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Resumen

PEREZ OLVERA MARIANA.

Extraccion de ADN fecal de equinos infectados naturalmente con Ciatostominos
suplementados con un producto de soporte digestivo comercial para medir cambios en la
abundancia relativa de algunas especies de clostridiales.

PhD Cintli Martinez Ortiz de Montellano, PhD Claudia Cecilia Marquez Mota

Los caballos estdn expuestos a parasitos gastrointestinales naturalmente. El control de
nematodos consiste en la administracion de antihelminticos (AH) indiscriminadamente
afectando de manera negativa la composicion de la microbiota, alterando funciones
esenciales para mantener la salud gastrointestinal de los individuos. El objetivo general
de esta investigacion es identificar el cambio en la poblacion de Clostridium difficile, C.
perfringens, C. cluster XIVa, C. cluster IV y Faecalibacterium prausnitzii en caballos
parasitados con Ciatostominos al suplementar con un producto de soporte digestivo
comercial con el fin de comprobar su utilidad, mediante extraccion de ADN fecal y gPCR.
Este estudio involucra 18 equinos cuarto de milla de 16 a 19 meses de edad parasitados
por Ciatostominos, distribuidos aleatoriamente en 3 grupos de tratamiento
experimentales; tratamiento 1: ivermectina (IVM) al 1.87%, tratamiento 2: ivermectina
al 1.87% + producto de soporte digestivo comercial, tratamiento: 3 Unicamente producto
de soporte digestivo comercial . Se tomaron muestras de heces en los dias 0,15 y 30 para
posteriormente extraer ADN bacteriano y realizar pruebas de qPCR, con los resultados

obtenidos, se determind la abundancia relativa de nuestras bacterias de interés.



Se comprobo que el uso de ivermectina tiene un impacto directo en los Ciatostominos
(macrobiota) y como consecuencia en la microbiota del caballo, en relacion con esto
podemos suponer sobre el impacto que tuvo el producto de soporte digestivo comercial
al evitar una disminucion marcada de microorganismos de interés. Se logré identificar
limitantes en el estudio de microbiota fecal equina. Se debe cuestionar el criterio actual
para la administracion de antihelminticos, asi como, continuar investigando para lograr
establecer un protocolo de uso de probidticos en el mantenimiento de la homeostasis

intestinal equina.



1. Introduccion

Tradicionalmente en el mundo ecuestre en Mexico se realizan procedimientos
preventivos con uso de antihelminticos (AH) y antibidticos para lograr controlar la
presencia de parasitos o bacterias, el principal inconveniente con estos procedimientos es
que la mayoria de las veces son innecesarios y contraproducentes, se ha visto que la poca
especificidad de los farmacos afecta de manera negativa a las bacterias que habitan en los
animales, ademas el realizar estos procedimientos de manera continua ha dado como
resultado poblaciones de nematodos y bacterias resistentes(Martinez-Ortiz-de-
Montellano et al.,2022). Se sabe que los helmintos estan presentes de manera ubicua en
todos los equinos que pastorean (Bellaw et al.,2017; Clark et al.,2018; Martinez-Ortiz-
de-Montellano et al.,2022; Sauermann et al., 2019). Esto quiere decir que el parasitismo
ocurre en todo momento. Sin embargo, debemos recordar que el caballo es un animal
que ha sobrevivido sin ayuda del ser humano por mas de 6.000 mil afios gracias a
mecanismos  propios  generados con la  necesidad de  sobrellevar
enfermedades(resiliencia). En la actualidad se estan intentando entender qué mecanismos
tiene el individuo para poder resistir una enfermedad, en este sentido se ha tenido en la
mira la relacion de las poblaciones de microorganismos (microbiota) establecidos dentro
del huésped (holobionte) y organismos como los parésitos(macrobiota). El desarrollo de
tecnologias de secuenciacién del acido desoxirribonucleico (ADN), ha proporcionado
informacidn valiosa sobre la microbiota intestinal equina. Sin embargo, debemos tener
en cuenta que existe una gran variabilidad en la composicion de la microbiota intestinal
entre razas, edad, compartimentos intestinales, asi como la variacién individual. Los
distintos protocolos de conservacion de muestras y extraccion de ADN dificultan poder
generalizar y comparar resultados (Garber et al., 2020; Kauter et al., 2019). El valor que
tiene el entendimiento de la intervencion de la microbiota frente a distintas afectaciones,
nos abrird la puerta a la modernizacion de la prevencion y tratamiento de distintos

padecimientos comunes en el mundo ecuestre.



2. Marco teérico

2.1 El caballo (Equus Caballus)

Cada organismo vivo esta conformado por material genético unico, estos genes cambian
entre cada ente, gracias a diversos factores como recombinacion genética, clima,
nutricion, una gran diversidad de microorganismos y macroorganismos presentes
(Aguilar-Diaz et al., 2021). Por lo tanto, todos los organismos tienen una conexion
mutualista con la gran variedad de microorganismos existentes, un holobionte es una
asociacion entre distintas especies que conforman una comunidad, por consiguiente
podemos utilizar el término holobionte para referirnos a un hospedero, en este caso al
caballo (Aguilar-Diaz et al., 2021; Rosenberg y Zilber-Rosenberg.,2018).

A lo largo de los afios, en el mundo de la medicina veterinaria, se han establecido
practicas de desparasitacion continua con el objetivo de controlar parasitos, ya que han
sido sentenciados de manera errénea a ser sinénimo de enfermedad y muerte en los
ejemplares. El uso descontrolado de los AH ha traido consigo muchas repercusiones, la
mas estudiada hasta ahora es la presencia de poblaciones de parésitos resistentes
(Martinez-Ortiz-de-Montellano et al.,2022).

2.2 Macrobiota del holobionte equino

Los parasitos gastrointestinales (macrobiota) estan presentes de manera normal en todos
los caballos con acceso a pasturas (Martinez-Ortiz-de-Montellano et al.,2022; Sauermann
et al., 2019). Se sabe que el 95% de los nematodos se encuentran en el ambiente y el
porcentaje restante dentro de los animales, a esto se le conoce como refugio parasitario
(Martinez-Ortiz-de-Montellano et al.,2022).

Existe una gran cantidad de helmintos que pueden encontrarse en el organismo del
equino, para fines de esta investigacién Unicamente se hablara de los estrongilos no
migratorios.

En este grupo se encuentran los Ciatostominos, los cuales son nematodos de color rojo,
con capsula bucal corta, cilindrica, carecen de dientes, poseen coronas radiadas externas
e internas, se albergan en el colon y ciego, estan conformados por mas de 50 especies
(Meana y Rojo, 2010). Las infecciones por Ciatostominos llegan alcanzar una tasa de

prevalencia del 100%, la mayoria de los animales son asintomaticos o presentan signos



como pérdida de peso, pero pueden llegar a causar consecuencias muy graves (Clark et
al.,2018).

El ciclo de vida de los Ciatostominos es directo (fig. 1), la fase infectante son las larvas
3(L3), las cuales seran ingeridas y migran al intestino delgado o grueso, mudan dos veces
antes de ser sexualmente maduras, posteriormente pondran huevos, los cuales llegaran a
las pasturas a través de las heces (Clark et al.,2018). Se sabe que las L3 se enquistan por
un largo tiempo, cuando las larvas enquistadas emergen de manera simultanea causa el
sindrome de ciatostomosis larvaria, el cual tiene como consecuencia diarrea hemorragica,
tiflocolitis generalizada perdedora de proteinas, la cual tiene una mortalidad del 50%
(Bellaw et al.,2017; Sauermann et al., 2019).
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Figura 1.Ciclo biol6gico de Ciatostominos;1) El caballo consume pasto con larvas tres (L3), 2)
Deglute el pasto, 3) llega al estomago donde los jugos gastricos desenvainaran las larvas tres (L3),
4) Pasan por el intestino delgado, 5) Colonizan la mucosa del colon

Dentro del holobionte, podemos encontrar millares de especies microscopicas

compartiendo espacio, se cree que pueden interaccionar entre si, los mecanismos y el



resultado de la interaccion aun se mantiene desconocido. Investigaciones recientes
afirman que la presencia de algunos helmintos altera las funciones y constitucion de los
microorganismos presentes en el tracto gastrointestinal (TGI) al producir y liberar
compuestos antimicrobianos (Midha et al., 2017; Peachey et al., 2017). Conocer mas al
respecto podria darnos una explicacion sobre la susceptibilidad de algunos individuos de
presentar parasitosis (Clark et al.,2018; Leung et al., 2018).

Paralelamente, existen estudios en medicina humana donde se logra vislumbrar
cualidades benéficas de los parasitos, dejando a un lado su titulo de dafiino y abriendo un
panorama sobre el mutualismo que llegan a tener con su huésped (Martinez-Ortiz-de-
Montellano et al.,2022).

2.3 Microbiota equina

En el afio 2001 Joshua Lederberg afirmé que existen microorganismos simbioticos que
colonizan al holobionte. A partir de ese momento, las investigaciones al respecto en
medicina humana han avanzado a tal grado de poder definir a la microbiota como la
comunidad de microorganismos vivos, que habitan en un ser (Rasillo de alba,2020).

La microbiota intestinal humana estd conformada principalmente por dos filotipos de
bacterias: Firmicutes y Bacteriodetes (estos Ultimos corresponden el 90% de la
microbiota intestinal). El filo Firmicutes incluye dos familias muy importantes:
Lactobacillaceae y Clostridiaceae mientras que en el de los Bacteroidetes incluyen las
bacterias pertenecientes al género Bacteroides y al Prevotella (Rasillo de alba, 2020). El
desequilibrio de la microbiota es llamado disbiosis, y puede ser causado por cambios en
la dieta, uso de antibidticos, edad o enfermedades (Gilroy et al., 2022; Kauter et al., 2019;
Rasillo de alba, 2020; Swanson et al., 2020).

En el sector ganadero, se ha demostrado que la microbiota intestinal representa una pieza
clave, ejerciendo un rol esencial en la recoleccion, almacenamiento de energia obtenida
de la dieta, lo que sefiala una relacion directa entre la salud y el peso del animal (Zommiti
et al., 2020).

Lo que se conoce actualmente del microbiota intestinal equina es que esta conformada
por un nimero menor de especies, donde la mayor diversidad se encuentra en el colon
dorsal derecho (Kauter et al., 2019). Firmicutes representan el filo mas grande de la
comunidad bacteriana intestinal equina que va desde el 40% hasta el 90% (Costa et al.,
2015; Dougal et al., 2014).



Si bien es cierto que la microbiota es Unica para cada individuo, se busca encontrar una
propuesta central para establecer qué microorganismos habitan en el TGI equino y poder

definir los componentes de una microbiota "saludable” (Kauter et al., 2019).

Los equinos, son una especie que sufre constantemente de enfermedades
gastrointestinales que muchas veces pueden tener un desenlace letal. A raiz del
descubrimiento de la importancia del microbiota en la homeostasis intestinal, se plantea
la hipdtesis de que la baja diversidad bacteriana en los equinos domeésticos es la posible
razon de la sensibilidad a las enfermedades gastrointestinales (Kauter et al., 2019). En
esta perspectiva la microbiota cumple con diferentes funciones la resistencia a la
colonizacién de los patogenos intestinales mediante el cubrimiento de sitios que los
patdgenos suelen utilizar para establecerse, de esta forma se evita que los patégenos
colonicen, competencia de nutrientes, incrementar la produccion de mucina 2, gracias a
la produccion de butirato por parte de las bacterias como C. cluster XIVay C. cluster IV
(Sakaguchi et al., 2010; Willemsen et al., 2003; Wing et al.,2010). Analizando la
importancia de la microbiota, podemos comprender su valor en los animales jovenes, a
continuacion se resume el establecimiento de la microbiota en potros(fig. 2). En los
mamiferos, el intestino es colonizado por microorganismos después del nacimiento
(Husso,2020) sin embargo, existen autores gue mencionan que dicha colonizacion
comienza desde la vida uterina (Andrade et al.,2021; Quercia et al., 2018; Mols et al.,
2020). De este modo se han planteado 3 hip6tesis aceptadas sobre la colonizacién
intrauterina del potro, las cuales han surgido tras investigaciones en humanos y roedores,
las cuales son: El ingreso de microorganismos a través de la vagina y el cuello uterino
hasta el Utero; migracion por via hematogena desde la cavidad oral o desde el tracto
gastrointestinal a la placenta, por Gltimo, la translocacion bacteriana por migracion de
células dendriticas desde la luz intestinal a la placenta (Mols et al., 2020). El potro cuenta
con una microbiota provisional, la cual estara sujeta a alteraciones, debido al cambio de
alimentacion y factores medioambientales (Lindenberg et al., 2019). Una parte de esta
microbiota la adquiere del meconio, el cual se compone de bacterias presentes en las
heces y vagina de la madre, principalmente de los filos Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria y Bacteroidetes (Quercia et al., 2019; Husso et al., 2020), estos filos estan
estrechamente relacionados con la digestion y fermentacion de proteinas, azlcares y
fibras. Durante los primeros tres dias de vida del potro, perdera la microbiota meconial y

obtendra microorganismos fermentadores de fibra por el consumo de leche y calostro,



por lo tanto, son consideradas fuentes importantes para la microbiota del potro
(Lindemberg et al., 2019; Quercia et al., 2019). En las primeras semanas de vida los
potros comienzan a tener comportamientos como coprofagia donde adquirirn
microorganismos como Prevotella, Blautia, Ruminococcus los cuales son degradadores
de fibra, también existird un cambio de alimentacion, dejaran de consumir paulatinamente
leche para alimentarse de forraje y concentrados lo cual se vera reflejado en la microbiota
(Quercia et al., 2019). A partir del dia 7 hay un aumento de bacterias fermentadoras de
fibra, el filo mas abundante es Firmicutes (Husso,2020).El establecimiento de la
microbiota del potro es un proceso paulatino y crucial en el animal, todas las etapas del
establecimiento de la microbiota dependen de acciones del ser humano a cargo del
animal, el cual a su vez va a depender de factores como suelo, época del afio, temperatura,
humedad, uso de farmacos, etcétera.(Martinez-Ortiz-de-Montellano et al.,2022), pero se
convierte en estable y lo méas parecido a la de un equino adulto entre los seis y siete meses
de vida (Lindenberg et al., 2019; Martinez-Ortiz-de-Montellano et al.,2022).



Establecimiento de la
microbiota del potro

»
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Figura 2. Establecimiento de la microbiota del potro (Adaptado de Mols et al., 2020, Ilustracion
creada con BioRender.com por Mariana Pérez Olvera).

Analizando todo lo anterior podemos decir que el parasitismo ocurre invariablemente en
la vida de los animales y todo esto sucede en el mismo sitio donde encontramos una gran
variedad de microorganismos, esto ha despertado dudas en el mundo cientifico: Si el
parasitismo es algo que ocurre permanentemente, ;Que interacciones deben ocurrir
dentro del huésped para que no presente signos clinicos y pueda establecer una
convivencia “sana” con los parésitos? A medida que surgen las dudas, se han comenzado
a manejar términos con los cuales se intenta explicar las interacciones entre el holobionte-
macrobiota-microbiota (Anexo 1.).

Retomando la pregunta planteada, pocos han sido los valientes que se atreven a estudiar
la macrobiota para poder posicionarla como una pieza con funciones benéficas, dejando
a un lado todas sus acciones patdgenas y de esta forma descubrir su relacion con la
microbiota del huésped.

A continuacién, se profundizara de manera concisa algunos elementos claves para el

entendimiento de su consideracidn en esta tesis.
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2.4 Probioticos

Los probidticos segin la FAO (de sus siglas en inglés: Food and Agriculture
Organization) son microorganismos Vvivos que, ingeridos en una cantidad adecuada,
ofrecen un beneficio para la salud. Para ser considerado un probidtico, los
microorganismos del suplemento deben estar vivos al momento de administrarse,
contener microorganismos definidos taxonémicamente y ser seguros para Su USO
(Watson,2019).

Podemos agradecerle a la zootecnia y la gran necesidad de los humanos en el consumo
de productos de origen animal, que las investigaciones del uso de probidticos llegaron a
la medicina veterinaria, buscando contrarrestar la probleméatica de las poblaciones
resistentes a los distintos farmacos (Zommiti et al., 2020). Actualmente, los probioticos
que mas se utilizan en caballos son: Saccharomyces (levadura), Lactobacillus spp,
Enterococcus, Bacillus y Bifidobacterium (Schoster,2018). La levadura probidtica
Saccharomyces cerevisiae y S. boulardii se han utilizado para complementar la
alimentacion de los caballos con buenos resultados, como una mejor digestibilidad de la
fibra y una reduccion de la duracion de hospitalizacion para caballos con enterocolitis
aguda (Cook et al., 2021). La escasa informacion del uso de probidticos en equinos esta
relacionada con las pocas investigaciones que existen sobre la microbiota en esta especie.
Actualmente, en México no existen investigaciones relacionadas con la composicion de
la microbiota equina, por lo tanto, se desconoce como afectan las practicas rutinarias de
administracion de AH en esta especie, por ahora, podemos estipular que la administracién

de AH puede ser un factor crucial en la homeostasis del TGI equino.

2.5 Antihelminticos (Lactonas macrociclicas)

Las lactonas macrociclicas son uno de los grupos de AH mas populares dentro de la
medicina veterinaria. En 1981 se emplearon por primera vez en caballos, gracias a su
amplio espectro contra nematodos gastrointestinales de importancia y artropodos se
posicionaron como el AH de eleccion en esta especie. Una caracteristica de esta familia
es que son altamente lipofilicas, esto significa que formara un reservorio en el tejido graso
que le ayudara a tener una eficacia prolongada (Gonzalez et al., 2007).

Su mecanismo de accion aun no se comprende del todo, pero se tienen dos teorias: la

primera es liberacion del acido gamma aminobutirico (GABA) que inhibe los estimulos
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nerviosos en la placa neuromuscular. La segunda es que presentan afinidad por los
canales ionicos de cloro de las células nerviosas y musculares, esto ocasiona problemas
nerviosos en el parésito (Tunay, 2018).

El control de los Ciatostominos se realiza con la administracion de AH como
bencimidazoles y lactonas macrociclicas. Se ha reconocido que los bencimidazoles
presentan mayor resistencia frente a los Ciatostominos, hasta el momento las lactonas
macrociclicas, como la ivermectina (IVM) y moxidectina conservan una buena eficacia
(Caffe et al.,2018). Se sabe que el tiempo de eficacia si ha disminuido, cuando comenzé
a emplearse era de 8 semanas, pero actualmente ha disminuido a 5 - 6 semanas (Nielsen
y Reinemeyer, 2018). La toxicidad de la ivermectina es rara, pero cuando se llega a
presentar podemos observar midriasis, dermatitis, depresion, ataxia, decubito y en casos
muy severos, muerte (Gonzélez et al., 2007). Investigaciones recientes han demostrado
que la administracion de antihelminticos como febendazol y moxidectina (lactona
macrociclica) influyen de manera negativa en la microbiota intestinal, a pesar de estas
declaraciones, ain no se logra esclarecer el mecanismo en el que estos AH afectan la
microbiota (Garber et al., 2020).

Con todo lo anterior, es fundamental retomar la idea inicial: la microbiota y la macrobiota
conviven en tiempo y espacio. Conocer la composicion de la microbiota equina es
indispensable para vislumbrar los cambios en ciertos grupos microbianos al momento de
administrar AH. Este conocimiento nos llevard a entender como puede perjudicar al
animal y podria ser la respuesta a su alta susceptibilidad a enfermedades del TGI. En los
siguientes parrafos se presentard informacion sobre un género bacteriano que se ha

seleccionado, el cual se asocia con alteraciones en la homeostasis del TGI equino.

2.6 Clostridium spp

Clostridium spp es un género de bacteria anaerobia formadora de esporas, gram positiva,
perteneciente al filo firmicutes, es un gran grupo conformado por aproximadamente 200
miembros, la mayoria son saprofitos e inclusive benéficos; sin embargo, principalmente
son reconocidos por los miembros patdgenos de este género, ya que son causantes de
enfermedades bastante populares en la comunidad médica tanto humana como
veterinaria: tétanos, botulismo, gangrena, colitis pseudomembranosa(Pahalagedara et al.,

2020). Los clostridium son un género bastante complicado, porque gracias a la realizacion
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de analisis filogenéticos se han podido identificar 19 clusters o también llamados grupos
(Grenda et al., 2022).

2.6.1 Clostridium perfringens

Es un bacilo anaerobio gram positivo formador de esporas que se asocia con infecciones
gastrointestinales agudas que varian en gravedad desde diarrea hasta enterocolitis
necrosante, existen 5 tipos: A, B, C, D, E (Shaw y Stampfli,2018). Esta bacteria es
considerada ubicua en el entorno, ya que se encuentra en el suelo y en la materia organica
en descomposicion (Farag et al.,2019; Mehdizadeh et al, 2020).

El mas comun en caballos adultos sanos y con diarrea es C. perfringens tipo A, en potros
de C. perfringens tipo Ay C (Shaw y Stampfli,2018).

La toxina b2, que es producida por un subtipo de C. perfringens tipo A, se asocia con
colitis, ulceracion de la mucosa y diarrea hemorragica. La enterotoxina, producida por
las cepas tipo A y tipo C, crea poros y altera la permeabilidad de la membrana, lo que
Ileva a la necrosis celular. La toxina formadora de poros NetF también se ha identificado
recientemente como un importante determinante de virulencia y se ha asociado con

enteritis necrosante en potros (Mehdizadeh et al., 2020; Shaw y Stampfli,2018).

2.6.2 Clostridium difficile

Es un bacilo anaerobio gram positivo formador de esporas. Se asocia con enterocolitis,
duodenitis/ yeyunitis proximal en caballos y potros. C. difficile se ha aislado de heces de
caballos sanos, las tasas de prevalencia oscilan entre 0 % y 33%, por esta razon se ha
considerado que los equinos son portadores (Mehdizadeh et al., 2021; Shaw y
Stampfli,2018; Schoster et al., 2019).

Una de las caracteristicas mas notables de esta enfermedad es que, en casi todos los casos,
ocurre después de la terapia con antibioticos, principalmente b-lactdmicos, gentamicina,
trimetoprima, sulfonamidas, clindamicina, eritromicina y rifampicina (Farag et al.,2019;
Shaw y Stampfli,2018).

Los principales factores de virulencia de C. difficile son dos toxinas principales, la
toxina A enterotoxina (TcdA) y la toxina B citotoxina (TcdB) (Farag et al.,2019; Shaw y
Stampfli,2018).
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Existe evidencia de que Saccharomyces boulardii, una levadura no patdgena, puede
destruir TcdA lo cual puede ser util para limitar los efectos de estas toxinas (Shaw y
Stampfli,2018).

2.6.3 Clostridium cluster XIVay Clostidium cluster 1V

La infeccion natural por estréngilos y Ciatostominos en ponis coincidid con una
disminucion de las bacterias productoras de butirato C. cluster XIVa Y C. cluster V. Las
especies de C. cluster XIVa y IV, son de las bacterias predominantes en el intestino,
representan del 10 al 40% del total de bacterias, sus componentes celulares y metabolitos,
como el butirato, desempefian un papel probidtico principalmente al energizar las células
epiteliales intestinales, fortalecer la barrera intestinal e interactuar con el sistema
inmunitario (Ayoub et al.,2022; Clark et al., 2018; Guo et al., 2020; Livanos et al ., 2018).
La presencia de estas bacterias es normal en microbiota del tracto gastrointestinal de
humanos y animales, sin embargo, se sabe que una disbiosis puede ocasionar que las
bacterias patdgenas se establezcan (Lacey et al., 2018; Schoster, et al 2019).

Se necesitan estudios mas amplios para explorar mas a fondo la microbiota con relacion

a la eliminacidn de clostridios (Schoster et al., 2019).

2.6.4. Faecalibacterium prausnitzii

Faecalibacterium prausnitzii es una de las especies de bacterias con mayor abundancia
en el colon de seres vivos sanos. Es reportada como una bacteria ubicua en el tracto
gastrointestinal de animales. En medicina humana ha sido considerado un biosensor, ya
que se han reportado disminuciones drasticas en presencia de enfermedades
principalmente metabolicas (Leylabadlo et al., 2020). Una de sus principales funciones
es la produccién de energia para los colonocitos y la sintesis de metabolitos
antiinflamatorios, es una bacteria productora de butirato (Leylabadlo et al., 2020). La
reduccién F. prausnitzii aumenta la probabilidad de colonizacion de patégenos
oportunistas, aerotolerantes o anaerobios facultativos como los miembros proteo
bacterianos Gram-negativos (Dam et al., 2019).

Englobando la informacién anterior, estas son solo algunas especies gque se asocian con
alteraciones benéficas o perjudiciales en el holobionte, investigar més al respecto hara
que la medicina veterinaria de un paso gigantesco al modernizar ciertos conceptos y

protocolos de tratamientos y medicina preventiva para esta especie. Para que esto sea
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posible es indispensable apoyarnos de tecnologia de punta, como lo son las técnicas de

biologia molecular.

2.7 Técnicas de Biologia molecular

El ADN es una molécula en la cual se encuentra toda la informacion genética para el
funcionamiento de cualquier organismo y entre sus funciones mas importantes esta
guardar la informacion genética. Su estructura fue estudiada y propuesta en 1953 por
Rosalind Franklin, J. D. Watson y F. H. C. Crick (Acevedo et al., 2016; Kopchak et al.,
2021). A partir de ese momento, la ciencia avanzd rapidamente y comenzaron a
desarrollar tecnologias de secuenciacion del ADN, las cuales han proporcionado
informacion valiosa sobre la microbiota intestinal (Garber et al., 2020; Kauter et al.,
2019). Sin embargo, la variabilidad individual y las diferencias metodolégicas durante la
extraccion de ADN, dificulta generalizar y comparar resultados (Garber et al., 2020).
Para poder lograr secuenciar el ADN se debe considerar que en primer lugar debes tener
una muestra de calidad, utilizar algin método de extraccién de ADN, realizar métodos
de analisis de calidad de esa extraccion para su posterior almacenamiento y poder
utilizarla para alguna técnica como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en este
caso se utilizard la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR). El
fundamento de la gPCR esta basado en la del PCR convencional. De manera general, lo
Unico que cambia es que se emplea un fluoréforo y se usa un termociclador que tenga un
sistema optico, el cual pueda captar la sefial de los fluor6foros que detectan el ADN
sintetizado en tiempo real, la fluorescencia aumenta conforme el ADN se sintetiza, por
lo tanto, con la gPCR se logra amplificar y detectar el ADN en una sola etapa. El
fundamento esta justificado en la replicacion celular, en la cual actian proteinas para
sintetizar dos nuevas hebras de ADN, partiendo de una que es el molde (Cornejo et
al.,2014; Mas et al.,2001), todo esto se realiza por ciclos. Un ciclo de PCR esta
conformado por 3 etapas importantes: 1) Desnaturalizacion: La doble hélice de ADN se
separa en dos hebras. 2) Hibridacion: se alinean los iniciadores a las zonas 3°
complementarias del fragmento que queremos amplificar. 3)Extension o elongacion: Se
logra la sintesis de una nueva cadena direcciéon 5° 3", mediante la enzima ADN

polimerasa(Cornejo et al.,2014; Mas et al.,2001).
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3. Justificacion

La microbiota gastrointestinal cumple funciones especificas en el organismo tanto
inmunoldgicas como metabodlicas. Su estudio ha sido de gran interés en los ultimos afos,
principalmente en la medicina humana. Cada vez existe méas evidencia de la relacion entre
la disbiosis y un mayor riesgo de enfermedades inflamatorias, metabodlicas, alérgicas o
autoinmunes en animales, posicionandose como un pilar importante para mantener la
homeostasis. Ranchos dedicados a la cria ecuestre de todo el mundo, buscan alternativas
para los problemas gastrointestinales equinos. Tanto en potros como en equinos adultos
existe predisposicion a disbiosis por estrés durante transporte, competencias,
administracion de antibidticos, antihelminticos, cambios de dieta. EI 80% de los potros
Ilegan a presentar problemas gastrointestinales en alguna etapa de su desarrollo.

La presencia de clostridios es normal en la microbiota del tracto gastrointestinal de los
animales, sin embargo, se sabe que una disbiosis puede ocasionar que las bacterias
patdgenas se establezcan. C. perfringens y C. difficile son bacilos anaerobios asociados a
infecciones gastrointestinales en caballos, mientras que C. cluster XIVay C.cluster IV
junto con F. prausnitzii son microorganismos altamente reconocidos en investigaciones
de medicina humana y veterinaria por su accion probidtica. La macrobiota habita en el
mismo ambiente que la microbiota del equino, se puede suponer que interactuan entre si,
investigaciones recientes afirman que la presencia de parasitos altera las funciones y
constitucion de la microbiota.

Actualmente, no existen estudios en México sobre la microbiota equina, explicando una
posible simbiosis, tolerancia o competitividad con su macrobiota, tampoco sobre
suplementacion con probidticos comerciales y su efecto en la abundancia relativa de la
microbiota en caballos parasitados.

Motivar la investigacion en esta area de la medicina también le compete al médico
veterinario, es inminente la actualizacion de tratamientos y procedimientos de medicina

preventiva en esta especie (y todas las demas).

4. Objetivo general

Identificar el cambio en la poblacién de Clostridium difficile, C. perfringens, C. cluster

XIVa, C. cluster IV y Faecalibacterium prausnitzii en caballos parasitados con
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Ciatostominos al suplementar con un producto de soporte digestivo comercial con el fin

de comprobar su utilidad, mediante extraccion de ADN fecal y gPCR.

Objetivos especificos

e Extraer ADN fecal equino de distintos grupos de tratamiento con el fin de obtener
material genético de calidad para identificar la variacion en la poblacion de
Clostridium difficile, C. perfringens, C. cluster XIVa, C. cluster IV y
Faecalibacterium prausnitzii a través de la técnica gPCR.

e Interpretar la variacion en la poblacion de Clostridium difficile, C. perfringens,
C. cluster X1Va, C. cluster IV y Faecalibacterium prausnitzii en los diferentes
grupos de tratamientos para evaluar la eficacia del suplemento mediante ANOVA

de una via post hoc Tukey

5. Hipotesis

Se espera la disminucion en la poblacion de Clostridium difficile, C. perfringens y el
aumento de C. cluster XIVa, C. cluster IV y Faecalibacterium prausnitzii al suplementar

con producto comercial a los caballos infectados naturalmente por Ciatostominos.

6. Materiales y métodos

6.1 Lineamientos de ética

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité interno para el Cuidado y Uso
de los Animales (CICUA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Auténoma de México. El presente trabajo forma parte de un
proyecto mas extenso, sin embargo, nuestra aportacion comienza a partir de los grupos

seleccionados.
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6.2 Obtencion de la muestra

La toma de muestras de heces de equinos fue realizada en el Rancho Hacienda Santiago,
ubicado en Sierra de Lobos, Ledn, Guanajuato. El clima en esta zona ecoldgica es
templado y subhumedo.

El Rancho Hacienda Santiago cuenta con caballos raza cuarto de milla. Los criterios de
inclusion en este estudio fueron: potros y potrancas de 16 a 19 meses con un peso
promedio de 360 kg y que se encuentren naturalmente infectados por Ciatostominos,
diagnosticados por medio de la técnica de McMaster para estimar la cantidad de huevos
de tipo estréngilido que se encuentran en 2 gramos de heces de estos caballos, fueron
seleccionados aquellos que presentaban cargas a partir de 200 huevos por gramo de heces
(HPG), de los cuales se realizaron cultivos larvarios por método tradicional y con la
técnica de Corticelli lai para posteriormente poder ejecutar la técnica de migracion
larvaria con el dispositivo baermann. Para poder realizar la identificacion de las larvas y
determinar que los potros y potrancas estaban infectados por Ciatostominos(Calixto-
Tlacomulco,2022).

Con esta informacion fueron seleccionados los animales, se formaron tres grupos de
manera aleatoria conformados por seis caballos, cada grupo representa un tratamiento
diferente:

e Tratamientol1l:I1VM al 1.87 % a una sola dosis

e Tratamiento 2 : IVM al 1.87 % a una sola dosis, mas un producto de soporte
digestivo comercial que brindara proteccion gastrointestinal que esta conformado
por: &cidos grasos omega-3, antioxidantes, vitaminas, oligoelementos, junto con
Bio-Sponge®, prebidticos, probiodticos (Aspergillus oryzae, Saccharomyces c.
boulardii 1079 y Saccharomyces cerevisiae1077) y glutamina

e Tratamiento 3 : Unicamente el producto de soporte digestivo comercial.

El suplemento fue administrado durante 30 dias, 147 g dividido en 2 tomas con el
alimento, siguiendo la dosificacion recomendada en el producto. Durante el tiempo de la
investigacion todos los potros y potrancas pastoreaban de siete de la mafiana a cinco de
la tarde, terminando el pastoreo regresaban a sus caballerizas individuales donde
permanecen toda la noche hasta la mafiana siguiente, el pastoreo lo realizan separando a
los animales por sexo, el pasto que se tiene en el rancho es ray grass y adicional al
pastoreo los animales consumen 5 kg de alimento comercial y 3 kg de alfalfa, el agua se

mantenia ad libitum.
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Respecto a la toma de muestras de heces se obtuvieron directamente del recto al dia 0, 15
y 30 pos tratamiento. Con ayuda de un asa bioldgica se colocaron 0.25 g de heces en tubos
de 2 ml y se afiadié 2 ml de protector de ADN excepto en las muestras del dia 30, no se
afiadié el protector, solo fueron congeladas al momento. Este producto de la marca
ZYMO RESEARCH promete conservar la integridad genética de las muestra. La razon
por la que se considerd el uso del protector de ADN es que el almacenamiento es uno de
los pasos fundamentales para poder extraer ADN de bacterias de interés para el estudio
de la microbiota intestinal, poder observar las diferencias producidas por el uso de dos
métodos diferentes (protector de ADN y por congelacion) podria ayudar a tomar
decisiones mas acertadas en un futuro (Kazantseva et al.,2021).

Los tubos con el material biolégico fueron debidamente identificados y preservados en
condiciones de temperatura de 4-8 °C hasta su transportacion al Departamento de
Nutricion Animal y Bioquimica (DNAB) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México (FMVZ UNAM). Esta
técnica de obtencion de muestra para extraccién de ADN es considerada de gran utilidad
y es utilizada principalmente en animales de alto valor genético como fauna silvestre o

animales de alto estima como los equinos (Nardelli et al., 2011).

6.2 Extraccion de ADN

Se realizaron las extracciones de ADN en el Departamento de Nutricion Animal y
Bioquimica (DNAB) de la FMVZ UNAM (Imagen 1.), de las muestras del dia 0 y 15 con
el kit comercial Zymo Research Quick DNA fungal/bacterial/ Miniprep siguiendo el
protocolo del fabricante (fig.3, Anexo 2 y 3.). Las muestras del dia 30 se realizaron con
el kit QlIAamp® PowerFecal® DNA siguiendo el protocolo del fabricante (fig.4, Anexo
4 y 5). Esta decision fue tomada con el fin de poder comparar resultados en cuanto a
calidad y cantidad de ADN.
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Figura 3. Protocolo de extraccion de ADN ( Zymo Research Quick DNA fungal/bacterial/
Miniprep. llustracion creada con BioRender.com por Mariana Pérez Olvera)



20

QlAamp® PowerFecal® DNA

0.25g de 750 pi de power

muestra bead y 60 pl de C1
e Vortex vertical 13,000 xg por 1

13000-V1-24 por min.

Incubar a 65° por
\\(
\“;‘ o
—’ i - ! . .
\1 *‘*. = \v\_
incubar de Recuperar 600 pl de 13,000 xg por 1 incubar de 2-8 ¢* Re%u%:rgrso SOtI) pl
24; c'por5  sobrenadante.Agregar  mip, por 5 min y afiadir 250 i de
200 pl de solucion C3 solucion C2

=z
Transferlr 750 ply Transferir 600 ply
Centrifugar a 13,000 afiadir 1200 pl de colocarlo en el MB Centrifugar a 13,000 xg
xg por 1 min solucion C4 SPIN COLUM por 1 min y desechar
sobrenadantes
|
% = "
NS
— =

=

Centrifugar a 13,000 Pasar la columna a

e

500 p! de solucion

ﬂ c5

xg por 1 min un tubo nuevo y Centrifugar a 13,000
colocar 100 pl de C6 X9 Por 1 miny
al centro de la decantar
membrana del filtro

Created in BioRender.com bio

Figura 4. Protocolo de extraccion de ADN (kit QlAamp® PowerFecal® DNA. llustracion creada
con BioRender.com por Mariana Pérez Olvera).
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Imagen 1. Extraccion de ADN fecal equina, realizada en las instalaciones del Departamento de
Nutricion Animal y Bioguimica (DNAB) de la FMVZ UNAM

Durante el procesamiento de las muestras descartamos aquellas que contaban menos de
10 ng/uL de ADN. Todo este procedimiento se analizd6 con un espectrofotometro
NanoDrop (Thermo Scientific™ NanoDrop™ One) a partir de 2u de ADN obtenido
previamente (Imagen 2). EI NanoDrop cuantifica y comprueba la pureza del material
genético. Para poder estimar la pureza del ADN se considera la proporcion de la
absorbancia a 260 nm y 280 nm. a partir de 1.8 es aceptada como ADN puro,

proporciones menores a este valor indican la presencia de proteinas (Cornejo et al.,2014).

Imagen 2. Cuantificacion y comprobacion de pureza del material genético extraido con
con un espectrofotometro NanoDrop
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La comprobacion de la integridad se determin6 mediante electroforesis en gel de agarosa.
Se prepard un gel de agarosa con 0.24 g de agarosa ultrapura en 30 mL de buffer TAE
1X.

La mezcla utilizada para la electroforesis fue preparada en un volumen final de 10 pL,
con una concentracion de ADN de 5 ng/uL en todas las muestras, el SYBRgreen fue
anadido a 0.3uL por cantidad de DNA en pL utilizada. Se comparo el peso molecular de
cada muestra con un marcador de peso molecular que va de los 150 pares de bases (pb) a
10,000 pb (Jena Bioscience). La electroforesis se realizo a 85V durante 40 min, al
finalizar el tiempo se observo a través de un transiluminador UV (Accuris™ SmartDoc™
2.0)

6.3 PCR tiempo real (QPCR)

Todas las gPCR se realizaron en la Unidad de Investigacién de la FMVZ-UNAM (Imagen
3).

El volumen de reaccion con los reactivos y en cantidades estan descritas en la Tabla 1.
Se utilizé un termociclador (Rotor-Gene® Q MDx, E.U.A.), el cual se programo bajo las
condiciones dadas por la ficha técnica de Master mix (KAPA SYBR® FAST gPCR
Master Mix).

e Desnaturalizacion inicial(1 ciclo)
95°C por 15 min

e Desnaturalizacion (45 ciclos)
94°C por 15 seg

e Alineacién
60°C por 30 seg

e [Extension
72°C por 30 seg

e Temperatura de fusién
65-95°C por 20 seg
(\VVéase anexo 4-6)
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Imagen 3. Llenado de tubos Eppendorf en campana de extraccion para la realizacion de
las gPCR.

Tabla 1. Reactivos utilizados en la reaccién de gPCR

Reactivo Volumen Funcién

Agua Biologia molecular 14uL Agua ultrapura, 2§S|I3(g]|lqzada para aplicar

Es una solucién concentrada 2X de

Master mix GuL ADN polimerasa Taq , dNTPs'y MgCl
2.
Es una secuencia de oligonucleétido
Primer 0.6uL. que flanquea y delimita la secuencia
blanco que se desea amplificar y
complementaria de esta.
ADN 2uL [10ng/uL] ADN blanco sera sintetizado y copiado

para poder analizarse

Los microorganismos que fueron utilizados para este proyecto con sus respectivas
secuencias de nucleétidos del gen 16S para realizar el gPCR, fueron seleccionadas
después de una busqueda bibliografica, posteriormente se analiz6 su porcentaje de
homogeneidad con el microorganismo de interés en el National Center for Biotechnology

Information (NCBI) véase en tabla 2.
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Tabla 2. Secuencias de nucledtidos para gPCR del gen 16S y su porcentaje de parentesco segln

el NCBI
Tamafio
Microoraanism aproximad Porcentaje de
Y Secuencia de Nucleétidos 0 nUmero homogeneidad Referencia
0
de bases NCBI
(pb)
Clostridium F:TGA AAC TGG GAG ACT TGAGTCC 100 95% Persson et al.,
perfringens R: CTT AGG TAA GGT TCT TCG CGT TGC 0 2008.
Clostridium F:GCA TGA TAA GGC AAC TTC AGT GGT A 629 97.2% Persson et al.,
difficile toxina A R:AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG 7 2008.
C'gisftf??l'“m F:CCA AAG TGG AGT GTT ACA AAC AGG TG 210 04.5% Persson et al.,
rciie R:GCATTTCTC CGT TTT CAG CAAAGT A =70 2008.
toxina B
Clostridium F: AAA TGA CGG TAC CTG ACT AA 625 78.3% Schwab y Génzle
cluster X1Va R:CTTTGAGTT TCATTCTTGCGA A =7 2011
Clostridium F:GCA CAAGCAGTGGAGT 626 560 Schwab y Génzle
cluster IV R:CTTCCTCCG TTT TGT CAA 0 2011
Faecalibacterium F: GGA GGA AGA AGG TCT TCG G 119 100% Ramirez-Farias et
prausnitzii R: AAT TCC GCC TAC CTC TGC ACT ? al., 2008
Bacterias F:AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Universales R:GT1TTICCGCGGCTGCTG 122 - Frank et al., 2008

6.4 Andlisis estadistico

El experimento tiene un disefio completamente al azar. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado. Los valores se expresan como los promedios + el error estandar
de la media. Los valores se compararon por una ANOVA (analisis de varianza) de una
via con la prueba post-hoc de Tukey (p<0.05). Los datos estan procesados con el

programa Rstudio.
Modelo Yij=pi+eij i=1,2....t;j=1,2...r

Donde Yij=observacion de la j-ésima unidad experimental del i-ésimo tratamiento,
pwi=media del i-ésimo tratamiento, &ij= error experimental de la unidad ij.
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7. Resultados

7.1 Cuantificacién de ADN

Se cuantificd la cantidad de ADN y se comprobd su pureza analizando la relacion
A260/A280. La nomenclatura utilizada es T= tratamiento, T1= tratamiento 1(IVM
1.87%) T2= tratamiento 2 (IVM 1.87% + suplemento de soporte digestivo)
T3=tratamiento 3 (solo suplemento de soporte digestivo), A= Numero de identificacion
del animal, d= dia (tabla 3).

Tabla 3. Resultados de la cuantificacion de DNA de todas las muestras en los dias 0, 15y 30.

Concentracion de Relacion Muestra* Concentracién de ADN Relacién
ADN (ng/ul) A260/A280 (ng/ul) A260/A280

Muestra*

T1-A13-DO 19.4 1.75 T2-A7-D15 14.9 1.88
T1-A14-DO 14.4 1.85 T2-A8-D15 18.2 1.86
T1-A15-DO 24 1.85 T2-A9-D15 8.3 1.74
T1-A16-DO 313 1.79 T2-A10-D15 28.6 1.73
T1-A17-DO 22.2 1.75 T2-A11-D15 235 1.84
T1-A18-DO 36 191 T2-A12-D15 20 1.70
T1-A13-D15 19 1.64 T2-A7-D30 97.25 1.90
T1-A14-D15 19 1.80 T2-A8-D30 108.68 1.87
T1-A15-D15 21.6 1.72 T2-A9-D30 83.9 1.89
T1-A16-D15 40.5 1.81 T2-A10-D30 188.92 1.88
T1-A17-D15 17.2 1.68 T2-A11-D30 110.64 1.87
T1-A13-D30 112.83 1.86 T1-C12-D30 117.84 1.87
T1-A14-D30 103 1.85 T3-A5-DO 13.6 1.93
T1-A15-D30 107.27 1.86 T3-A6-DO 22.1 1.82
T1-A16-D30 61.3 1.85 T3-A1-D15 13.4 1.97
T1-A17-D30 94.3 1.84 T3-A2-D15 10 1.88
T1-A6-D30 37.2 1.86 T3-A5-D15 12.8 1.97
T2-A7-DO 26.9 1.85 T3-A1-D30 71.83 1.87
T2-A8-DO 26.9 191 T3-A2-D30 108.68 1.87
T2-A9-DO 15.8 1.85 T3-A4-D30 112.72 1.88
T2-A10-DO 32 1.88 T3-A5-D30 65.91 1.89
T2-A11-DO 44.2 1.84 T3-6-D30 100.57 1.89
T2-A12-D0O 15.6 1.84
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7.2 Comprobacion de integridad

La mezcla utilizada para la electroforesis fue preparada en un volumen final de 10 uL, la
concentracion para todas las muestras de ADN fue de 5 ng/ul., SYBRgreen fue afiadido
a 0.3uL por cantidad de DNA en pL utilizada. Se realiz6 electroforesis a 85 V durante 40
min.

En las electroforesis de las muestras de ADN extraidas mediante el Zymo Research Quick
DNA fungal/bacterial/ Miniprep Kit podemos observar que mantienen un peso
aproximado de 10 kbpl. Mientras que las muestras extraidas con el kit QlAamp®
PowerFecal® DNA presentan un peso aproximado de 9 kbpl y logran visualizar
degradadas. Pero podemos comprobar que tenemos ADN de calidad suficiente para poder

realizar gPCR(Imagen 4-6).

A B

10 kbp- 10 ng/pl g = " 10 kbp- 10 ng/pl

' 5
g Egpr 10 ng/pl ] R E? ykfﬁ 118:5;!'
7 kbp- 10 ng/pl
& kBp: 18 g/t
g 4 kbp- 10 ng/pl
4 kbp- 10 ng/pl

Imagen 4. Comprobacidn de integridad de muestras en el dia 0.

En el lado A de la imagen, se observa la electroforesis de las muestras de ADN extraidas
mediante Zymo Research Quick DNA fungal/bacterial/ Miniprep Kit del dia 0. A)
marcador de peso molecular, B) muestra T3-A5-d0, C) muestra T2-A7-d0, D) muestra
T2-A8-d0 E) muestra T2-A9-d0, F) muestra T2-A10-d0, G) muestra T2-A11-d0 H)
muestra T2-A12-d0.

En el lado B se aprecia la continuacion de las muestras de ADN A) marcador de peso
molecular, B) muestra T1-A13-d0, C) muestra T1-A14-d0, D) muestra T1-A15-d0, E)
muestra T1-A16-d0, F) muestra T1-A17-d0, G) muestra T1-A18- d0. La muestra T1-
A15-d0 no se observa debido a un error al momento de cargar la muestra en el pocillo del

gel de agarosa.
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. B

10 kbp- 10 ng/ul
10 kbp- 10 ng/pl

9 kbp- 10 ng/pl
8 kbp- 10 ng/pl

9 kbp- 10 ng/pl
8 kbp- 10 ng/pl
7 kbE. 10 né/ﬂ\
6 kbp- 10 ng/pl

4 kbp-10 ng/pl - 5 kbp- 15 ng/pl

4 kbp-10 ng/pl

Imagen 5. Comprobacidn de integridad de muestras en el dia 15

En esta electroforesis podemos observar del lado A las muestras de ADN extraidas
mediante Zymo Research Quick DNA fungal/bacterial/ Miniprep Kit del dia 15
postratamiento. A) marcador de peso molecular, B) muestra T1-A15-d0, C) muestra T3-
Al-d15, D) muestra T3-A5-d15, E) muestra T2-A7-d15, F) muestra T2-A8-d15, G)
muestra T2-A10-d15 H) muestra T2-A11-d15. En el pocillo B podemos observar que la
muestra T2-A15-d0 si cuenta con material genético integro y que el fallo anterior fue
debido a un error técnico. En el lado B observamos la continuacion de las muestras de
ADN del dia 15 post tratamiento. A) marcador de peso molecular, B) muestra T2-A12-
d15 C) muestra T1-Al13-d15, D) muestra T1-Al14-d15, E) muestra T1-A15-d15, F)
muestra T1-Al16-d15, G) muestra T1-A17-d15.

A B

10 kbp- 10 NG/ e ; 10 kbp- 10 ng/pl

9 kbp- 10 ng/pl -

8 kbg- 10 "gl:jl LT TV T R —
7 kbp- 10 ng/ul ~ 8 kbp-10ng/pl =

7 kbp-10 ng/pl

6 kbp-10 ng/ul 6 kbp- 10 ng/pl & o

5 kbp- 15 ng/ul
4 kbp- 10 ng/pl 5 kbp- 15 ng/pl »>a

4 kbp- 10 NG/ eem—

Imagen 6. Comprobacion de integridad de muestras en el dia 30.

En esta electroforesis podemos observar del lado A las muestras de ADN extraidas
mediante el kit QlAamp® PowerFecal® DNA del dia 30 postratamiento A) marcador de
peso molecular, B) muestra T3-A1-d30 , C) muestra T3-A2-d30, D)muestra T3-A4-d30,
E) muestra T3-A5-d30, F) muestra T3-A6-d30, G) muestra T2-A7-d30, H) muestra T2-
A8-d30. Mientras que del lado B la continuacion de las muestras de ADN del dia 30 pos
tratamiento. A) marcador de peso molecular, B) muestra T2-A9-d30, C) muestra T2-A10-
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d30, D)muestra T2-A11-d30, E) muestra T2-A12-d30, F) muestra T1-A13-d30, G)
muestra T1-A14-d30, H) muestra T1-A15-d30.

7.3 Andlisis de abundancia relativa

A continuacion, se presentan los resultados de los qPCR.

Se puede observar que en el tratamiento 1 (IVM 1.87%) existe una menor abundancia
relativa de C.cluster X1Va en comparacion con el dia 0. Tratamiento 2 (IVM 1.87% +
suplemento comercial de soporte digestivo) se observa una disminucion del 91.5%
(p<0.05) en la abundancia relativa de C.cluster XIVa en comparacion del dia 0, sin
embargo, existe un notable incremento del de 68.07%(p<0.05) en la abundancia relativa
en comparacion con el dia 15.

Tratamiento 3 (suplemento comercial de soporte digestivo), al dia 15 observamos una
disminucion del 81% (p<0.05)de la abundancia relativa de C.cluster XIVa, mientras que
para el dia 30 existe un incremento del 65.78%(p<0.05) en relacién al dia 15 (fig.5). En
cuanto a la expresion de C. cluster 1V de manera general, sin importar el tratamiento, la

abundancia relativa de este microorganismo disminuye conforme pasa el tiempo.
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Figura 5. Abundancia relativa de C.cluster XIVa

A) Administracion de IVM al 1.87%, en el dia 15 observamos un descenso del 97.8%
(p<0.05) de C.cluster 1V, para el dia 30 el descenso es de 87.7% (p<0.05) en comparacion
con el dia 0. B) IVM al 1.87 % + suplemento comercial de soporte digestivo Se
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observa una reduccion de 99.1%(p<0.05), mientras que en el dia 30 incrementd en un
16.64% (p<0.05) con respecto al dia 15.C) Unicamente se le administré el suplemento
comercial de soporte digestivo en el dia 15 podemos observar una disminucién del
67.8% (p<0.05) mientras que para el dia 30 fue del 96.3% (p<0.05) con respecto al dia 0.
En cuanto a la expresion de C. cluster IV de manera general, sin importar el tratamiento,

la abundancia relativa de este microorganismo disminuye conforme pasa el tiempo (Fig.
6).
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Figura 6. Abundancia relativa de Clostridium cluster IV (Ruminococcaceae)

Analizando los resultados de F. prausnitzii se puede distinguir que en el tratamiento 1
(IVM 1.87%) al dia 15 ,existe un descenso del 98% (p<0.05)de abundancia relativa de
F. prausnitzii en comparacion con el dia 0. Tratamiento 2 (IVM 1.87% + suplemento
comercial de soporte digestivo) una disminucion del 70.9% (p<0.05) en la abundancia
relativa de F. prausnitzii en comparacion del dia 0, sin embargo, existe un sobresaliente
resultado en el tratamiento 3 (suplemento comercial de soporte digestivo) Para el dia

15 disminuye la abundancia relativa de F. prausnitzii solo en un 33.8% (p<0.05) con
respecto al dia 0. (Fig.7)



30

A VM . IVM + SUPLEMENTO SUPLEMENTO
1.25 1.25 1.25
c < <
H a 3 a 2 a
£ 1.00 £1.00 £1.00
E ] E
5 S 5
2 £ 2 b b
go7s 8075 go7s
3 3 3
£ g £
do0.50 $0.50 b $o0.50
s S s
g 3 B
e b 2 2
So02s Fo.25 So2s
c b~ <
3 3 b 2
< 0.00 = < 0.00 < 0.00
Dia0 Dial5 Dia30 Dia0 Dial5 Dia30 Dia0 Dial5 Dia30

Figura 7. Abundancia relativa de Faecalibacterium prausnitzii

El siguiente hallazgo fue bastante inesperado. En el tratamiento 1 (IVM 1.87%) al dia
15, se puede observar un interesante aumento del 159.1% (p<0.05) C. perfringens en
comparacion con el dia 0. Tratamiento 2 (IVM 1.87% + suplemento comercial de
soporte digestivo) el incremento en la abundancia relativa de C. perfringens se observa
al dia 30, con un alarmante incremento de un 408.5% (p<0.05)con respecto al dia 0.
Tratamiento 3 (suplemento comercial de soporte digestivo). Para el dia 15 la
abundancia relativa de C. perfringens increment6 en un 98.1% (p<0.05)en comparacién
con el dia 0.(Fig.8)
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Figura 8. Abundancia relativa de Clostridium perfringens
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8. Discusion

Conservar la microbiota intestinal en buenas condiciones es necesario para mantener la
salud de los caballos. Se sigue discutiendo qué es lo primero que sucede, enfermedad o
microbiota alterada. Todos los estudios que existen actualmente sobre la microbiota fecal
de caballos tienen una variacion impresionante en los resultados (Costa et al.,2015;
Stewart et al., 2018), en consecuencia, nuestro conocimiento de lo que se puede estimar
como variacién normal o anormal en la microbiota fecal equina es limitada (Blackmore
et al., 2013; Dougal et al.,2017).

Tradicionalmente en la medicina veterinaria equina en México, al intentar controlar los
parasitos, se administran de manera continua desparasitantes (cada 2-3 meses). Uno de
los antihelminticos mé&s utilizados en el mundo ecuestre es la ivermectina.
Investigaciones recientes han demostrado que la administracion de antihelminticos como
febendazol y moxidectina (lactona macrociclica, al igual que la ivermectina) influyen de
manera negativa en la microbiota intestinal, lo cual afecta la respuesta inflamatoria e
inmune, pero sigue sin estar claro el mecanismo(Garber et al., 2020; Kunz et al., 2019;
Walshe et al.,2019). La hipoétesis planteada para esta investigacion no se cumplio, el
crecimiento acelerado C.perfringens en todos los equinos del estudio(Figura 8.), nos lleva
a suponer que existe una alteracion en la microbiota de estos caballos, el cual podemos
pensar que es ocasionado por el uso de esta lactona macrociclica, si analizamos con
detalle podemos estar frente a un claro ejemplo de resiliencia por parte del animal, a pesar
de este aumento tan significativo de una bacteria catalogada como patdgena, de alguna
manera se puede equilibrar su presencia de tal modo que los animales nunca presentaron
algun signo clinico de enfermedad. Por otra parte, también podriamos estar viendo un
claro ejemplo de competencia, aunque se desconoce si la IVM tiene algun efecto en la
bacteria, si lo tiene en los parasitos, al momento de controlar la poblacion de
Ciatostominos, disminuye la competencia de nutrientes brindando un ambiente oportuno
para que proliferen las bacterias, en este caso C.perfringens. Tomando en cuenta lo
planteado en investigaciones recientes realizadas por Garber et al, Kunz et al , Walshe et
al, de alguna manera que aun sigue en investigacion, al administrarse un AH de amplio
espectro disminuyen bacterias como C.cluster XIVa (Figura 5) y C.cluster 1V (Figura 6),
las cuales por competencia impedian que las bacterias nocivas se establecieran, al ya no
estar presentes, dejan el lugar perfecto para la proliferacion de microorganismos nocivos

como C.perfringens. Se ha reportado que la disminucion de C.cluster XIVay IV puede
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estar intimamente relacionada con la presencia de cambios nocivos en la microbiota, en
este caso, con el aumento de C.perfringens (Livanos et al., 2018). En cuanto a los cambios
observados en F.prausnitzii(Figura 7) en los tres tratamientos se puede observar que al
dia 15 disminuye su abundancia relativa, esta es una situacion sin antecedentes reportados
en investigaciones similares, por ahora podemos pensar que F.prausnitzii tiene mayor
sensibilidad a cambios de la conformacion de la microbiota, pero es importante destacar
que aquellos caballos del tratamiento 3 (suplemento comercial) el descenso es menor,
enfatizando que la disminuciédn fue solo de un 33% (p<0.05) con respecto al dia 0, con lo
que podemos plantear que el suplemento podria brindarle las herramientas necesarias a
F.prausnitzii para volver a incrementar hasta los niveles iniciales a pesar del ambiente
hostil (resiliencia). C.cluster XIVa también tiene una notable recuperacion al dia 30 de
los tratamientos donde se utiliza el producto comercial, con lo analizado anteriormente
podemos suponer que el uso del probidtico comercial ayudard a restablecer
progresivamente a los 30 dias la abundancia relativa de nuestras bacterias de interés o en
su defecto ayudaré a que la pérdida de estos no sea tan dréstica. Con relacion a nuestro
estudio, C.cluster XIVa, C.cluster IV y F. prausnitzii cumplen funciones muy
importantes en la regulacion de la salud intestinal, producen &cidos grasos de cadena
corta, el principal es el butirato, el cual es fuente de energia para las células epiteliales
del colon, ayuda a disminuir la inflamacion de la mucosa, regular la motilidad intestinal,
disminuye el pH luminal para ayudar a la solubilidad de sales biliares (Ayub et al., 2022;
Guo et al.,, 2020). ElI mantenimiento de estos microorganismos con funciones tan
importantes en la homeostasis intestinal podria explicar el hecho de que a pesar de que
los caballos del tratamiento 3 no fueron desparasitados y evidentemente sus cargas
parasitarias no disminuyeron, se encontraron clinicamente sanos y sin ninguna alteracion,
siendo un claro ejemplo de resiliencia, mientras que los caballos desparasitados y
suplementados con el producto de soporte digestivo lograron recuperar en gran porcentaje
la presencia de estas bacterias. En cuanto a C. difficile toxina A y B no fue identificado
en ninguna de nuestras muestras, esto puede atribuirse al primer seleccionado, un mal
manejo a la hora de preparar la muestra, pero este resultado no significa que no esta
presente en los caballos. Debemos puntualizar que la amplificacién de estos
microorganismos se basoé en el gen 16S, el cual es mas especifico a nivel de phyla, poco
especifico en genero y con un margen de error mas grande a nivel de especie
(Konstantinidis et al., 2006) esto se debe a que el gen 16S amplifica solo una region del

genoma bacteriano, facilitando la transferencia horizontal de genes, en consecuencia a
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esto se propone realizar estudios con distintas técnicas para evitar las desventajas del gen
16S(Tettamanti et al., 2020).

Hasta el 2018 no existia ningun estudio sobre los efectos de las infecciones con
Ciatostominos en equinos y su relacion con la composicion de su microbiota (Peachey et
al., 2018). En el 2020, Walshe et al descubrio que los Ciatostominos pueden originar un
cambio en la microbiota intestinal ocasionando un conjunto de respuestas entre los
microorganismos y el sistema inmune de la mucosa intestinal, sin embargo, se necesita
investigar el origen de esta interaccion y su efecto en un lapso de tiempo corto y largo.
Podemos suponer que existe una relacion de simbiosis mutualista compleja, en donde
puede existir un punto de equilibrio en donde, una infeccion crénica moderada pueda
asociarse con algun beneficio para la salud del huésped.

No cabe duda de que uno de los factores mas importantes para el mantenimiento de la
homeostasis es la nutricion. Los probioticos estan siendo posicionados en el tratamiento
de eleccion para prevenir o tratar enfermedades en humanos y en medicina veterinaria, si
bien se sabe que brindan beneficios para el paciente, ain hace falta una investigacion a
profundidad de los productos comerciales que existen actualmente en México para
determinar su verdadera eficacia, ya que uno de los principales retos de esta investigacion
fue la escasa informacion al respecto de la relacion de los microorganismos declarados
en el producto comercial (Aspergillus oryzae, Saccharomyces C. boulardii 1079 y
Saccharomyces cerevisiae 1077) y los encontrados en la microbiota de los caballos de
este estudio, por lo tanto, no sabemos si de alguna manera estas levaduras interfieren en
el crecimiento de bacterias como lo son C. cluster 1V la cual se vio disminuida a lo largo
de los dias o que en su defecto algiin metabolito pudiera ser un factor que ayudara a la
proliferacion de algin microorganismo nocivo. Lo que si podemos decir es que el
administrar probioticos, provoca una serie de cambios en la microbiota, las bacterias que
habitan de manera habitual en el organismo del individuo deberan pasar por un proceso
de adaptacion ante esta perturbacion, pasando esta fase lograran recuperar su cantidad
inicial. El conjunto de estas causas (administracion de AH y suplemento comercial) son
la posible respuesta a los resultados que se obtuvieron.

Por otra parte, el protector de ADN promete conservar la integridad genética , esto podria
explicar por qué al momento de extraer ADN, comprobar su integridad y secuenciar no
existe ningun inconveniente, lo cual confirma que el uso del protector de ADN es de gran
ayuda para preservar muestras, el productor de esta sustancia afirma que las muestras

pueden ser transportadas a diferentes temperaturas y mantenerse en buenas condiciones
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hasta por un afio(Kazantseva et al., 2021), lo cual es una gran ventaja frente a la
conservacion por congelacion, ya que muchas veces se convierte en un reto durante los
muestreos en campo contar con el material necesario para congelar las muestras de
manera inmediata y evitar que se descongelen en el camino. Por otra parte, debemos
considerar que el manejo adecuado de las muestras en la coleccion y conservacion son
pasos imprescindibles para lograr obtener resultados confiables en el estudio de la
microbiota intestinal. Una gran limitante de los andlisis genéticos no invasivos es la
menor calidad del ADN a diferencia de las tradicionales (Waits y Paetkau 2005), esto es
debido a que el ADN extraido de las heces es proveniente de células del lumen del epitelio
intestinal, en este tipo de muestra podemos encontrar compuestos que no son de interés
como lo son: comida no digerida, moco, sales biliares, bilirrubina polisacaridos de plantas
causando interferencia para la obtencion del material genético(Albaugh et al., 1992;
Bosch et al., 2005; Nardelli et al., 2011). Aun no existe un método eficaz y repetible para
la extraccion de ADN fecal, sin embargo, se ha concluido que el método ideal de
extraccion varia dependiendo la especie y ubicacion geografica (Waits y Paetkau 2005).
Es por esto que la extraccion de ADN fecal presenta limitantes como lo son: poca
cantidad y calidad de ADN obtenido, la extraccion tiene un costo elevado porque se
necesitan Kits comerciales, los protocolos no son repetibles para toma, conservacion y
extraccion de muestras, se requieren establecer umbrales de concentraciones de ADN que
se adecuen a las muestras no invasivas de heces dependiendo de la especie, al menos
lograr establecer una para herbivoros y otra para carnivoros, ya que actualmente no existe
tal umbral y esto es un factor crucial para obtener datos de calidad y con un respaldo
previamente estandarizado (Hausknecht et al., 2010). Estas limitaciones deben
considerarse al momento de decidir trabajar con ADN fecal. No obstante, a pesar de los
inconvenientes mencionados, son consideradas como una gran alternativa para poder
realizar estudios en varias especies (Bosch et al.,2005; Nardelli et al., 2011).

Este tipo de investigaciones representan una revolucion en cuanto a los tratamientos
tradicionales en la medicina veterinaria. Todos los estudios que se han hecho hasta el afio
2022 nos muestran que hay futuro en el mercado para los probioticos y probablemente
sean el rescate esperado para toda esta ola de resistencias que se han estado reportando

en los ultimos afios en todas las especies.
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9. Conclusiones

Se logré cumplir el objetivo general, se identifico el cambio de la poblacion de
Clostridium difficile, C. perfringens, C. cluster X1Va, C. cluster IV y F. prausnitzii en
caballos parasitados con Ciatostominos suplementados con soporte digestivo comercial.
Se comprobo6 que el uso de ivermectina tiene un impacto en la macrobiota y como
consecuencia en la microbiota del caballo. Se logro estipular sobre la resiliencia que
existe en el huésped ante el incremento de poblaciones nocivas, en relacion con esto
también podemos creer en el impacto que tuvo el suplemento al evitar una disminucion
marcada de microorganismos de interés o en su defecto re establecerlos con mayor
rapidez a los 30 dias.

Se logroé identificar limitantes en el estudio de microbiota fecal equina, como lo es el
poder definir un valor umbral de ADN para las muestras fecalesy establecerlo para cada
especie, tipo de muestra (heces de carnivoros o herbivoros). Se rechaza nuestra hipotesis,
ya que C. perfringes incremento y C. cluster XIVa, C.cluster IV, F. prausnitzii
disminuyeron; sin embargo, los animales se encontraron sin ninguna complicacion clinica
durante la investigacion, mostrando un claro ejemplo de resiliencia.

La microbiota interviene en funciones esenciales para mantener la salud de los equinos,
estudiarlo a mayor profundidad nos abrira la puerta a la modernizacion de la prevencién
y tratamiento de distintos padecimientos comunes en el mundo ecuestre. Fomentar la
investigacion para la comprension del papel que juegan los paréasitos en el huésped méas
alld del conocimiento patologico actual, para lograr controlar el uso de farmacos.
Finalmente, los clostridios son bacterias que se localizan de manera natural en el intestino
de los mamiferos, en especial, C. cluster XIVa, C.cluster 1V, F. prausnitzii tienen mucha
evidencia de que a traves de sus metabolitos, en especial el butirato, ayudan a mantener
la salud intestinal. Sin duda alguna falta méas investigacion, pero resulta l6gico que

puedan ser utilizados en un futuro cercano como probi6ticos.

10. Perspectivas

Actualmente, existe una gran cantidad de estudios sobre probioticos en animales de
produccién, las demandas actuales y crecientes de alimentos, de origen animal, han
obligado a mantener una produccion continua y masiva de animales(Kritas.,2017).
Durante muchos afios en animales de produccion se han utilizado antibidticos en dosis

subterapéuticas como promotores de crecimiento, siendo un factor desencadenante de
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poblaciones de microorganismos resistentes a los antibidticos, sin embargo, esta
comprobado que el consumir probioticos tiene un efecto en la absorcion de alimento que
se ve reflejado en el incremento de ganancia de peso diario(Zoomiti et al.,2020). Existe
un namero limitado de investigaciones sobre los efectos de probiodticos en equinos
(Zommiti et al., 2020). La deficiencia del conocimiento integral de la microbiota equina,
ocasiona obstaculos para lograr un consenso sobre lo que es considerado una alteracion
normal o anormal (Garber et al., 2020). EI mundo ecuestre es bastante complicado, se
sabe que los caballos sufren de enfermedades gastrointestinales que muchas veces son
letales. Todas las problematicas expuestas en este trabajo han mandado sefiales de alerta
y motivado la investigacion para buscar alternativas mas amigables con los pacientes,
como lo es el manejo integrado parasitario. A pesar de lo anterior, debemos tener en
cuenta que la poca investigacion respecto a los probidticos comerciales en medicina
veterinaria, nos hacen tener incertidumbre sobre su eficacia y seguridad. Aln no existen
estrategias para lograr una participacion probidtica mas conveniente para el animal,
tomando en cuenta la gran diversidad de poblaciones de microorganismos que habitan en
las distintas especies, ni para el control de enfermedades que se presentan en los animales
(Kritas.,2017; Zhang et al., 2021; Zoomiti et al.,2020).
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ANexos

1. Glosario

Resistencia: Ante un intento de alteracion, la composicion de los microorganismos no
serd afectada(Sommer et al., 2017; Requena y Velasco, 2021).

Resiliencia: Es la facultad de un organismo para acoplarse a situaciones hostiles
(Martinez-Ortiz-de-Montellano et al.,2022) dicho de otra forma, ante una alteraciéon la
microbiota cambiard en composicion, pero este cambio no afectara a los grupos con
funciones metabdlicas importantes(Sommer et al., 2017; Requena y Velasco, 2021).
Competitividad: “rivalidad” para lograr conseguir un fin, en este caso podemos verlo al
momento de competir por nutrientes, establecimiento en el epitelio o por cumplir
funciones metabdlicas.

Mutualismo: conjunto de especies que buscan un beneficio en comun, pero su relacion

no es imprescindible para el funcionamiento.
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Redundancia: El impacto de la alteracion es tan fuerte que cambia la composicién de la
microbiota y nunca regresa a su composicion original; sin embargo, este cambio no altera
funciones metabolicas(Sommer et al., 2017; Requena y Velasco, 2021).

Disbiosis: La alteracion logra cambiar la composicién de la microbiota y alterar
funciones metabdlicas importantes para el holobionte(Sommer et al., 2017; Requena y
Velasco, 2021).

2. Protocolo de extraccion de ADN ZymoBIOMICS DNA
Miniprep de la marca ZYMO RESEARCH

Se colocan 400 puL de la muestra de heces con DNA/RNA Shield® en ZR BashingBed
Lysis Tube y agregar 750 pL de BashingBeadBuffer. Se lleva al Disruptor Genie durante
20 min. Se centrifuga a 10,000 g por 2 min, posteriormente se toman 800 puL de
sobrenadante y se coloca en Zymo-Spin IlI-F-Filter y centrifugar a 8,000 g por 1 min.
Colocar 1200 uL de Genomic Lysis Buffer y homogeneizar gentilmente. Colocar 800 pL
en Zymo-SpinlICR Column, centrifugar a 10,000 g por 1 min, descartar lo filtrado.
Repetir este paso 3 veces. Posteriormente, se agregan 200 L de DNA Pre-Wash Buffer
a Zymo-SpinlICR Column y centrifugar a 10,000 g por 1 min, descartar el filtrado.
Agregar 500 uL de g-DNA Wash Buffer a Zymo-SpinlICR Column y centrifugar a
10,000 g por 1 min. Descartar el filtrado. Pasar la columna del Zymo-SpinlICR Column
a un tubo ependorff'y agregar 45 L de DNA Elution Buffer. Centrifugar a 10,000 g por

1 miny repetir el paso. EI ADN obtenido se cuantifico y se almacend a -80 °C.
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3. Funcion de los reactivos del kit de extraccion de ADN
ZymoBIOMICS DNA Miniprep de la marca ZYMO
RESEARCH

Reactivo Funcién

Bashing Bead Buffer (Amortiguador  Realiza la lisis de células bacterianas
de lavado de perlas) para liberar el material genético

Buffer Genomic Lysis (Amortiguador  Realiza la lisis de células, sangre
de lisis gendmica) etcétera y degrada el ARN

Pre-Wash Buffer (Amortiguador de Elimina proteinas
pre lavado)

g-DNA buffer Wash (Amortiguador Lava la columna de los tubos del kit

de lavado de G-ADN) para eliminar sales y contaminantes
antes de terminar la extraccion del
ADN.

DNA Elution (Elucién de ADN) Despega el ADN de la membrana de

la columna del tubo para que pueda
atravesar mientras se centrifuga

4. Protocolo de extraccion de ADN con el kit QlAamp

PowerFecal de Qiagen

Pesar 0.25 g (250 mg) de la muestra de heces, agregar 750 uL de power bead y 60 uL
C1(homogeneizar). Incubar a 65 °C por 10 min, colocar los tubos en el vortex horizontal
a 13000-V1-24 por 10 min, posteriormente centrifugar a 13,000 g por 1 min. Transferir
el sobrenadante a un tubo de 2 ml (recuperar lo méas cercano a 500 pL) y afiadir 250 pL
de solucion C2, incubar de 2-8 °C por 5 min. Pasando ese tiempo centrifugar tubos a
13,000g por 1 min, transferir mas de 600 pL de sobrenadante y ponerlo en un tubo de 2
ml, teniendo cuidado de no tocar el pellet. Agregar 200 ml de solucién C3 e incubar a 2-
8 °C por 5 min. Centrifugar a 13,000 g por 1 min. Recuperar sobrenadante en un tubo de
2 ml, cuidando de no transferir mas de 750 pL y evitando tocar el pellet, afiadir 1200 pL
de solucion C4 al sobrenadante. Tomar 650 pL del sobrenadante, colocarlo en el MB
SPIN COLUM vy centrifugar 13,000 g por 1 min, Hacerlo 3 veces y cada vez colocar 650
pL del liquido, desechar los sobrenadantes. Afiadir 500 pL de solucion C5 y centrifugar
otra vez por 1 min a 13,000 g. Decantar y centrifugar 1 minuto 13,000 g. Pasar el MBS
COLUM a un tubo de 2 ml y afiadirle 100 pL de C6 al centro de la membrana del filtro,

para finalizar centrifugar 13,000 g 1 minuto.
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5. Funcion de los reactivos del kit de extraccion de ADN

QlAamp PowerFecal de Qiagen

Reactivo Funcién

Power Bead Separa contaminantes de la muestra.
Buffer

(Amortiguador

de perlas de

poder)

C1 Realiza lisis celular y contiene un detergente capaz de
descomponer los acidos grasos y lipidos de la
membrana celular.

Cc2 Precipita todo material organico e inorganico como:
polisacaridos, restos celulares y proteinas.

C3 Precipita todo material organico e inorganico como:
polisacaridos, restos celulares y proteinas.

C4 Solucion salina de alta concentracion.

C5 Limpia el ADN de la solucién salina y contaminantes,
ademas ayuda a que el ADN se mantenga adherido a las
membranas de las columnas de los tubos del Kit.

C6 Libera el ADN que se encuentra adherido a la
membrana de los tubos de extraccion del kit

6. Recomendaciones para realizar PCR

La PCR es una técnica altamente sensible, por lo que es de gran importancia evitar
contaminaciones, ya que es posible que el ADN no deseado se amplifique y obtengamos un

resultado que no es real. Se recomienda lo siguiente:

Tener un lugar fisico exclusivo e Contar con instrumental y material
para realizar PCR exclusivo para PCR

e Limpiar el &rea de trabajo con cloro e Contar con reactivos y tubos
10%, hidroxido de sodio (NaOH) estériles

0.5 N o etanol 70%
e Utilizar guantes
e Descongelar todos los reactivos y
ADN en hielo e Contar con un control blanco (en
lugar de ADN se afiade agua, no
debe amplificar)
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