

serológico. 

11 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Identificación de Actinobacil/us serriinis 

A. seminis esta clasificada en la familia Pasteure/laceae, este organismo 

es gram negativo; no!móvi(rio presenta esporas, pleomórfico y en forma de 

cocos o coco bacilCls de 1 ¡urí' X 4.5 ¡1m, ordenados individualmente, en pares o 

pequeñas c~~en~s;'·~iori. a~aerobios facultativos su temperatura óptima de 

crecimient<:les;:37:~C·.-6C>n.un~·-~tmósfera de 10% de co,, para su cultivo in vitro 

se requiere d~_,'riecÍiCis'enriquecidos 6on sangre o suero del 5 al 10%. Luego de 

24 horas s_e ~l:Í~ervan las colonias del tamaño de una cabeza de alfiler, a las 48 

horas alcanzan un diámetro dé 1 a 2 mm, poseen color gris blanquecino. 

convexas, redondeadas con márgenes enteros, a los cuatro días adquieren un 

diámetro mayor de 3 mm (Burgess, 1982; Sneath y Stevens. 1990). Las 

características bioquimicas que permiten identificar a A. seminis son: catalasa. 

oxidasa y nitratos positivos, indol y urea negativos y presentan pobre 

fermentación de ·glucosa (Low et al., 1995). En estudios de microscopia 

electrónica no se observan esporas, cápsula o pili en las cepas evaluadas 

(Spondenberg et al., 1983). 

El empleo de técnicas bacteriológicas' y· la :eliminación de los animales 

infectados del hato disminuye la inciden°cia'd~;1a'~nf~finédad, sin embargo hay 

ocasiones en que las pruebas diagnósti~as n6 co~é::uerd;,m entre si (Beeman et 

al., 1982). 

Técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa 
- ' :, ·_ ' > < . . ' 

Recientemerite se han. sugerido:. métodos .rnoleculares "rápidos, como la 

identificación de _ácidos_ nuclejcos.~e.un_a región_ blani:;o •. !'l.specifica-d~Lgenoma 
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bacteriano por la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), que 

es ampliamente utilizada para la detección y diagnóstico dá patógenos. 

Varios investigadores han experimentado . con : la . técnica de PCR 
.. '"-;',\: .... :·-

enfocada al diagnóstico de brucelosis, utilizando una fracción del gen omp2 de 

Bruce/la, para amplificar fragmentos de diferent~s.:.J~rn·~~'a~. que pueden 

diferenciar entre especies de Bruce/la (Ficht et at., 1996; '.A.;e¡llano, 1998). 

La capacidad para amplificar ADN especifico por PCR de un nC11nero 

reducido de bacterias, asi como la sencillez, la rapidez y la reproducibilidad de 

la técnica ofrecen ventajas sobre los ,cultivos convencionales y métodos 

fenotípicos para la identificación. El método de PCR ha sido utilizado para 

detectar una variedad de agentes microbiológicos en muestras clínicas, 

aunque existen problemas que pueden resultar del bajo número de 

microorganismos en una muestra y el efecto inhibitorio 

componentes biológicos (Appúhamy, 19980 ). 

de ciertos 

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 método in vitro para la sintesis 

enzimática 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 55ºC y por último la extensión del ADN a 

partir del extremo 3' de los iniciadores que se lleva a cabo a una temperatura 

de 72ºC. El producto final es entonces desnaturalizado para empezar otro 
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ciclo, la eficiencia de esta amplificación permite el uso de pequeñas cantidades 

de ADN blanco. Estas temperatu'rasse repiten con un total de 30 ciclos o más 
•. .,<L • ·, '• •· '• 

según las característica.s 'del A,DN blanco, como la cantidad de G+C en el 

fragmento a amplifié:a/(BeÍl, 1989). 
. ' .~.. . . . ' 

La técnica de PCRse ha utilizado para realizar una rápida identificación 

de A.. seminis'.y establecer diferencias con otros géneros bacterianos. Una 

región del genoma bacteriano que parece proporcionar un adecuado blanco 

para la identificación de la bacteria es la región espaciadora entre los genes 

168 y 238 rARN. La amplificación del PCR de la región espaciadora 168-238 

rARN ha sido sugerida como base de la identificación universal de la bacteria. 

Appuhamy et al., 1998b en un estudio, muestran que el PCR ribotipo de la 

región espaciadora 168-238 rARN genera dos. amplificaciones comunes en 

todas las muestras de donde aislaron A. serriinis, posteriormente utilizaron las 

secuencias de esas dos regiones espaciadoras intergénicas y elaboraron 

iniciadores especie-específicos para la rápida detección e identificación de A. 

seminis por PCR. Para este PCR específico se diseñaron iniciadores que 

amplifican una región del gene rrnB que es uno de los dos operones 

ribosomales caracterizados, que codifica para dos ARN de transferencia 

(IARN.lle y tARN-Ala). Se utilizaron muestras de semen de carneros. de las 

cuales ya se había aislado e identificado A. seminis, con estas muestras 

obtuvieron un solo producto de 436 bp y no obtuvieron amplificación con otras 

bacterias del tracto reproductor ovino. 
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Justificación 

México cuenta con una población ovina promedio de seis millones de 

borregos y el 55 % de la población esta concentrada en los estados de: 

México, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Querétaro, Michoacán, Zacatecas, Morelos 

y Guanajuato (Arteaga, 1999). Por la presión de la elevada demanda, la 

importación de ganado en nuestro país a superado el 50% del abasto nacional, 

lo que favorece el riesgo de que se presente la introducción de enfermedades 

por desvío de los animales de abasto hacia fines de cria, lo que permitiría la 

diseminación de enfermedades infecciosas como es el caso de la epididimitis 

introducida por animales descartadÓs_ - eri -¡)¡;.¡)~ países por presentar la 

enfermedad. 

_; . 

Comúnmente no se realiza el diagnósticd .etio.Íógico de las epididimitis en 

carneros. Para poder determinar que es ocasionada: por A. seminis se debe 

utilizar el estudio bacteriológico, pero por las características propias del 

organismo, este proceso es difícil y tardado. En este trabajo se evalúa la 

técnica de PCR para diagnosticar la presencia de A. seminis y eventualmente 

poder contar con una técnica más sensible y rápida que la bacteriología. 

Hipótesis 

La técnica del PCR permite la identificación de ovinos infectados por A 

seminis, a parti_r de muestras cle tejido y de _semen, de forma más.eficiente que 

la bacteriología. 
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Objetivo General 

Estandarizar la técnica de PCR y determinar sus alcances como método 

de diagnóstico para Actinobacil/us seminis en muestras de semen, testículos y 

epidídimo de ovinos. 

Objetivos Especificos 

• Determinar .la sensibilidad de la técnica de PCR, conociendo Ja cantidad 
'' ' ''. ··.·. '· 

mínima de ADN de Actinobacilltis seminis, que amplifica . 
. · .. -.. ·· ,'" ~ . 

<.; •. ·. ' .. - ' 

• Conocer.la. ~'es~edflcid~d L~{.1a; técni~a'é!e :PCR ·con otros géneros 
' •• • -- • _•, O-••· .• - ,-o- ~ -

bacterianos qué:·estan implicados en la preséncia de; epididimitis ovina. 
- - -, ·,_ 

,",'',-....\: ..,,._~~-·;\~!/\ _,,:.- -' ·:~ ." ~·- -'.,:~·-i·:;:-i:' --~<-:~'., ,< __ ; ~ 

• Utilizar la tecnica' de PCR con rriLie_~íras de semen provenientes de rebaños 

donde existéln borregc:ls ~c:in épididimitis; 
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Material y métodos 

Bacteria de desafío 

Se utilizóJa·cepa de A. seminis ATCC 15768 (Healey et al .• 1985; 

Cárdenas y M~ki, 1 gs~; Heal~y et al., 1986;. Healey et al., 1988; Scanlan et al., 

1989) la cúal ' fu~ 6i:itenida ori~inalmente del semen . d~ borregos con 

epididimitis. 

lnóculo de desafío 

Los inóculos se prepararon a partir de cultivos sobre agar sangre de A. 

seminis que .se cosechó a las 48 h en solución salina fisiológica (SSF). La 

concentración del inóculo fue de 1 .6 x 108 ufc/ml y se comprobó la cantidad de 

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

(1938). 

Desafío experimental 

Se emplearon un. total de 18 borregos clinicamente sanos, de seis 

meses a un año de edad, pr?IÍenientes de u.n hato Hbre .de la enfermedad. 

Once animale~fu.~ro~ 'in~6uiados con dos. mililÍíros p~r: viaint;auretral. 

;"-~.:"'' '·/: ...... ·~·:.· :: ~ 

Tres borr,eigo~,se Ínocularon ,c:~n. un. lllililitr6 directamente al epididirno 

izquierdo. 
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Cuatro animales fueron testigos negativos y a dos de ést.os se les dio un 

tratamiento traumático irritativo mediante inyección de etilenglicol en epididimo. 

Post-inoculación, jos borregos• se mantuvieron aislados en corrales 

individuale-s, pará ~vi;~r la pé:J¿ible tralls~isióh entre ellos. . . 

Toma de muestrasº 

·', . ·i,,'-··:"·:.· 
Cada .. seínaria se realizó el examen clinico del aparato genital de los 

borregos, describiendo las posibles lesiones y su ubicación, Y se. ~olectaron 
mues tías de s=ernen ·para realizar el estudio bacteri~IÓgi,co' y la e~t~acción de 

ADN. La extra~ción del semen se realizó con e1eicÍro~Vaculadci~.-1avando 
previameiite el prepucio con agua estéril coll .1 o/a d~ 'dC:;;~rb'0 cú(l:>énzá1d:mio y 

secando con algodón estéril. 

La electroeyaculación se realizó siguiendo la técnica descrita por. Hafez, 

(1993). Se sujeto al animal en decúbito lateral, se extrajo el pene y se mantuvo 

exteriorizado sosteniéndolo con una gasa colocada por detrás del glande, se 

introdujo en el recto un palo de madera con dos electrodos, lubricado con 

vaselina y se realizaron movimientos de masaje ejerciendo presión sobre el 

piso de la pelvis. Se aplicaron pulsos de 1 O segundos aumentando. el. voltaje 

entre pulso y pulso dejándose un tiempo de descanso de 1 O seg lindos. El 

semen se recolectó en :bolsas estériles que se guardaron a 4~.c 'p~ra su 

inmediato traslado al.Íaboratcirio, donde fueron conservadas á -BOºC. 

Treinta_ dias ; después~: del, desafió __ los . carneros fueron sacrificados 

humanitariamente y_ ~e col~ctarcill asépticamente los testiculos y epididimos 

18 - ;J.-·~ TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



(cola y cabeza), se colocaron en bolsas de plástico estéril y se guardaron a 4ºC 

para su inmediato traslado .al laboratorio, donde fueron conservadas a -BOºC. 

Animales de campo 

Se obtuvieron 50 muestras d_e sangre Y .. semen de. animales .con y sin 

epididimitis clinica. El examen clinlco a los sementa.les se realizó por 

observación y palpación de los testículos considerando la simetría testicÚlar, el 

deslizamiento de los testículos en la bolsa· escrotal, para determinar la 

presencia de adherencias de las túnicas vaginales, así como establecer ·1a 

consistencia y el tamaño del epidídímo (cabezá, cuerpo y cola). 

Clasificación de las alteraciones 

Epidídimo (cola, cuerpo y cabeza) 

Una cruz: Representaron pequeñas variaciones en tamaño, con aumento en la 

consistencia del órgano o la presencia de irregularidades en la superficie. 

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

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

Cuatro cruces: Aumento de tamaño mayor del 300%. 

Testículos. 

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

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

Es de hacer notar. que en el examen clínico las alteraciones se describen en 

muchas ocasiones por su comparación con el testículo y epididimo 
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contralateral, por lo tanto, pequeñas variaciones en un epidídimo pueden haber 

sido enmascaradas por ur:ia gran alteración en el.epididimo del otro lado. 

Estudio bácteriológico 

Las muestras de tejido fueron flameadas con alcohol.Y se colocaron en 

bolsas de plástico estéril, a ias que se les ag'regó SSF estéril, para tdturarlas en 

una maceradora de tejidos'. Con un hisopo estéril se obtuv~ u~~ 'muestra con 

la cual se inocularon dos placas de agar sangre, que s~ inc'ubar.ori'a':h·c en 
.... :· '.' 

una atmósfera de 10% de C02 , revisándolas diariamente para determinar el 

desarrollo bacteriano. (Heath, 1991 ). 

Las muestras de semen fueron inoculadas mediante un hisopo en agar 

sangre, se incubaron a 37ºC en una atmósfera de 10% de CO 2 por tres días y 

las colonias sospechosas fueron identificadas mediante su morfología, frotis y 

coloración de gram y por pr.uébas bioquímicas: catalasa, oxidasa, nitratos, 

indol, urea y presencia de. fermentación de glucosa (Low et al., 1995). 

El resto dei tejid~·macerado y del semen se guardaron a -80ºC para la 

Extracción de ADN ll'partir~fmu.estras de tejido! y de semen 

Preparación de las muestras: ::el t:ji;o pr(;villmente maéerado se tomaron 

dos mi, (con las muestras de semen se trabajo con un .mililitro), se colocaron 

1 Stonrnchcr LAB Blcndccr 
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en un tubo de polipropileno2 de 50 mi; se inactivaron a 90ºC, por 15 minutos, 

en baño María. 

Técnica de extr.acción (Ausubel et al., 1995; con modificaciones): 

A los tejidos se les agregó un volumen d~ ~oluciónde Tripsina-Versene. 

Se agregaron 5 volúmenes de soluciónd~ lisis y se añadieron60¡tl,de lisozim~ 
(20 mg/ml) (concentración final 'de o. 8 m~/ml). Se i~cubÓ ,1 hÓra a 37ºC. se 

agregaron 625 ¡ti de sos al 1 oo/o, (concentración final 'de p.5~/o),'s,~ ~rladió 50 

¡ti de proteinasa K (20 mg/ml), (concentraéión final de ci.1 riig~ifii>;,i~c¿bándo 1 

hora a 37ºC en baño Maria. Se agregó 1.75 mi de NaCI 5M'{é:b~~~;Ítr1'i6iól1 final 

de 0.7M). Se adicionó 1.4 mi de CTAB-NaCI. (concenir~¿¡;sk:ti~'3i,;é!el ;1 %); 

mezclándose e incubándose a 65ºC. 1 o minutos. Se :agredó 1 do1~iii~n de 

Cloroformo-alcohol isoamílico 24:1, se mezcló 1 O minui()~ y ~~·c·~~i~ifJgó por 5 

minutos a 3500 x g. Se pasó el sobrenadante a un tJb~ ri'u~J;,,;r~~isteriíe al 

fenal, sin tomar la interfase. 

Se añadió un volumen de fenol-cloroform.o-alcohol isoamilico 25:24:1 

(Fenal equilibrado con Tris-HCI, pH 8.0). Se mezcló 1 O minutos y se centrifugó 

durante 5 mini 3500 x g. Se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo y se 

agregaron 0.6 volúmenes de isopropanol. Se mezcló suavemente hasta que el 

ADN precipitó (aproximadamente 15 minutos). Se centrifugó. 15 minu.tos a 

10000 rpm, y posteriormente se desechó el sobrenadante cuidando de no 

eliminar la pastilla y se agregó 1 mi de etanol al 70 %. Se cambió a un 

microtubo nuevo y estéril. Se microcentrifugó3 5 minutos a 20000 x g y se 

nwdclo ~011 (BA 71121) 
-' Falcon. 
"i\1icroccntrifuga Jouan A-14. 
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eliminó el sobrenadante. _. ~e dejó secar, se resuspendió en solución 

amortiguadora .TE. Se-_agregáron de 200 a 1000 µI de solución, según el 

ADN de A semi~¡¿·~¡~~~í~'o ~n -ADN ele semen negativo_ 
-;·:~'\:-: _· :." ~-' :·:,··,;:,•·'.o- ~·-~\.-~)J:_.(:- - .~.-

··- .. ,.'_,-, 

Se rean~6-Jri~ diiuciÓn 1:5o dei_ADN de'Aseminis co_n ADN de semen 

negativo_, pClsteriorm~íli~~e-realiia'r~~1o"dilu~lon;s decimales para determinar 

la sensÍbilid~d ~é~ I~- ~E~:''-~úiiz~~~-C>'1~ ,:ri~¡c::1a de ~mbos -AD Ns, los cuales 

fueron obtenidos~~·i_s~~~~~~o,_::::; :;:: /'' /_>'' <- < 
' ' ·-, ~ ,'~:.-· ,; -~·;-1 ·~ :·;: ·:. ;; ' ·- ·,: ; -

.- ~.\-;'.~;y· 'i:·,_.-: .-,,,:J': :··:.,.: ·. -,._,;;F- :-.r--:' -,, ·.:.-· '· -~.::--, - ·,:~; 
: ~';- :>.' ---·':-~.:; ·:::\~_,_ ~'-·.!,:'/./~·;·:" ,,., ,~·._,. -~ ~r~\"-

Extracción de ADNde rn¿~s~~~s f~~~-~as'de se~en co~~- seminis .· -
- --.-o·.- - --. , .. , . __ •. ,,_.. :;.:\;· -:~~;~.;'._-'. ~ - \: . . . ., -,:· -'.~ '"~ ~~--;~~~~·- -_ -->::_~> ·:»· -•.:- ~~-:::~'E~-, . ..:.t:. > ·.: 

'. -'~-. <·~ --~; ';\:'. : - :·--:-, ;-.~~-,- -. -J~:_, 

Para cdeter~i!~,~-fál~/izó~~;~~:il;i~~-~ ~,d~21~ ',~~;~,;;~.~\q:'.~éstras frescas de 
semen, se realizaron diez: 'dilUciones decüples?de;A se,niflis. -O;/~~J~ dilución 

:::::::~é~1:1~r~~i~~d~i~~~iJ~f~~:J~~1r;~~~~r~~~+::'";.: 
Extracción de_ADllJde otros géneros bactei-ianos 

Se realiii; i~ extracción de ADN de c~itivos ·-pur~s de Bruce/la o vis; 

Pasteure/la muÍtocidai Man/1eimia /1aemo/ytica, Esch-¡;rf~hia coli, Histophi/us 
; ' ... · . . 

ovis, Bruce/la melitensis, Proteus vulgaris, Yersinia.' enterocolitica, Sl1igella 
.'·" ... ~ -.. - . . . ' 

bordy, Salmone/la typhi y Haemophilus somnu_s _que -·-·se: utilizaron para 
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comprobar si amplifican el segmento estudiado en la PCR, por estar 

relacionadas con A_semfnis oporestar_inv_o1uc;radas en casos de epididimitis. 

,. . - --

Técnica de la re~ccÍón en ca~e~~ de. la.poli~erasa 
;, '. ;.·._·;· ---·,·.'' .. :·· .- . í 

Las técnica de PCR de~~rita se ~a1~"~n I~ ~Ülización de iniciadores del 

interespacio .· 16S~;3s rib~som~I que f~r~~n pélrt~ d~ A -~~minis~ éste incluye 

una reacción de PCR con un juego de do~ ini~ia:dor~~Jciesarrollados por el Dr. 

Appuhamy; -de la Universidad de Glasgow,. ~st6s:·~~~;;,iten Ía ·amplificación de 

un fragmento de 436 pares de bases (Appuhél~y~!'k1)1998~). 

La premezcla para la reacción de'PCR 5¡;'treali~ó:en una campana de 
,_- ~ .,,.:-; ~· ., . '~- ·. . "' 

seguridad clase 11, en un sitio diferente décioiicle;sé/ealiz'~ron las extracciones 
;. .· ~ ~-.,··.:_ -•. :« .-: .· ·-; 

para evitar la contaminación con ADN extraño a la.muestra: 

Las muestras de ADN de las dilUcio~es de ..\. se,;,inis Y,de,los tejidos de 

borregos obtenidas de la extracción a~te"s .de~"cí-"it~. se trába:jaron ·con_ este 

protocolo de PCR. 

Se realizó en un volumen final de 25 1tl con los siguientes reactivos: 

Solución amortiguadora de PCR 2.51tl (100 mM Tris-HCI, 15 mM MgCl2 , 500 

mM KCI, pH 8.3) 

2 1tl (0.2 µM) de cada~dNTP4 

1 1tl (50 pM) de cada iniciador 

.125 1tl (0.625 U) de Taq"polimerasa5 

2.5 µI de ADN 

" Bohcringcr nrnnnhcim. 
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Se preparó una premezcla, incrementando la concentración ·de reactivos 

de acuerdo al núnie.ro ~e muestras que se trabajaron. La: premezcla contenia 

solución amortiguadora, dNTPs;, iniciadores y. Taq · polimerasa; 'posteriormente 

se agregó a ~;, ;nicrot~b~ de 'soo µI Ía cantidad necesaria para cada muestra, 

más agua miH Q estéril c;bp 2s 'µ1. El Áof-i s_e ag~egó al fi~aL . 

El programa d~Í 'térinl>cic1~dor~ iú'I! é1 ~iguiente: • · 
" '. - ~ ,e'., 

.. _,' >:<-~~- : ' :. 
Una desnaturalización iniciala 94º C por 5 min , seguido de 35 ciclos a 

94º C por 30 s. 55º C po.r 30 s.'.72 •e por 30 s; y una extensión final a 72º C por 

6 minutos. 

Secuencia de los iniciadores de esta reacción: 

3 AAGAAAAAGACGAAGAGACATT5
. 

3 CTTA TCTTTCTT AAGCCCT_GAC5
' 

Preparación delgel d~ agarosa 

Se disolvió 1 % de agarosa 7 en una solución de TBE. 0,5X y se calentó 

hasta ebullición. Cuando la solución estuvo a una temperatura aproximada de 

40º.C se le agregó bromuro de etidio (0.5 µg/ml) y se vacio en el molde en la 

~ l31otccnologias Universitarias. UNAJ'v1. i\-léxico. 
1
' Gcnc-Amp PCR systcm 2~00. Pcrkin Elmer 

1 Gll3CO BRL 
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cámara de electroforesis ·horizontalª. Una. vez que gelificó. se agregó a la 

cámara solución JBE 0.5X hasta cubrirHgerar:ri.ente el geL · 

Se mezclaron 5 µI detproducto de PCR c~n1 µI de solución de carga y 

se colocaron en el pozo (E.rlich, 19a9): Una v~~ concluida la electroforesis a 

50-70 v~lts, por una hora, s~ ob~eivó el gel sobre un transiluminador de luz . -··- .: - ·;·- ... 

ultravioleta". Se ·tomaron fotos. del gel . con una cámara para fotografias 

instantáneas 10
• 

" Horizon SS. Life Tcchnologics. Gibco BRL 
'' 1'010/ l'rcp 1. Forodync 
111 Polaroid iV1r4+. Fotodync 
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Resultados 

Examen clínico 

De los animales que recibieron ino.culación intrauretral, el 63.6% 

presentaron alteraciones en testículos y epid idimos (Cuadro 1 ). 
. "'-.·" _.··,,·,. --. ' ' . 

En los borreg6s'.:qJe recibi~ron i~oc~lación directa en la cola del 

epididimo.·izq~ierdo,ise';~bser'>'ó ~llrn~nt~:dé tárnaño en las colas· de los 

epid id irnos. \de ' Ío~os•: ~s • bÓ~r~~o~;;, a~.~~io'; se sumó•·, la ·. dificultad en el 

desplazaml~n'to'ct~ 1b~ ~pÍdl~i~os ·.,;· t~~ÍicJi'o~· e~ la. bolsa ~scrotal. En dos de 

estos· anímale~· s~ ~6ri;'~r~bÓ ~ub'6r9 'aG'i;;e'nto dé la ierliperatura escrotal ~n el 

testículo ipsil~t~~~I ~··1~~i~o'6~1a6ión'. pr~iurliibleme~te debido a un cuadro de 

orquitis a~uJ~'.' }..¡~;::¡4 ~i~s el rub()r y el calor habían desaparecido, a los 28 

días se apreCié> una ,ciisminución notable de la consistencia y del tamaño 

testicular. 

En el .grupo control, los dos animales que recibieron tratamiento 

traumático, 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 órganos 

Los halla~g.os bach~riol~gicos en el semen y órganos se describen en los 

Cuadros 2 y 3, El aislamiento bacteriológico de los órganos del aparato 

reproductor de los ani~ales'quE! recibÜiron inoculación intrauretral fue negativo, 
' ' ''• ¡''¡> ·'1''" • r- ,· ,?,.- ... '••, 

sin embargo en cuatro :anirn~.íes sé lo~ro el aislamiento de A. semi nis a . partir 

de muestr~s de sE!m~~ Íai·cioi ~rirn~r~s semanas post-inoculación. . 

En dds •cj(3 1C;;5j~~-s bdf~~gbs que fueron inoculados directamente en el 

epidídimo,se ÍogróeÍ~isl~fiiiento~e A. seminis a partir de m.uestr.asde sernen 

y en un animal ~· p~rti~de 1a·~~la dE!1 epidídimo izquierdo. ' <-'.·-·~ ·:~~"::~;;:(; ·-:·,,-''.;-,.;,_· ;. ··,,.. , 
«'/.¡-.·-~T:-:·:.~:~· :'<\·.-·'··· 

En el grup¿; C:ÍJ;;'t~~Í.iéis ~&r~e.gos resultaron.negativos al aislamiento de A. 

seminis, sin e~barg'O' se ·élfsla.ronbacilos. gram negativos en los borregos que 

recibieron 'el 'trat~mientd íra~~áticd.· 

Bacteriología d~ ~~f1len' de animales de campo 
;-~-, ~- _. 

-,-:.,~ ··>·_>;_·-~r(~_;~·.·:\".'. 

El semen''Ciei.ooq(,; s(f borregos fue examinado por bacteriología. No se 

logró ningún .~i~la~i~~to •de A. seminis, sin embargo otras bacterias como 

811Jcel/a ovis, ... Co;n~bacterium, Hamophi/us somnus, Staphylococcus spp, 

Streptococcus ,-~pp;·)ueron aisladas del semen de 20 animales con y sin 

lesiones clínicas palpables. De 19 muestras se aislaron pequeños bacilos 

pleomorficos gr~rn 'ne~iativos que mostraron pocas diferencias al compararlos 

con la cepa deréferencia de A. seminis (Cuadro 4). 
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Resultados de los ensayos de la PCR realizados con ADN de la cepa de 

referencia de A. seminis. : 

La estar1~arizadó>rje .ia ainpliflcacióh rje_I ~DN de I~ prue~ade · PCR se 

realizó a partir de una suspensión de A. seminis/ arnplÍfica,ndo el fragmento 436 

pb como·1~ inLÍ~straJaf=igU~~:i;_ ::.'LJ~:.,, .. ':; .. ·.·::,<_. ::. 

Al reali~Jr·~1'' •. Z~~;él~¿/~~: .. 1~~-;~~~··fon'.~~s·:~·~~~trl·~·~e·; .• 2~N ··cie.·,.~emen 
• -·. - ~ "·· .. < ~\ ' ..... ·.:;';-<:: " _, • ,,. t-·:. 

::gp~i~::~i¿~cJ~~~=g~:Á'~!i~di~?tJ'g:~~~~f cf ~~~~~·~ilt~f~~;ni~·m:es!~~ues~: 
en la Figura 2}< \'. \.• • 'J\ '.'; ';•· i 

Én los r~~~it~di~·i~;te~fd~~;·::n:i;;Í p'cR, co~ el ADN obtenido a partir de 

los cultivos ~ur~s .. d·e )~'nJ~elf~. ovis; Pasteurella multocida; Man/Jemia 

/Jaemolftyéa, .: Esél1erié/Jia· 'd~f;;:: •- · Histop/Ji/us o vis, Bruce/la melitensis, 

Haemop/Jilus som~'í:Js:)rót~usvl..//gads, Yersinia enterocolitica, S/Jigella bordi y 

Salmonel/a typhi. No s~ observó amplificación del fragmento 436 pb Figura 3. 

Resultados de la PCR en muestras de testículo y semen de los animales 

inoculados~ 

En los ensayos de PCR', realizados en las muestras de órganos y de 

semen de los animales inó6~1ados: no se observó amplificación del fragmento 

de ADN de A~ #~n;(/1;5;_}' '~~sá( d~ que en seis animales se obtuvieron 

resultados bacteriológicos positivos. 
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Resultados de la PCR en muestras de semen fresco y A semínis . 
. · - -- - . 

Al determinar 1él' sensibilidad de la PCR con muestras frescas de semen. 

se obtuvo la amplificaCíón' delfragrlíentCÍ' hasta la dÍÍución 1 ff2
' r~sultando en 

una concentración fi~¡¡;I de A ~~,,;;;¡¡~ ci~ :162.s ~f~/ml' 
.. , .. <f-:,:·.- .. 

,>, 

En nin~~~~ ~·~ l~~'sd' ~~~strás de semen d~ los a~imales de campo con 

y sin cuadro i:Hnico de epididimitis, no se logró ia arn~lificació;, del fragmento 

de 436 pb de A seminís, a pesar de que en 19 de ellas se aislaron bacilos 

pleomorficos . gram negativos que habian .mostrado similitudes con A semínis 

cuando se compararon con la cepa de referencia. 
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DISCUSIÓN 

La epididimitis infecciosa causada por A seminis en los carneros es 

considerada una enfermedad económicament.e ·importante; por sus efectos 

adversos sobre la fertilidad en el rebaño ovino (Walker et al., 1986; Appuhamy 

et al.. 1998.). El aislamiento de A seminis. es.,de suma importancia en el 

diagnóstico de la epididimitis, sin embargo''est'~ ~o siempre es posible, prueba 

de ello es que en esta investigación l~s r11Ue~t,ras c:l.~ los borregos desafiados 

intrauretralmente con A. seminis pres-entarc:lll aislamiento negativo pese a 

desarrollar cuadro clínico. Por otra parter10:'~~ '1t'.lgró aislar la bacteria de los 

órganos del aparato reproductor de los animales sacrificados a pesar de que 

más del 80% presentó algún tipo de lesión en el testículo y epididimo, sin 

embargo se logró en seis animales, aislamientos de A. seminis del semen las 

dos primeras semanas post-inoculación y en dos de éstos las últimas dos 

semanas post-inoculación, a pesar de que no presentaron polimorfonucleares 

(PMN). En algunos reportes se comprueba por aislamiento la presencia de A. 

seminis, en el semen sin que existan lesiones palpables en .los genitales, ni 

PMN en semen (Van Tender, 19790 ; Low et al., 1995). Lo anterior sugiere que 

la bacteria logró colonizar el aparato genital en cantidad suficiente para 

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

o reducir su cantidad a niveles que imposibilitaron su aislamiento. 

Se obtuvieron dos aislamientos a partir de semen, procedentes de los 

borregos que recibieron. A seminis directo al epidídimo, sólo en un animal de 

este grupo se logró-aislar la bacteria de la cola del epidídimo izquierdo, sin 

embargo todos presentaron lesiones similares en el lugar de la inoculación 

semejantes a las reportadas previamente para este procedimiento. por 

Livingston y Hardy, (1964): adherencias entre la túnica blanca y la vaginal de la 

cola del epidídimo, que se extienden al cuerpo y al testículo, incluso la 
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presencia de un absceso en uno de los animales de donde se logra aislar A. 

seminis. 

En un ensayo de .r_eprodu_cción de la enfermedad por inoculación 

intraepididimal, realizada por Baynes:y_.Simmons, (1960), en cuatro borregos 

lograron aislar la ba~teria del punto_ de inoculación de dos de ellos. en otro del 

conducto deferente y en un animal no lograron aislamientos al momento del 

sacrificio a los 60 días. Los cambios clínicos en los animales desafiados en 

este trabajo son también coincidentes con los que estos autores serialan. Ellos 

encontraron a la semana agrandamiento de la cola del epididimo inoculado, a 

los 21 días disminución de la inflamación con agrandamiento permanente de la 

cola notando, atrofia testicular a los 28 días en un caso y en el otro la atrofia se 

hizo palpable a los 20 días. 

En otro estudio realizado por Livingston y Hardy, (1964) en dos animales 

inoculados por via intraepididimal. logran aislar la bacteria a los 27 días en uno 

de ellos, a pesar de encontrar cambios patológicos en ambos. En este estudio 

se logró aislar la bacteria en cuatro de 11 animales desafiados 

intrauretralmente, en las primeras dos semanas después del desafio a pesar 

de encontrar cambios patológicos en siete animales. En tres animales 

desafiados directamente en la cola del epididimo se logró aislar la bacteria en 

dos de ellos a pesar de los cambios patológicos presentados en todos .los 

animales. Livingston y Hardy no realizaron estudios en las glándulas anexas. lo 

que pudo resultar significativo ya que poco antes del sacrificio a los 21 días se 

aisló A. seminis del semen del animal cuyos testiculos y epididimos resultaron 

negativos a la bacteriología. En este estudio tampoco se trabajo con_ glándulas 

anexas a pesar de que en dos animales que no presentaron alteraciones 

testiculares, de uno se aisló A seminis la primera semana post-inoculación y 

otro en la segunda y la quinta semana post-inoculación. es_to puede refrendar 
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las observaciones de algunos autores sobre la presencia del patógeno en las 

glándulas anexas las cuales podrían actuar comor~servorios de la. bacteria en 

su pasaje hacia el epididimo (Baynes y Simmons. 1960; Simmons et af.', 1966; 

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

En el grupo control de esta investigaci~;~: n~s~'16ó;6 ai~l~r I~ bacteria, 

las lesiones en la cola del. epidídimo izq~lerdo d~n,~~-~~,~~alizó éLtratamiento 
,. " .- '··' '.·.. . '. ·-

traumático resultaron negativas a la baC:tériologfa. Las iesionés producidas se 

caracterizaron por grados leves de hipefplasia , del e~itelio epidfdimal a . . . . 
formaciones granulomatosas de tipo cuerpo extraño, con presencia de células 

epitelioides, macrófagos y fibroblastos sin presencia de PMN ·en· todos los 

casos. Es posible que la intensidad .de la respuésta inflamatoria haya impedido 

el establecimiento de A. seminis o su aislamiento desde las lesiones, pero la 

ausencia de PMN en la lesión, es sugestivo de que las bacterias no se 

establecieron en el mismo. 
',-, . ·_ 

Existen diferentes protocolos d~ 'extracción de AÓN, ~~i;~I prCJtocolo de 

extracción con el detergente CTAB y fen.ol ha. ,sido utilizada é:~n· buenos 

resultados en la extracción de ADN de Broce/fa spp. para la téc~ica de PCR 

(Romero et al., 1995). El fenal es un solventeor~anico que se eq~ilibraa un pH 

de 8,0 el cual permite extraer las proteínas, lipidos y otro tipo de detritus 

celulares que contienen las células. El ADN por ser un ácido, con pH inferior al 

del fenal queda separado y disuelto en la fase acuosa. 

El CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) es un detergente aniónico que 

libera el ADN, además, retira los polisacáridos y otras macromoléculas; y 

permanece en la fase fenólica. Arellano, (1998), evaluó diferentes protocolos 

de extracción y el ADN obtenido por este método fue el que propició una. mayor 

sensibilidad en la PCR trabajando con ADN de suspensiones celulares de 
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Bruce/la melitensis, logrando amplificar hasta 15 X 101 UFC/ml. En el caso del 

presente trabajo, estt; mét~do f~e el que se utiiizó alcanzando una sensibilidad 

de hasta 2.8 nanogramos, d~ ADN sierid~ co~stante 1~:·amplifi¿a¿ión en todas 

.: • .;<·:· ... ,:, .. 

tipo de inhibici.°.n .. AppÚharny'.et at.•,;;199~· ,obt.uvo ,:1osY.misrn6s'resúltados 

cuando A. s~rninis f~e ~RádÍd~ .;¡ se~e~ frés~~ ciei:9~inb~.;1a ~eie~ciéÍ~ limite 
' ' . <. '·:·:·.'.<:·;,·;·.,_·'.'.·':e c.;,...,(.:·.:· ~'.;:¡:. >~'·<· .'' '_·' .:':.¿·'.::,_.' 

fue de 3~6 ufc.por·muestras;,similar.·a la.Obtenida con.· A se.minis'diluida en 

agua destilad~ .. •' . ~ :':: \¡,'' ~-. 

Se utilizaron diversas -~~~te;ias . que siniieron para detenninar la 

especificidad, los resultad~~>ª' reali'zari~ PCRf~eron negativos; Es necesario 

señalar que en una müestra ci·~:~·~in~n,yto t~stículo proveniente de ovinos. 

seria poco probable encontrar 'algun'as de e~tas bacterias, aun cuando E. co/i y 

Salmonella spp afecta a un g~a~~r~~g'ci d~ hospederos (Diaz et al., 1987). 

No existen datos de la utilización de la técnica de PCR para detectar a 

A. seminis a partir de testic~los de ovinos, tampoco se ha hecho una 

comparación de la sensibilidad del PCR con la sensibilidad de la bacteriología. 

En el presente trabajo, con los datos obtenidos de los ensayos a partir de 

suspensiones de A. seminis se obseNÓ que la PCR utilizada mostró una .alta 

sensibilidad. Sin embargo, cuando se aplicó la metodología 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 pensó entonces en 

la posibilidad de que la cantidad de ADN era excesiva, ya que así. se obseNó 

en los geles y no permitía desarrollar en forma adecuada la técnica, sin 

embargo al realizar diluciones de cada una de las muestras sigui_eron,negativas 

al PCR. 
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En seis animales el aislamiento bacteriológico fue positivo de muestras 

de semen, sin embargo al realizar. la PCR resultaron negativos, esto podría 

deberse a la solución de almácenamiento que· se; ocupó para conservar las 

muestras. Appuhamy et al., 1998b realizarán experimentos con muestras de 

semen con solución de almacenarníe.nto ,.'que .'6ontenía tris, glucosa, ácido 

cítrico, yema de huevo, glicerol,'peniCilína y.estreptomicina en agua destilada, y 

encontraron que la solución de alrnacenarní~nto.inhibe la reacción de la PCR 

ya que la detección limite fue de 320. ufclml. También utilizaron semen de seis 

borregos infectados con A. seminis de los cuales se había aislado e 

identificado a esta bacteria por pruebas bioquímicas y las muestras que 

contenían gran cantidad de bacterias, más de .106 úfc/ml, fueron positivas a la 

PCR, sin embargo muestras que contenían pocas ba~terias, 150 ufc/ml, 

resultaron negativas. Con base en estas ínvestigaéiones se recomendó trabajar 

con muestras de semen fresco, sin adicionar solución, de almacenamiento, 

para un mejor diagnóstico de A. seminis por la PCR. En este trabajo cuando se 

emplearon muestras de semen fresco de animales negativos y se añadió A 

seminis, el limite de detección fue de 162.5 ufc/ml. no se obtuvo la sensibilidad 

esperada como cuando se trabajó con ADN de A semlnis y ADN de semen y 

esto pudo deberse a la presencia de componentes en el semen que inhiben la 

amplificación de la PCR (Amin et al., 2001 ). Sin embargo con esta metodología 

se obtuvo una mayor sensibilidad de la prueba que la obtenida por Appuhamy 

eta/., 1998b, ya estos investigadores necesitaban hasta'106 ufc/ml para obtener 

una reacción positiva. 

. . 
Las muestras de animales de campo sé .trabajaron en menos de 24 

horas para obtener mejores resultados. A p~l°sar ele ~stcl,' todas las muestras de 
' ,. :.·" :: ,1 .• • ' 

semen resultaron negativas a. bacteriología Y' pCR. io.grarido aislar otras 

bacterias como Bruce/la avis, · Corynebact~rium ·;pp, Hamophi/~s somnus, 
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Staphylococcus spp, Streptococcus spp, del trae.to re.productor de 20 animales 

con y sin lesiones clínicas. Por-otra parte d~ 19 muestras se aislaron pequeños 

bacilos pleorríorfícos gram negativos que mostraron similitudes con la cepa de 

referencia de A. seminis. Jansen;':(1ElfÍ3), eiicontrÓ gran variedad de bacterias 

en el aparato reprodu~t~;: d'e;, :: bÓrr~~os provenientes de distintos 
.- -.1 ·' .,. 

establecimientos; sin la. presen:cía (j~ c;ambios patológicos a la palpación de _los 

órganos genitales, ní .PMi'(~~~-';el;~er;:;~n. 'se aisló P. haemo/ytica, H. ovis, c. 
pseudotuberculusis, Coryf7ebacterium xerosis, Microccus varians, Microccus 

luteus, Staphy/ococcus ~pid~;:;,¡dis.~Si~phi/ococcus spp y Acinetobacter, de las 
. ._ .. ·. ' 

ámpulas del defe~en,te:: f:'.'> tiaemolytica, c. pseudotubercutosis, M. luteus; 

Staphy/ococcus 'spp., · Ácinectobacter, de las vesículas seminales; P. 

haemolytica Y:· C.::Pseudotúbercu/osis; de las colas del epididimo; P. 

haemolytica, C. ·pseudo tuberculosis, Corynebacterium paurometabolicum, M. 

luteus, Acinectobacter y Arthrobacter flavescens de las cabezas del epidídimo. 

En este trabajo no se realizó la discriminación de género entre Actinobacil/us y 

Pasteurella, se observaron diferencias entre carneros criados en forma 

intensiva· y extensiva, encontrando bacterias en algún sector 'del aparato 

reproductivo en los 12 carneros provenientes de explotaciones intensivas, 

mientras que en los provenientes de explotaciones extensivas. siete 

presentaron distintas bacterias en el tracto y cinco resultaron negativos 

(Jansen, 1983). En el mismo sentido, Mbai et al .. 1996, lograron aislar de 

lavados uretrales de borregos sanos Streptococcus spp., Stapllylococcus spp., 

Actinomyces pyogenes, Bacil/us spp y A. seminis. algunas de las cuales 

también fueron aisladas en este trabajo. 

La técnica de PCR evaiuada_y practicada a _los tejidos de ovinos, no 

obtuvo resultados tan satisfactorios.como cúa~do se usó en las suspensiones 

bacterianas, si_n embargo no se puecl~' aflrm~r que no sea útil en el diagnóstico 

de ta epididimitis ovin~. Así co.:no se h~ t~~id6 éxito con la técnica de PCR 
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para el diagnóstico de otra.s enfermedades que, afectan a los animales 

(Rodríguez, 1997), es posible. que . ta metodologla . aquí propuesta pueda 

modificarse en cuanto· a· .Ías<·corí~en'traCiones 'de . reactivos utilizados y 

programa en el termociciador,p~;~·llace¡rÍo útil corno prueba diagnóstica y que 

además presente una sensibili,dad 'v.e~pecificicia:d aceptable. En este trabajo no 

se pudo demostrar una mayor•'s~risit:Í
0

ilidad:de la técnica de PCR comparada 

con la bacteriología, ya q~~ ~n riÍ~~ú~·c'aio se ól:>tuvieron resultados positivos. 
"' ' - , ;· . . - '. - '. ~ . . . .. - . 

Se propone seguir investigando,~I respecto, y~ que, e;sta .técnica es una buena 

herramienta diagnóstica qúe'~e p~~deimp1E;ffient'3ren'uri laboratorio; además 
' • .·., ••• • ·' .:. • •• < - ;-·- '-·· " 

tiene la ventaja de poder i~activar' lasmuesíras desde. Ün principio, evitando 

que puedan llegar. a infectar a I~ .. persci~á quei 'iraÍ:í~j~:.'e~ •el.· laboratorio y es 

posible obtener 'un r~sJ1!~do<er1''cias o 'tres c1ías, ¡Q'··-~G.31,nC>\5Gbede con ta 

bacteriología, ya q~e ~~ ~~~ultad;:; córÍ~rriiat~i¡() pu~d~~t~;dar ha~ta1:c1ias. 
" . : ; :: '.:- ' ; i .. : :' ~· .. ·:-'.:; . '; . : .. -.: .. '·,·.: 

Algunos de los incoríve~ientes él'e •esta téc~icá son la facilidéld ~en, la que. 

se pueden contaminar. tas ·rfíue~tras:con ADN externo, que 'aunad~;;; ~u .atta 

sensibilidad, puede resultar 'Eirl'i~t~os positivos. Es necesario que la ~ersona 
que trabaje esta técnica seaaltainente capacitada y minuciosa. El tÍ'lboratorio 

donde se implemente la i~cni'.c'a debe contar con el equipo especiaii~acé como 

lo es el termociclador y centrifugas donde se puedan trabajac,é:'On volúmerÍe¿ 

muy pequeños (microlitros). 
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Cuadro 1. Alteraciones al examen clínico de Jos borregos desafiados 

experimentalmente con A. seminis 

;·Localización'• de; las .fesiones•y 

~1¡~~~i~¡;~~;':_·~r;·H~1•·.··~~~~~H· 
;hiit;r6ci':: · > "' . . 
CEI Ca El TI SA 

con A. seminis 833 + + 

859 ++ +++ 

877 ++ ++ 

905 SA 

843 + 

856 + 

883 + 

884 + 

ro2 SA 

935 SA 

1-,-~-c--,.,~--,,-~--~~-1--94~1~~+-~~+--~~!~~- -=-~~-
Inoculación directa en la 930 ++++ ++ 

cola del epididimo 934 +++ ' ++ 

izquierdo con A. seminis 938 
1 ~G~r-u_p_o~c-o-n-tr_o_J~-~~~-1-=8~4~0=----~--1c-~~-t-~~~.,---~~-+~S~A~~f 

+++ +++ 

CEJ Cola epididimo izquierdo 

TI testículo izquierdo 

CaEI Cabeza epidldimo izquierdo 

S.A. Sin alteración 

906 SA 

896 + 

897 + 

Grado de lesión de+ a ++++ 

4J 



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

desafiados experimentalmente con A. seminis. 

Inoculación intrauretral con 

A. seminis 833 

859 

877 

905 

843 

856 

883 

884 

932 

935 

941 

cola del epididimo 934 

izquierdo con A. semmis 938 

1a 2a 3a 4a 

s 

As 

As 

s 

As 

s As s s A5 
s As As As 

s 

As s s s 
1----------------·--+--,~=---+---+---+----l----!----I 

Grupo control 840 

906 

896 

897 

As Actinobacillus seminis 

s Sospechosa por ser bacilo pleomórfico 

BG +Bacilos Gram Positivos 
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Cuadro 3. Resultados del estudio bacteriológico a partir de órganos del aparato 

reproductor de /os borregos desafiados experimentalmente con A. seminis. 

833 

859 

877 

Inoculación intrauretral 905 
con A. seminis 843 

856 

883 

884 

932 

935 

941 

Inoculación directa én 930 

la cola del epididimo 934 

izquierdo 

seminis 

con 

Test Cab Cola Test Cab Cola 

lzq Izq. Izq. ·Der. Der Der 

BG+ 

CG+ CG+ 

BG+ BG+ 

BG+ 

CG+ 

BG-

CG+ CG+ As 

CG+ 

Grupo control 

840 
,_9_0_6~~~-+-~~~4-~~-+-~~-+-~~-'-~---f------

896 

897 

CG+ Cocos Gram Positivos 

BG- Bacilos Gram Negativos 

BG+ Bacilos Gram Positivos 

s Sospechosa por ser bacilo pleomórf1co 

- Aislamiento negativo 

As Actinobacillus semm1s 
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Cuadro 4. Bacterias aisladas de muestras de semen de borregos 

1862 

1813 A Ca O+ Bruce/la ovis 

280 Postitis Bruce/la ovis 

1750 ACol+ Corynebacterium spp. 

129H ACal+ Haemop/1ilus somnus 

01 Presentes ACaD++ Stap/Jylococcus spp. 

5006 A Ca O+ Staphylococcus spp. 

81 ACaD+ Stapl1ylococcus spp. 

02 ACaD+ Streptococcus spp 

1813 ACaD+ Streptococcus spp. 

Streptococcus spp 
1-~~--.i------~~~-----1--oB~1vcellaovt--s------I 

129H ACal+ 

1473 SA 

1427 

1883 

1898 

1875 Ausentes 

1811 

1876 

5050 

990 
------

1-,,-------t-c------------1 
Bruce/la ov1s SA 

SA Corynebactenum spp 

SA 
l-------+~------------1 

Corynebacterium spp 

SA 

SA 

SA 

SA 

SA 

Corynebactenum spp 

C01ynebactenum spp 

Corynebactenum spp. 

Streptococcus spp 

Streptococcus spp 

ACol = Alteración en cola izquierda Grado de lesión .de + a ++++ 

ACal = Alteración cabeza izquierda 

ACaD = Alteración cabeza derecha S A = Sin alteración 

A TI = Alteración testículo izquierdo 
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Figura 1. PCR realizado a partir de una concent1<0c1011 de Ac/lfJOIJac1/lus sen11n1s 

Carril 1 - Marcador de peso molecular 50-2000 bp 

Carril 2 - Control pos1t1vo de A sem1111s 

Carril 3 - Control pos1t1vo de A sem1111s 

Carril 4 - Control negativo 

Carril 5 - Control negativo 

Carril 6 - Marcador de peso rnolecular123 bp 

-17 
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Figura 2. Resultados de la PCR con diluc1ones de ADN de A se1111111s. añadido a 

muestras de ADN de semen 

.J8 
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Figura 3. Ampllf1cac1ón de la PCR realizada con ADN cxtraicJo cJ•' diferentes 

especies bacterianas 

Carril 1 - Marcador de peso molecular 2000 BP 

Carril 2 - Actmobac1/lus se1111ms 

Carril 3. - Bruce/la melltens1s 

Carril 4 - Proteus vu/9ans 

Carril 5 - Yers1111a enterocol1t1ca 5 8 

Carril 6 - Pasteurella 111ultoc1da 

Carril 7 - Sh1gella boyd11 

Carril 8 - Yers1111a enterocol1t1ca O 9 

Carril 9 - Salrnonella typ/71 

Carril 1 O - Manhaem1a haemolit1ca 

Carril 11 - Eschench1a co/1 

Carril 12. - Bruce/la avis 

Carril 1 3 - Haemop/711/us somnus 

Carril 14. - Agua 
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