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PROLOGO

La publicacion de los avances en la investigacion que presentamos a
continuacién, es un mérito en el curriculo de las autoras y autores de estos capitulos.
Una meta que se persigue desde el momento en que iniciamos, como miembros de
la academia universal una investigacion concreta, sea ésta en el campo cientifico o
tecnologico que sea. Si el proyecto de investigacion que ha generado este texto ha
sido financiado por alguna institucion publica, difundir los resultados es ademas una
obligacion contraida cuando se acepta esa subvencion.

Publicar el fruto de un trabajo honesto, como los que conforman este volumen,
que ha significado un esfuerzo considerable y que ha obligado a las autoras y autores a
un buen numero de sacrificios es también un motivo de orgullo personal, compartido con
amistades y familiares.

Pero bajo mi punto de vista, publicar el resultado de una investigacion es
sobre todo un acto necesario de transferencia del personal académico a la sociedad.
Al publicar el fruto de nuestro trabajo lo que buscamos los investigadores es que los
colectivos préximos a nuestro campo de estudio, pero también empresas, organismos
o personas individuales, puedan beneficiarse de nuestros descubrimientos, hayan sido
estos obtenidos desde cualquier ambito de la ciencia o de la tecnologia.

Por todo ello, felicito sinceramente a las autoras y autores de los trabajos incluidos
en este volumen V de la serie “Ciéncia e Tecnologia para o Desenvolvimento Ambiental,
Cultural e Socioecondmico” de la Editora Artemis, pues al hacer publicos sus trabajos
consiguen un nuevo mérito curricular, cumplen sus obligaciones como investigadores,
tienen un motivo legitimo con el que alimentar su orgullo personal y ademas estan
transfiriendo a la sociedad nuevos conocimientos. En esta obra se incluyen once capitulos
de valia contrastada, seis en el bloque de Cienciay cinco en el de Tecnologia, que suponen
una nueva aportacion académica para seguir verificando que la investigacion cientifica es
la base del avance de nuestra sociedad.

El primer capitulo del bloque Ciencia se corresponde con el trabajo del Dr. Saul
Robles Soto y Wendy Pacheco Martinez titulado “La tecnologia y la innovacién como
determinante en las regiones de México, periodo 2023-2026", en el que se estudian estas
variables como condicionantes del desarrollo regional buscando proponer soluciones para
mejorar el bienestar. Victor Jiménez Arguelles, Luis Antonio Rocha Chiu, José Anselmo
Pérez Reyes y Luis Fernando Casales Hernandez firman el segundo capitulo, titulado
“Analisis de riesgos laborales en trabajos de reconstruccion de edificios dafados por

sismos en la ciudad de México”, en el que realizan un estudio de caso sobre los efectos



en las edificaciones dafadas por el sismo de 19 de septiembre de 2017. “El Mapundungun,
interculturalidad e inclusiva en el sistema educativo chileno” es el titulo del cuarto capitulo,
del Dr. José Manuel Salum Tomé, en el que promueve la revitalizacion de la lengua del
pueblo mapuche a través de su uso en la ensefianza oficial. Seguidamente tenemos el
trabajo de Mtra. Elia Esperanza Ayora Herrera, Dra. Juanita de la Cruz Rodriguez Pech y
Lic. Jorge Aldair Anguas Romero, “Consideraciones conceptuales para la formacion de
profesionistas con habilidades de gestion intercultural, con énfasis en la cultura maya”,
que también estudia la importancia de una lengua indigena en la ensefanza, en este
caso la del pueblo maya en los estudios universitarios. El trabajo titulado “La educacién
ambiental proactiva en el campo de la odontologia”, de Maria Dolores Carlos-Sanchez,
Maria Guadalupe Zamora-Gutiérrez, Martha Patricia Delijorge-Gonzalez, Martha Patricia
De La Rosa-Basurto, José Ricardo Gomez-Bariuelos, Manuel Alejandro Carlos-Félix y
Jesus Rivas Gutiérrez expone las posibilidades actuales de incluir de forma transversal en
el curriculo de carreras técnicas cuestiones tan importantes como la educacion ambiental.
Por ultimo, en el bloque de Ciencia, el sexto capitulo esta firmado por José Luis Gutiérrez
Linan, Carmen Aurora Niembro Gaona, Alfredo Medina Garcia y Jorge Eduardo Zarur
Cortés y se titula “La formacién practica de los ingenieros agronomos en produccion a
través del desarrollo de practicas de campo” en el que, desde las ciencias de la educacion
se realiza una investigacion sobre las denominadas practicas de campo, el nexo de unién
entre las ensefanzas teoricas del aula y los saberes practicos del campo.

El Bloque de Tecnologia contiene cinco capitulos, el primero proviene de las
aplicaciones de la biotecnologia a la medicina y es el estudio titulado “Desarrollo de
técnicas moleculares basadas en PCR para la deteccion de Campylobacter Fetus”,
firmado por Edgar Ivan Gonzalez Jiménez, Lily Xochitl Zelaya Molina, Saul Pardo
Melgarejo, José Herrera Camacho, Marcelino Alvarez Cilva y Carlos Alberto Ramos
Jonapa. El segundo capitulo se titula “El rol de Trichoderma Asperellum MT044384 en la
sustentabilidad del maiz criollo (Zea Mays) frente al cambio climatico” y los autores son
M.C. José Israel Rodriguez Barrén, Ing. Brenda Bermudez, M.C. Victor Manuel Mata Prado
y Ramén Rodriguez Blanco. A continuacion, Francisco Alberto Hernandez de la Rosa y
Maria Teresa Fernandez Mena emplean la simulacion Monte Carlo bidimensional para
desarrollar un trabajo de econometria y analizar la rentabilidad del yacimiento petrolifero
oceanico de Ku-Maloob-Zaap, en la Sonda de Campeche, en el trabajo titulado “Analisis
sobre la utilidad monetaria por produccion de petréleo crudo en el yacimiento Ku-Maloob-
Zaap de PEMEX usando simulacion Monte Carlo bidimensional”. En el trabajo firmado por

José German Flores-Garnica, Daniel Alejandro Cadena-Zamudio y Ana Graciela Flores-



Rodriguez, titulado “Efecto del fuego sobre la diversidad de especies forestales en selva
mediana subperennifolia de México”, se analizan los efectos de los incendios en los
ecosistemas tropicales a través de un analisis empirico y se presentan recomendaciones
para mejorar la gestion de la resiliencia vegetal. Finalmente, el capitulo de ingenieria
eléctrica que cierra este volumen lo firman Juan Anzurez Marin, Juan Manuel De la Torre
Caldera y Salvador Ramirez Zavala y lleva por titulo “Modelado convexo Takagi-Sugeno

de sistemas no lineales: sistema de nivel de liquido de dos tanques interconectados”.
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RESUMEN: Campylobacter fetus actualmente
es reconocida dentro de las 24 especies de
Campylobacter, es un bacilo gramnegativo
curvo o en forma de espiral, que crece entre los
25° Cylos 37° C esta bacteria posee movilidad
gracias a la presencia de un flagelo polar. El
ganado bovino es el reservorio principal de este
microorganismo, en donde coloniza el tracto
intestinal y el genital, provocando abortos en
las hembras prefiadas. Este microorganismo
también se ha aislado en aves de corral,
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caballos y cerdos. La campylobacteriosis es una enfermedad zontica, transmitiéndose
al humano a través de alimentos de origen animal mal cocinados. El cultivo bacteriano
en agar es la forma actual de diagndstico, un método tardado y con baja especificidad,
es necesario implementar nuevas formas de diagnostico mas sensibles y especificas
como las pruebas de PCR. El objetivo del presente estudio fue estandarizar un método
de diagnostico por PCR, para esto, se seleccionaron genes especificos de Campylobacter
fetus como el gltx1y 16S, se disefiaron sondas especie especificas para el gen gltx1 fueron
el Fw 5’-3' (GCCGCAAAAACAGCAGGTAAGC), Rv 5-3 (TTTCAAGCGAACGGCTGCTGG)
y Probe 5’-3’ (GTGATGACGATGTTTTAAGCAATCCCC); y para el gen 16S fueron el Fw 5'-3’
(CGAAGAACCTTACCTGGGCTTG), Rv 5-3' (GACAGCCGTGCAGCACCTGT) y Probe 5-3’
(ACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCT). Con el disefio de las sondas se estandarizo
una prueba de PCR punto final y una prueba de gPCR, esta metodologia ofrece mayor
sensibilidad y especificidad para el correcto diagndstico de Campylobacter fetus.
PALABRAS CLAVE: PCR. Campylobacter. Patdbgenos. Bovinos.

DEVELOPMENT OF MOLECULAR TECHNIQUES BASED ON PCR FOR THE
DETECTION OF CAMPYLOBACTER FETUS

ABSTRACT: Campylobacter fetus is currently recognized among the 24 species of
Campylobacter. It is a curved or spiral-shaped gram-negative bacillus that grows between
25° C and 37° C. This bacterium is mobile thanks to the presence of a polar flagellum. Cattle
are the main reservoir of this microorganism, where it colonizes the intestinal and genital
tracts, causing abortions in pregnant females. This microorganism has also been isolated
in poultry, horses and pigs. Campylobacteriosis is a zontic disease, transmitted to humans
through poorly cooked food of animal origin. Bacterial culture on agar is the current form
of diagnosis, a slow method with low specificity. It is necessary to implement new, more
sensitive and specific forms of diagnosis such as PCR tests. The aim of this study was to
standardize a PCR diagnostic method. For this, Campylobacter fetus-specific genes such
as gltx1 and 16S were selected. Species-specific probes were designed for the gltx1 gene:
Fw 5-3' (GCCGCAAAAACAGCAGGTAAGC), Rv 5-3 (TTTCAAGCGAACGGCTGCTGG)
and Probe 5'-3' (GTGATGACGAGTTTTAAGCAATCCCC); and for the 16S gene: Fw 5’-3’
(CGAAGAACCTTACCTGGGCTTG), Rv 5-3' (GACAGCCGTGCAGCACCTGT) and Probe
5'-3 (ACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCT). With the design of the probes, an
end-point PCR test and a gPCR test were standardized. This methodology offers greater
sensitivity and specificity for the correct diagnosis of Campylobacter fetus.
KEYWORDS: PCR. Campylobacter. Pathogens. Bovine.

1INTRODUCCION

La campylobacteriosis genital bovina causada por Campylobacter fetus,
enfermedad venérea de los bovinos con distribucién mundial, causante de grandes pérdidas
economicas en la ganaderia, se aloja en el tracto reproductivo de hembras y machos. Los
factores de riesgo suelen ser la monta directa y el no cumplimiento de las medidas de
bioseguridad. Esta enfermedad es asintomatica en los sementales bovinos, pero en las

hembras ocasiona disminucion en la tasa de prefiez, abortos y muerte embrionaria.
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El aislamiento de la bacteria es el método mas utilizado para la identificacion de
las subespecies de Campylobacter fetus, pero esta técnica conlleva tiempo, trabajo y
riesgo, debido a sus altos requerimientos y lento desarrollo. La reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), es una técnica que actualmente mejora su identificacion, ya que
posee un alto porcentaje de especificidad y sensibilidad, optimizando la evaluacion de

poblaciones bovinas con alta densidad (Molina y Cruz 2017).

2 ANTECEDENTES

Las técnicas en biologia molecular se basan en el aislamiento y extraccion del
ADN bacteriano con la mayor pureza, visualizando su estado al fraccionarlo, amplificarlo
y determinando la ganancia o pérdida de sitios de restriccion con el fin de identificar
genes que permitan establecer etiologia, patogenia y posibles resistencias a antibioticos,
permitiendo el andlisis a partir de células en diferentes estadios intermedios (ejemplo:
células viables, pero no cultivables). Entre las pruebas empleadas con mayor frecuencia
para el analisis de muestras se encuentran: qPCR (reaccién en cadena de la polimerasa
en tiempo real).

Esta técnica es una evolucion de la PCR en la cual se suprime el paso de
evaluacion de los productos mediante electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida;
combina la amplificacion de secuencias especificas de ADN aportada por esta ultima
y fluoréforo con afinidad por el ADN o sondas marcadas con fluorescencia; para el
marcaje de estas sondas se han desarrollado diferentes productos quimicos, entre los
mas importantes encontramos el SYBR Green y las sondas de hidrdlisis (TagMan).Una
de las ventajas mas grandes que tiene esta variacion de la PCR es la realizacion en
condiciones libres de contaminacion y poco o nada manipulaciéon del operario en el
caso de ser automatizado el ensayo.

En comparacion con la PCR convencional la gPCR genera resultados
cuantitativos en menor tiempo, aporta mayor sensibilidad y seguridad para el operario
al evitar el uso de reactivos cancerigenos como el bromuro de etidio;la gPCR segun la
norma ISO 16140 del 2003 y la Asociacion Francesa de Normalizacion (AFNOR) es un

meétodo de cribado alternativo para la evaluacion de patdégenos.

3 OBJETIVOS

Estandarizar un método de diagnéstico molecular basado en PCR, con mayor

sensibilidad y especificidad para la deteccion de Campylobacter fetus.
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4 MATERIAL Y METODOS
41 DISENO DE INICIADORES:

Para establecer los blancos moleculares empleados en la deteccién de
Campylobacter fetus se realizd una busqueda de literatura en la base de datos del Centro
nacional de informacién biotecnoldgica (NCBI), seleccionado los genes gltx1y 16S rRNA,
blancos moleculares reportados en la deteccién de la bacteria en mencion.

Se construyeron secuencias tomadas de la base de datos del GenBank con
los nimeros de acceso CP006992, M650111, L146331, CP0068331 para el gen gltx1y
CP0068331,CP0109531, CP0145681, CP0069992, CP0004871, CPO088081, CP0155751,
CP0155761, CP0155771 para el gen 16S rRNA, las secuencias en formato fasta fueron
sometidas a alineamiento por medio del software MEGA y la plataforma electrénica
BLAST. Los alineamientos generados se enviaron a T4O0ligo (Irapuato, Guanajuato,
México) para realizar la sintesis de oligos especificos para PCR y generar los iniciadores

de cada gen seleccionado.

4.2 CULTIVO DE CEPA:

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

estéril (Cuadro 1) se encubo a 37°C por 48h.

Cuadro 1. Ingredientes para medio de cultivo tioglicolato.

INGREDIENTES CANTIDAD
Agua destilada 250 mL
Agar bacteriolégico 018 gr
Caldo tioglicolato medio 750 gr

Con el desarrollo de lacepay con un asa estéril se recuperd biomasay se resembro
en medio soélido ATCC: agar soya tripticasa con 5% de sangre de borrego desfibrinada a

un pH de 7.3 (Cuadro 2), se incubo a 37°C durante 48 h en microaerofilia.

Cuadro 2. Ingredientes para medio de cultivo de Campylobacter.

INGREDIENTES

CANTIDAD

Agar soya tripticasa (TSA)

40.09

Sangre de cordero desfibrinada

50.0 mL (afadir después de esterilizar)

Agua destilada

950.0 mL
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4.3 EXTRACCION DE DNA:

Para obtener DNA de referencia se recuperaron 250 mg de biomasa del
cultivo solido sembrado con Campylobacter fetus, con esta cantidad de muestra
recuperada se extrajo DNA utilizando el kit comercial QUICK-DNA fecal/soil Microbe
Miniprep (Zymo-Research), siguiendo las recomendaciones y pasos del fabricante.
La concentracion y pureza del DNA se midio con el equipo de espectrofotometria
NanoDrop 2000 (thermo Scientific).

4.4 ESTANDARIZACION DE LA PCR TIEMPO REAL:

Se utilizaron los iniciadores 16S Fw y Rv y gltx1 Fw y Rv especificos para
Campylobacter fetus, se utilizd un tercer iniciador de actina bovina para los controles
positivos de la pruebay sondas para sistema TagMan en PCR tiempo real, los fluorocromos
(FF) se eligieron con base a los canales de deteccion del sitema StepOne Plus™ (Thermo
Fisher Scientific, USA).

Los iniciadores 16S Fw (5 -CGAAGAACCTTACCTGGGCTTG-3°), Rv (5'-
GACAGCCGTGCAGCACCTGT-3")yglx1Fw (5 -GCCGCAAAAACAGCAGGTAAGC-3")Rv
(5"-TTTCAAGCGAACGGCTGCTGG-3 ") amplifican productos de 110y 120 pares de bases
respectivamente. Los iniciadores disefiados para B-actina bovina fueron los siguientes Fw
(5"-CACCATCGGGAATGAGCGTTTC-3") y Rv (5'-CTCGTGGATGCCAGCAGACTC-3").

La sonda disenada fue, para 16S Probe
(5"-ACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCT-3) con FF HEX, y para gltxt
PROBE (5 -GTGATGACGATGTTTTAAGCAATCCCC-3') con FF ROX y Actb PROBE
(5"-CGCTGCCCTGAGACCCTGTTCCAGC-3") estas sondas hibridan junto a cada primer

especificamente para Campylobacter fetus.

4.5 CONDICIONES DE PCR TIEMPO REAL:

Durante la estandarizacion el mix se prepard a un volumen final de 20 pL, el cual
contenia DNA de referencia de la bacteria C. fetus a una concentracion final de 20 ng,
también se incluyd TagMan® Fast Advanced Master Mix a una concentracion final de 1X,
junto con los iniciadores 16S Fw y Rv en concentracion final de 600 nM, los iniciadores de
gltx1 Fw y Rv se utilizaron a una concentracion final de 500 nM, las sondas 16S PROBE se
utilizé a una concentracion final de 300 nM, mientras que la sonda gltx1 PROBE fue utiliza
a 400 nM. El iniciador de los controles positivos de 3-actina bovina se utilizaron a 300 nM

para Fw y Rv, mientras que para la sonda la concentracion final fue de 150 nM. Se realizé
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el ensayo por triplicado, incluyendo un control negativo el cual contiene DNA de bovino
libre de patdgenos en concentracion de 10 ng, este sirvid para evitar falsos positivos,
también se incluyd un control sin templar llamado NTC el cual en lugar de tener DNA se
agrego agua grado molecular.

Las condiciones de amplificacion iniciaron con una desnaturalizacion a 94°C por
300 segundos durante 1 ciclo, seguido de 45 ciclos de una desnaturalizacion a 94°C
durante 40 segundos, alineamiento a 64°C durante 30 segundos y extension a 72°C
durante 30 segundos. Estos ciclos de amplificacion fueron programados en el sistema de
un StepOne Plus™ (Thermo Fisher Scientific, USA).

5 RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad de DNA extraido proveyd una concentracion de 265 ng/uL y una
pureza de 1.9 a una relacién de absorbancia de 260/280, resultados favorables para la
estandarizacion de la metodologia de diagnéstico molecular por PCR.

La amplificacion de dos genes en una prueba diagnostica para una misma
bacteria patégena como la Campylobacter fetus ofrece gran ventaja sobre las pruebas
diagnosticas de rutina, el utilizar en este diagnostico el gen 16S rRNA y gltx1 se evita
interferir con agentes vacunales para este patdgeno.

Los resultados de la estandarizacion de la reaccion de PCR tiempo real se
muestran en laimagen 1. Donde se puede observar la curva de amplificacion por triplicado
de los 3 genes el 16S rRNA, gltx1y B-Actina bovina, en los controles positivos utilizados en
la prueba, el NTC que contiene agua grado molecular no se observa amplificacion el cual
nos muestra un resultado correcto, en el control negativo donde se incluyd DNA bovino
amplifica solo la B-Actina bovina, resultado de una amplificacion correcta.

Después de multiples ensayos realizados para la estandarizacion de esta
metodologia molecular utilizad para el diagnostico de Campylobacter fetus, los mejores
valores tanto de concentracion, temperatura y ciclos utilizados durante la amplificaciéon
fueron los mostrados en la metodologia, la sensibilidad de la prueba comparada por lo
mostrado Gonzalez et al (2018), en su ensayo de PCR convencional o punto final, con los
mismos iniciadores demostro ser esta prueba 5 veces mas sensible a la hora de detectar
DNA, dichos autores utilizaron una concentracion final de 100 ng de DNA bacteriano,

mientras que en este estudio se utilizo solo 20 ng.
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Imagen 1. Valores de los ciclos de amplificacion (Ct) de los genes utilizados. Los controles positivos de los genes
16S rRNA y gltx1 presentan valores de 13 y 15 respectivamente, los valoes para B-Actina bovina alcanzaron el umbral
a partir del ciclo 32.
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6 CONCLUSIONES

La presente técnica molecular por PCR en tiempo real con sondas TagMan Fast
Advanced Master Mix permite detectar DNA de Campylobacter fetus a concentraciones
bajas.

El disefio de los iniciadores es funcional para este tipo de diagndstico molecular;
se logro establecer la cantidad minima requerida de concentracion de iniciadores
y sondas, asi como las condiciones de amplificacion requeridas en el correcto
funcionamiento de la prueba.

La velocidad y el tiempo en la cual este tipo de pruebas utilizadas para el
diagnostico y omitir un resultado marca una pauta favorable para ser considerada a futuro
en una metodologia de diagndstico de rutina para este tipo de agentes patdégenos que

afectan al ganado bovino, asi como al hombre.
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en reuniones de la Comision Europea en ltalia y Bélgica. Impulsor y primer coordinador
del proyecto europeo URBACT, “come Ourense”, dentro del Programa de la Unién
Europea “Sostenibilidad alimentaria en comunidades urbanas” (2012-2014). Dentro de la
experiencia en organizacion de actividades de |+D+i se pueden destacar la organizacion
de diferentes reuniones cientificas desarrolladas dentro de la Asociacion de Gedgrafos
Espanoles (en 2002, 2004, 2012 y 2018).
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