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INTRODUCCION

El cuy constituye un producto alimenticio de alto valor nutricional que contribuye a la
seguridad alimentaria de la poblacion rural de escasos recursos. En los paises andinos
existe una poblacion estable de més o menos 35 millones de cuyes. En el Perd, pais con la
mayor poblacion y consumo de cuyes, se registra una produccion anual de 16 500
toneladas de carne proveniente del beneficio de mas de 65 millones de cuyes, producidos
por una poblacion mas o menos estable de 22 millones de animales criados basicamente
con sistemas de produccion familiar. Debido a su capacidad de adaptacion a diversas
condiciones climaticas, los cuyes pueden encontrarse desde la costa o el llano hasta alturas
de 4 500 metros sobre el nivel del mar y en zonas tanto frias como calidas. Las ventajas de
la crianza de cuyes incluyen su calidad de especie herbivora, su ciclo reproductivo corto, la
facilidad de adaptacion a diferentes ecosistemas y su alimentacion versatil que utiliza

insumos no competitivos con la alimentacién de otros monogastricos (Chauca, 1997).

El cuy como cualquier especie es susceptible a sufrir padecimientos infecciosos, pudiendo
ser ellas de diversa naturaleza. El riesgo de enfermedad es alto, por lo que su produccion
se ve afectada, traduciéndose en pérdidas econdmicas para el productor de cuyes. Estas
enfermedades pueden ser prevenidas con adecuada tecnologia de explotacion. Los datos de
mortalidad producida por linfadenitis en cuyes son subestimados debido a la falta de
fuentes reales sobre el tema. La linfadenitis se presenta en cuyes de todas las edades y al
ser transmisible horizontalmente y bajo las condiciones epidemiolégicas de un criadero
rustico y sin control sanitario adecuado, la enfermedad se manifiesta de manera invasiva
causando grandes pérdidas en el pequefio productor. Frente a esta problematica, debemos
empezar por realizar nuevos estudios sobre las enfermedades infecciosas y sus agentes
etioldgicos, como diagnosticarlos y seleccionar un tratamiento adecuado. Toda esta nueva

informacidn nos permitira organizar un control sanitario.
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RESUMEN

El presente estudio se realizé en 4 etapas; la primera consistio en obtener muestras de
abscesos cervicales de cuatro cuyes con linfadenitis durante el desarrollo de practicas del
curso de Patologia Veterinaria. La linfadenitis es una enfermedad que se caracteriza por la
formacion de abscesos cronicos en los linfonodulos, principalmente cervicales; los
ganglios linfaticos inguinales y retroperitoneales puedes estar ocasionalmente involucrados
(Morales y Barrios, 2017)

La segunda etapa consistio en que dichas muestras pasaran por un proceso de cultivo de
bacterias dentro de las cuales se realizaron 4 pasajes para purificar las muestras. Este
procedimiento se llevé a cabo en las instalaciones del Laboratorio Lavetsur en un periodo
de 4 dias

Inmediatamente después las muestras purificadas fueron llevadas a las instalaciones del
Instituto de Biotecnologia del ADN Uchumayo E.I.R.L. del Dr. Julio Cesar Bernabé y la
Dra. Jani Pacheco, donde se procedieron a extraer el ADN de cada muestra hasta la fase de
obtencion de las cadenas de ADN de dichas bacterias mediante procesos de amplificacion
y electroforesis.

Finalmente una vez obtenidas las cadenas de ADN estas fueron enviadas para su
secuenciacion molecular, esto se llevo a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular de la

Universidad de Harvard en Estados Unidos.

Cada secuencia obtenida fue analizada y comparada con secuencias existentes mediante el
uso de programas de bioinformatica con base de datos, GenBank, utilizando el algoritmo
BLAST y Sequence Match.

El objetivo general del presente trabajo estuvo orientado a identificar molecularmente al
agente etiolégico causante de la linfadenitis en cuyes (Cavia porcellus) mediante
secuenciacion molecular del gen 16S a partir del aislamiento de 04 cepas bacterianas de

los abscesos cervicales de cuyes, de los cuales se obtuvieron 04 secuencias de nucle6tidos.

Al asociar las secuencias de las 04 cepas bacterianas aisladas de abscesos cervicales de
cuyes, en el Software de Gen Bank, se observo que las 04 cepas aisladas se encuentran con
una identidad menor de 100 %, por lo que se puede concluir que las 04 secuencias
bacterianas provenientes de las cepas aisladas NO corresponden a ningunas de las

registradas en el Gen Bank.
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Las 04 secuencias de las cepas bacterianas aisladas presentan una identidad con cepas
registradas en el Gen Bank entre 95% y 99% como méaximo de identidad, de las cuales 3
cepas se asemejan en gran porcentaje a Streptococcus equi, y 01 cepa tiene alto porcentaje

de similitud con Staphylococcus warneri.

Al construir el arbol filogénico de las secuencias se observo que de las 04 secuencias 01 se
presenta en forma alejada del centro de la rama principal, indicando que se trata de una
cepa de la familia bacteriana pero mucho més antigua y 03 cepas se encuentran dentro de

las ramas del arbol filogénico.

Palabras claves: Streptococcus spp, Staphylococcus spp. amplificacion de ADN, reaccion

en cadena de la polimerasa, electroforesis, secuenciacion molecular, linfadenitis, cuy.
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ABSTRACT

The present study was carried out in 4 stages; The first consisted of obtaining samples of
cervical abscesses from four guinea pigs with lymphadenitis during the development of the
Veterinary Pathology course. Lymphadenitis is a disease that is characterized by the
formation of chronic abscesses in lymph nodes, mainly cervical; the inguinal and

retroperitoneal lymph nodes may be occasionally involved (Morales and Barrios, 2017)

The second stage consisted in that said samples went through a process of culturing
bacteria within which 4 passages were made to purify the samples. This procedure was

carried out in the facilities of Laboratorio Lavetsur in a period of 4 days

Immediately afterwards, the purified samples were taken to the facilities of the
Biotechnology Institute of ADN Uchumayo E.I.R.L. Dr. Julio Cesar Bernabé and Dr. Jani
Pacheco, where they proceeded to extract the DNA of each sample to the stage of
obtaining the DNA strands of said bacteria through amplification and electrophoresis

processes.

Finally, once the DNA chains were obtained, they were sent for molecular sequencing, this
was carried out in the Molecular Biology laboratory of Harvard University in the United

States of Northamerica.

Each sequence obtained was analyzed and compared with existing sequences through the
use of bioinformatics programs with a database, GenBank, using the BLAST algorithm
and Sequence Match.

The general objective of this work was to molecularly identify the etiological agent
causing lymphadenitis in guinea pigs (Cavia porcellus) by molecular sequencing of the
16S gene from the isolation of four bacterial strains of the cervical abscesses of guinea
pigs, of which four nucleotide sequences were obtained.

By associating the sequences of four bacterial strains isolated from cervical abscesses of
guinea pigs, in the Gen Bank Software, it was observed that the four isolates are found
with an identity less than 100%, so it can be concluded that the four sequences Bacterial
from the isolated strains do NOT correspond to any of those registered in the Gen Bank.

The four sequences of the isolated bacterial strains present an identity with strains
registered in the Gen Bank between 95% and 99% as maximum identity, of which three
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strains are similar in large percentage to Streptococcus equi, and one strain has a high

percentage of similarity with Staphylococcus warneri.

When constructing the phylogenic tree of the sequences it was observed that of the four
sequences, one it appears in a form far from the center of the main branch, indicating that
it is a strain of the bacterial family but much older and three strains are found within the

branches of the phylogenetic tree.

Key words: Streptococcus spp, Staphylococcus spp, DNA amplification, polymerase

chain reaction, electrophoresis, molecular sequencing, lymphadenitis, guinea pigs.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

e Qi) omouon
=&  DE SANTA MARIA
INDICE

INTRODUGCCION .....ooviirieiieessisesesesssesssssssss st asssessnssas ix
RESUMEN ..ottt sttt et et srenbeenaene e e s X
ABSTRACT ..ottt ettt b e re e Reer ettt reereeneere et e Xii
INDICE ..ot Xiv
CAPITULDO L.ttt b bbbt 1
1. PLANTEAMIENTO TEORICO ....cocvieiireeeiceeeseee ettt 1
1.1.  Enunciado del problema...........ccooiiiiiiiiie e 1
1.2.  Descripcion del problema...........ccoeiieieieeie e 1
1.3.  Justificacion del trabajo...........cccoieeii e 1
1.311. " gspepigliineral .o qon ... R ... 1
1.3.2.  ASPECLO tECNOIOGICO ...ouvcveeiieieiicie ettt 2
1.3.3f~afAspecto saBial...... ... AW M ... 2
1.3.4.  ASPECIO ECONOMICO. .. .ccueeriiuieiiieieiteesteestessaesreeseesseesteaeesseesteeseesseensesseesreas 2
1.3.5.  Importancia del trabajo.........ccceoeiiiiiiiiiiiie e, 2

1.4. ORI .. SV oy B . o) Sy - SRR . M ..........ooeeneenene 3
141, ODJEtiVO QENEIAL ......ceeiieeiieicce et 3
1.4.2.  ODbjetivos €SPECITICOS .....ciiviiieiieie ettt 3

1.5.  Planteamiento de 1a NIPOLESIS ........ccueiieieieieii i, 3
CAPITULO ..o T - L I e eeeceecrecreeneeseesessessersensensennes 4
2. MARCO TEORICO O CONCEPTUAL ..ottt teeeesee s 4
2.1, ANAalisis biblIOGrafiCo .........cccoiiiiiiiie e 4
2.1.1.  Aspectos Generales del CUY ........coeveiiiiiiiiiiieece s 4
2.1.2.  Enfermedades INfECCIOSAS BN CUYES ........cecvrerierieiiiienienie e 10
0 R I { =T ] (0o Lo o 1 PSPPI 13
2.1.4.  Procedimientos de diagnOStiCO .........ccovvieriiininieieie e 23
2.1.5.  Técnicas MOIECUIAIES. .......cceiriierieiee e 28

2.2.  Antecedentes de 1a iNVEStIgaCiON..........cceveveieie i, 49
2.2.1.  Revision de tesiS UNIVErSITariaS.........ccccvviererineeieiene e, 49
2.2.2.  Otros trabajos de INVESIGAaCION .......cccoceieiiiieieieiee e 54

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

DE SANTA MARIA

(072N = I 110 11 N 1 OSSPSR 59
3. MATERIALES Y METODOS.......cooiiiieeiceeeieiieeesiesssesisses s ses st senee s 59
3L, MAALEIIAIES ..o e nne s 59
3.1.1.  Localizacion del trabajo..........ccoerurireriiiiiinerees e, 59
3.1.2.  Material DIOIOGICO .......ccvveiieiiciece e 59
3.1.3.  Material de [aboratorio ..........ccceverereneiiiiniseeee e 59
3.1.4. EQUIPO Y MAQUINAITA.....ccuiiiiiiiiieiieieiesie ettt 60
315, OtroS MAeriAleS.......cceiiiieiieieciiesiee et 60

K T Y/ [ (oo [0 1SS 60
3.21.  Muestreo SRR o BB L N L O B 60
3.2.2.  Métodos de 1a eVAlUACION ..........oeiiiiiiiiieieerieeesie e, 61
3.2.3.  Variables de reSPUESTA ......ceeverieeieiie et siesiee e ese e nte e e 66
CAPITULO A S... ... L e AN, 67
4, RESULTADOS Y DISCUSION .....coovveeirieiiieeseiiessseessestsisssessessessssessssessensssneans 67
4.1. Secuencia de Cepa 15ML_27F ..ot 68
4.2.  Electroferograma de la cepa 15M1_27F ........ccooiiiiiiiiieniiinc e, 69
4.3.  Analisis Bioinformatico de la cepa 15M1 27F.......ccccoceiveiiiieiieie e 70
4.4.  Arbol filogenético de 1a cepa 15MIL_27F ......ccoovoievecieeeieseenseeeeeeeseeneeeean 71
4.5.  Secuencia de Cepa 16M2 27F ........ccceiieiieeieiieeieaie e seeee s se e see e 72
4.6. Electroferograma de la cepa 16M2_27F .........cccooiiiiiienineneseseseseeeeen, 73
4.7.  Analisis Bioinformatico de la secuencia 16M2-27F. .........c.cccocvvvvivnieieeinnnn, 74
4.8. Arbol filogenético de 1a cepa 16M2_27F ........cccoccvveeverveeseseirssesisrssenisnensnns 75
4.9.  Secuencia de Cepa L7M3_27F ..o 76
4.10. Electroferograma de la cepa 17M3_27F ......ccocviiiiiiiiiie e 77
4.11. Anadlisis Bioinformatico de la secuencia 17M3_27F........c.cccccoevviiveiieennenn, 78
4.12. Arbol filogenético de 1a cepa 17M3_27F ........ocvvieeeeeeeeeeeeeeeeee e 79
4.13. Secuencia de Cepa 18MA_2TF ......ccooeiiiiiiiiiieeeee e 80
4.14. Electroferograma de la cepa 18M4 _27F .......cccooveiieiiiiie e 81
4.15. Anélisis Bioinformatico de la secuencia 18M4_27F..........cccccocvvvviivniiennnn, 82
4.16. Arbol filogenético de 1a cepa 18M4_27F .......c.ccocvvveveeeeeerieseissresieesnenenn, 83
CONCLUSIONES ......oietctesee ettt see e ene s 84
RECOMENDACIONES.......ct ittt e 85

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

Lty Qhigjl-omouc
* DE SANTA MARIA
BIBLIOGRAFIA ... oottt e et e e e et e e s e et et e e et et e eseae e et enessaeeseate e ereeesarenes 86
ANEXOS oo e e s e s e s e e s et s ee s et e s e s et en et e e s et es e s s e e et e e e s et en s et er et en e r e 90

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

CAPITULO |
1. PLANTEAMIENTO TEORICO
1.1. Enunciado del problema

Secuenciacion Molecular del Gen 16 “S” para la Identificacion del agente causal de

Linfadenitis en Cuyes (Cavia porcellus)
1.2. Descripcion del problema

La identificacion rapida y correcta de los agentes patdgenos es un requisito esencial
para el diagnostico y la aplicacion de un tratamiento adecuado frente a las
enfermedades infecciosas que puede afectar en la produccién de cuyes. Se ha
identificado especies de Streptococcus y Staphylococcus como agentes etioldgicos
que producen la linfadenitis en cuyes, siendo los mas importantes por causar una
alta tasa de morbilidad y mortalidad. En la actualidad, la mayor parte de las
bacterias de interés clinico pueden identificarse facilmente mediante técnicas
microbiologicas convencionales, que requieren el aislado previo del agente
patdgeno y se basan en caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, existen situaciones
en las cuales la identificacion fenotipica necesita de mucho tiempo, resulta dificil o
incluso, imposible. En estas circunstancias, la identificacion de la secuencia
molecular basada en el andlisis de los genes, puede representar una ventaja tanto en
tiempo como en precisién, llegando incluso a competir de manera favorable con

otras técnicas rapidas y eficaces, como las inmunolégicas.
1.3. Justificacion del trabajo
1.3.1. Aspecto general

La determinacién de la secuencia molecular de nucle6tidos es un proceso muy
importante, que permite establecer el orden exacto de los nucledtidos que
forman una secuencia concreta de ADN, esta valiosa informacién se puede
aplicar en la genética clinica porque permite la caracterizacion molecular de un
gran numero de enfermedades y asi mismo identificar el microorganismo en
estudio.
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1.3.2. Aspecto tecnoldgico

El desarrollo de nuevas técnicas moleculares han venido a substituir los métodos
intensivos de trabajo empleados previamente. Esta nueva técnica molecular en la
actualidad le han permitido a los cientificos tener un gran avance en el rea de la
medicina como de la investigacion, ya que gracias a su desarrollo es que se ha
logrado llevar a cabo la produccion de medicamentos y vacunas para combatir
una serie de enfermedades, incluso incurables, que afectan desde hace tiempo al

hombre como a los animales de manera individual como colectiva.
1.3.3. Aspecto social

En efecto la informacion que se obtenga a partir de la secuenciacién molecular
de los &cidos nucleicos nos permitira conocer cémo se asocia la enfermedad con
la variabilidad genética, lo que nos sirve como una valiosa fuente de
informacidén para los clinicos y especialistas en laboratorio. La posibilidad de
tener un beneficio clinico a partir de la secuenciacion de nucleotidos depende de
la capacidad de los profesionales que trabajan en esta area para interpretar los
resultados genéticos y decidir qué tipo de pruebas o protocolo seguir a

continuacion.
1.3.4. Aspecto econémico

La secuenciacion molecular es el medio mas preciso y sensitivo, se espera que
se convierta en un futuro préximo en un procedimiento de uso comun en
cualquier laboratorio. Sin embargo, el tiempo requerido y los costos del
procedimiento actualmente limitan el uso de este método. Con el rapido
progreso de la automatizacién, es probable que en los siguientes afios la
secuenciacion pueda ser utilizada para la tipificacion epidemioldgica de virus,

bacterias y otros.
1.3.5. Importancia del trabajo

El uso de esta novedosa técnica de genética molecular va facilitar el diagnéstico
clinico rapido y certero del agente etiolégico causante de la enfermedad. Esta
técnica puede ser utilizada también en investigaciones epidemiol6gicas ademas
de permitir determinar la virulencia de un aislamiento por la identificacion de
los genes asociados con las propiedades patdgenas. Por lo que una adecuada y
mas amplia aplicacion de estas técnicas puede dar luz a la epidemiologia de
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infecciones adquiridas por el hombre y/o animales, permitiéndole con ello tener
un control mas eficaz de estas, asi como llevar a cabo mejores estrategias de

prevencion.
1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

= Identificar el agente etioldgico causante de la linfadenitis en cuyes (Cavia

porcellus) mediante secuenciacion molecular del gen 16S.

1.4.2. Objetivos especificos

= I|dentificar la estructura molecular del agente etiologico de la linfadenitis.

= Comparar las secuencias obtenidas.

= Establecer relaciones filogenéticas entre las cepas encontradas con las cepas
registradas en el Genbank.

= Describir las fases para la obtencion de la secuencia molecular del agente

etiologico de la linfadenitis.
1.5. Planteamiento de la hipétesis

Dado que la secuenciacion molecular brinda caracteristicas especificas de un
fragmento de ADN, es posible que la secuenciacion del gen 16S de agentes

aislados de linfadenitis en cuyes sirva para identificar el agente causal.
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CAPITULO 11
2. MARCO TEORICO O CONCEPTUAL
2.1. Andlisis bibliografico
2.1.1. Aspectos Generales del Cuy

2.1.1.1. Clasificacion taxonémica

Reino : Animal
Phylum : Vertebrata
Clase : Mamalia
Orden : Rodentia

Suborden  : Hystricomorpha

Familia : Cavidae
Género : Cavia
Especie : Cavia porcellus

(Linnaeus, citado por Moreno 1989)

2.1.1.2. Distribucion y dispersion actual

El habitat del cuy es muy extenso. Se han detectado numerosos grupos en
Venezuela, Colombia, Ecuador, Perl, Bolivia, noroeste de Argentina y
norte de Chile, distribuidos a lo largo del eje de la cordillera andina.
Posiblemente el area que ocupan el Per( y Bolivia fue el habitat nuclear del
género Cavia. Este roedor vive por debajo de los 4 500 metros sobre el nivel
del mar, y ocupa regiones de la costa y la selva alta. El habitat del cuy
silvestre, segun la informacion zooldgica, es todavia mas extenso. Ha sido
registrado desde América Central, el Caribe y las Antillas hasta el sur del
Brasil, Uruguay y Paraguay en América del Sur. En Argentina se han
reconocido tres especies que tienen como habitat la regién andina. La
especie Cavia aperea tschudii se distribuye en los valles interandinos del
Per(, Bolivia y noroeste de la Argentina; la Cavia aperea aperea tiene una
distribucion mas amplia que va desde el sur del Brasil, Uruguay hasta el
noroeste de la Argentina; y la Cavia porcellus o Cavia cobaya, que incluye
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la especie domesticada, también se presenta en diversas variedades en

Guayana, Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru y Bolivia (Chauca, 1997).
2.1.1.3. Caracteristicas del comportamiento

Por su docilidad los cuyes se crian como mascotas en diferentes paises.
Como animal experimental en los bioterios se aprecia por su temperamento
tranquilo, que se logra con el manejo intensivo al que son expuestos;
algunas lineas albinas se seleccionan por su mansedumbre. ElI cuy como
productor de carne ha sido seleccionado por su precocidad y su prolificidad,
e indirectamente se ha tomado en cuenta su mansedumbre. Sin embargo, se
tiene dificultad en el manejo de los machos en recua. Hacia la 10a semana
inician las peleas que lesionan la piel, bajan sus indices de conversién
alimenticia y las camas de crecimiento muestran una flexion. Las hembras
muestran mayor docilidad por lo que se las puede manejar en grupos de

mayor tamafo (Chauca, 1997).
2.1.1.4. Clasificacion segun la conformacion
Tipo A.

Corresponde a cuyes «mejorados» que tienen una conformacion enmarcada
dentro de un paralelepipedo, clasico en las razas productores de carne. La
tendencia es producir animales que tengan una buena longitud, profundidad
y ancho. Esto expresa el mayor grado de desarrollo muscular, fijado en una
buena base 6sea. Son de temperamento tranquilo, responden eficientemente

a un buen manejo y tienen buena conversion alimenticia.
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Tipo B.

Corresponde a los cuyes de forma angulosa, cuyo cuerpo tiene poca
profundidad y desarrollo muscular escaso. La cabeza es triangular y
alargada. Tienen mayor variabilidad en el tamafio de la oreja. Es muy

nervioso, lo que hace dificultoso su manejo.

2.1.1.5. Razas de cuyes
Raza Peru

La raza PerU es una raza pesada, con desarrollo muscular marcado, es
precoz Yy eficiente convertidor de alimento. El color de su capa es alazan con
blanco; puede ser combinada o fajada, por su pelo liso corresponde al Tipo
A. Puede o no tener remolino en la cabeza, orejas caidas, 0jos negros, Y,
dentro de este tipo, puede haber también cuyes de 0jos rojos, lo que no es

recomendable.
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Raza Andina

Se caracteriza por su alta prolificidad y alta incidencia de gestacion post
parto. La raza andina se adapta a los ecosistemas de costa, sierra y selva
alta, desde el nivel del mar hasta los 3500 m.s.n.m. En los galpones donde

la temperatura supera los 28°C se presentan problemas reproductivos.

Raza Inti

Se caracteriza por poseer un pelaje lacio y corto, ademas de presentar color
bayo (amarillo) en todo el cuerpo o combinado con blanco. Posee una forma
redondeada. Es la raza que mejor se adapta al nivel de los productores
logrando los mas altos indices de sobrevivencia. A las diez semanas alcanza
los 800 gramos, con una prolificidad de 3.2 crias por parto. Es una raza
intermedia entre la raza Per( y la Andina; es un animal prolifico y se adapta

facilmente a diferentes pisos altitudinales.
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Raza Mantaro

Es una raza de reciente liberacion por la estacion experimental INIA Santa

Ana de Huancayo.

2.1.1.6. Clasificacion segun el pelaje
Tipo 1

Es de pelo corto, lacio y pegado al cuerpo, es el mas difundido y caracteriza
al cuy peruano productor de carne. Puede o no tener remolino en la frente.
Se encuentran de colores simples claros, oscuros 0 combinados. Es el que

tiene el mejor comportamiento como productor de carne.

Tipo 2

Es de pelo corto, lacio pero forma rosetas o remolinos a lo largo del cuerpo,
es menos precoz. Esta presente en poblaciones de cuyes criollos, existen de
diversos colores. No es una poblacion dominante, por lo general en
cruzamiento con otros tipos se pierde facilmente. Tiene buen

comportamiento como productor de carne.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Tipo 3

Es de pelo largo y lacio, presenta dos subtipos que corresponden al tipo 1y
2 con pelo largo, asi tenemos los cuyes del subtipo 3-1 presentan el pelo
largo, lacio y pegado al cuerpo, pudiendo presentar un remolino en la frente.
El subtipo 3-2 comprende a aquellos animales que presentan el pelo largo,
lacio y en rosetas. Esta poco difundido pero bastante solicitado por la
belleza que muestra. No es buen productor de carne, si bien utilizado como
mascota.

Tipo 4

Es de pelo ensortijado, caracteristica que presenta sobre todo al nacimiento,
ya que se va perdiendo a medida que el animal se desarrolla, torndndose en
erizado. Este cambio es mas prematuro cuando la humedad relativa es alta.
Su forma de cabeza y cuerpo es redondeado, de tamafio medio. Tiene una

buena implantacion muscular y con grasa de infiltracion, el sabor de su
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carne destaca a este tipo. La variabilidad de sus pardmetros productivos y

reproductivos le da un potencial como productor de carne.

2.1.1.7. Sanidad en cuyes

La mortalidad existente en la crianza de cuyes, como consecuencia del
desconocimiento de alternativas en el area de salud animal, es lo que limita
el desarrollo de la crianza. En los paises andinos la cria de cuyes se realiza
de manera tradicional en el sistema familiar. Se viene haciendo esfuerzos a
fin de mejorar este sistema difundiendo tecnologia apropiada para mejorar
su produccion. A causa de problemas sanitarios se tiene la mayor merma de
la produccion, por lo que se vienen identificando las causas de mortalidad

para tomar medidas de prevencion y control.

Los cuyes pueden padecer enfermedades bacterianas, virales, parasitarias y
organicas. Las causas que predisponen las enfermedades son los cambios
bruscos en su medio ambiente, considerando variaciones de temperatura,
alta humedad, exposicion directa a corrientes de aire, sobre densidad, falta

de limpieza en camas, deficiente alimentacion, entre otras (Chauca, 1997).
2.1.2. Enfermedades Infecciosas en cuyes

El cuy como cualquier especie es susceptible a sufrir enfermedades infecciosas,
pudiendo ser ellas de diversa naturaleza. El riesgo de enfermedad es alto, pero
factible de ser prevenida con adecuada tecnologia de explotacion. La
enfermedad, de cualquier etiologia, deprime la produccién del criadero,
traduciéndose en pérdidas econdmicas para el productor de cuyes. Hoy en dia

que la crianza de cuyes se orienta a consolidarse como una explotacion intensiva
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basada en aspectos técnicos de manejo, alimentacion y mejoramiento genético,
urge la necesidad de poseer un adecuado programa sanitario, que asegure el

mantenimiento de los logros obtenidos en las otras disciplinas (Chauca, 1997).
2.1.2.1. Linfadenitis

Es una enfermedad bacteriana que afecta a los cuyes, se caracteriza por la
formacion de abscesos cronicos en los linfonddulos, principalmente
cervicales, aunque los linfaticos inguinales y retroperitoneales pueden
ocasionalmente estar involucrados (Morales y Barrios, 2017).

Los estreptococos pidégenos se encuentran asociados con la formacion de
abscesos, septicemias y otras condiciones supurativas. Los agentes
responsables de la enfermedad son: Streptococcus pyogenes y el
Streptobacillus. EI contagio se da por contacto directo con secreciones
orales. Puede producirse sinusitis, otitis y descender a las vias respiratorias

ocasionando bronquitis y neumonia intersticial (Chauca, 1997).

La penicilina G y la ampicilina son eficaces frente a la mayoria de los
estreptococos B-hemolitico. Las colonias de gatos y cobayas que se emplean
en los laboratorios como animales de experimentacion a veces padecen de
linfadenitis cervical producida, respectivamente por S. canis y por S.
zooepidemicus. Ténganse en cuenta que la denominacién S. zooepidemicus
es una de las varias denominaciones de los estreptococos que no tienen
respaldo oficial en la taxonomia bacteriana (Véase la tabla 1). En su
tratamiento se puede emplear las cefalosporinas, el cloranfenicol y las

asociaciones trimetoprim-sulfas (Biberstein y Chung, 1990).

Todos los S. pyogenes son susceptibles a penicilina G y la mayoria a
eritromicina. Algunos son resistentes a tetraciclinas (Brooks, Carroll, Butel
y Morse, 2008). S. pyogenes es muy sensible a la penicilina, por lo que se
puede emplear penicilina V oral o amoxicilina para tratar la faringitis
estreptocdcica. En pacientes con alergia a la penicilina puede utilizarse una
cefalosporina oral o un macrolido. Se recomienda el empleo combinado de
penicilina con un antibidtico inhibidor de la sintesis proteica (p.ej.,
clindamicina) en las infecciones sistémicas graves. Las resistencias o la
mala respuesta clinica han limitado la utilidad de las tetraciclinas o las
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sulfamidas y estan aumentando las resistencias a la eritromicina y a
macrélidos mas recientes por ejemplo; azitromicina y claritromicina
(Murray, Rosenthal y Pfaller, 2014).

Tabla 1. Diferenciacion de las especies de estreptococos propios de los animales

Streptococcus Grupo Hemolisis Acido Acido Otras pruebas
de de de diagnosticas
Lancefield Lactosa Trealosa
Pyogenes + + Inhibida por el disco
A B de bacitracina de 0,04 pg

Agalactiae B pe . + CAMP +

Dysgalactiae c A + +

Equi c B - 3

Equisimilis® C B D B

Zooepidermicus® C B + =

Faecalis® D ()? + + arabinosa -

Faeciumd D A + + arabinosa +

Suis RST, A + i Bilis-esculina +

Grupo E*® E B D + Manitol +

Canis G B + -

Uberis - (o) + +

Pneumoniae - A + + Inhibida por la

optoquina

Fuente: Biberstein y Chung, 1990

Nota: + = Mas del 90% de las cepas positivas; - = menos del 10% de las cepas positivas; d =
mas del 10% y menos del 90% de las cepas positivas.
a Existen excepciones.

b Es una especie no admitida oficialmente; se describe como subgrupo de S. dysgalactiae.
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¢ Es una especie que no esta admitida oficialmente; se describe como subespecie de S. equi.
d Para estas especies ha sido propuesto el género Enterococcus.

e Subgrupo de S. porcinus, que incluye representantes de los grupos E, P, U y V de Lancefield.
2.1.3. Streptococcus

El género Streptococcus es un grupo formado por diversos cocos grampositivos
que normalmente se disponen en parejas o en cadenas (a diferencia de los
racimos formados por Staphylococcus). La mayoria de las especies son
anaerobios facultativos, y algunos crecen Unicamente en una atmosfera
enriquecida con diéxido de carbono (crecimiento capnofilico). Sus exigencias
nutricionales son complejas, y su aislamiento requiere el uso de medios
enriquecidos con sangre o suero. Son capaces de fermentar carbohidratos,
proceso que produce &cido lactico, y son catalasa-negativos, a diferencia de las

especies del género Staphylococcus. (Murray et al., 2014).

El Streptococcus pyogenes es un estreptococo B-hemolitico y capsulado.
Presenta el antigeno de pared celular especifico del Grupo A de los
estreptococos, formado por ramnosa y [-N-acetilglucosamina, asi como
antigenos especificos de tipo como son las proteinas M, T, R. la capsula esta
formada por acido hialurénico compuesto por unidades de N-acetilglucosamina
y é&cido glucurénico. Su hébitat natural es la cavidad bucal y el tracto

respiratorio superior del hombre y del animal (Vadillo, 2002).

El Streptococcus agalactiae, es la Unica especie que tiene el antigeno del grupo
B (Murray et al., 2014). Es el principal agente productor de la mastitis bovina,
junto con S. dysgalactiae y S. uberis, también se asocia a procesos septicémicos,
pielonefritis y neumonia en perros, asi como peritonitis septicemia y placentitis
en gatos, siendo reservorios del microorganismo el aparato urogenital de los

animales sanos (Vadillo, 2002).

El Streptococcus dysgalactiae, esta incluido dentro del grupo de estreptococos
pidgenos, pertenece al grupo C de Lancefield, y se diferencia por ser a-
hemolitico en agar sangre de ovino. Participa en la produccion de mastitis

bovinas.

El Streptococcus equi subsp. equi, se encuentra dentro del grupo de

estreptococos pidgenos y es B-hemolitico. Responsable de la papera, gurma o
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moquillo equino. La transmisidn se produce por via aérea principalmente a partir
de animales enfermos o portadores sanos, aunque existe contagio a través de
heridas, por via genital, mamaria o incluso intrauterina. La enfermedad, tras un
periodo de incubacion de 1-8 dias, se caracteriza por una inflacion de las
mucosas del tracto respiratorio superior, con la aparicion de una secrecion nasal
serosa 0 purulenta y la formacion de abscesos en los ganglios linfaticos
regionales (més frecuentemente en los submaxilares), que normalmente se abren

al exterior mediante fistulas (Vadillo, 2002).

Streptococcus equi subsp. equisimilis/ Streptococcus equi subsp. zooepidemicus

Son estreptococos piogenos que pertenecen al grupo C, B-hemoliticos. Son
responsables de infecciones neonatales, formacion de abscesos, endometritis y
mastitis en los equinos. En porcinos, se han presentado procesos septicémicos,
artriticos de animales jovenes, endocarditis, problemas de infertilidad y abortos
en hembras gestantes. Y en perros presentan cuadros de neumonia purulenta y
septicemias (Vadillo, 2002).

El Streptococcus suis, esta especie puede presentar el antigeno especifico del
grupo D, pero también puede reaccionar con los grupos R, S y T de Lancefield.
Fue oficialmente descrito como una nueva especie en 1987 por Kilpper-Balz y
Schleifer, quienes demostraron que era genéticamente homogenea y diferente de

los otros miembros del grupo D de Lancefield (Vadillo, 2002).
2.1.3.1. Fisiologiay estructura

Los cocos individuales son esféricos u ovoides y se disponen en cadenas
(figura 1). Se dividen segun un plano perpendicular al eje largo de la
cadena. La longitud de las cadenas varia ampliamente y esta condicionada a
factores ambientales. Los estreptococos son grampositivos; sin embargo,
mientras un cultivo envejece y las bacterias mueren, pierden su
grampositividad y se tornan gramnegativos; esto puede ocurrir después de la
incubacién durante una noche. Producen capsulas compuestas por &cido
hialurénico, las capsulas son notables en los cultivos jovenes. Impiden la
fagocitosis. La pared de la célula estreptocdcica contiene proteinas
(antigenos M, T, R), -carbohidratos (especificos de grupo) vy
péptidoglucanos. Los pili semejantes a vellosidades se prolongan a través de
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la cépsula de los estreptococos del grupo A. Los pili contienen en parte
proteina M y estan cubiertos de acido lipoteicoico, este ultimo es importante
para la adhesion de los estreptococos a las células epiteliales (Brooks et al.,
2008).

La composicion de la pared celular de los estreptococos estd compuesta
fundamentalmente de peptidoglicano, en el cual se encuentran embebidos
una variedad de hidratos de carbono, &cidos teicoicos, lipoproteinas y
antigenos de proteinas de superficie. El trabajo pionero de Rebecca
Lancefield establecio el sistema de agrupacion de Lancefield para los
estreptococos betahemoliticos. Los antigenos detectados por el sistema de
agrupacién de Lancefield son polisacaridos de pared celular (Koneman et
al., 1999). Se ha estudiado detalladamente la estructura antigénica de S.
pyogenes. EI marco estructural basico de la pared celular es la capa de
peptidoglicano, la cual tiene una composicion parecida a la de otras
bacterias grampositivas. En el interior de la pared celular se encuentran los
antigenos especificos de grupo y de tipo. El carbohidrato especifico de
grupo, el cual constituye aproximadamente el 10% del peso seco de la
célula (antigeno del grupo A de Lancefield) es un dimero de N-
acetilglucosamina y de ramnosa. Este antigeno se usa para clasificar a los
estreptococos del grupo A y distinguirlos de otros grupos de estreptococos.
La proteina M es la principal proteina especifica de tipo que se asocia a los
estreptococos virulentos. Se compone de dos cadenas polipeptidicas que
forman una hélice alfa. La proteina se ancla a la membrana citoplasmatica,
se extiende a través de la pared celular y sobresale por encima de la
superficie celular. El extremo carboxilo, que esta anclado en la membrana
citoplasmatica, y la porcién de la molécula incluida en la pared celular estan
muy conservadas (por secuencia de aminoacidos) en todos los estreptococos
del grupo A. El extremo amino, que se extiende sobre la superficie celular,
origina las diferencias antigénicas observadas entre los mas de cien
serotipos de proteinas M. Otros componentes importantes de la pared
celular de S. pyogenes son las proteinas de tipo M, el acido lipoteicoico y la
proteina F. Las proteinas de tipo M estan codificadas por un complejo de

maés de 20 genes que componen la superfamilia de genes emm. Estos genes
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codifican la proteina M, las proteinas del tipo M y otras proteinas que se
unen a las inmunoglobulinas (Ig). El acido lipoteicoico y la proteina F
facilitan la union de las células del hospedador, al formar un complejo con
la fibronectina que se encuentra presente en la superficie de las células del
hospedador. Algunas cepas S. pyogenes tienen una capsula externa de acido
hialuronico, que no se diferencia a nivel antigénico del acido hialurénico
presente en los tejidos conjuntivos de mamifero. Dado que la capsula puede
proteger a la bacteria de la fagocitosis, las cepas encapsuladas son las
responsables méas probables de las infecciones sistémicas graves (Murray et
al., 2014).

r

‘.\

o

{
rs

Figura.1 Estreptococos que crecen en caldo; se
observan cocos grampositivos en cadenas (Brooks et al.,
2008).

2.1.3.2. Caracteristicas de su crecimiento

Tienen necesidades de crecimiento bastante exigente que son

adecuadamente satisfechas por los medios que contienen sangre 0 Suero.

Tras su incubacién a 37°C durante una noche, crecen formando colonias
transparentes, que generalmente tienen un diametro de menos de 1mm
(Biberstein y Chung, 1990). La energia se obtiene principalmente por
aprovechamiento de los azucares. El crecimiento de los estreptococos tiende
a ser escaso sobre medio sélido o en caldo, a menos que sea enriquecido
con sangre o liquidos tisulares. Los requerimientos nutritivos varian
ampliamente entre las diferentes especies. El crecimiento y hemolisis se

favorecen por incubacion en 10% de CO.. La mayor parte de los
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estreptococos hemoliticos patdgenos crece mejor a 37°C. La mayor parte de
los estreptococos son anaerdbicos facultativos y crecen tanto en condiciones

aerobias como anaerobias (Brooks et al., 2008).
2.1.3.3. Resistencia

Son capaces de sobrevivir durante semanas en el pus seco. A temperaturas
comprendidas entre 55-60°C son destruidos en un plazo de 30 minutos, y
son inhibidos por las concentraciones de cloruro sddico del 6,5 por cien y de
bilis del 40 por cien, del 0,1 por cien de azul de metileno, asi como por las
temperaturas bajas 10°C y elevadas 45°C. Suelen ser sensibles a las
penicilinas, cefalosporinas, eritromicina, cloranfenicol y a las asociaciones
trimetoprim-sulfonamidas; con frecuencia son resistentes a los

aminoglucoésidos y a la tetraciclina (Biberstein y Chung, 1990).
2.1.3.4. Variabilidad

En la mayoria de las especies de estreptococos excepto en S.equi, existen
subdivisiones seroldgicas. S. pyogenes tiene unos 70 inmunotipos, basados
en la proteina M y en otras proteinas. EI cambio de la forma lisa a la rugosa
(colonias mates) va acompafiada de la perdida de la proteina M y de la
virulencia. También existen formas L (Biberstein y Chung, 1990). Variantes
de la misma cepa de estreptococos pueden mostrar colinas de morfologias
distintas. Esto es particularmente notorio en las cepas de S. pyogenes, cuyas
colonias pueden aparecer mate o brillantes. Las colonias mate suelen
corresponder a organismos que producen mucha proteina M v,
generalmente, son virulentos. Los S. pyogenes de colonias brillantes
producen poca cantidad de proteina M y no suelen ser virulentos (Brooks et
al., 2008).

2.1.3.5. Factores de Virulencia

La virulencia de los estreptococos del grupo A esta determinada por la
capacidad de las bacterias de adherirse a la superficie de las células del
hospedador, invadir las células epiteliales y producir una variedad de
toxinas y de enzimas. S. pyogenes puede invadir las células epiteliales, en
un proceso mediado por la proteina M y la proteina F, asi como por otros
antigenos bacterianos. Se considera que esta internalizacion es importante
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tanto para el mantenimiento de las infecciones persistentes como para la
invasion de los tejidos profundos (Murray et al., 2014). Los mecanismos de
virulencia de los estreptococos betahemoliticos grupo A (S. pyogenes) son
los més estudiados. El principal antigeno de pared celular del grupo A es un
polisacarido complejo que consiste en L-ramnosa Yy N-acetil-D-
glucosamina, en su relacion de 2:1. El antigeno se encuentra unido en forma
covalente al peptidoglicano. El papel del antigeno agrupante de pared como
factor de virulencia no se conoce, aunque el material de peptidoglicano
tiene actividad bioldgica por si mismo, como, induccién de fiebre, necrosis
dérmica y cardiaca en animales, lisis de eritrocitos y plaquetas, y aumento
de la resistencia inespecifica. Algunas cepas del grupo A poseen una
capsula compuesta por acido hialurénico (Koneman et al., 1999). La
proteina M, es una sustancia como factor importante de virulencia para el
S.pyogenes del grupo A. la proteina M tiene la apariencia de prolongaciones
semejantes a pelos de la pared celular del estreptococo (figura 2). Cuando la
proteina M esta presente en los estreptococos son virulentos, y en ausencia
de anticuerpos especificos tipo M, pueden resistir la fagocitosis efectuada

por los leucocitos polimorfonucleares (Brooks et al., 2008).
2.1.3.6. Toxinasy enzimas

Las exotoxinas de S. pyogenes incluyen las hemolisinas (estreptolisinas O y
S), la hialuronidasa, la DNAasa, la NADasa, la proteasa, la estreptoquinasa
(una fibrinolisina), y una toxina pirégena codificada en un fago, responsable
del sarpullido de la escarlatina. Su significacion patdgena se ha delimitado
escasamente. La umayoria de estas toxinas inducen respuestas inmunes a lo
largo de la infeccion. En los estreptococos de origen animal existen toxinas

equivalentes. (Biberstein y Chung ,1990).

Los estreptococos del grupo A producen dos hemolisinas: la estreptolisina
Oy laS. La estreptolisina O (SLO) es labil al oxigeno, antigénica, inhibida
por el colesterol y toxica por una variedad de tipos celulares, entre los que
se incluyen leucocitos, monocitos y células en cultivo. Debido a su labilidad
frente al oxigeno, es el responsable fundamental de la betahemolisis que se
observa alrededor se las colonias de estreptococos A que se ven por debajo

de la superficie del agar de placas inoculadas. La estreptolisina S (SLS) es
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estable frente al oxigeno, no es antigénica y también es toxica para una
variedad de tipos celulares. La estreptolisina S (SLS) se encuentra en su
mayor parte unida a la célula y puede ser responsable del efecto leucotoxico
de los estreptococos del grupo A, como se evidencia por la muerte de cierta
proporcion de leucocitos que fagocitan a esos estreptococos. La SLS es
activa tanto en la hemolisis superficial como por debajo de la superficie
cuando los microorganismos se cultivan en agar sangre de carnero. Tanto la
SLO como la SLS pueden producir dafio a tipos celulares no eritrociticos,
con la formacion de fisuras y poros en la membrana celular y el

consiguiente escape de componentes celulares (Koneman et al., 1999).

Las exotoxinas pirdgenas estreptococicas (Spe), conocidas originalmente
como toxinas eritrogénicas, son fabricadas por las cepas lisogénicas de los
estreptococos y son semejantes a la toxina producida por Corynebacterium
diphtheriae. Se han descrito cuatro toxinas termolabiles inmunolégicamente
distintas (SpeA, SpeB, SpeC y SpeF) en S. pyogenes y en un reducido
nimero de cepas estreptocdcicas pertenecientes a los grupos C y G. Estas
toxinas actlan como superantigenos e interaccionan tanto con los
macrofagos como con los linfocitos T cooperadores con un aumento de la
liberacion de citosinas proinflamatorias. La estreptolisina S es una
hemolisina estable en presencia de oxigeno, no inmunogénica y ligada a la
célula que puede lisar eritrocitos, leucocitos y plaquetas. La estreptolisina S
puede estimular también la liberacion de los contenidos lisosémicos
después de ser englobada por este organulo y provoca la subsiguiente
destruccion de la célula fagocitica. La estreptolisina S se produce en
presencia de suero (la S indica estable en suero) y es la responsable de la B-
hemdlisis caracteristica que se observa en el medio agar sangre. La
estreptolisina O es una hemolisina labil al oxigeno capaz de lisar eritrocitos,
leucocitos, plaquetas y células en cultivo. Esta hemolisina guarda relacion
antigénica con las toxinas labiles al oxigeno que producen Streptococcus
pneumoniae, Clostridium tetani, Clostridium perfringens, Bacillus cereus y
Listeria monocytogenes. Se forman anticuerpos con facilidad frente a
estreptolisina O  (anticuerpos anti-estreptolisina O [ASLO]). La

estreptolisina O se inhibe de forma irreversible por el colesterol de los
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lipidos cutaneos, de forma que los pacientes con infecciones cutaneas no
desarrollan anticuerpos frente a ASLO. Al menos se han descrito dos
formas de estreptocinasa (A y B). Estas enzimas intervienen en la
degradacion del plasmindgeno, con la consiguiente liberacion de la proteina
plasmina, que a su vez se encarga de la degradacion de la fibrina y el
fibrindgeno. Por lo tanto, estas enzimas pueden lisar los coagulos de sangre
y los depdsitos de fibrina y facilitar la rapida diseminacién de S. pyogenes
por los tejidos infectados. Los anticuerpos frente a estas enzimas
(anticuerpos frente a estreptocinasa) son un marcador util de infeccidn
(Murray et al., 2014).

La hialuronidasa despolimeriza la sustancia fundamental del tejido
conectivo, lo que facilita la diseminacion del microorganismo por
contigliidad. Las estreptoguinasas producidas por los estreptococos grupo
A hidrolizan los coagulos de fibrina y pueden tener un papel en la virulencia
al impedir la formacion de barreras de fibrina en la periferia de las
infecciones estreptocécicas diseminadas. La contribucion de estas enzimas
y toxinas a la infeccion es dudosa. Muchos de esos factores son producidos

también por otros estreptococos f-hemoliticos (Koneman et al., 1999).
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2.1.3.7. Infecciones clinicas

Los estreptococos son frecuentemente, comensales en las membranas
mucosas Yy, consecuentemente, muchas infecciones por estreptococos son
oportunistas. Las infecciones se presentan primariamente con presencia de
ahogos y secundariamente con una neumonia, después de una infeccién
virica. Las septicemias neonatales estan frecuentemente asociadas a
infecciones del tracto genital materno. S. pyogenes un patdégeno humano,
ocasionalmente es origen de mastitis bovina, tonsilitis en perros y linfangitis
en potros. Los estreptococos de origen animal poseen una significacion
limitada en salud puablica, con excepcién de S. suis, que puede causar
infecciones graves en personas que trabajen con cerdos. Los estreptococos
del grupo P, que causan enfermedades en nifios, aparecen como cepas
diferentes en los animales. S. canis, un patogeno significativo de los perros,
estd asociado con septicemias neonatales, muchas condiciones supurativas
y, recientemente, con el sindrome del shock toxico. Las asfixias, la
meningitis porcina y la mastitis bovinas son infecciones muy importantes
especificas de estreptococos. Las vacunas para el control de las infecciones
causadas por los estreptococos son generalmente ineficaces (Quinn et al.,
2002).

Tabla 2 Estreptococos, hospedadores y consecuencias de la infeccion.

B

S. pyogenes Hombre Fiebre  escarlatina vy Tracto respiratorio
reumatica superior
S. agalactiae Gato, cordero, Mastitis cronica Conductos lacteos
vacuno Vagina
S. dysgalactiae Vacunos Mastitis aguda boca vagina ambiente
Corderos Poliartritis
S. equisimilis Caballos Abscesos,  endometritis, Piel y vagina
(S. dysgalactiae subsp. Cerdo vaca mastitis
Equisimilis) perro
S. equi Caballos Papera,purpura Tracto respiratorio sup,
(S. equi subsp. Equi) hemorragica bolsa gutural
S. zooepidermicus Caballos Mastitis, neumonia, Membranas mucosas
(S. equi subsp. infeccién umbilical
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Zooepidermicus) Vacunos, Condiciones  supurativas, Piel, membranas mucosas
cerdos, pollos, septicemia

corderos

Enterococcus faecalis Muchas Condiciones supurativas Tracto intestinal
especies

S. suis Cerdos Septicemia, meningitis, Tonsilas, cavidad nasal

artritis, bronconeumonia

Vacuno cordero Septicemia, meningitis

S. porcinus Cerdos Linfadenitis Membranas mucosas
submandibular
S. canis Carnivoros Septicemia neonatal, Vagina mucosa anal

sindrome shock toxico

S. uberis Vacuno Mastitis Piel vagina tonsilas
S. pneumoniae Hombre Septicemia, Tracto respiratorio
Rata cobayo Neumonia superior

Fuente: Quinn et al., 2002.

2.1.3.8. Epidemiologia

El agrupamiento de animales en salas recintos ferias incrementa el riesgo de
adquirir la infeccion. La transmision tiene lugar a través de exudados
purulentos a partir del tracto superior 0 a partir de abscesos supurativos.
Puede desarrollarse un estado de convaleciente cronico con la bacteria en la
cavidad gutural. Los estreptococos estan distribuidos en todo el mundo;
muchas especies viven como comensales en la mucosa del tracto
respiratorio superior y en el tracto urogenital inferior. Estas bacterias son
susceptibles a la desecacion y sobreviven en periodos cortos de tiempo en el
hospedador (Quinn et al., 2002) El hacinamiento incrementa la posibilidad
de diseminacion del microrganismo, en especial durante los meses de
invierno. Las infecciones de tejidos blandos se ven precedidas generalmente
de wuna colonizacion inicial de la piel después de la cual los
microorganismos se introducen en los tejidos superficiales o profundos a
través de una alteracion de la barrera que constituye la piel (Murray et al.,
2014).
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2.1.3.9. Signos clinicos

El periodo de incubacion es de tres a seis dias y el curso clinico de la
enfermedad va de cinco a diez. Se observa fiebre alta, depresion y anorexia
seguido de una descarga oculonasal que se torna purulenta. Los ganglios
linfaticos de la cabeza y cuello se encuentran inflamados y con dolor.
Caracteristicamente, estdn afectados los ganglios submandibulares y
eventualmente se rompen liberando material purulento muy infeccioso. La

morbilidad puede alcanzar valores de hasta el 100%.

La muerte puede ser resultado de complicaciones tales como neumonias,
implicaciones neuroldgicas y asfixia, debido a la presion que ejercen los

ganglios linfaticos hipertroficos sobre la faringe (Quinn et al., 2002).
2.1.4. Procedimientos de diagnéstico

El historial, los signos clinicos y la patologia pueden ser indicativos de ciertas
infecciones producidas por estreptococos. Los estreptococos crecen bien en agar
Sangre o agar Chocolate, aunque el agar sangre es preferible, ya que permite
determinar las caracteristicas hemoliticas del microorganismo (Bernard, 2005).

Los estreptococos son muy susceptibles a la desecacion, por lo que algunas
especies deben ser cultivadas rapidamente. El pus o exudado recogidos, deben
colocarse en un medio de transporte si la muestra no va ser procesada
inmediatamente. Una técnica sensible, que utiliza la reaccion en cadena de la
polimerasa, ha sido desarrollada recientemente para detectar S. equi de origen
nasal, viable y no viable. En frotis realizados a partir de muestras clinicas
pueden demostrarse cadenas de cocos Gram positivos. Algunas especies pueden
ser cultivadas en agar sangre, agar sangre selectivo y agar MacConkey. Las
placas son incubadas aerébicamente a 37°C de 24 a 48 horas. El cultivo en agar
sangre de oveja 0 agar sangre de buey, lo clasifica como B-hemdlisis y se

caracteriza por zonas claras alrededor de las colonias (Quinn et al., 2002).
2.1.4.1. Frotis directos tefiidos de Gram

Con frecuencia el frotis de pus muestra cocos Unicos o pares de cocos y no
cadenas definidas. A veces los cocos son gramnegativos debido a que los
microorganismos ya no son variables y han perdido su capacidad de retener
el colorante azul (cristal violeta) para continuar como grampositivos. Si en
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el frotis de pus se observan estreptococos, pero no crecen en el cultivo,

deben sospecharse de microorganismos anaerdbicos (Brooks et al., 2008).
2.1.4.2. Medios de cultivo.

Las muestras bajo sospecha de contener estreptococos se cultivan en placas
de agar sangre, que posea una base peptonada lo suficientemente rica como
para soportar el desarrollo de estos microorganismos exigentes. Aunque en
general las colonias serdn mas grandes en medios que contengan glucosa
después de 24 horas, el &cido producido por la utilizacion de la glucosa
inactiva la estreptolisina S de los estreptococos grupo A y puede interferir
con la determinacién de las propiedades hemoliticas del microorganismo.
Al medio basal se le agrega sangre de carnero al 5% como indicador de
hemolisis. Las concentraciones de sangre menores producen reacciones
hemoliticas dificiles de distinguir, en tanto que las mayores pueden ocultar
totalmente la hemolisis. Después de 18 a 24 horas de incubacion en agar
sangre, las colonias de estreptococos grupo A tienen aproximadamente 0,5
mm de didmetro, son transllicidas o transparentes, y tienen una superficie
lisa 0 mate. El halo de B-hemolisis es habitualmente igual a 2 a 4 veces el
diametro de la colonia. Las colonias son convexas y con bordes enteros
(Koneman et al., 1999).

2.1.4.3. Prueba de Lancefield

El agrupamiento de Lancefield es un método de clasificacion seroldgico,
basado en el agrupamiento especifico a partir de la sustancia C
(polisacéarido) de la pared celular. EI método incluye: (1). Prueba de
precipitacion en anillo. La sustancia C se extrae del microorganismo del
genero Streptococcus objeto de analisis. El antigeno extraido se enfrenta a
antisueros de diferentes especificidades. La reaccion positiva se indica
mediante la formacion de un anillo negro en la interfase entre los dos
liquidos en los primeros 30 minutos de reaccién (Figura 3). (2). Prueba de
aglutinacion con latex. Los antisueros especificos frente a la sustancia C,
para los grupos A-G (con excepcion del grupo E) se encuentran disponibles
comercialmente. Las suspensiones de particulas de latex se recubren con
cada uno de los anticuerpos especificos del grupo. El antigeno del grupo se
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extrae enzimaticamente de cada uno de los estreptococos en estudio. En una
placa se mezcla una gota del antigeno con una gota de cada una de las
suspensiones anticuerpo-latex y se agita suavemente. Una reaccion positiva
se indica por una aglutinacion, que normalmente tiene lugar en el primer

minuto de la reaccion (Quinn et al., 2002).

extracto de antigeno de pared celular

<—— anillo de precipitado

antisuero especifico

Figura 3 Prueba de precipitacién en anillo para
estreptococos (Quinn et al., 2002).

2.1.4.4. Sensibilidad a la Bacitracina

La prueba de sensibilidad a la bacitracina se utiliza para la identificacion
presuntiva de los estreptococos B-hemoliticos grupo A. Se realiza en una
placa de agar sangre con un disco de bacitracina (p.ej., TAXO A Bacitracin
Disk, 0,04 unidades, BD Microbiology Systems, Cockeysville MD). Un
halo de inhibicion de cualquier tamafio alrededor del disco se considera una
prueba positiva. Aunque esta prueba es sencilla, barata y bastante precisa
para la identificacién, no es altamente especifica. Algunos investigadores
han recomendado el uso de discos de bacitracina directamente en el agar
sangre no selectivo de aislamiento primario, para la deteccion rapida e
identificacion de estreptococos grupo A en cultivos fauces. Sin embargo,
este método solo identifica el 50-60% de los aislamientos. La colocacion de
discos de bacitracina en placas de aislamiento primario con medios
selectivos es considerablemente mas sensible (Koneman et al., 1999). Las
pruebas que deben utilizarse en el laboratorio de microbiologia clinica para
identificar presuntivamente las especies B-hemoliticas, mas del 99% son

sensibles a la Bacitracina. La identificacion de un estreptococo del grupo A
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se confirma mediante serotipado con un ensayo de aglutinacién en latex o

por hibridacién con sondas de &cidos nucleicos especificas (Bernard, 2005).
2.1.4.5. Extraccion de ADN para su analisis

Después de obtener una muestra responsable debe determinar su
composicion genética. En primer lugar, el técnico extrae el ADN de la
muestra. EI ADN puede ser purificado usando detergentes que eliminen al
material celular no deseado o usando presion para forzar al ADN a salir de
la célula. Una vez extraido el ADN, el técnico debe seguir varios pasos.
(Thietman y Palladino, 2010)

2.1.4.6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa amplifica el ADN por medio de
ciclos repetidos de duplicacién in vitro. La PCR utiliza la enzima ADN
polimerasa que dirige la sintesis de ADN a partir de sustratos de
desoxinucleotidos sobre una plantilla de ADN monocatenario. La ADN
polimerasa afade nucledtidos al extremo 3’ de un oligonucledtido disefiado
a medida cuando esta apareado con una plantilla de ADN maés larga.
(Watson et al., 2016)

La PCR es un método enzimatico que permite sintetizar numerosas copias
de un fragmento concreto de ADN. Utiliza como cebadores dos
oligonucle6tidos (Oligos, de 20 a 30 pb) complementarios a los que seran
los extremos del producto y colocados con sus terminales 3’OH
enfrentados. Lo que se amplifica es el ADN comprendido entre ambos

oligos. La sucesion de una serie de ciclos que tiene lugar 3 fases:

1. Desnaturalizacién del molde
2. Hibridacion con los cebadores

3. Laextension de la sintesis por accion de la ADN polimerasa

Origina una acumulacién exponencial de fragmentos especificos cuyos extremos
estaran definidos por los extremos 5’ de los cebadores. 30 ciclos de PCR
producen una amplificacion de 1 millon de veces aproximadamente. La reaccion
se lleva a cabo en Termocicladores, controlan la precision de las condiciones de
cada etapa y las repite ciclicamente. (Tiempo, temperatura, niamero de ciclos,
etc.) (Izquierdo, 2014)
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Para amplificar una region especifica de ADN, un investigador sintetiza
quimicamente dos cebadores de oligonucledtidos diferentes, complementarios a
las secuencias, de aproximadamente 18 bases que flanquean la region de interés
(designadas con rectangulos celes y azules). La reaccion collmpleta estd
compuesta de una mezcla compleja de ADN de doble hebra (en general ADN
gendmico que contiene la secuencia diana de interés), un exceso estequiométrico
de ambos cebadores, los cuatro desoxirribonucledsidos trifosfato y una ADN
polimerasa estable al calor, conocida como Tag polimerasa. Durante cada
enfriada para permitir a los cebadores unirse a las secuencias complementarias
que flanquean la region a ser amplificada. La Tag polimerasa extiende cada
cebador desde su extremo 3’, lo que genera hebras recién sintetizadas que se
extienden en direccion 3’ al extremo 5° de la hebra molde. Durante el tercer
ciclo, las moléculas de ADN de doble hebra son generadas en igual longitud a la
secuencia de la region a ser amplificada. En cada ciclo sucesivo, el segmento
diana, que se hibridara a los cebadores, se duplica y, eventualmente, supera
ampliamente en numero a todos los otros segmentos de ADN en la mezcla de
reaccion. Los sucesivos ciclos de PCR pueden automatizarse mediante una
reaccion de ciclacion por intervalos de tiempo. A temperatura elevada, para
desnaturalizar el ADN, y a una temperatura menor definida para la hibridacion y
elongacion de las partes. Una reaccion con 20 ciclos amplificara la secuencia

especifica diana un millon de veces (Lodish et al., 2016)
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Figura 4. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es ampliamente utilizada para

amplificar regiones de ADN de secuencia conocida. (Lodish et al., 2016)

2.1.5. Técnicas moleculares

El uso de métodos moleculares para la identificacion y deteccion directa de los
microorganismos en la microbiologia clinica se estd desarrollando gradualmente
y ya hay varios productos disponibles comercialmente. Los usos practicos
incluyen el uso de pruebas de acidos nucleicos para una deteccion directa de
organismos en el material clinico o para la identificacion de organismos
previamente aislados. Ademas las técnicas basadas en la amplificacién pueden
utilizarse para la deteccidn e identificacion y para definir caracteristicas selectas
(p-ej., genes resistentes a los antibidticos) de organismos (Bernard, 2005).

2.1.5.1. Secuenciacién de ADN

En algunos laboratorios de biologia molecular, la determinacion de la
secuencia de nucleétidos que componen una molécula de ADN es un

proceso muy importante. La secuenciacion permite establecer el orden
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exacto de los nucleétidos que forman una secuencia concreta de ADN,

valiosa informacion que se puede utilizar con distintas finalidades:

» Conocer los sitios de corte para distintas enzimas de restriccion que
tiene la secuencia de un gen. Muy util, por ejemplo como se ha visto
anteriormente en la clonacion del ADN, en la fase de construccion del
ADN recombinante.

» Estudiar las distintas variantes polimdrficas, asi como mutacionales,
que existen en un gen. La secuenciacion permite determinar la
existencia de distintas alteraciones en los nucleétidos: mutaciones por
sustitucion de bases (con o sin cambio en el aminoacido), mutaciones
por pérdida (delecién), por introduccién (insercidn) o por inversién del
orden de disposicion de los nucleotidos. Esta informacion tiene
aplicacion en la genética clinica porque permite la caracterizacion
molecular de un gran numero de enfermedades.

» Ayudar a la compresion de los mecanismos que influyen en la
expresion de un gen.

» Predecir la proteina codificada por el gen a través de la equivalencia
proporcionada por el cédigo genético entre tripletes de nucledtidos
(codones) y aminoacidos. En la figura 5 se muestra un codigo genético
donde aparece el aminoacido que genera cada uno de los tripletes de
nucleétidos (Merida y Moreno, 2015).

Nucleétido 2
v Cc A G
UUU phe | UCU ser |UAU tyr [UGU cys |U
UUC phe [UCC ser JUAC tyr [UGC cys |C
_ {U|UUA leu [ucA ser juaA stop UGAstopz
UUG leu [UCG ser |UAG stop | UGG tp |G
Ly CUU eu |[GU po |GW hs |CGU ag [U] O
S| [ tew focc o forc ts |coc ag [C] S
= |C|CUA fu [cCA pro [CaA g |CGA ag [A | =
8 CUG leu | CCG pro |CaG g cssn-s"g
5 AUU de [ACU thr |AAU mn |AGU ser [U| 5
S AUC e [ACC thr |AAC asn |AGC ser [C| 3
Z |A|AauA He [AcA thr [AMA s |AGA ag [A| 2
AUG wet |ACG the |as6 s | AGG arg |G|
GUU val |GCU ala |GAU asp |GGU gy | U
GUC val |GCC ala |GAC asp |GGC gy [C |
G[GUA val |GCA ala |GAA glu [GGA gy [A |
GUG val [GCG ala |6AG giu |GGG gy [G |

Figura 5. Cédigo genético: aminoacido
generado por cada triplete de nucle6tidos (Mérida
y Moreno, 2015).
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La informacion de la secuencia de ADN se guarda en grandes bases de
datos de computadoras, muchas de las cuales son accesibles en Internet.
Ejemplos son las bases de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica y de la Organizacién del Genoma Humano (HUGO). Los
genetistas utilizan esas bases de datos para comparar secuencias recién
descubiertas con aquellas ya conocidas para identificar genes y acceder a
muchos tipos de informacion. Al investigar secuencias de ADN o
aminoacidos en una base de datos, los investigadores pueden ganar mucha
vision en la funcion y estructura del producto génico, las relaciones
evolutivas entre genes, y la variabilidad entre secuencias de genes dentro de
una poblacién. La secuenciacion de ADN en las especies ha proporcionado
una gran cantidad de informacion nueva que sustenta la evolucion (Solomon
etal., 2013).

Para explorar las complejidades de la regulacion de la expresion génica y
establecer las causas de las enfermedades genéticas se necesitan técnicas
que permitiesen la determinacion de la secuencia exacta de las bases en el
ADN. A finales de los afios 70 se desarrollaron dos técnicas de
secuenciacion diferentes, una por Maxam y Gilbert, el método de rotura
quimica y otra por Sanger, el método enzimatico. Ambos procedimientos
utilizan el marcaje de un nucleétido terminal, seguido de separacion y

deteccidn de los oligonuclettidos generados (Devlin, 2008).

En 1977 se publicaron dos métodos diferentes para la secuenciacion de un
fragmento de ADN, basados en procesos distintos: la rotura del ADN por
zonas especificas a través de reactivos quimicos, con el método de Maxam
y Gilbert y la sintesis enzimatica de una copia de ADN que termina
progresivamente utilizando nucleétidos modificados que imposibilitan la
elongacion, con el método de Sanger y Coulson. Aunque ambas técnicas
difieren en la metodologia, su resultado es el mismo: una coleccién de
oligonucledtidos con un extremo fijo y otro variable, que se diferencian
entre ellos en que cada molécula tiene un nucleodtido afiadido méas que la
anterior. Ambos métodos disponen de una capacidad de resolucién parecida
en cuanto al tamafio del fragmento de ADN que son capaces de secuenciar

de forma Optima, con un maximo préximo a los 1.000 pares de bases (pb).
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Esta limitacion explica la investigacion y el desarrollo de nuevas
tecnologias de secuenciacion que permitan avanzar mas rapidamente en el
estudio de una larga lista de genes formados por multiples exones de
distintos tamafios (Mérida y Moreno, 2015).

2.1.5.2. Método de Maxam y Gilbert

Este procedimiento requiere: marcaje del nucleétido terminal, hidrdlisis
selectiva del enlace fosfodiester para cada nucleétido separadamente para
generar fragmentos con 1, 2,3 o mas bases; separacion cuantitativa de los
fragmentos hidrolizados, y determinacion cualitativa del marcaje. A
continuacion, se describe un protocolo del procedimiento de Maxam-Gilbert
(Devlin, 2008).

El método de secuenciacion propuesto por Maxam y Gilbert se basa en la
rotura quimica del ADN. EIl proceso se inicia mediante el marcado
radiactivo con 32P de uno de los extremos del ADN que se quiere
secuenciar. Este ADN marcado se divide en cuatro alicuotas y a cada una de
ellas se les aplican varias sustancias quimicas (acido férmico, hidracina, etc)
que provocan la rotura del ADN en un residuo especifico. El resultado final
es un conjunto de moléculas de ADN de longitud variable, terminadas en un
unico nucleétido: adenina (A), timina (T), guanina (G), citosina (C). Las
cuatro alicuotas se separan por electroforesis en un gel de acrilamida y se
revelan por autorradiografia (la sefial que emite el 32P) y la lectura de las
bandas de las distintas carreras del gel proporciona la secuencia que se
busca. Actualmente se ha comprobado que la técnica de Maxam y Gilbert
tiene ciertas limitaciones, pues permite la secuencia Optima de un maximo
aproximado de 250 pb, pero las regiones mayores a este tamafio son
dificiles de analizar. Este hecho, junto con el desarrollo de reactivos
econdmicamente mas asequibles para otras metodologias de secuenciacion,
ha condicionado que esta técnica se emplee cada vez menos, aunque sigue
resultando Gtil en el analisis de regiones conflictivas por secuenciacion de
Sanger (Mérida y Moreno, 2015).

La siguiente figura muestra que mediante, el corte con una endonucleasa de
restriccion y posterior purificacién se obtiene el fragmento de ADN de
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cadena doble que se va a secuenciar. Se secuencian ambas cadenas
marcando selectivamente los extremos de cada una de las cadenas de ADN.
Una de las cadenas se marca terminalmente con [*?P]dGTP en el tubo de
reaccion 1, mientras que la otra se marca terminalmente con [32P]dCTP en
el tubo de reaccion 2. EI ADN marcado terminalmente se subdivide en
cuatro fracciones, las diferentes bases se destruyen quimicamente en
posiciones al azar dentro de la molécula de ADN de cadena simple. La
destruccion quimica menos selectiva de la adenina destruye
simultaneamente la G, mientras que la destruccion de la timina destruye las
bases C. EI ADN de cadena simple se corta por los sitios de las bases
destruidas. Esto genera fragmentos marcados terminalmente que presentan
todas las longitudes posibles, correspondiente a la distancia que va desde el
extremo hasta los sitios de destruccion de base. Los fragmentos de ADN
marcados se separan segin su tamafio por electroforesis. La secuencia de
ADN puede determinarse a continuaciébn a partir de los patrones
electroforéticos por autorradiografia (Devlin, 2008).

I

5 GGCC
GACT 5

+a-32P|dGTP +o-32pPJdCTP
Fragmento Kienow de
la DNA polimerasa | de E.coli TUBO 2 3 AP
C

5§ GGCC

3
GACT &’

l Electroforesis en gel de poliacrilamida l

G A+G C+T C G A+G C+T C
e rr— Parte
superior — —

OA>>00>H0-H0D
Secuencia

O>»A-4004>»0>0

Secuencia complementaria

Parte
inferior

Autorradiografia de rayos X del gel
Figura 6. Método de secuenciacion quimica de ADN de Maxam-Gilbert (Devlin, 2008).

2.1.5.3. Meétodo de Sanger o método de los didesoxinucle6tidos.

También conocido como el método de terminacion de la cadena, para la

secuenciacion de ADN se basa en el hecho de que una cadena de ADN en
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replicacion que ha incorporado un nucleétido sintético modificado,
conocido como didesoxinucledtido, no puede estirarse méas alld de ese
punto. A diferencia de un desoxinucleotido “normal”, que tiene un grupo
hidroxilo en su carbono 3’, a un didesoxinucleotido le falta un grupo
hidroxilo en su carbono 3’ (recordar que un grupo hidroxilo 3’ reacciona
cada vez que se forma un enlace de fosfodiéster). Asi, los
didesoxinucleotidos terminan la elongacion durante la replicacion de ADN.
El investigador prepara cuatro diferentes mezclas de reaccion. Cada una
contiene mdltiples copias idénticas de una cadena de ADN que sera
secuenciado; ADN polimerasa; cebadores apropiados marcados
radiactivamente; y todos los cuatro desoxinucle6tidos necesarios para
sintetizar ADN: dATP, dCTP, dGTP y dTTP. Cada mezcla también incluye
una pequefia cantidad de sélo uno de los cuatro didesoxinucleétidos ddATP,
ddCTP, ddGTP y ddTTP. El prefijo “dd” se refiere a didesoxinucleotidos,
para distinguirlos de los desoxinucledtidos, los cuales son designados con
“d”. Ahora se indica como procede la reaccién en la mezcla que incluye
ddATP. En cada sitio en donde la adenina esta especificada, ocasionalmente
una cadena creciente incorpora un ddATP, deteniendo la elongacién para
que en la mezcla de reaccion se formen fragmentos de ADN de variadas
longitudes. Cada fragmento que contiene un ddATP marca una ubicacion
especifica en donde la adenina normalmente se encontraria en la cadena
recien sintetizada. De manera similar, en la mezcla de reaccion que incluye
ddCTP, cada fragmento que contiene ddCTP marca la posicion de una
citosina en la cadena recién sintetizada, y asi sucesivamente. Los
fragmentos radioactivos de cada reaccion se desnaturalizan y después se
separan en un gel por electroforesis, con cada mezcla de reaccion
correspondiente a A, T, G, o C, ocupando su propio carril en el gel. Asi las
posiciones de los fragmentos recién sintetizados en el gel se pueden
determinar mediante autorradiografia. La alta resolucion del gel hace
posible distinguir entre fragmentos que difieran en longitud por sélo un
nucleétido, entonces el investigador puede leer la secuencia en el ADN
recién sintetizado, una base a la vez (Solomon et al., 2013).
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El método de Sanger se basa en la sintesis enzimatica de una copia
complementaria a la molécula cuya secuencia se quiere conocer. El proceso
se inicia a partir de un conjunto de moléculas de ADN de cadena simple que
se obtienen mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la
clonacion, la retrotranscripcion de ARN, etc. El siguiente paso es la unién
de un corto oligonucledtido al extremo 3’ de cada molécula de ADN que
actuard como cebador (primer) sintetizando una nueva cadena de ADN
complementaria a la que ya existe, mediante una enzima ADN polimerasa.
Para la sintesis de esta nueva cadena de ADN es necesaria la adicion de
nucleotidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), asi como la de
nucleétidos maodificados didesoxinucleétidos (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP), cuya caracteristica principal es la carencia del grupo hidroxilo en la
posicion 3’ del azlicar que condiciona que, una vez incorporados, bloqueen
la elongacidon. Asi, el resultado final es la obtencion de cuatro grupos de
polinucledtidos que abarcan todo el ADN molde que se va a secuenciar. En
la actualidad, la secuenciacion de Sanger estd muy automatizada y
constituye un equipamiento basico en muchos centros cientificos donde las
técnicas de biologia molecular desempefian un papel importante. En los
secuenciadores automaticos actuales se ha sustituido el marcado radiactivo
por el fluorescente. Este cambio, estd unido a la Optima separacion
electroforética de los fragmentos de ADN en finisimos capilares y a la
deteccion de la sefial fluorescente por tecnologia laser, ha permitido la
obtencion de secuencias hasta 1.000 pb con muy alta fidelidad respecto al
molde. En la figura 7 se muestra el esquema de la secuenciacion de Sanger:
obtencion y separacion electroforética de los oligonucle6tidos y generacién

posterior de electroferograma (Mérida y Moreno, 2015).
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Figura 7. Esquema de la secuenciacion de Sanger: obtencion y separacion
electroforética de los oligonucle6tidos y generacion posterior del electroferograma
(Mérida y Moreno, 2015).

El método de secuenciacion basado en el uso de terminadores de cadena, se
basa en la sintesis enzimatica de una copia complementaria a la molécula
cuya secuencia se quiere conocer, y no en su rotura. En este caso el
resultado se lee directamente de la autorradiografia corresponde a la cadena
complementaria a aquella cuya secuencia se busca. El procedimiento (figura
8) se basa en una actividad enziméatica (ADN-polimerasa) capaz de elongar
un cebador asociado a la molécula de ADN cuya secuencia se quiere
conocer, que actuara como molde en la reaccion, y en los nucleotidos
analogos a los sustratos dNTPs normales cuya incorporacion a la cadena en
crecimiento impide la elongacion, deteniendo el proceso y liberando un
producto acabado prematuramente. Los analogos terminadores de cadena
mas utilizados son los cuatro didesoxinucledsido trifosfatos (ddATP,
ddGTP, ddCTP y ddTTP), que carecen de grupo OH que los dNTPs
presentan en la posicion 3 de la desoxirribosa (figura 8). Son reconocidos
por la polimerasa, que a través de su trifosfato 5’ los incorpora a la hebra en

crecimiento, pero la falta de OH en 3’ impide la entrada del siguiente ANTP,
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por lo que la extension de la cadena se hace imposible y el proceso termina.
La presencia de una pequefia cantidad de un ddNTP en la mezcla de los
cuatro dNTPs normales provoca que, frente a las posiciones
complementarias al analogo terminador, se establezca una competencia
entre los dos posibles nucleétidos, el normal (ANTP) y su didesoxianalogo
(ddNTP), de cuyo resultado deriva la continuacion del crecimiento de la
hebra o su detencion, poco frecuente, pero especifica. Los productos de la
reaccion son una mezcla de oligonucle6tidos que comparten uno de sus
extremos (el cebador) y que se diferencian en su longitud, terminando
siempre en el ddNTP presente en el medio de la reaccidn. La estimacion de

su longitud define por tanto la posicion ocupada por el ddNTP.

Utilizando los cuatro ddNTPs en cuatro incubaciones enziméticas en
paralelo, se consiguen cuatro poblaciones de fragmentos que comparten el
punto de inicio y terminan, cada una, en una base especifica (A, G, T o C).
La presencia entre los 4 dNTPs de alguno marcado con un is6topo
radiactivo (figura 8) dara lugar a productos radiactivos. Las cuatro mezclas
seran analizadas por electroforesis en gel. La reaccion de elongacion suele
hacerse en dos etapas; la primera se lleva a cabo con bajas concentraciones
de los 4 dNTPs y a baja temperatura, con el fin de asegurar una eficaz
incorporacion del nucleétido marcado; el producto de esta fase supone la
extension de los cebadores unos 20 o 30 nucleotidos. A continuacion, la
reaccién se divide en cuatro partes con cada una se desarrolla la segunda
etapa, ya con mayores concentraciones de dNTPs y previa adicion del
ddNTP correspondiente (Perera et al., 2002).

El método didesoxinucleotidos es el mas usado, que se basa en la sintesis de
ADN llevada a cabo in vitro ante la presencia de didesoxirribonucledsidos
trifosfatos que terminan la cadena. En esta técnica el ADN polimerasa se
utiliza para producir copias parciales de fragmentos de ADN para ser
secuenciados. Estas reacciones de replicacion de ADN tienen lugar en
condiciones que garantizan que las nuevas cadenas de ADN terminaran
cuando se alcance un determinado nucleétido (A, G, C, o T). Este método
produce un grupo de copias de ADN diferentes que terminan en cada una de

las posiciones en la molécula original de ADN, y de esta forma difieren en
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la longitud por un sélo nucle6tido. Estas copias de ADN pueden separarse
sobre la base de su longitud mediante electroforesis en gel y se puede
determinar la secuencia de nucle6tidos del ADN original a partir del orden

de estos fragmentos de ADN en el gel (Alberts et al., 2007).

Regidn para secuenciar 5' fems CATGAGCTATAGAATGGCA s 3'

(ssDNA) ™

- DNA-polimerasa Cebador
- dATP, dGTP, dCTP, dTTP
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Figura 8. Esquema de secuencia del método de secuenciacién

basado en el uso de terminadores de cadena. (Perera et al., 2002)

El advenimiento de técnicas de secuenciacion a gran escala aliment6 la
esperanza de poder secuenciar genomas completos. La dificultad para
ensamblar los miles a millones (segln el tamafio del genoma) de segmentos
secuenciados en bloques contiguos y luego asignarle la posicién correcta en

los cromosomas. Para ello se requiere del desarrollo de protocolos de
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secuenciacion automatica y de algoritmos computarizados complejos desde

el punto de vista matematico. (Voet et al., 2016)
2.1.5.4. Secuenciacion automética

Este proceso puede utilizar ddNTP, que se identifican con una sustancia
fluorescente de otro color en lugar de marcandolos radioactivamente, o bien
con un iniciador de secuenciacion marcado en el extremo 5’ con una
sustancia colorante. En caso de que existan ddNTP marcados de diferente
forma, se puede producir la reaccion en un tubo de ensayo y la muestra se
separara en un gel capilar (una fibra hueca ultrafina de la electroforesis
capilar), y se escaneara con un rayo laser. El laser excita los colorantes
fluorescentes que emiten diferentes variantes de color (color pattern) para
cada nucleétido. Un detector de fluorescencia registra las sefiales emitidas
por las bandas individuales y un ordenador convierte las cuatro sefiales de
colores diferentes en la secuencia de ADN (Figura 9). Con la electroforesis
capilar, en lugar de la electroforesis en gel para la separacion, en sélo cuatro
horas se pueden analizar unos 40000 nucleétidos con 96 capilares
(Renneberg, 2008)
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Figura 9. Secuenciacion automética de ADN con elevado rendimiento (high throuhput
sequencing) (Renneberg, 2008).

El primer paso dado hacia ella consistio en la utilizacion de un sistema mas
adecuado para el revelado de las bandas elongadas enziméticamente: la
autorradiografia fue sustituida por la fluorescencia, producida por
excitacion con laser de un fluor6foro apropiado y medida por un sensor
situado en la base del gel y capaz de detectar las bandas de ADN conforme
pasan ante él. Una limitacion a este procedimiento de marcaje es la baja
relacion sefal/ruido que se obtiene cuando se trabaja con pequefias
cantidades de ADN. La solucion al problema se alcanz6 desarrollando una
estrategia de amplificacion de monohebra por PCR; utilizando una

polimerasa termorresistente (como la ADN-polimerasa taqg), un exceso de
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cebador y siguiendo un ciclo de temperaturas adecuado, se consiguen

grandes rendimientos en los productos de elongacion.

En la primera generacion de estos analizadores automaticos de secuencias o
secuenciadores, el marcaje fluorescente va incorporado en el cebador; se
utilizan cuatro compuestos fluorescentes con diferente espectro de emision
para marcar al mismo cebador de manera discriminable; cada reaccion de
elongacion se realiza a partir del cebador marcado con uno de los cuatro
compuestos para, a continuacion, unir las cuatro reacciones y aplicarlas,
juntas, en la misma calle de gel de secuencia. A medida que las bandas de
ADN atraviesan ante el sensor, el tipo de fluorescencia es detectado y a
partir de €l se puede deducir la reaccion de donde proviene y por tanto el
terminador que incorpora. La secuencia del ADN se deduce
simultaneamente al avance de la electroforesis. Puesto que cada
experimento no utiliza mas que una calle de gel, en la misma electroforesis

se puede analizar varias muestras simultaneamente.

En una segunda generacion de secuenciadores, el compuesto fluorescente va
unido al andlogo terminador de cadena: cada uno lleva un fluoréforo
distinto y diferenciable, y es incorporado a la cadena en crecimiento por la
polimerasa, cumpliendo a la vez dos objetivos: detener la elongacion y unir
el marcaje a la molécula. Este sistema tiene importantes ventajas: la primera
es que no necesita cebadores especificos marcados de forma diferenciable,
sino que puede utilizar cebadores convencionales, universales o
particulares. La segunda es que la elongacion del cebador puede hacerse en
una Unica reaccion en presencia de los cuatro terminadores marcados;
puesto que la incorporacién de un terminador concreto es detectable por su
marcaje especifico, no es necesario llevar a cabo cuatro reacciones
separadas. El método de deteccion de los fluor6foros es el mismo que en la
version anterior. (Perera et al., 2002)

La posibilidad de usar un fluorocromo distinto en cada una de las 4
reacciones de sintesis permite automatizar el método, de forma que se lean
simultdneamente las hebras marcadas componentes de las 4 mezclas.
Ademas, esta lectura de la fluorescencia se puede hacer en continuo, con lo

que la electroforesis sigue transcurriendo, las moléculas de menor tamafio,
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ya detectadas, salen por el extremo inferior del gel, y se sigue consiguiendo
la separacion de moléculas mayores en el gel, de modo que se amplia el
namero de nucledtidos que es posible secuenciar en un solo experimento
(Herraez, 2012).

La secuenciacion del ADN esta ahora completamente automatizada:
mecanismos de robotica mezclan los reactivos y luego cargan, corren y leen
el orden de las bases de los nucleétidos en el gel. Cada uno estd marcado
con un marcador fluorescente de color diferente; de este modo las cuatro
reacciones de sintesis pueden ocurrir en el mismo tubo y los productos
pueden separarse en una sola calle sobre un gel. Un detector posicionado
cerca de la base del gel lee y registra el color de la marca fluorescente sobre
cada banda a medida que ésta se mueve por delante de un ordenador

almacena la secuencia para su analisis posterior (Alberts et al., 2007).

ddTTP ddATP ddCTP ddGTP
Gracias al empleo de 4
fluorocromos diferenies, se puede
combinar el resultado de las 4
reacciones y aplicar la mezclaa
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Figura 10. Secuenciacion mediante el uso de

fluorocromos (Herraez, 2012).

En la siguiente figura se muestra una minima parte de los datos obtenidos
de una secuenciacion automatica como aparece en la pantalla del ordenador.
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Cada pico coloreado representa un nucleétido de la secuencia de ADN;
puede leerse un fragmento de la secuencia de nucledtidos entre las
posiciones 173 y 194 en relacion con el comienzo de la secuencia. Este
ejemplo es tomado a partir del proyecto internacional que determind la
secuencia completa de nucledtidos del genoma de la planta Arabidopsis
(Alberts et al., 2007).
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Figura 11. La secuencia del ADN automatizada.
(Alberts et al., 2007).

2.1.5.5. Electroforesis capilar

El término de electroforesis capilar EC define de forma amplia varias
técnicas relacionadas que consiguen separaciones de gran eficacia de iones,
incluyendo macroiones. Todas las técnicas utilizan capilares estrechos (con
un diametro de 20-200 um) en los que se separan los iones de acuerdo con
su desplazamiento desde una cdmara con un amortiguador, su paso por el
detector hasta la camara de destino con un amortiguador (Figura 12). El
equipamiento necesario para realizar una EC es mas caro, y, por tanto, no
tan accesible que el que se requiere para la electroforesis en gel. A pesar de
esto, para el anélisis de biomoléculas, la EC ofrece muchas ventajas sobre la
electroforesis tradicional. La necesidad de emplear potenciales bajos como

25 V/cm para evitar el dafio por el calor a la muestra es la principal
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limitacion para conseguir separaciones eficaces mediante los métodos de
electroforesis en gel descritos anteriormente. Dado que, en la EC, los
capilares tienen un gran cociente superficie/volumen, el calor se disipa de
forma eficaz y pueden utilizarse potenciales mucho mayores como 500
V/cm. De esta forma aumenta espectacularmente la eficacia de las
separaciones. Los tiempos de analisis (generalmente 5-30 minutos) son
cortos; solo son necesarios 10-100nL de muestra y la deteccion es inmediata
y facilmente automatizable. Por estas razones, se ha empleado la EC como
técnica analitica en los estudios gendémicos para obtener analisis de
secuencia rapidos de grandes moléculas de ADN. Los experimentos de EC
méas simples utilizan capilares de silice fundida con un amortiguador
adecuado y el catodo como electrodo de destino (figura 12). Los capilares
con distintos recubrimientos, asi como los rellenos de gel, permiten
experimentos mas sofisticados, como el enfoque isoeléctrico y la

electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (Mdiller, 2008).

Integrador
Capilar u ordenador

|

. , “' A B —— Cétodo
Anodo D e vy | : i
Amortiguador_}/ |z i IOGHECE
\;ial de origen Vial de muestra : ; Vial de destino
Fuente de alimentacién
¥t dea_lgpvoltaje,

Figura 12. Experimento sencillo de electroforesis capilar. Se introduce
la muestra en el capilar desde el vial de la muestra. El extremo del
capilar con la muestra se coloca luego en el vial de la fuente y se aplica
alto voltaje. Los componentes de la muestra se separaran segun vayan
desplazandose hacia el vial de destino. (Miiller, 2008)
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2.1.5.6. Secuenciacion de ultima generacion

En los Gltimos afios los avances tecnolégicos han conducido al desarrollo de
una secuenciacion de ultima generacion (next generation sequencing, NGS)
y han logrado que el nimero de pares de bases nitrogenadas que se pueden
secuenciar haya crecido exponencialmente. De forma eficiente se ha podido
obtener el genoma completo de un individuo. Ademas, esta tecnologia de
secuenciacion permite el cribado exhaustivo de numerosas variaciones
presentes en el genoma a partir de un Gnico experimento, acelerando de
forma impresionante la identificacion de mutaciones en muchas

enfermedades.

En estos momentos existen en el mercado distintas plataformas de NGS
(MMumina Hi Seq System, lon Torrent, SOLid 5500 System, GS Flex
Titanium, etc) que difieren en distintos aspectos técnicos, como el tiempo
de carrera (de horas a dias) o el rendimiento de la secuenciacién
(megabases/carrera). Salvando estas diferencias técnicas, el fundamento de
todas ellas es bastante similar. EI ADN se fragmenta y mediante ligacion se
le afaden unas secuencias adaptadoras en sus extremos. Los distintos
fragmentos de ADN que se obtienen se amplifican y se agrupan juntos
como entidades para secuenciar. La secuenciaciéon se efectlia alternando
ciclos de terminacidn reversible ciclica con otros de toma de imagenes, que
se consiguen gracias a los nucleotidos que se incorporan en la reaccion, ya
que se pueden visualizar porque Se marcan previamente con un
fluorocromo. Existen otras modalidades de NGS para la identificaciéon de

alteraciones entre otras:

» Secuenciacion del genoma (whole genome sequencing, WGS), que
analiza deleciones, inserciones, alteraciones en el numero de copias,
translocaciones y cambios de bases que se producen en todo el genoma.
En ocasiones y partiendo de la premisa que solo el 1,5% del genoma
humano es codificante, se realiza una captura solo de estas regiones
(exoma) y se secuencian aproximadamente unos 21.000 genes (whole

exome sequencing, WES).
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» Secuenciacion del transcriptoma (ARN-Seq), que permite conocer la
expresion genica, el splicing o ensamblaje de exones alternativo y
pequefias moléculas de ARN que participan en la regulacion génica
(ARNmMI).

» Secuenciacion del ADN tras sus modificaciones con bisulfito (whole
genome bisulfite sequencing, BS-Seq), que permite analizar las
regiones silenciadas del genoma mediante metilacion (Mérida y
Moreno, 2015).

Actualmente las plataformas de secuenciacion masiva se utilizan
fundamentalmente en el campo de investigacion, aunque al trepidante ritmo
que evoluciona esta tecnologia y con la fiabilidad creciente de los resultados
obtenidos, se espera que la NGS adquiera en un futuro cercano un papel
relevante en otros campos, como la farmacogendmica y el diagndstico

genético (Mérida y Moreno, 2015).

Avances recientes en la tecnologia de secuenciacion de ADN, las
denominadas plataformas de secuenciacién de proxima generacion (NGS),
han reducido de modo notorio el costo de secuenciacion de ADN por cada
base. La secuencia inicial del genoma humano cost6 alrededor de 350 000
000 ddlares, se estima que el costo de secuenciar el mismo genoma humano
diploide de 3x109 bp usando las nuevas plataformas de NGS es <0.03% del
original. Esta notoria disminucion del costo ha estimulado diversas
iniciativas internacionales para secuenciar los genomas enteros de miles de
individuos de diversos trasfondos raciales y étnicos con el objeto de
determinar la magnitud verdadera de polimorfismos de ADN/genomas
presentes dentro de la poblacion. La abundante informacion genética
resultante y el costo siempre decreciente de la secuenciacion de ADN
gendmico estd incrementando de manera notoria la capacidad para
diagnosticar y finalmente tratar la enfermedad en seres humanos.
Obviamente, cuando la secuenciacién del genoma personal se haga comun,
habra cambios notorios en la practica de la medicina, porque finalmente se
haran terapias a la medida para conformacion génica exacta de cada
individuo (Murray et al., 2013).
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2.1.5.7. Andlisis de bases de datos de ADN y proteinas.

La gestion y el andlisis de la gran cantidad de datos que se han generado al
aplicar las Ultimas tecnologias en el estudio del material genético
(secuenciacion, microarrays, etc) requieren la utilizacién de multitud de
programas informaticos disefiados especificamente. Por este motivo
aparecio el concepto de bioinformatica, por el que se entiende la aplicacion
de la tecnologia informéatica al ordenamiento, estructuracion, gestion y
analisis de los datos bioldgicos. Muchos son los campos que requieren el
uso de programas bioinformaticos. Algunos ejemplos se citan a

continuacion:

» Anadlisis de secuencias. El resultado de la secuenciacion es la obtencion
de una parte de la informacién genética de un organismo en forma de
secuencias de nucleétidos. Una vez obtenida esta cantidad de datos es
posible realizar, con la ayuda de programas bioinformaticos, procesos
como el alineamiento de las secuencias, la localizacién de las regiones
codificantes (exones), la deteccion de variantes polimorficas vy
mutaciones y la obtencion de la secuencia proteica que corresponde a
ese orden de nucledtidos. Actualmente, el uso de la NGS ha creado la
necesidad de desarrollar software cada vez mas potentes que permitan
el andlisis de la gran cantidad de datos obtenidos en forma de miles de
secuencias.

» Anotacion de genomas. A través de distintos programas
bioinformaticos se puede determinar el inicio y el fin de un gen, los
elementos repetitivos que pueden existir, asi como encontrar deleciones
0 duplicaciones y también localizar las zonas del genoma que pueden
dar lugar a ARN ribosémico (ARNr), ARN de transferencia (ARNt) y
ARN nucleolar (ARNnN).

» Prediccion de la estructura y funcion de las proteinas. La secuencia de
aminoéacidos obtenida a partir de la secuencia nucledtida del ADN da
lugar a la estructura primaria de la proteina. Esta estructura determinara
en parte la funcién que adquiera dicha proteina. Las herramientas
bioinformaticas actuales permiten determinar que partes de una
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proteina son importantes en la formacion de su estructura y en su
funcion.

» Localizacion de sitios de restriccion. Las enzimas de restriccion tienen
la capacidad de reconocer una secuencia nucledtida caracteristica y
cortar el ADN en ese punto concreto. El estudio detallado de la
secuencia de nucledtidos mediante herramientas bioinformaticas
permite establecer la localizacion precisa de las regiones del genoma
susceptibles a la actualizacion de las enzimas de restriccion. Esta
informacién facilita un disefio experimental adecuado y la obtencion
posterior de mejores resultados.

» Prediccion de las interacciones proteicas en los complejos sistemas
bioldgicos. Para profundizar méas en la funcién de las proteinas existen
distintos programas que permiten, a través de la informacién
almacenada en distintas bases de datos, establecer su ubicacion en la
célula, su relacion con otras proteinas, regulacion, etc. De esta forma se
obtienen redes de interaccion entre proteinas (pathways), que resultan
muy Utiles en los estudios de funcionalidad proteica (Mérida y Moreno,
2015).

2.1.5.8. Bases de datos

Las anteriores aplicaciones bioinformaticas se apoyan en la comparacion de
los nuevos datos que aporta la experimentacion con los descritos con
anterioridad. Estas son accesibles para la comunidad cientifica a través de
internet mediante un sistema general de almacenamiento en los
denominados bancos de datos. Algunas de las bases de datos de uso

cientifico mas importantes son:

» University of California, Santa Cruz (UCSC): la base de datos UCSC
Genome Browser fue desarrollada y mantenida por el Grupo de
Bioinformatica del Genoma, un equipo interdepartamental de la
Universidad de California. Este sitio contiene las secuencias de
referencia y borradores de secuencias de una gran cantidad de genomas.
La funcion del Genome Browser se desplaza para hacer zoom de
cromosomas, mostrando las anotaciones de investigadores de todo el

mundo. El Gene Sorter revela la expresién y homologia sobre familias
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de genes que pueden estar relacionados y BLAST mapea rapidamente
la secuencia del genoma.

» On Line Mendelian Inheritance in Man (OMIM): es una base de datos
que clasifica las enfermedades conocidas con un componente genético
y cuando es posible, las asocia a los genes identificados que se
consideran responsables en el genoma humano.

» Ensembl: base de datos con origen en Reino Unido que consta de un
sistema de software que mantiene anotaciones gendémicas de
organismos eucariotas. Proporciona informacion de las variantes
polimorficas y de las mutaciones a nivel de nucleotidos descritas hasta
la fecha en multitud de genes. Otras funciones importantes son la
obtencion del transcrito (ARNm) y también de la proteina a que da
lugar una determinada secuencia de ADN.

» GeneCards: base de datos integrada que proporciona informacion
precisa de todos los genes humanos conocidos.

» Base de datos de variantes gendmicas (Database of Genomic Variants):
proporciona un resumen completo de la variaciéon estructural en el

genoma humano (Mérida y Moreno, 2015).

2.1.5.9. Aplicaciones de las técnicas de biologia molecular en el diagnostico

clinico:

Existen muchas enfermedades que tienen en una o en diversas alteraciones
genéticas su causa mas probable. Tras los avances que se han logrado en las
técnicas de biologia molecular y la calidad de la tecnologia alcanzada en
ellas han demostrado que su uso resulta apropiado en parcelas como el
diagnostico clinico, por la valiosa informacion que pueden aportar en la
valoracion, tratamiento y evolucion de los pacientes en una gran variedad de
sindromes clinicos. El diagnostico molecular, como cualquier proceso de
diagndstico médico, pretende determinar la causa de una enfermedad, pero
en la biologia molecular lo hace mediante el andlisis de las posibles
alteraciones que se encuentran en la informacion genética de los pacientes a

quienes se estudia (Merida y Moreno, 2015).
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2.2. Antecedentes de la investigacion
2.2.1. Revisién de tesis universitarias

A. HERNANDEZ JESUS (2005) “Caracterizacion Molecular de especies del
género Malassezia”. (Tesis de pregrado). Universidad Catdlica de Santa
Maria. Arequipa
Como resumen de los resultados obtenidos y a modo de conclusiones se
puede indicar que:

Todas las cepas estudiadas de M. pachydermatis presentaron el mismo
patrén de bandas mediante la técnica de RAPD con el cebador M13.
Mediante la técnica de RAPD y utilizando el cebador OPT-20, las cepas de
M. pachydermatis se pudieron agrupar en cuatro genotipos.

El genotipo | fue el predominante y se detectd en cepas aisladas de
diferentes especies animales. Fue el Unico genotipo detectado en gatos,
caballos, cabra y cerdo.

Los genotipos I, 111, IV solo se observaron en cepas aisladas del conducto
auditivo externo de perros. Los genotipos Il y IV se observaron solo en
cepas aisladas de otitis, mientras que las del genotipo Il fueron aislados de
un perro sano.

En los arboles construidos basados en el analisis comparativo de las
secuencias de los fragmentos génicos D1/D2 26S e ITS-5.8S del DNA
ribosomal, las 20 cepas lipodependientes se agruparon en cuatro grupos
filogenéticos, que incluian las mismas cepas.

Tres de las cepas procedentes de diferentes especies animales se agruparon
con la especie tipo de M. sympodialis.

Un segundo conjunto de cepas (grupo 1), procedentes mayoritariamente de
caballos, se agrupo con la secuencia D1/D2 conocida como “M.equi”, que
carece de una descripcion vélida.

El grupo 11l estaba formado por aislamientos procedentes de cabras. Todas
las cepas presentaron las secuencias de las regiones D1/D2 e ITS-5.8S
completamente idénticas y claramente diferentes a la especie tipo de M.
sympodialis.

Las cepas pertenecientes al grupo IV, aisladas principalmente de gatos,
presentaron secuencias D1/D2 26S e ITS-5.8S practicamente idénticas,
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mostrando secuencias ITS1 idénticas a la especie tipo M. nana y secuencias
D1/D2 muy parecidas.

Algunas de las cepas estudiadas presentaron suficiente variacion para
poderlas definir como nuevas especies siguiendo el concepto de especie
filogenética. No obstante, consideramos que debemos seguir analizando
otros grupos de genes con el fin de poder determinar que la divergencia
entre nuestras cepas y M. sympodialis es suficiente para describir nuevas
especies.

Utilizando el analisis de las secuencias de los D1/D2 y los ITS, las cepas
lipodependientes asociadas con procesos patologicos de la piel no se
diferencian genéticamente de las cepas procedentes de piel sana.

Algunas de las cepas estudiadas presentaron suficiente variacion para
poderlas definir como nuevas especies siguiendo el concepto de especie
filogenética. No obstante, consideramos que debemos seguir analizando
otros grupos de genes con el fin de poder determinar que la divergencia
entre nuestras cepas y M. sympodialis es suficiente para describir nuevas
especies.

B. QUISPE DORA (2012) “Identificacion y caracterizacion molecular de
secuencias homologas al T-DNA del plaésmido Ti de Agrobacterium spp.
Insertados en el genoma de Ipomoea batatas (L.) Lam camote y especies
silvestres relacionadas”. (Tesis de pregrado). Universidad Catolica de Santa
Maria. Arequipa
La transferencia horizontal de genes (HGT) ha sido uno de los temas mas
debatidos en biologia evolutiva durante las Ultimas dos décadas debido a
que esto ha desafiado considerablemente nuestra vision acerca de la historia
evolutiva de los genomas. En el caso de organismos procariotas como las
bacterias, la adquisicion de genes de otros individuos alejados
filogenéticamente les ha permitido producir genomas extraordinariamente
heterogéneos y dinamicos cambiando por tanto, la ecologia y la
patogenicidad de las especies bacterianas (Maiden 1998; Gogarten et al.,
2002; Ochman et al., 2000). En eucariotas también se ha registrado la
ocurrencia de eventos de HGT, los cuales incluyen a un gran nimero de
genes provenientes de varios donadores en los rotiferos de la clase

Bdelloidea (Gladyshev et al., 2008) o la transferencia de genes de la
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bacteria intracelular Wolbachia dentro del genoma de sus hospederos
artropodos (Hotopp et al., 2007). En plantas, el modelo mejor conocido
sigue siendo el del género Agrobacterium cuyo mecanismo de infeccion
involucra la transferencia e integracién de una region del pldsmido Ti al
genoma de la célula vegetal. EI impacto de este hallazgo ha tenido grandes
aplicaciones en diversos campos de la biologia vegetal, agricultura y
biotecnologia. Sin embargo, el descubrimiento de secuencias homologas al
T-DNA del plaésmido Ri de Agrobacterium rizhognenes en el genoma de
especies del género Nicotiana (White et al., 1983; Furner et al., 1986),
Daucus carota “zanahoria” (Spano et al., 1982) y Convulvus arvensis
(Tepfer, 1982) han evidenciado que la ocurrencia de este tipo de eventos
actla como una fuerza significativa en la evolucion de genomas eucariotas
(Richardson y Palmer, 2007; Bock, 2010; Talianova y Janousek, 2011). La
importancia de estos hallazgos incrementa la necesidad de realizar mas
investigaciones para entender el mecanismo de flujo horizontal de genes a
través de bacterias en la evolucion de plantas superiores, por lo que el
presente trabajo de tesis pretende identificar y caracterizar la presencia de
secuencias homologas al T-DNA del plasmido Ti de Agrobacterium spp. en
el genoma de Ipomoea batatas (L.) Lam “camote” y especies silvestres
relacionadas, con el fin de evidenciar la ocurrencia de eventos de HGT en

este género y el posible impacto de este hallazgo en su evolucién.

C. THOMPSON CAROLINA (2013) “Estudio de la diversidad genética en
poblaciones de Babesia bigemina de diferentes regiones geograficas”.
(Tesis de pregrado). Universidad Catolica de Santa Maria. Arequipa.

La babesiosis bovina es una enfermedad enzodtica causada por protozoarios
Apicomplexa del género Babesia transmitidos por diferentes especies de
garrapatas. En Argentina, esta enfermedad es provocada por B. bovis y B.
bigemina, ambas trasmitidas por la garrapata de los bovinos Rhipicephalus
microplus. La babesiosis genera importantes pérdidas econdémicas a la
produccion bovina por provocar pérdidas de peso, abortos, costos de
tratamiento y frecuentemente la muerte.

La caracterizacion molecular de aislamientos de B. bigemina es

fundamental para realizar estudios epidemioldgicos, desarrollar pruebas
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para diagnéstico y sintetizar nuevas vacunas. En este trabajo se
seleccionaron clones biologicos a partir de una cepa patdgena y una cepa
atenuada de B. bigemina, ambas adaptadas a la multiplicacion continua in
vitro, utilizando diluciones limite. Estos clones fueron Utiles para establecer
la constitucion genética de aislamientos y cepas de referencia, comparar
clones con diferente fenotipo de virulencia, evaluar distintos marcadores
moleculares, y caracterizar aislamientos silvestres. Se trabajo con 7 clones
bioldgicos terciarios derivados de la cepa patdgena BbiS2P-i y 5 de la cepa
atenuada BbiS1A-i. El estatus de virulencia de los clones se evaluo in vitro
e in vivo. Se compararon mediante HRM y/o secuenciacion los genes 18S
rARN, rap-1c y gp45 y las regiones intergénicas ITS y diferentes secuencias
repetitivas en clones y cepas silvestres. Los clones no mostraron diferencias
geneéticas con sus parentales, pero si una reduccion de haplotipos con
respecto a las cepas originales mantenidas in vivo. Las regiones
polimorficas de los marcadores moleculares permitieron diferenciar las
cepas de diferentes regiones geograficas. Las mutaciones observadas en el
gen 18S rARN se ubicaron en su mayoria en la region hipervariable de la
hélice E23-1, mientras que la zona polimérfica del gen rap-1c se ubico en el
extremo 3’. El gen gp45 no pudo utilizarse debido a la falta deteccion en
una cepa y las regiones ITS mostraron elevado polimorfismo. S6lo 3msy 1
MS permitieron diferenciar clones con diferentes genotipos y fenotipos.
Estos marcadores también permitieron agrupar clones y cepas por su
fenotipo de virulencia. El andlisis simultaneo de las secuencias de los genes
18S rARN vy rap-1c de los clones bioldgicos, confirmé que solo ciertas
subpoblaciones de Babesia prevalecen durante la adaptacion in vitro, lo que
genero una reduccion del nimero de haplotipos. En conclusion, los clones y
los marcadores moleculares seleccionados permitieron establecer la
diversidad existente entre cepas obtenidas de diferentes regiones de
Argentina y las diferencias relevantes con las cepas de Australia e Israel.
Este trabajo establece la base para definir la importancia de la patogenia de
B. bigemina en infecciones naturales. Deberan evaluarse nuevos marcadores
moleculares para el estudio de los aislamientos de casos naturales que

ocurren en diferentes regiones enzooticas.
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D. CONCHA DANIELLA. (2014) “Identificacion de la etiologia de abscesos
subcutaneos (Linfadenitis) en cuyes (Cavia porcellus) en etapa de
crecimiento mediante aislamiento microbioldgico en la seccion D2 de la
Irrigacion de Majes — 2013”. (Tesis de pregrado). Universidad Catdlica de
Santa Maria. Arequipa.

Con el fin de determinar el agente etiologico de Linfadenitis de abscesos
subcutaneos en cuyes en el distrito de Majes, provincia de Caylloma,
departamento de Arequipa, se tomaron muestras aleatorias de 50 animales
en crecimiento.

Tomando en cuenta que la produccion de cuyes es una de las principales
actividades en la zona de estudio, esta representa una fuente de ingresos
para los pobladores en general de esta zona, es probable que determinando
el agente etiolégico de la Linfadenitis con presencia de abscesos
subcutaneos en cuyes, brindariamos una herramienta Gtil a los productores,
ya que de esta manera podrian tomar las medidas necesarias de prevencion
y control de la enfermedad, asi se podran evitar dafios econémicos y
sanitarios que provoca esta enfermedad.

Se determind que los agentes etioldgicos de la Linfadenitis de abscesos
subcutaneos en cuyes es el Streptoccocus zooepidermicus con 90.5%,
Salmonella thyphimurium con 2%, Salmonella enteritidis con 2%,
Staphylococcus aureus con 2%, Micrococcus con 2% en la Asociacion
COPRA — Majes 2013.

Las muestras se analizaron en el Bio laboratorio VetGen mediante
aislamiento microbioldgico en agar sangre y MacConkey.

El presente estudio busco determinar el agente etioldgico de la Linfadenitis
de abscesos subcutaneos en cuyes en el distrito de Majes, provincia de
Caylloma, departamento de  Arequipa, mediante aislamiento
microbioldgico, con el fin de aportar informacion para futuros estudios

epidemioldgicos relacionados a esta enfermedad.
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2.2.2. Otros trabajos de investigacion

A. NECOCHEA, R. Y CANUL, J. (2004) “Secuenciacion de 4&cidos
nucleicos”. (Proyecto de Investigacion). Universidad Nacional Autéonoma
de México. México
El lento y tortuoso progreso que acompario los inicios de la investigacion de
los &cidos nucleicos es representativo de lo limitado de las técnicas y la falta
de facilidades en los periodos tempranos de la bioquimica. Las dificultades
encontradas por los investigadores fueron muchas. Era dificil asegurar la
homogeneidad del material de trabajo. No existian métodos establecidos
para el estudio de macromoléculas, y tampoco pautas para el aislamiento de
unidades estructurales. Afortunadamente, algunas substancias cercanamente
relacionadas fueron sintetizadas por quimicos organicos en experimentos
que usualmente no estaban relacionados con los acidos nucleicos. Si la
investigacion de los acidos nucleicos debe mucho a la quimica organica en
su periodo inicial, el trabajo conjunto de la biologia y la quimica han hecho
de la investigacion contemporanea de los &cidos nucleicos una rica fuente
de descubrimiento e invencién que ha transformado y mejorado la
condicion humana. En general, los acidos nucleicos son polimeros lineales
de nucledtidos. Pueden tener desde 80 nucleotidos, como en el tARN, hasta
méas de 108 pares de nucleétidos en un cromosoma eucariético. El
cromosoma de Escherichia coli tiene 4 x 106 pares de bases, 4Mpb. El
ADN genémico de una sola célula humana tiene 3,900 Mpb. A un
laboratorio de la mitad de la década de los setentas le habria tomado dos
meses secuenciar 150 nucleotidos.

Actualmente, un laboratorio especializado es capaz de secuenciar varios
millones de nucledtidos al dia. Desde esta perspectiva, resulta notoria la
capacidad de secuenciacion de 4&cidos nucleicos de las tecnologias
disponibles actualmente. Y es principalmente, el desarrollo y la
automatizaciéon de los métodos fisicoquimicos de macromoléculas
biolégicas, en general, lo que ha permitido lograr estos avances en el
conocimiento del material genético.

A finales del siglo pasado, se secuenciaron los primeros genomas,

correspondientes a las bacterias Haemophilus Influenzae y Mycobacterium
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genitalium. Esfuerzos mas recientes han permitido la determinacion de
secuencias gendmicas mas complejas. EI primer eucarionte secuenciado fue
Saccharomyces cerevisiae. Posteriormente se reportaron las secuencias de
los genomas de Caenorhabditis elegans, de Drosophila melanogaster y de
Arabidopsis thaliana. A principios del afio 2001, dos grupos, de manera
simultanea e independiente, reportaron la secuencia del genoma humano, y
a fines del afio 2002 se reportd el genoma del raton y del arroz. Con la
determinacion de la secuencia nucleotidica del genoma humano y la de
otros organismos nos hemos enfocado en el conocimiento de la célula.
Conociendo la secuencia de todos los genes de un organismo, es posible
deducir su proteoma. Asimismo, con la informacion que se tiene, es posible
empezar el estudio integral y global de las redes metabdlicas y conocer la
manera en que una célula regula la expresion genética en diferentes
condiciones metabolicas. Sin embargo, este nuevo conocimiento es
preliminar. Si bien podemos enlistar todos los genes de una célula, la
determinacion de las posibles interacciones entre sus productos es una meta
a largo plazo todavia.

Hay, pues, mucho mas que conocer para entender el proceso mismo de la
vida. En este trabajo se expone una breve perspectiva histérica de algunos
de los hechos que han repercutido sensiblemente en el avance de las
tecnologias para la secuenciacion de los acidos nucleicos. Desde el tortuoso
camino que llevo a la elucidacion de la estructura de la doble hélice,
pasando por los esfuerzos iniciales para desentrafiar el lenguaje del ADN (y
de la vida) y los esfuerzos mas recientes que inauguraron la era de la
gendémica. Una mirada hacia atras siempre es importante, no solo porque
ayuda a consolidar los conceptos de una materia en particular, sino también
porque se puede aprender de las experiencias de otros. Ademas, se
presentan los fundamentos teoricos y fisicos relacionados con la quimica de
los &cidos nucleicos y su secuenciacion. Finalmente, se citan algunas de las
aplicaciones que han permitido profundizar en el conocimiento del material

genético de las células.
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B. MORALES S. Y BARRIOS-ARPI L. (2017). “Composicion y
caracteristicas de la orina en cuyes (Cavia porcellus) con linfadenitis
cervical”. REVET Revista electronica de Veterinaria. Volumen 18. N°9
El examen de orina es una prueba de laboratorio simple, no invasiva y
economica que proporciona informacién valiosa para la evaluacion de
animales sanos y enfermos, pudiendo reflejar una variedad de procesos que
afectan a diversos érganos, incluyendo, pero no estando limitado, al sistema
urinario (Gregory, 2005; Archer, 2012). En caso del presente estudio, se
pretendio evaluar los cambios o alteraciones que podrian aparecer en el
analisis de orina a consecuencia de la linfadenitis cervical en cobayos,
debido a que el agente causal no sélo puede producir agrandamiento de los
linfonddulos (principalmente cervicales) sino también, algunas infecciones
pueden progresar a torticolis, neumonia y septicemia, asi como alteraciones
del tracto urinario y reproductor (Acha y Szyfres, 2003). La orina normal de
los mamiferos es de color amarillo a &mbar y la profundidad del color esta
en relacién al volumen y la concentracion de orina (Gregory, 2005). Casi la
totalidad de las muestras mostraron un color amarillo coincidiendo con el
color que aparece en condiciones de normalidad (Kraft y Durr, 2005),
variando un poco la coloracion en 3 casos (amarillo blanquecino, nacarado
y verdoso) y sélo en uno de los casos presentaba un color marrén. El color
de la orina anormal puede variar desde cambios en la tonalidad de amarillo
hasta colores caracteristicos debido a la administracion de farmacos u
oxiglobina (Gregory, 2003). La apariencia normal de la orina del cobayo es
clara a turbia, y coinciden los hallazgos de apariencia encontrados con este
dato; sin embargo, una de las muestras mostraba una apariencia floculenta,
similar a lo encontrado en algunas aves como ratites, patos u ocas (Gregory,
2003), pudiendo estar influenciado por la cristaluria mixta y los marcados
niveles de proteinas encontrados en la orina.

La densidad de la orina es un indicador util de capacidad de concentracién
del rifion (Archer, 2012). La densidad urinaria se encontr6 en el rango de
1.003 -1.068, con una media de 1.038, coincidiendo con la densidad
urinaria normal de 1.000 a 1.040 para cobayos (Kraft y Durr, 2005). Sin
embargo, se observaron densidades superiores a 1.040 (52% de los casos),
lo cual podria ser debido a la presencia de proteinas de pesos moleculares
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bajos encontrados en la orina. En relacién a los valores de pH, estos
coincidieron con los valores referenciales para la especie, el cual es muy
alcalino debido al tipo de alimentacion recibida para este tipo de especies,
similar a los rumiantes y equinos (Benjamin, 1991). Las muestras urinarias
aleatorias contienen cantidades reducidas de proteinas (hasta 50 mg/dl) v,
asimismo, en la evaluacion de la proteinuria es fundamental localizar su
origen, si es pre-renal, renal y/o postrenal (DiBartola, 2005). Se sabe que en
casos de linfadenitis cervical es probable, aunque poco frecuente, la
afectacion de mdltiples 6rganos como pulmones, aparato urinario y tracto
reproductor caracterizado por la formacion de abscesos en estas
localizaciones (Pinochet, 1992) caracterizado por la presencia de infiltrado
celular inflamatorio  comprendido  por  células  mononucleares
predominantemente (Jubb y Kennedy, 1992) y esto podria contribuir
notablemente a la produccion de citoquinas y otras proteinas inflamatorias y
al incremento en los niveles de proteinas plasmaticas. Al realizar el analisis
de los resultados se puede determinar que el origen de la proteinuria sea
pre-renal, debido a las caracteristicas del sedimento urinario ya que no se
observaron células tubulares ni cilindros hialinos y/o granulares para
sospechar en un dafio renal ni presencia de leucocitos y células
transicionales con hallazgos de cristaluria para sospechar en un dafio del
tracto urinario bajo. Uno de los elementos mas importantes y donde se
observaron resultados variables tanto cualitativos y cuantitativos, fue en
relacion a la presencia de cristaluria. Si bien es cierto, no existen estudios
referentes a uroanalisis en cobayos, podemos deducir que la presencia de
cristales (abundantes en el 36% de los casos) podria deberse al pH muy
alcalino de la orina que contribuiria con la formacion de cristales de
diversos tipos, siendo los cristales de fosfato triple los més frecuentemente
encontrados (64% de los casos), tal como se ha reportado en otras especies
(Gregory, 2005). Finalmente, la presencia de bacteriuria es un pardmetro
dentro del andlisis de orina muy importante para definir la presencia de
infeccion urinaria en el animal. La orina vesical normal es estéril, por lo
que, la presencia de grandes cantidades de bacterias en la orina recolectada
por cateterizacion o cistocentesis sugiere infeccion urinaria (por lo usual

acompafiado de piuria) (DiBartola, 2005). En el presente estudio se reveld
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un 64% de casos de bacteriuria caracterizada por regular a abundante
cantidad de bacterias sin presencia de piuria; sin embargo, no se realizd un
cultivo bacteriano para reconocer la especie de microorganismo infectante y

confirmar la infeccion urinaria en los casos presentados.
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CAPITULO 111
3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales
3.1.1. Localizacion del trabajo
3.1.1.1. Localizacion espacial

El presente trabajo de investigacion se llevdo a cabo en la ciudad de
Arequipa, a excepcion de la secuenciacion molecular que se llevo a cabo en
el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de Harvard en USA.

Limites:

Por el norte, con la provincia de Caylloma;
Por el este, con el Departamento de Puno;
Por el sur, con la provincia de Islay;

Por el oeste, con la provincia de Camana.
Altitud: 2,335 m

Clima: Seco

Temperatura: entre los 10°C y 35°C grados.

3.1.1.2. Localizaciéon temporal

El presente trabajo de investigacion se realizé entre diciembre 2017 y
diciembre del 2018

3.1.2. Material bioldgico
4 cuyes
3.1.3. Material de laboratorio
Placas Petri
Agar sangre
Hisopos estériles

Mechero
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3.1.4. Equipoy maquinaria
Refrigeradora
Centrifuga
Céamara de flujo laminar
Vortex
Tempblock Module Heater
Magquina de electroforesis
PCR
Horno Microondas
Camara

3.1.5. Otros materiales
Cuaderno de apuntes
Camara fotografica
Mandil
Barbijo
Guantes estériles

3.2. Meétodos
3.2.1. Muestreo:

= Universo
Abscesos de cuyes que llegaron para necropsia del curso de Patologia
Veterinaria.

= Tamafio de la muestra
4 cuyes (muestreo por conveniencia)
Los elementos se eligen segun conveniencia del investigador, de un experto
y/o siguiendo un protocolo previamente establecido. Este método resulta
atil para obtener informacion inicial, generar hipdtesis, lineas de
investigacién o en estudios que no precisen exactitud (Santabarbara et al.,
2015).
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= Procedimiento de muestreo

1) Inmediatamente a su llegada al laboratorio, se procedié a iniciar un
examen clinico general en cada cuy con el fin de identificar aquellos
con las caracteristicas tipicas de la linfadenitis: abscesos en la region
del cuello con aumento del tamafio de los ganglios principalmente.
Ademas de Sinusitis, otitis, bronquitis y descargas nasales (Chauca,
1997).

2) Se realizo la eutanasia mediante la aplicacion intracardiaca de T-61.

3) Se extrajeron los linfonddulos de cada espécimen en un frasco esteril,

para procesarlos en el laboratorio de microbiologia.
3.2.2. Métodos de la evaluacion
3.2.2.1. Metodologia de la experimentacion

Aislamiento e identificacion del agente etioldgico de la muestra clinica

e Se realiz6 una incisién en cada absceso para retirar todo el contenido de
pus, seguido de un hisopado de las paredes internas del absceso.

e Se procedio a sembrar en placas con Agar sangre por 24 horas a 37°C.

e Se identificod colonias de estreptococos como laminas pequefias y
transparentes beta-hemoliticas.

e Se realizO 4 pasajes como minimo, en agar sangre; para purificar la
muestra. Es decir se transfirié la colonia de una placa hacia otra pura
por 24 horas a 37°C y asi sucesivamente.

e Agar sangre es un medio general rico en nutrientes, por lo que permitird
el crecimiento de una amplia variedad de bacterias. Ademas, es un
medio diferencial, ya que permite comprobar si la bacteria es capaz de
hemolizar los eritrocitos del medio de cultivo. Si la hemolisis que se
produce es total, se denomina beta-hemolisis. (Diaz et al., 2003)

Extraccion de ADN de la muestra

El fundamento de la extraccion es eliminar las proteinas, ya que el ADN
estd protegido por proteinas que interfieren en el proceso de amplificacién
del ADN que tiene lugar en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para mantener la integridad de la estructura de ADN se emplean reactivos
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que no provoquen roturas y mantengan lo mas entero posible el ADN, ya
que esas roturas generarian pequefios fragmentos que pueden producir
dificultades en la amplificacion.

Tecnica del fenol-cloroformo-alcohol isoamilico:

Consiste en que los acidos nucleicos al contrario que las restantes sustancias
(proteinas, hidratos de carbono, lipidos) no se disuelven en fenol. El
cloroformo y el fenol atrapan los lipidos y las proteinas y dejan el ADN
disuelto en agua. La proteina K mas SDS elimina proteinas; el fenol
cloroformo procura la separacion de las fases acuosa y organica y el
isoamilacohol o alcohol isoamilico impide la formacion de espuma. Los
pasos que se siguen son:

e Afadir un volumen igual al de la muestra de la mezcla fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y agitar con vortex.

e Centrifugar a temperatura ambiente y transferir la parte acuosa (fase
acuosa, fase superior) que contiene el &cido nucleico a otro tubo.

e Afiadir acetato sodico para facilitar la precipitacion con etanol y
después afadir etanol al 100% frio.

e Dejar precipitar a -20°C durante 30 minutos.

e Centrifugar y eliminar el sobrenadante.

e Lavar con etanol al 70% para reprecipitar.

e Centrifugar y eliminar el sobrenadante de nuevo.

e Resuspender el tampon TE (tris-EDTA) (Mérida y Moreno, 2015)

Electroforesis en gel de agarosa al 1%

La agarosa es un polisacarido natural obtenido de algas marinas es capaz de
formar geles con rigidez suficiente para ser manipuladas a partir del 0.2%.
Para formar los geles, la agarosa sélida es disuelta en tampon TBO0,5X por
calentamiento el punto de fusién de la agarosa ordinaria esta alrededor de

los 80°C. (Pacheco y Bernabé, 2012)
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Es la técnica mas utilizada para la separacion y caracterizacion de
moléculas de acidos nucleicos. Las moléculas de ADN portan una carga
negativa por lo tanto se mueven hacia el electrodo positivo durante la
electroforesis en gel. Debido a que la matriz del gel restringe la difusién
aleatoria de las moléculas las que son del mismo tamafio migran juntas
como una banda, cuyo ancho es igual a la del carril donde se coloco
originalmente la muestra. Las moléculas pequefias se mueven a través de la
matriz mas rapidamente que las mas grandes, de manera que las moléculas
de diferentes longitudes migran como bandas distintas. Para moléculas mas
grandes alrededor de 200 nucleotidos a 20kb se recomiendan usar geles de
agarosa. Para moléculas entre 10 a 2 mil nucleotidos se puede optar por la
electroforesis en gel de poliacrilamida. Un método comun para visualizar
bandas de ADN separadas en un gel consiste en incubar el gel en solucién
que contiene el colorante fluorescente Bromuro de Etidio (Lodish et al.,
2016)

Amplificacién del ADN

La reaccion de amplificacion consiste en la repeticion de un ciclo integrado
por tres fases:

Desnaturalizacion del ADN molde mediante la elevacion de la temperatura,
con el fin de permitir la subsiguiente union de los fragmentos cebadores.
Hibridacién de cebadores, reduciendo la temperatura se induce la unién de
cebadores a las zonas complementarias del ADN desnaturalizado. Cada
cebador es un oligonucle6tido monocatenario de secuencia idéntica a una
corta region de cada una de las dos hebras, localizadas en las posiciones

extremas de la region que se requiere amplificar. Tras la union de cada
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cebador a su secuencia complementaria, se forma una estructura
monocatenaria cebada, sustrato de las polimerasas.

Elongacion, llevando la disolucion a una temperatura adecuada y en
presencia de un gran exceso molar de los cuatro dNTPs, la polimerasa
elonga el sustrato cebado. En los primeros ciclos se sintetizan moléculas
largas, pero en repeticiones posteriores, la elongacion empezard a
encontrarse limitada por la longitud del molde que, a su vez, aparecera
fijada por el segundo cebador. A medida que se repite el ciclo, la mezcla de
productos se enriquece progresivamente en la especie molecular que
incorpora en sus extremos a ambos fragmentos cebadores. (Perera et al.,
2002)

Secuenciacion de las cepas bacterianas aisladas

Se obtuvo 4 secuencias del gen 16 ribosomal de las 04 cepas bacterianas
aisladas a partir de abscesos cervicales de cuyes mediante el Secuenciador
automatico ABI 3730XL.

Se empled la secuenciacion ciclica, en una reaccion similar a la de
amplificacion que utiliza un unico iniciador por reaccion y terminadores
marcados con fluorocromos adecuados, que interrumpirdn la sintesis de
manera aleatoria, y facilitaran la deteccién posterior de los fragmentos
interrumpidos. EI numero de bases generadas por un secuenciador
automatico es de 500 a 900, dependiendo del capilar utilizado en la
electroforesis. Sin embargo, la secuencia obtenida podra contener errores
y/o presentar posiciones ambiguas (indicadas por N). Por ello, la obtencion
de la secuencia definitiva requiere la evaluacion de los electroferogramas y

la alineacidn de la cadena directa con la reversa, para resolver las posibles
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discrepancias. Ya se ha indicado que la identificacion de una bacteria a
nivel de especie no requiere necesariamente la secuenciacion del ADNr 16S
completo. De hecho, aunque existen posiciones filogenéticamente
informativas a lo largo de todo el gen, la mayor variabilidad se concentra en
las primeras 500 bases, correspondientes al extremo 5. Generalmente, esta
secuencia de 500 bases sera suficiente para la correcta identificacion de un
aislado clinico, necesitandose Unicamente 2 iniciadores. (Rodicio y
Mendoza, 2004)

Andlisis de las secuencias

Las secuencias de cada cepa fueron analizadas y comparadas con las
secuencias existentes en la base de datos del GenBank, utilizando el
algoritmo BLAST (www.ncbi.nlm.gov/BLAST) y Sequence Match.

Para descubrir secuencias homologas se pueden utilizar los bancos de datos,
cuando se determina por primera vez la secuencia de una proteina, al
compararla con todas las secuencias previamente caracterizadas puede
aportar muchisima informacion sobre sus parentescos evolutivos y por
consiguiente, sobre su estructura y funcién. Los buscadores de secuencias
homologas en bancos de datos muy frecuentemente operan utilizando los
recursos disponibles en la pagina de Internet del Centro Nacional de

Informacion en Biotecnologia (www.ncbi.nih.gov). Al procedimiento

utilizado se le conoce como buscador BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool, Instrumento de bdsqueda de Alineamientos locales basicos).
La secuencia a investigar se escribe o se pega dentro del sitio web de
confrontacién y se ejecuta la busqueda. Un buscador BLAST aporta una

lista de alineamientos de secuencias cada una acompafiada de una
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estimacion de la probabilidad de que el alineamiento presentado sea debido

al azar. (Stryer, 2015)

La filogenia se realizd mediante el método neighbor joining por Saito y Nei

y el modelo Kimura-2.

3.2.2.2. Recopilacion de la informacion

= En el laboratorio
= En labiblioteca

= En otros ambientes generadores de la informacion cientifica
3.2.3. Variables de respuesta
3.2.3.1. Variables independientes
Agente etioldgico causante de linfadenitis en cuyes
3.2.3.2. Variables dependientes

Secuencia de nucledtidos que caracteriza al agente etiolégico causante de
linfadenitis.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion Microbiologica. Electroforesis del ADN gendémico en gel agarosa al

1% con el método fenol — Cloroformo

Imagen Nro. 1: Electroforesis mostrando barras resaltadas con el ADN bacteriano, del
gen RNAr 16S como resultado de las amplificaciones de las diferentes muestras en estudio
utilizando un control positivo y marcadores. Las bandas en estudio corresponden a las

cepasdelalalad4.

Primers bacterianos usados para el PCR:
8F- 5>-AGGAGTTGATCCTGGCTCAAG-3’
149r — 5>-GTTACCTTGTTACGACTT-3’

Secuenciacion Molecular de la bacterias aisladas a partir de abscesos cervicales en

cuyes (Cavia porcellus)

Secuencias del Gen 16S Ribosomal de las 04 cepas bacterianas, obtenidas del
secuenciador automatico ABI 3730XL, secuencias del gen 16s ribosomal de las

bacterias de la 1 a la 4 aisladas a partir de abscesos cervicales de cuyes.
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4.1. Secuencia de Cepa 156M1_27F

NNNNNNNNNNNNNNCNANACNTGCAGTGGAACGCACAGATGATACGT
ANCTTGCTACAATTATCTGTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGG
TAACCTAGCTTATAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACC
GCATAAAAGTGGTTGACCCNTGTTAACCATTTAAAAGGAGCAACAGCT
CCACTATGAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTANGGTAAAGG
CCTACCANGGCGACGATACATAGCCNACCTGAGAGGGTGAACGGCCAC
NCTGGGACTGAGACACGGNCCANACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCNGCAATGGGGGGAACCCTGACCGAGCAACGCCNCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGAGAAGAACAGTGAT
GGGAGTGGAAAGTCCATCATGTGACGGTAACTAACCAGAAAGGGACGG
CTAACTACNTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTC
CGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAANTCTGAA
GTTAAAGGCAGTGGCTTAACCATTGTATGCTTTGGAAACTGTTAAACTT
GANTGCANAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCNT
ANATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGANNCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTANATACNC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGCTGAGTGCTNNTGTTAGGCCCTTTCCNG
GGCTTANTGCCGTANCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGA
NCGCANGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAANCGGT
GNAGCATGTGNNTTAATTCNAAGCAACNNNNANANNCTTACCNNGNCT
TGACNTCCCNATGCNNTTCTTAGANANNNNNNTTACTTNNGGTACNNTN
NAGANNNGNNGNNCANNGNNNNCNNCNNCNCNTGNCNNNAGANGNTN
GGGNTTNANNCCCNCANNANCGCANCNNTNANTNNNANNNNNNTCNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGN
NNANNNNGNNNANNNANNNNNNCNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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4.2. Electroferograma de la cepa 15M1_27F

La muestra Nro. 1 identificada como 15M1-27F fue analizada por electroforesis
capilar en el secuenciador automatico ABI 3730 XL DNA Analizer que traduce las

sefiales fluorescentes en la secuencia de bases correspondiente.

Model 3730 File: Sample15M1_27F.abl Signal G:1221 A:1928 T:1715 C:1688
A KB.bcp Ay KB_3730_POP7_BDTv3.mob
RIO 6258000-04 6258002-04 60SBO0BDIEAGEBABOR15ML_27F_PCR1035exp1 272 no 'MTXF field
TRA Lane 73 Points 1830 to 16712

BioEdit version 7.2.5 (12/11/2013)
N MWNNNN MWMN M CNANAGNTG CAGTGGAACGCACAG ATGATACGTANCT TGCTACAAT TATCTGT G AG TCGCGAACGGG TG AGTAACGCG TAGGTAACCTAGCT TATAGCG GGGG ATAA

280

320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440

ACGGCTAACTACNTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG TAGGTCCCG AGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCG AGCGCAGGCGGTT TGATAANTCTGAAGT TAAAGGCAGT GGCTTAACCAT
80 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

GGGGAGAGTGGAAT TCCATG TG TAGCGGTGAAATGC NTANATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTG GTCTGTAACTGACGCTGAN NCTCGAAAGCGTGGGGAG CAAACAGG
40 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760

i

o
Model 3730 File: Sample15M1_27F.abl Signal G:1221 A'1928 T:1715 C:1688
BIO KB.bcp Ay KB_3730_POP7_BDTv3.mob
TRACE 6258000-04 6258002-04 6@SB00BD3EAH8BAGPR15M1_27F PCR1035expl 272 no 'MTXF field
BioEdit version 7.2.5 (12/11/2013) ke 73 Points 1830 to 16712
AGTGCT N NTGTTAGGCCCTTTCCNGGGCTTANTGC CGTANCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG AGTACGANCGCANGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAANCGG
800 810
D
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ANNCTTACCNNGN CTTGACNTCCCNATG CNNTTC TTAGANAN N NNNN TTACTTNN GGTAC NNT NN A G AN NNG NNG NN CANNGN N N NCN NCNNC NCNTG NCN NNAG AN GNTNGGGNTTN,
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N NN NNTCNNNN N N NNNN NNNNN NNNNNNGACNNN N N NNNNN NN N N N N NNNGGNN NANN NNGNNN AN NN AN NN NN NCNNN N NNNN C NNN
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190
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NN NNN A NN W NNN N N N N NN W NNN N NN NN N NN N
1220 1230 1240
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4.3. Analisis Bioinformatico de la cepa 15M1_27F

La secuencia del gen 16S ribosomal fue analizada y comparada con las secuencias

existentes en la base de datos del GenBank, utilizando el algoritmo BLAST

(www.nchi.nlm.gov/BLAST) y Sequence Match. La secuencia se alined a scores de

especies significativas mas altas (10 mas altas), mostrando los resultados

siguientes:
Max Total Query | Evalue Ident
Description score score cover
Streptococcus equi strain ATCC 33398
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1609 1609 78% 0 95%
Streptococcus equi strain ATCC 33398
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1609 1609 78% 0 95%
Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus strain ATCC 43079 16S 1604 1604 78% 0 95%

ribosomal RNA gene, partial sequence

Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus strain ATCC 43079 16S 1544 1544 76% 0 94%
ribosomal RNA gene, partial sequence

Streptococcus equi subsp. ruminatorum
strain CCUG 47520 16S ribosomal RNA 1428 1428 74% 0 93%

gene, partial sequence

Streptococcus equi subsp. ruminatorum
strain CECT 5772 16S ribosomal RNA 1428 1428 74% 0 93%

gene, partial sequence

Streptococcus porcinus strain 176 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence 1345 1345 70% 0 93%
Streptococcus pseudoporcinus strain
LQ 940-04 16S ribosomal RNA gene, 1332 1332 70% 0 93%

partial sequence
Streptococcus canis strain ATCC 43496
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1332 1332 70% 0 93%
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4.4, Arbol filogenético de la cepa 15M1_27F

Filogenia con las secuencias parciales del gen RNAs 16S. Se analizd el
agrupamiento de las secuencias parciales del gen 16S de la Cepa en estudio 15M1-
27F con las cepas que presentaron similitud segun el alineamiento global mediante
BLAST segun Kumar y col, 2004, Chenna y col 2003; Thompson y col, 1997. La
filogenia se realiz6 mediante el método neighbor joining por Saito y Nei vy el
modelo Kimura-2.

O1cliQuery_14669
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus strain ATCC 43079 165 ribosomal RNA gene, partial sequ...

3 Streptococcus equi subsp. zooepidemicus strain ATCC 43079 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Streptococcus equi strain ATCC 33398 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
., Sitreptococcus equi sirin ATCC 33398 165 ribosomal RNA gene, partal sequence

Streptococcus equi subsp. nminatorum strain CCUG 47520 165 ribosomal RNA 2.
§She]1tumnmsaqmmbsp.rmnimtmmshainCECT 5772 16 ribosomal RNA ge...

Streptococcus porcims strain 176 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

|L| Streptococeus uberis strain JCM 5709 165 ribosomal RNA, partial sequence
Streptococcus pseudoporcinus strain LQ 940-04 165 ribosomal RNA gene, partial s...
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4.5. Secuencia de Cepa 16M2_27F

NNNNNNNNNNNNNCNANNCNTGCAAGTGGAACGCACAGATGATACGT
AGCTTGCTACAATTATCTGTGAGTCGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGG
TAACCTAGCTTATAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACC
GCATAAAAGTGGTTGACCCATGTTAACCATTTAAAAGGAGCAACAGCT
CCACTATGAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGG
CCTACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCGGCAATGGGGGGAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGAGAAGAACAGTGAT
GGGAGTGGAAAGTCCATCATGTGACGGTAACTAACCAGAAAGGGACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTC
CGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGTCTGAA
GTTAAAGGCAGTGGCTTAACCATTGTATGCTTTGGAAACTGTTAAACTT
GAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGANGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGCTGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCG
GGGCTTAGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAANCTTACNNGGTC
TTGACNTCCCGATGCTATTCTTANAGATAAGAAGTTACTTCGGTACATT
GGANACAGGNGGNGCATGNNNNNCGTCAGCTCNNGNCNNGANNTGNT
NGGNNNNGTCCCGCANNANCGCNNNCNNNANNNNNNNNCNTCNTNNN
NNGGNNNNNCTANNNNNACTNNNNNANNNAANNNANNNNNNGGGNN
NANGTNAANCANNNNNCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNCANNNNNNNNNNANNNNNGNNNNNNNNNNN
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4.6. Electroferograma de la cepa 16M2_27F

La muestra Nro. 2 identificada como 16M2-27F fue analizada por electroforesis
capilar en el secuenciador automatico ABI 3730 XL DNA Analizer que traduce las
sefales fluorescentes en la secuencia de bases correspondiente

Model 3730 File: Sample16M2_27F.abl Signal G:2062 A:2489 T:2140 C:2010
BIO A KB.bcp Ay KB_3730_POP7_BDTv3.mob
TRACE 6258000-04 6258002-04 6aSB008EMDEREBMIBMO16M2_27F_PCR1035exp1 272 no 'MTXF field
BioEdit version 7.2.5 (12/11/2013) Lane 71 Points 1841 to 16731

120

TTGACCCATG TTAACCAT T TAAAAGG AGCAACAGC TCCAC TATGAGATGGACCTGCGTTGTAT TAGC TAGTTGGTAG GGTAAAGGC CTACCAAGG CGACG AT ACATAGCCGACC TGAGAGGGTG A,
160 170

lmﬂhdlmmmmhhnuhuﬂmMlhmlhHhmmmulmmuAhmuhlmxmlulhlmmuhhm.mnll

TACGGGAGGCAGCAG TAGGGAATCTTCGGCAATGGG GGG AACCC TG ACCGAG CAACG CCGCG TG AG TG AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTG T TGTTAGAGAAGAACAGTG ATGGGAGTGG
320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440

T mlLhunhnmlmthm A hmu.hjuummu WAooV v i

ACGGCTAAC TACG TGCCAG CAG CCGCGG TAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT AAAGCGAG CGCAGGCGGT TTGATAAGTCTGAAGT TAAAGGCAG TG GC TTAACCAT
kso 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

JA\G GGG AG AGTG GAAT TCCATGTGTAGCGGTG AAATGCG TAGATATATG G AGG AACACCG GTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGANGCT CGAAAGCG TGGGGAGCAAACAG
640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760

WMNWMMMMM( T e -

Model 3730 File: Sample16M2_27F.abl Signal G:2062 A:2489 T:2140 C:2010
BIO A KB.bcp Ay KB_3730_POP7_BDTV3.mob
TRACE 6258000-04 6258002-04 62SB00BHIRLEEMH0616M2_27F_PCR1035expl 272 no 'MTXF field
BioEdit version 7.2.5 (12/11/2013) wape 71 Points 1841 to 16731

GAGTGCTAGGTG TTAGGCCCTTTCCGGGG CTTAGTGCCGTAG CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG AG TACGACCGCAAGG TTGAAACT CAAAGG AATTG ACGG GGG CCCGCACAAGC
800 810
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4.7. Analisis Bioinformatico de la secuencia 16 M2-27F.

La secuencia del gen 16S ribosomal fue analizada y comparada con las secuencias

existentes en la base de datos del GenBank, utilizando el algoritmo BLAST

(www.nchi.nlm.gov/BLAST) y Sequence Match. La secuencia se alined a scores de

especies significativas mas altas (10 mas altas), mostrando los resultados

siguientes:
Max Total Query Evalue Ident
Description score score cover
Streptococcus equi strain ATCC 33398 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence 1834 1834 82% 0 99%
Streptococcus equi strain ATCC 33398 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence 1834 1834 82% 0 99%

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
strain ATCC 43079 16S ribosomal RNA gene, 1829 1829 82% 0 99%

partial sequence

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
strain ATCC 43079 16S ribosomal RNA gene, 1748 1748 80% 0 98%

partial sequence

Streptococcus equi  subsp. ruminatorum
strain CCUG 47520 16S ribosomal RNA gene, 1646 1646 82% 0 96%
partial sequence

Streptococcus equi  subsp. ruminatorum
strain CECT 5772 16S ribosomal RNA gene, 1644 1644 78% 0 97%
partial sequence

Streptococcus canis strain ATCC 43496 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence 1515 1515 78% 0 95%
Streptococcus uberis strain JCM 5709 16S

ribosomal RNA, partial sequence 1509 1509 78% 0 95%
Streptococcus devriesei strain CCUG 47155

16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1504 1504 82% 0 93%
Streptococcus  loxodontisalivarius  strain

NUM 6304 16S ribosomal RNA gene, partial 1493 1493 78% 0 94%

sequence
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4.8. Arbol filogenético de la cepa 16M2_27F

Filogenia con las secuencias parciales del gen RNAs 16S. Se analiz6 el
agrupamiento de las secuencias parciales del gen 16S de la Cepa en estudio 16M2-
27F con las cepas que presentaron similitud segun el alineamiento global mediante
BLAST segin Kumar y col, 2004, Chenna y col 2003; Thompson y col, 1997.

La filogenia se realizd6 mediante el método neighbor joining por Saito y Nei y el
modelo Kimura-2.

——OStreptococcus devriesei strain CCUG 47155 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Streptococcus canis strain ATCC 43496 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

) . Streptococcus uberis strain JCM 5709 165 ribosomal RNA, partial sequence
2 Streptococcus loxodontisalivarius strain NUM 6304 165 ribosomal RNA gene, ..

Streptococcus equi subsp. uminatorum strain CCUG 47520 165 ribosomal RNA gene, partial ...

éSIIEptmmum equi subsp. ruminatorum strain CECT 5772 165 ribosomal RNA gene, partial seq,..
) Streptococcus equi subsp. zooepidemicus strain ATCC 43079 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus strain ATCC 43079 165 ribosomal RNA gene, partial seque...
IcliQuery 35815

|”-”2_| Streptococcus equi strain ATCC 33398 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
1 Streptococcus equi stram ATCC 33398 165 nbosomal RNA gene, partial sequence
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4.9. Secuencia de Cepa 17M3_27F

NNNNNNNNNNNNNNNCNNNACNTGCAGTCGAGCGAACAGATAAGGAG
CTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAAC
CTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGA
TAACATATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGGCGGCTTTGCTGTCA
CTTATAGATGGATCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTNACGGCTT
ACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATG
AAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATCAGGGAAGAACAAATGTGTA
AGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTGATCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAG
TGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGA
GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCC
CTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACC
GCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGANCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGA
CATCCTTNGACCGCTCTAGANATAGAGTCNTCCCNTTCGGGGGACAAAG
TGACNNNGGNGCATGNNNNTCGNCAGCTCNNNNCNTGNGATGNTNGGN
NAAGTNCNNANNAGCGCNNCNNNNNNTNNNNNCNNCNNNNNGGNNNN
CTANNNACTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGANGTNNANCATCNNNN
NNNNNNANNNGGNTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNN
NNNNNNNNGNNNNNNNNAANNNNNNNAANNNNNNNN
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4.10. Electroferograma de la cepa 17M3_27F

La muestra Nro. 3 identificada como 17M33-27F fue analizada por electroforesis
capilar en el secuenciador automético ABI 3730 XL DNA Analizer que traduce las

sefiales fluorescentes en la secuencia de bases correspondiente.

Model 3730 File: Sample17M3_27F.abl Signal G:4555 A'5854 T:5155 C:5019
BIO A KB.bcp Ay KB_3730_POP7_BDTv3.mob
TRACE 6258000-04 6258002-04 6aSB00GFODBA58A0THHEI7M3_27F PCR1035exp1 272 no MTXF field
BioEdit version 7.2.5 (12/11/2013) Lane 69 Points 1822 to 16765

N NNNNNNNNN W N M C NNNANTG C AGTCGAGCGAA(‘AGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG TGG ATAACCTACCTATAAGACTGGG ATAACTT CG

bl M«JWMWW\WWWWMWMWWWMWM

GCATGGTTCAATAG T GAAAG GCGGCTTTG CTG TCACTTATAG ATGGAT CCGCGCCG TAT TAGCTAG TTG GTAAGGTNACGGCTTACCAAGG CAACG AT ACG TAG CCGACCTGAG AGGGTGAT ch
160

lmhnhhlh lmlldmmlmhlmmu“mhhlhmlmlmm;mL‘mhmmuhuhlhhmxhlmlnlml“m

GG AGGCAG CAG TAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCT TCGGATCGTAAAACTCTG T TATCAGGG AAG AACAAATG TGT AAGTAACTG T
320 340 440

hllhm Al .Ammm.mahmmnnh dhummx Vv o mxmumhmh. uhl pl)

TAACTACG TGCCAG CAGCCGCGG TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGG AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCG TAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGG CTCAACCG TGGAGC
490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

B N L L L T

I6 AAAGTGGAAT TCCATG TG TAGCGGTGAAATGCGCAG AG AT ATGG AGG AACACCAG TGG CG AAGGCGACT TTCTGGTCTG TAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGG AT CAAACAGGATTA

L L MMMMMMMM e e YW i et e~ AN

Model 3730 File: Sample17M3_27F.ab1 Signal G:4555 A'5854 T:5155 C:5019
BIO A KB.bcp Ay KB_3730_POP7_BDTV3.mob
TRACE 6258000-04 6258002-04 62SB00BFOBBAS5! 7M3_27F_PCR1035expl 272 no 'MTXF field
BioEdit version 7.2.5 (12/11/2013) ~engied Points 1822 to 16765
TAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCG CCTGGGGAGTACGACCGCAAGG TTGAAACTCAAAGG AATTGACGGGG ANCCGCACAAGCGG TGG AG

800 810 920

a0 e 000000 00000000000 al 00000 sate 2 Sl 000e AN 000 S Seooraen 00y

ACCAAATC TTGACATCCTTNGACCGCTCTAGANATAG AGTCNT CCCN TT C GGGGG ACAAAG TG ACN NNGG NG CATGN NNNTCG NCAGCTCNNN NCNTGNGATGNT NGG NNAAG TN C
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N NN C NN N NNN NN NN GN NN NNN NN A A NNN NN MW A ANNN N NN N N
1poo 1210 1220 1230 1240

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




M3 UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CRR  CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

4.11. Analisis Bioinformatico de la secuencia 17M3_27F

La secuencia del gen 16S ribosomal fue analizada y comparada con las secuencias
existentes en la base de datos del GenBank, utilizando el algoritmo BLAST

(www.nchi.nlm.gov/BLAST) y Sequence Match. La secuencia se alined a scores de

especies significativas mas altas (10 maéas altas), mostrando los resultados

siguientes:
Max score | Total score | Query | Evalue Ident
Description cover
Staphylococcus warneri strain AW 25 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence 1820 1820 80% 0 99%
Staphylococcus pasteuri strain ATCC 51129
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1781 1781 80% 0 99%
Staphylococcus pasteuri strain ATCC 51129
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1779 1779 80% 0 99%
Staphylococcus epidermidis strain NBRC
100911 16S ribosomal RNA gene, partial 1731 1731 80% 0 98%
sequence
Staphylococcus lugdunensis strain  ATCC
43809 16S ribosomal RNA gene, partial 1731 1731 80% 0 98%
sequence
Staphylococcus epidermidis strain  Fussel
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1731 1731 80% 0 98%
Staphylococcus devriesei strain KS-SP_60
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1725 1725 80% 0 98%
Staphylococcus caprae strain DSM 20608
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1720 1720 80% 0 97%
Staphylococcus capitis  subsp. urealyticus
strain MAW 8436 16S ribosomal RNA gene, 1720 1720 80% 0 97%
partial sequence
Staphylococcus auricularis strain WK 811M
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1720 1720 80% 0 97%
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4.12. Arbol filogenético de la cepa 17M3_27F

Filogenia con las secuencias parciales del gen RNAs 16S. Se analizé el
agrupamiento de las secuencias parciales del gen 16S de la Cepa en estudio 17M3-
27F con las cepas que presentaron similitud segun el alineamiento global mediante
BLAST segin Kumar y col, 2004, Chenna y col 2003; Thompson y col, 1997. La
filogenia se realiz6 mediante el método neighbor joining por Saito y Nei vy el
modelo Kimura-2.

Staphylococeus auricularis strain WK 811M 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Staphylococcus Iugdunensis strain ATCC 43809 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
——Staphylococcus devriesei strain KS-SP_60 165 ribosomal RNA gene. partial sequence
Staphylococcus epidermidis strain NBRC 100911 168 ribosomal RNA gene, partial seque...
y Staphylococcus epidermidis strain Fussel 165 ribosomal RNA gene. partial sequence
Staphylococcus caprae strain DSM 20608 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Staphylococcus capifis subsp. wrealyticus strain MAW 8436 165 ribosomal RNA gene. .
Staphylococcus pasteuri strain ATCC 51129 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Staphylococcus pasteuri strain ATCC 51129 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

| 0.008 | IcliQuery 73707

Staphylococens wameri strain AW 25 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence
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4.13. Secuencia de Cepa 18M4_27F

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNTGCAGTAGAACGCAGAGGTCAGG
TGCTTGCACTGGACTGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGT
AACCTACCTGATAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACC
GCATAAAAGCCAATGACCCATGTCATTGGCTTGAAAGAAGCAAACGCT
TCACTATGAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGG
CCTACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCGGCAATGGGGGGAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGAGAAGAACAGTGAT
GGGAGTGGAAAGTCCATCATTTGACGGTAACTAACCAGAAAGGGACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTC
CGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGTCTGAA
GTTAAAGGCAGTGGCTTAACCATTGTATGCTTTGGAAACTGTTAAACTT
GAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGANGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGCTGAGTGCTANGTGTTANGNCCTTTCCG
GGGCTTAGTGCCGTANCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
ANCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGANNGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCNNNAANCTTACNAGGTCTT
GACATCCNGATGCTATTCTTAGAGATNNNNAGTTACTTCGGTACATTNG
ANACAGGTGGNNGCATGGNNGTCGNCAGCTCNNGNCNNGAGANNNNN
GGNNNANTCCCNNNNNNNNGCNNNNNNNNNNGNTANNNNNNCNNNNN
NNGNNNNNTANNNNNNCNNNNNNNNNAANNNNNNNNNGGGNNNGAN
NNNNANNCATCNNNNCNNNNNACNGNNNTNNNNNNNNNNNANNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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4.14. Electroferograma de la cepa 18M4_27F

La muestra Nro. 4 identificada como 18M4-27F fue analizada por electroforesis
capilar en el secuenciador automatico ABI 3730 XL DNA Analizer que traduce las

sefiales fluorescentes en la secuencia de bases correspondiente.

Model 3730 File: Sample18M4_27F.abl Signal G:1785 A:2386 T:2092 C:1889
A KB.bcp Ay KB_3730_POP7_BDTv3.mob
BIO 6258000-04 6258002-04 6286008G3(EEEHAG MR 18M4_27F_PCR1035exp1 22 no 'MTXF field
TRACE Lane 67 Points 1830 to 16794

BioEdit version 7.2.5 (12/11/2013)

N NNNANNN N NNM M N NMWNANTG CAGTAGAACGCAG AGGTCAGGTGCTTGCACTG GACTGATGAGTTGCGAACG GGTG AG TAACGCG TAG GTAACCTACCTG ATAGCGGGGGATAACTAT1
20

CCATG TCATTGGC TTG AAAGAAGCAAACGC TTCACTATG AGATGGACCTG CG TTG TAT TAGCTAG T TGG TAGGG TAAAGGCC TACCAAGG CG ACGATACATAG CCG ACCTG AG AGGGTGAACGGC

GAGGCAGCAGTAGGGAATCT TCG GCAATG GGGGG AACCCTG ACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT TAGAG AAGAACAGTGATGGGAGTGG AAAGT

00O Vo

TAACTACG TG CCAG CAG CCGCGG TAATACG TAGGT CCCGAGCGT TG TCCGGAT TTAT TGGGCGT AAAGCGAGCG CAGGCGGT T TG ATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAG TG GCTTAACCATTG TAT

PV Wi A A A I e i e A s s r o o gy

AGAGTGGAAT TCCATG TG TAGCGGTGAAATGCG TAGATATATG GAGGAACAC CGG TG G CGAAAGCGGCTCTCTGG TCTG TAACTGACGC TGANGCTCG AAAGCGTGGGG AGCAAACAGGATTA
30 760

650 660 670 680 690 700 710 720 7

A e A e

Model 3730 File: Sample18M4_27F.abl Signal G:1785 A:2386 T:2092 C:1889
BIO A KB.bcp Ay KB_3730_POP7_BDTV3.mob
TRACE 6258000-04 6258002-04 6256008630885 0@ 18M4_27F PCR1035expl 272 no 'MTXF field
BioEdit version 7.2.5 (12/11/2013) S Points 1830 to 16794
TANGTGTTANGNCCTTTC CGGGG CTTAG TGCCGTANCTAACGCATTAAG CACTCCGC CTGGGG AGTACGANCGCAAGG T TGAAACT CAAA GGAAT TGANNGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
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o0 A e o0 om0 mana e 000Cueedl " 00cen oo emel S roa e e YO oned S oo oc a0
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4.15. Analisis Bioinformatico de la secuencia 18M4_27F

La secuencia del gen 16S ribosomal fue analizada y comparada con las secuencias

existentes en la base de datos del GenBank, utilizando el algoritmo BLAST

(www.nchi.nlm.gov/BLAST) y Sequence Match. La secuencia se alined a scores de
especies significativas mas altas (10 maéas altas), mostrando los resultados

siguientes:

Max Total Query Evalue Ident

Description score score cover

Streptococcus equi subsp. ruminatorum
strain CCUG 47520 16S ribosomal RNA 1772 1772 81% 0 97%

gene, partial sequence

Streptococcus equi subsp. ruminatorum
strain CECT 5772 16S ribosomal RNA 1736 1736 80% 0 97%

gene, partial sequence

Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus strain ATCC 43079 16S 1604 1604 79% 0 95%
ribosomal RNA gene, partial sequence

Streptococcus equi strain ATCC 33398

16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1604 1604 79% 0 95%
Streptococcus equi strain ATCC 33398

16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1604 1604 79% 0 95%
Streptococcus equi subsp.

zooepidemicus strain ATCC 43079 16S 1592 1592 79% 0 95%

ribosomal RNA gene, partial sequence

Streptococcus uberis strain JCM 5709

16S ribosomal RNA, partial sequence 1495 1495 81% 0 92%
Streptococcus saliviloxodontae strain
NUM 6306 16S ribosomal RNA gene, 1489 1489 81% 0 92%

partial sequence

Streptococcus canis strain  ATCC
43496 16S ribosomal RNA gene, partial 1483 1483 81% 0 92%

sequence

Streptococcus porcinus strain 176 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence 1474 1474 76% 0 94%
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4.16. Arbol filogenético de la cepa 18M4_27F

Filogenia con las secuencias parciales del gen RNAs 16S. Se analiz6 el
agrupamiento de las secuencias parciales del gen 16S de la Cepa en estudio 18M4-
27F con las cepas que presentaron similitud segun el alineamiento global mediante
BLAST segun Kumar y col, 2004, Chenna y col 2003; Thompson y col, 1997. La
filogenia se realiz6 mediante el método neighbor joining por Saito y Nei vy el
modelo Kimura-2.

———1Sfreptococcus saliviloxodontae strain NUM 6306 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Streptococcus uberis strain JCM 5709 16S ribosomal RNA, partial sequence
s Streptococcus canis strain ATCC 43496 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Streptococcus porcims strain 176 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus strain ATCC 43079 165 ribosomal RNA gene, partial sequ...

— 9 Streptococcus equi strain ATCC 33398 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Streptococcus equi strain ATCC 33308 165 ribosomal RNA sene, partial sequence
L J Streptocoecus equi subsp. zooepidermicus strain ATCC 43079 165 ribosomal RNA gene, partal se..
IeliQuery_20957
|”m_| Streptococcus equi subsp. ruminatorum strain CCUG 47520 163 ribosomal RNA gene, partial se.

Streptococens equi subsp. muminatorum straim CECT 5772 165 nbosomal BNA gene, partial seq...
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CONCLUSIONES

1. Se aislaron 04 cepas bacterianas provenientes de abscesos cervicales de cuyes de
crianza familiar.

2. Se obtuvieron 04 secuencias de nucledtidos correspondientes a las 04 cepas
bacterianas aisladas

3. Al asociar las secuencias de las 04 cepas bacterianas aisladas de abscesos cervicales
de cuyes, en el Software de Gen Bank, se observd que las 04 cepas aisladas se
encuentran con una identidad menor de 100 %, por lo que se puede concluir que las 04
secuencias bacterianas provenientes de las cepas aisladas NO corresponden a ningunas
de las registradas en el Gen Bank.

4. Las 04 secuencias de las cepas bacterianas aisladas presentan una identidad con cepas
registradas en el Gen Bank entre 95% y 99% como maximo de identidad, de las cuales
3 cepas se asemejan en gran porcentaje a Streptococcus equi, y 01 cepa tiene alto
porcentaje de similitud con Staphylococcus warneri.

5. Al construir el arbol filogénico de las secuencias se observo que de las 04 secuencias
01 se presenta en forma alejada del centro de la rama principal, indicando que se trata
de una cepa de la familia bacteriana pero mucho maés antigua y 03 cepas se encuentran

dentro de las ramas del arbol filogénico.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar alineaciones de cada una de las secuencias de las bacterias
aisladas con la cepa de mayor identidad para determinar la similitud de posicion de
nucledtidos entre ellas.

2. Se recomienda realizar nuevos estudios de aislamiento de bacterias de abscesos
cervicales provenientes de cuyes de diferentes zonas geograficas en Arequipa para
identificar y comparar la similitud, arbol filogénico y anélisis bioinformético de las
cepas nuevas con las secuenciadas en el presente trabajo
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ANEXOS

Imagen 2: Especimenes para la necropsia

/ Especimen 3 Especimen 4
Especimen 2

Imagen 3: Recoleccion de la muestra
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Imagen 4: Aislamiento del agente etioldgico causante de linfadenitis cervical de los
cuyes

Imagen 5: Cémara de flujo laminar para el procedimiento de extraccion del ADN
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Imagen 6: Inoculacién de la colonia de bacterias

Imagen 7:  Vortex, homogenizador de muestra.
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Imagen 8: Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico,

Imagen 9: Isopropanol
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Imagen 10: Temp-blok module heater

Imagen 11: Equipo de Electroforesis
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Imagen 12: Centrifuga

Imagen 13: Primers o cebadores

Imagen 14: Supermix
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Imagen 15: Termociclador para la amplificacion de ADN (PCR)

e 1.07 M Estmated end: 247 PM
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