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Resumen

RESUMEN

La presente tesis describe el estudio de microorganismos de la Clase Mollicutes
en organismos marinos. El primer capitulo corresponde a la justificacion, a una revision
bibliografica de las bases tedricas del estudio, asi como sus objetivos propuestos. El
segundo capitulo concierne a la eleccion de la pareja de cebadores de Van Kuppeveld y
colaboradores (1992) para la deteccion de mollicutes a través de una PCR a tiempo real.
Fueron escogidos por su adecuada especificidad y sensibilidad después de compararlos
con otros cuatro pares de cebadores especificos para la deteccibn de mollicutes
indicados por otros autores. El tercer capitulo relata la metodologia y resultados de la
basqueda de mollicutes en 72 cetaceos varados en el Archipiélago Canario entre los
afios 2010-2013, 80 pinnipedos de la Antértica (2010-2011), 112 peces de acuicultura o
del medio natural, 12 grupos de 20 a 40 medusas y 9 cefaldpodos. Para su deteccién e
identificacion fueron utilizadas técnicas rutinarias de cultivo de mollicutes y de genética
molecular. El andlisis de la secuencia entera o de fragmentos de los genes ARNr 16S y
ARNr 23S, asi como de la regién intergénica entre ellos (ISR) fue una valiosa
herramienta para la identificacién taxonémica de las especies encontradas, cuando fue
posible. En los cetaceos fueron identificadas cuatro especies de mollicutes: Mycoplasma
sp. CSL7529-conjunctiva (99% - gen ARNr 16S) encontrada en un delfin comdn,
Delphinus delphis; Mycoplasma sp. Phocoena C-264-GEN (97%- ISR), en dos delfines
listados Stenella coeruleoalba; Mycoplasma sp. AB703210 (98%- gen ARNr 16S), en un
cachalote pigmeo Kogia breviceps; y Acholeplasma axanthum AJ311394 (93%- gen
ARNr 16S), en un zifio de True Mesoplodon mirus. Adicionalmente, fueron detectados
mollicutes en: Balaenoptera borealis, Globicephala macrorhynchus, Stenella frontalis,
Tursiops truncatus, Physeter macrocephalus, Mesoplodon europaeus y Ziphius
cavirostris; sin embargo no fue posible su identificacién especifica debido a la poca
cantidad de ADN disponible. En los pinnipedos de la Antartica fueron aisladas, cultivadas
e identificadas seis especies de mollicutes: M. zalophidermidis (99% - ISR) y M. sp.

CSL7529-conjunctiva (99% - ISR) en el lobo marino antartico Arctophoca gazella; M. sp.

XVil



Resumen

Mirounga ES2805-ORL (99% - ISR) y M. sp. Mirounga ES2774-NASSP4 (91%- ISR) en
focas de Weddell Leptonychotes weddellii; M. lipofasciens ATCC 35015 (78% - ISR) en
focas de Weddell y en el elefante marino Mirounga leonina; y M. zalophi (99% - ISR)
encontrado en las tres especies. En ninguno de los casos fue posible establecer algun
tipo de relacién entre la presencia de mollicutes y patologias presentes. Por otra parte,
fueron detectados mollicutes en dos ejemplares de dorada Sparus aurata (branquia e
intestino) pero no pudieron ser identificados ni cultivados. En las medusa Pelagia
nocticula fue detectado un Spiroplasma sp., mientras que en el pulpo comdn (Octopus
vulgaris) y en pota (Todarodes sagittatus) fueron detectadas, identificadas, aisladas y
cultivadas dos especies de mollicutes nuevas, siendo denominadas Myc-PULPO y Myc-
POTA, respectivamente. Ambas estan relacionadas entre si pero son muy diferentes a

las especies ya conocidas.
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Abstract

ABSTRACT

The present thesis describes the study of microorganisms belonging to Mollicutes
class in marine organisms. Chapter | consists of an updated literature review related to
the theoretical basis of the study and its objectives. Chapter Il explains the primers pairs
(Van Kuppeveld et al., 1992) used to detect mollicutes using a real-time PCR technique.
The latters were chosen based on their adequate specificity and sensitivity in comparison
with four other counterparts specific to mollicutes detection as reported by other authors.
Chapter Il describes the methodology and results of the screening for mollicutes in 72
cetaceans stranded from Canary Islands during the period between 2010 and 2013, 80
Antarctic pinnipeds (2010-2011), 112 farmed or wild fish, 12 pool of 20 to 40 jellyfish, and
9 cephalopods, using microbiological routine culture and molecular biology techniques.
The analysis of the entire or partial sequence of 16S rRNA and 23S rRNA genes, as well
as the intergenic space region between the latters (ISR), was a valuable tool for the
taxonomic identification of the species found, when it was possible. Therefore, in
cetaceans, four species of mollicutes were identified including, Mycoplasma sp. CSL7529
conjunctiva (99% - 16S rRNA gene) found in a common dolphin, Delphinus delphis;
Mycoplasma sp. Phocoena C-264-GEN (97% - ISR), two striped dolphins Stenella
coeruleoalba; Mycoplasma sp. AB703210 (98% -16S rRNA gene), a pygmy sperm whale
Kogia breviceps; and Acholeplasma axanthum AJ311394 (93% - 16S rRNA gene) in a
True's beaked whale Mesoplodon mirus. In addition, mollicutes were also detected in
Balaenoptera borealis, Globicephala macrorhynchus, Stenella frontalis, Tursiops
truncatus, Physeter macrocephalus, Mesoplodon europaeus and Ziphius cavirostris ;
however due to the limited amount of DNA material available, no further species
identification was performed. Six mollicutes species were isolated, cultivated and identify
in Antarctic pinnipeds including M. zalophidermidis (99% - ISR) and M. sp. CSL7529 -
conjunctiva (99% - ISR) in Antarctic fur seal Arctophoca gazella ; M. sp. Mirounga
ES2805 - ORL (99% - ISR) and M. sp. Mirounga ES2774 - NASSP4 (91% - ISR) in
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Weddell seals Leptonychotes weddellii ; M. lipofasciens ATCC 35015 (78% - ISR) in
Weddell seals and elephant seals Mirounga leonina ; and M. zalophi (99% - ISR ) found
in the three species. No relationship could not be established between the presence of
mollicutes and pathologies in all the cases. Moreover, mollicutes were detected in
gilthead seabream Sparus aurata (gill and intestine) but could not be identified or
cultured. Similarly, Spiroplasma sp. was detected in jellyfish Pelagia nocticula.
Interestingly, two new mollicutes species were detected, identified, isolated and cultured
in common octopus (Octopus vulgaris) and squid (Todarodes sagittatus) and were called
Myc-PULPO and Myc-POTA, respectively. Both latter species are related to each other,
being very different from the known (published) species.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

A: Adenina.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNr: Acido desoxirribonucleico ribosémico.
ARN: Acido ribonucleico.

ARNr: Acido ribonucleico ribosémico.

ARNLt: Acido ribonucleico de transferencia.
C: Citosina.

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis): Electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizacion.

g: Fuerza de gravedad.

g: Gramo.

G: Guanina.

h: Hora.

ISR (Intergenic space region): Region entre los genes ARNr 16S y ARNr 23S.
ISR2: Regidn entre los genes ARNr 23S y ARNr 5S.

M: Adenina o citosina.

M: Molar.

mA: Miliamperio.

MC: Mycoplasma sp. CSL7529-conjunctiva.
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Abreviaturas

mg: Miligramo.

min: Minuto.

ml: Mililitro.

ML: Mycoplasma lipofasciens ATCC 35015 (78%- ISR).
mm: Milimetro.

mM: Milimolar.

MM1: Mycoplasma sp. Mirounga ES2805-ORL.

MM2: Mycoplasma sp. ES2774-NASSP4 (91%- ISR).
MZ: Mycoplasma zalophi

MZD: Mycoplasma zalophidermidis

pb: Pares de bases.

PCR (Polymerase Chain Reaction): Reaccion en cadena de la polimerasa.
s: Segundo.

UFC: Unidades formadoras de col6nias.

V: Voltios.

W: Adenina o timina.

Y: Citosina o timina.

Ml: Microlitro.

Mm: Micrometro.

MM: Micromolar
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.1 INTRODUCCION

Los microorganismos pertenecientes a la clase Mollicutes son los organismos
méas pequefios capaces de replicarse en medios de cultivo exentos de células. Se

distinguen de otras bacterias por su reducido tamafio y la ausencia total de pared celular.

Hasta ahora, el término micoplasma ha sido empleado como sin6nimo de la
clase Mollicutes, pero también para referirse UGnicamente a los miembros del género
Mycoplasma. Segun Brown y colaboradores (2010F) esta tendencia ha de evitarse, por
lo que en la presente tesis para incluir a todas las especies de la clase Mollicutes, se
empleard el término mollicutes; y micoplasma, acholeplasma, ureaplasma, mesoplasma,

spiroplasma, etc., sélo para designar el género en cuestion.

Todos los mollicutes son parasitos o comensales de vertebrados, insectos o
plantas, encontrdndose también algunas especies patégenas dentro de estos tres
grupos, sin embargo sus mecanismos de patogenicidad todavia causan controversia
(Weisburg et al., 1989; Neimark et al., 2001; Brown et al., 2010F). La presencia y efectos
de este grupo taxondmico han sido ampliamente estudiados en animales de produccién,
humanos, reptiles, plantas y artropodos, sin embargo los estudios realizados en
organismos acuaticos son escasos. Se ha identificado algunas especies particulares en
invertebrados marinos (Zimmer y Woollacott, 1983; Boyle et al., 1987; Chaiyapechara et
al., 2011; Chen et al., 2011A), en peces (Kirchhoff et al., 1987; Holben et al., 2002; Bano
et al., 2007; Mclintosh et al., 2008) y también en mamiferos marinos (Ruhnke y Madoff,
1992; Higgins, 2000; Foster et al., 2011; Volokhov et al., 2011). Sin embargo, el papel
gue juegan en la mayoria de las especies acuaticas no esta del todo claro,
identificandose solamente dos especies de mollicutes patbégenas para crustaceos

marinos en cultivos intensivos.

Considerando que estas especies pueden afectar a organismos

inmunodeprimidos, ser facilitadores para la entrada de otras enfermedades, o incluso ser

1
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patégenas, es bastante importante detectarlas, identificarlas y caracterizar su rol dentro
de las especies donde se encuentran. En el caso de organismos que son explotados
comercialmente (peces, crustdceos, moluscos) identificar las bacterias asociadas y
analizar su papel ecoldgico puede ayudar en la elaboracién de protocolos de manegjo o
medidas sanitarias a ser aplicadas en su explotacion, considerando sobre todo el estrés
gue puede producirse en sistemas de cultivo intensivos y que llevan a la aparicién de
enfermedades (Pulsford et al.,, 1994; Krogdahl y Bakke-McKellep, 2005; Morgan y
Tromborg, 2007). En el caso de mamiferos marinos, la deteccion de mollicutes es dtil,
teniendo en cuenta que han sido detectadas especies patdgenas que pueden afectar
poblaciones naturales. Adicionalmente, este conocimiento puede sumarse a la
informacién ya conocida, ayudando a entender la fisiologia y ecologia de especies de
pinnipedos y cetaceos protegidas o en riesgo, y auxiliando a la hora de realizar
programas de manejo y proteccion basados en pardmetros biol4gicos.

En Canarias, el estudio de Mollicutes es llevado a cabo por el Grupo de
Epidemiologia y Medicina Preventiva — del Instituto Universitario de Sanidad Animal y
Seguridad Alimentaria — (IUSA) de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria —
(ULPGC). Las lineas de investigacibn abarcan el aislamiento, identificacién vy
caracterizacion de especies de mollicutes en rumiantes, porcinos y aves. Para tal
proposito el Grupo cuenta con protocolos eficientes de cultivo asi como de las méas
avanzadas técnicas de biologia y genética molecular para su deteccién y caracterizacion,
contando con una gran experiencia en el area y la ejecucién de proyectos locales e

internacionales en conjunto con diversas universidades.

Es necesario destacar que dentro del IUSA también se encuentran tres
importantes grupos de investigacion dirigidos al estudio de organismos marinos: El
Grupo de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia, que trabaja en el diagnostico y
prevencion de enfermedades bacterianas y viricas en pequefios rumiantes y en especies
piscicolas utilizadas en acuicultura; el Grupo de Investigacion en Acuicultura — GIA,

gue enfoca su trabajo y estudios al desarrollo de protocolos eficientes de cultivo de
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especies acuaticas con potencial econémico en Canarias, abarcando las areas de
manejo, reproduccioén, nutricion y alimentacion en cada una de las fases de produccion; y
la Divisién de Histologia y Patologia Animal que trabaja en la identificacion y
diagnosis de mamiferos marinos varados en las costas de Canarias, evaluandolos
sanitariamente en un estudio centrado a conocer las causas de su muerte. Todos estos
grupos estan bien consolidados en sus areas de actuacion, sin embargo, no abarcan

entre sus lineas de investigacion el area de micoplasmologia.

La planificacion y elaboracion de la presente tesis fue desarrollada tomando en
consideracion todo lo anterior, ademas de los recursos técnicos y humanos que posee el
IUSA, asi como la importancia de generar mas conocimiento a través de la apertura de
nuevas lineas de investigacion y la posibilidad de incrementar el conocimiento que ya se
tiene de los organismos acuaticos. Todo el trabajo ha sido desarrollado integramente
bajo la direccion del Grupo de Epidemiologia y Medicina Preventiva, contando con el
aporte de muestras del GIA, de la Divisién de Histologia y Patologia Animal y del Grupo
de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia del IUSA. Por otra parte, hay que destacar
que también se trabajé con muestras microbiolégicas de pinnipedos, obtenidas en la
Antértica y cedidas por el Laboratorio Central de Veterinaria de Algete (Madrid).
Adicionalmente, también se cont6 con la colaboracion del Dr. Rubén S. Rosales
(Veterinary Laboratories Agency - Department for Environment Food and Rural Affairs,
Londres) y la Dra. Janet M. Bradbury (Veterinary School - University of Liverpool,
Liverpool) quienes cedieron diferentes especies y cepas de mollicutes, ademas de

aportar su experiencia en el area.



Capitulo I: Introduccién, Objetivos y Revision bibliografica

.2 OBJETIVOS

.21  OBJETIVO GENERAL

Detectar, aislar y caracterizar especies de microorganismos de la Clase

Mollicutes presentes en organismos marinos.

[.2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar y/o adaptar protocolos para el muestreo, aislamiento, deteccién e
identificacion de mollicutes procedentes de organismos marinos a través de técnicas de

cultivo y de biologia molecular.

Detectar, aislar y caracterizar especies de Mollicutes presentes en los tejidos de

mamiferos marinos varados en las costas de Canarias.

Detectar, aislar y caracterizar especies de Mollicutes presentes en muestras de

boca y vagina de pinnipedos muestreados en Isla Decepcion (Antartica).

Detectar, aislar y caracterizar especies de Mollicutes presentes en peces e

invertebrados marinos.
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.3 REVISION BIBLIOGRAFICA

.31 MOLLICUTES

.3.1.1 Caracteristicas generales

Los mollicutes son los microorganismos con capacidad de replicacion en medios
de cultivo exentos de células mas pequefios que se conocen. Pertenecen a la Division
Tenericutes, que estd compuesta por una Unica clase, la Clase Mollicutes (Edward et al.,
1967; Razin y Freundt, 1984; Brown, 2010). La ausencia de pared celular le da el
nombre a esta clase taxondmica Mollicutes, del latin mollis (fina) + cutis (piel). Son
bacterias facilmente distinguibles de las restantes por su pequefio tamafio
(0,1y 0,25 um) y por carecer de pared celular debido a su incapacidad de sintetizar
peptidoglucanos. Lo anterior hace que sean resistentes a la penicilina y sus derivados; y
al mismo tiempo, sensibles a la lisis por choque osmético y anticuerpos especificos sin
mediacion del complemento en pruebas de inhibicién de crecimiento, asi como a los
detergentes y alcoholes. Son bacterias pleomérficas, presentando formas esféricas, de
matraz (flask-shaped), las cuales pueden medir entre 200 y 500 nm de diametro; o
formas ramificadas o incluso filamentos helicoidales, que pueden llegar a medir incluso
2.000 nm. La mayoria de los mollicutes son anaerobios facultativos, sin embargo,
también existen especies anaerobias estrictas. Se replican por fision binaria, aunque la
replicacion del genoma puede preceder a la division citoplasmatica, llevando a la
formacién de filamentos multinucleados. Poseen un genoma de pequefio tamafio (580 a
2200 kpb) y un bajo contenido de Guanina + Citosina (23-34 mol %) encontrandose el
mayor porcentaje (40 mol %) en Mycoplasma pneumoniae y Asteroleplasma anaerobium
(Brown et al., 2010E). El genoma de estos microorganismos es el menor de todos los
organismos vivos conocidos por lo que son muy dependientes de su hospedador para
cubrir sus requerimientos nutricionales (Fraser et al., 1995). Los mollicutes presentan un
ciclo del &cido tricarboxilico incompleto y carecen de quinonas o citocromos, lo que
impide que se lleve a cabo el proceso de fosforilacién oxidativa, la ruta metabdlica que

produce ATP con mayor rendimiento (Miles, 1992; Brown et al., 2010F). Generalmente,
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emplean azlcares o arginina como fuente principal de energia, aunque algunas especies
pueden emplear ambas, o bien fuentes alternativas como piruvato y/o acidos organicos.
Por otra parte, el colesterol es un requerimiento para el crecimiento de algunos de estos
microorganismos (Miles y Lee, 1983; Miles y Agbanyim, 1998; Brown et al., 2010F)

A diferencia de otras bacterias, la mayoria de mollicutes presentan so6lo una o
dos copias de los genes ARN ribosémico (ARNr), encontrandose el caso excepcional del
género Mesoplasma que presenta tres. El gen ARNr 5S es notablemente menor en
nimero de nucledtidos, y el numero de genes ARNt es menor al de otras bacterias. La
ARN-polimerasa es resistente a la rifampicina y en algunos géneros el codén UGA

codifica triptéfano en lugar de ser una sefial de terminacion (Brown et al., 2010F).

Estas bacterias pueden crecer en medios artificiales que les proporcionen
esteroles y les satisfagan otros requerimientos nutricionales y fisicos especiales. Las
colonias formadas en estos medio de cultivo miden en su mayoria menos de 1 mm de
didmetro y tienen el aspecto caracteristico de “huevo frito” cuando se observan al
microscopio (Figura VIII-1) debido a que la tendencia de la colonia es crecer penetrando

en el medio sélido para después hacerlo superficialmente (Poveda,1998).

La mayoria de los mollicutes son inmdviles, encontrdndose como excepciones a
todas las especies del género Spiroplasma (Trachtenberg, 2006; Wada y Netz, 2009; Yu
et al., 2009), ademas de Mycoplasma (M.) pneumoniae (Bredt et al., 1970), M.
gallisepticum (Erdmann, 1976), M. pulmonis, (Bredt y Radestock, 1977), M. genitalium,
(Taylor-Robinson y Bredt, 1983), M. mobile (Kirchhoff et al., 1984) y M. amphoriforme
(Hatchell et al., 2006).
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Figura VIII-1: Colonias tipicas en forma de “huevo frito” de Acholeplasma laidlawii
(40X).

I.3.1.2 Taxonomiay filogenia

La taxonomia se ocupa de la clasificacion de los seres vivos, es decir, de su
nomenclatura y ordenamiento en taxones, mientras que la filogenia es la ciencia que
estudia las relaciones evolutivas entre las distintas especies, reconstruyendo la historia
de su diversificacion desde el origen de la vida en la tierra hasta la actualidad (Tortora et
al., 2007).

El gen ARNr 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en estudios de
filogenia y taxonomia bacterianas (Rossell6-Mora y Amann, 2001; Rodicio y Mendoza,
2004). Algunas de las razones por las que se utiliza son que: a) es una molécula muy
antigua y estd en todas las bacterias actuales; b) su estructura y funcién han
permanecido sin alteraciones durante un tiempo prolongado, de manera que las
alteraciones en su secuencia reflejan probablemente cambios aleatorios; ¢) su tamafio
relativamente grande (~1500 nucledtidos) minimiza las fluctuaciones estadisticas; y d) su
facil secuenciacion favorece que hayan bases de datos en continuo crecimiento (Rodicio

y Mendoza, 2004). Otra caracteristica por la que se considera un excelente marcador es
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gue entre las regiones conservadas en su gen se encuentran regiones variables que
permiten detectar un amplio nimero de individuos filogenéticamente diversos. Por otro
lado, la posibilidad de divergencia intragenémica por una posible transferencia horizontal
de genes ribosomicos es practicamente nula (Atlas y Philips, 2005). No obstante, el
andlisis del gen del ARNr 16S refleja la filogenia de los microorganismos, pero no su

evolucion (Rossell6-Mora y Amann, 2001).

La aplicacion del gen ARNr 16S como crondmetro molecular fue propuesta por
Carl Woese a principios de los afios "70 (Woese and Fox, 1977; Woese, 1987). Sus
estudios originaron la divisibn de los procariotas en dos reinos: Eubacteria y
Archaeobacteria, asi como sus divisiones mayores y subdivisiones. Desde entonces, y
en paralelo con el desarrollo y perfeccionamiento de las técnicas de biologia y genética
molecular, el analisis del gen ARNr 16S se ha utilizado para establecer las relaciones
filogenéticas entre especies bacterianas, incidiendo directamente en su clasificacion e
identificacion asi como en la determinacion de su historia evolutiva (Rodicio y Mendoza,
2004). Dentro de este sistema se definié la especie bacteriana como el “conjunto de
cepas que comparten una similitud del 70% 6 méas en experimentos de hibridacién ADN-
ADN”. Stackebrandt y Goebel (1994) afirmaron que cepas con este nivel de relacion
presentaban una identidad del 97% 6 mas entre sus genes ARNr 16S, de tal manera que
aquellas que tuvieran valores menores era improbable que estuvieran relacionadas. Sin
embargo, con el tiempo se observé que existian cepas que compartian una similitud
menor del 50% en experimentos de hibridacion y que eran clasificadas como especies
diferentes, pero que presentaban una identidad del 99% al 100% en el referido gen.
Rossell6-Mora y Amann (2001) sugieren que el gen ARNr 16S carece de resolucion
filogenética a nivel de especies, considerando especie procariota el grupo de organismos
gue muestran un elevado grado de similitud global y que difieren claramente de otras

especies.

Por ello, actualmente se recomienda que la identificacién taxondémica sea
polifasica, esto es, basada en criterios fenotipicos y al mismo tiempo en datos de
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secuenciacion genémica (Stackebrandt et al., 2002). Aunque se considera que el término
especie polifasica es un sinénimo inadecuado del concepto fenético de especie
(Rossell6-Mora, 2003).

El caso de los mollicutes no es simple, ya que son un grupo de bacterias que ha
creado controversia y confusion a la hora de establecer su identidad y estatus
taxonoémico. Hasta los afios 30 se les considero virus, ya que podian atravesar filtros que
otras bacterias no lo hacian. Mas de 50 afios después se volvid a repetir el mismo error
al considerarse como virus a mollicutes encontrados en pacientes con SIDA (Lo, 1986).
En 1935, el descubrimiento de formas L o variantes en fase L (bacterias que han perdido
entera o parcialmente la pared celular) de cultivos de Streptobacillus moniliformis
(Klienenberger, 1935) cre6 una gran confusion respecto al estado taxonoémico
independiente de los mollicutes, lo que duré hasta finales de los afios 60 cuando se
introdujeron los primeros analisis gendmicos (Razin, 1992). Posteriormente, se sugirié
que podian estar clasificados entre los virus y las bacterias debido a algunas claras
diferencias que existen entre los tres, aunque hasta ahora no se ha encontrado una
razén de peso para ello (Tabla VIII-1).

Tabla VIII-1: Diferencias entre Mollicutes, Bacterias y Virus (Howard y Gourlay,

1978).
Caracteristicas Mollicutes Bacterias Virus
Contienen ADN y ARN a la vez + + -
Poseen varios sistemas metabdlicos + + -
Se reproducen en medios sin células + + =
Atraviesan filtros de 0,22 um + - +
Presentan pared celular - + B
Sensibles a la penicilina - + -
Sensibles a la tetraciclina + + -
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Junto con el desarrollo y perfeccionamiento de las técnicas de biologia molecular
y el andlisis secuencial del gen ARNr 16S fue posible caracterizar los mollicutes (Woese
et al., 1980; Johansson et al., 1998), determinandose que forman un grupo coherente de
organismos derivados de los clostridios (bacterias Gram Positivas), por evolucion
regresiva y reduccion del genoma, produciéndose asi células de vida libre y auto-

replicantes menores y mas simples (Woese et al., 1985; Trachtenberg, 1998).

Basados en la filogenia del gen ARNr 16S la Clase Mollicutes fue en un
comienzo situada en la division Firmicutes (Garrity et al., 2007), sin embargo, debido a
estudios posteriores basados en marcadores genéticos alternativos (subunidad (3 de la
ARN-polimerasa, chaperonina GroEL, algunas diferencias entre las aminoacils ARNt-
sintetasas y las subunidades FOF1-ATPasa) y a la ausencia de pared celular, fueron
finalmente situados dentro de la Division Tenericutes, quedando asi registrado en la 22
Edicion del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology de 2009 (Ludwig y Schleifer,
2005; Ludwig et al., 2009).

Gracias a estudios filogenéticos, fisioldgicos y de genética molecular ha sido
posible reorganizar la taxonomia de la Clase Mollicutes (Tabla VIII-2) (Tully y Whitcomb,
1995; Brown et al.,, 2010F). De esta manera, ha sido dividida en cuatro érdenes
subdivididos a su vez en familias, basadas en el habitat, requerimientos de esteroles
para crecer, tamafio del genoma y tolerancia al oxigeno (Freundt, 1955; Woese et al.,
1980; Razin y Freundt, 1984; Weishurg et al., 1989; Razin, 1992; Nicolet, 1996).
Adicionalmente, Neimark y colaboradores (2001) propusieron transferir algunos
miembros de los géneros Haemobartonella y Eperythrozoon al género Mycoplasma.

Por otra parte, filogenéticamente los mollicutes han sido divididos en cinco
grupos: M. hominis, M. pneumoniae, Spiroplasma, Anaeroplasma y Asteroleplasma
(Weisburg et al., 1989; Peters et al., 2008; Brown et al., 2010F) (Figura VIII-2).

10
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Evolutivamente, el género Acholeplasma parece ser el mas antiguo, cuya
formacion implico la pérdida de la pared celular y una marcada reduccién genémica. Son
muy dificilmente distinguibles de Anaeroplasma, debido a que su gen ARNr 16S es muy
similar, sin embargo, la condiciobn anaerobia de este Ultimo permite su distincion
(Weisburg et al., 1989). Las separacion de los diferentes linajes de mollicutes a partir de
Acholeplasma ha ido acompafiada por alteraciones génicas traducidas en cambios
estructurales (caracter helicoidal y motilidad en Spiroplasma) o bien, en posteriores

reducciones genémicas mas importantes, como en el caso de Mycoplasma.

El género Mycoplasma es el que sin duda posee el mayor nimero de especies
reconocidas (117 especies y 14 especies candidatas a la caracterizacion oficial hasta el
afio 2010), muchas de ellas consideradas patégenas para humanos, ganado (bovino,
caprino y porcino) o aves. Debido a la descripcibn de nuevas especies su numero
aumenta cada afio, por ejemplo: Mycoplasma haemolamae (Crosse et al., 2012) y M.
neophronis (Suarez-Pérez et al.,, 2012). Los microorganismos clasificados a nivel
taxondémico dentro de este género se encuentran divididos en tres de los grupos
filogenéticos: grupo hominis (con los cllsteres M. equigenitalium, M. bovis, M. lipophilum,
M. synoviae, M. hominis, M. pulmonis, M. sualvi y M. neurolyticum) y grupo pneumoniae
(con los clusteres M. fastidiosum, hemotrépico, M. pneumoniae, M. muris, y Ureaplasma)

(Johansson y Pettersson, 2002) y el grupo Spiroplasma (Brown et al., 2010F).

El nimero de especies de los restantes géneros de la Clase Mollicutes
(Ureaplasma, Entomoplasma, Mesoplasma, Spiroplasma, Acholeplasma, “Candidatus
Phytoplasma”, Anaeroplasma y Asteroleplasma) también esta en constante crecimiento y
es muy dinamico, bien por el descubrimiento de nuevas especies como por la
reclasificacion de otras ya descritas pero clasificadas erroneamente (Johansson et al.,
1998; Neimark et al., 2001; Brown et al., 2010F).
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Mycoplasma capricolum, U26041
Mycoplasma mycoides, U26037
Mycoplasma cottewii, U67945
Mycoplasma yeatsii, U67946

Entomoplasma freundtii, AF036954

Entomoplasma ellychniae, M24292 Grupo Spiroplasma
Spiroplasma apis, M23937
Spiroplasma gladiatoris, M24475
Spiroplasma citri, M23942
Spiroplasma mirum, M24662

Spirop ixodetis, M24477
Ureaplasma felinum, D78651
Umap‘as':m umalm::no;;:onﬁg Grupo Mycoplasma pneumoniae

— Mycopl genitalium, U39693
'~ Mycoplasma pneumoniae, U00089
[ Clone 59
T Clone 48
Mycopiasma gypis, AF125589 | Grupo Mycoplasma hominis
Mycop hominis, M96660
Ach idlawii, U14905

Candi Phytoplasma fraxini, AF189215 Grupo Acholeplasma-Anaeroplasma
Acholepl. M23933

A varium, M23934

Aster anaerobium, M22351 | Grupo Asteroleplasma
Ci rfringens, AB045287

Escherichia coli, AE000452

| Candidatus Hepatoplasma crinochetorum

0.10

Figura VIII-2: Agrupacion filogenética de la Clase Mollicutes (Wang et al., 2004B)

Finalmente, se ha propuesto el género Hepatoplasma (Mollicutes,
Mycoplasmatales) a partir de “Candidatus Hepatoplasma crinochetorum” un simbionte
encontrado en ocho especies de isépodos terrestres (Wang et al., 2004B; Fraune y
Zimmer, 2008; Leclercq et al., 2014).

1.3.1.3 Caracteristicas ultraestructurales

Los mollicutes poseen solamente aquellos organulos y rutas metabdlicas
indispensables para su crecimiento y replicacién. Asi, su estructura se reduce a una

membrana citoplasmatica, una molécula bicatenaria circular de acido desoxirribonucleico
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(ADN), moléculas de &cido ribonucleico (ARN), ribosomas y granulos citoplasmaticos
(Figura VIII-3).

Membrana lipoproteica (3 capas)

ADN

Ribosoma

ARN

Metabolitos

Figura VIII-3: Esquema de la estructura celular de un mollicutes.
(http://lwww.invivogen.com)

No presentan organulos subcelulares organizados, como mitocondrias, ni
tampoco membranas intracitoplasmaticas. La membrana citoplasmaética es la Unica
separacién entre el citoplasma y el medio, siendo estructuralmente muy similar a las
membranas celulares eucariotas. Corresponde a una estructura trilaminar compuesta por
dos tercios de proteinas y un tercio de lipidos, principalmente fosfolipidos y glucolipidos,
gue junto con las primeras constituyen los determinantes antigénicos mas importantes.
Como no poseen pared celular, necesitan vivir en un entorno de elevada presion

osmatica para equilibrar asi su propia presién osmética interna (Poveda et al., 2002).

1.3.1.3.1 Estructuracelular y capsula

A través de microscopia electronica ha sido posible identificar algunas de las
principales estructuras celulares de los mollicutes: su membrana celular de estructura
bilaminar y el citoplasma, donde se pueden diferenciar los ribosomas y el material
nucleico. Adicionalmente, el uso de esta técnica junto con la tinciéon de rojo rutenio, que

tife especificamente mucopolisacaridos ha mostrado la presencia de una matriz
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extracelular fibrilar o “capsula” que presenta una estrecha relacion con la membrana
celular (Wilson y Collier, 1976; Minion y Rosenbusch, 1993). Esta cépsula ha sido
observada en varias especies de los géneros Mycoplasma (por ejemplo: M.
gallisepticum, M. hominis, M. hyopneumoniae, M. meleagridis, M. pneumoniae y
M.synoviae, entre otras) y Ureaplasma (U. urealyticum) (Boatman y Kenny, 1971,
Robertson y Smook, 1976; Rurangirwa et al., 1987). Su funcién no es totalmente clara
(Minion y Rosenbusch, 1993), aunque se cree que puede desempefiar un rol en su
patogenicidad, favoreciendo la adhesion de estas bacterias al tejido del hospedador
(Robb, 1984), incrementando su toxicidad y/o eludiendo la respuesta inmune celular al
dificultar o inhibir los procesos de fagocitosis (Rosenbusch y Minion, 1992, Marshall et
al., 1995).

1.3.1.3.2 Membrana celular y estructura antigénica

Al igual que en otras células, la membrana celular de los mollicutes es una
membrana permeable selectiva flexible y trilaminar que rodea el citoplasma. Esta
formada por una bicapa de fosfolipidos, por proteinas de membrana insertadas en ella 'y
una pequefia porcién de carbohidratos complejos en forma de glicoproteinas y
glicolipidos (Kahane y Tully, 1976; Rottem y Kahane, 1993). La porcion lipidica
constituye un tercio de su composicién y las proteinas, los otros dos restantes (Razin et
al., 1998). A diferencia de las bacterias gram-negativas, en los mollicutes las proteinas
se encuentran ancladas exclusivamente a la parte externa de la membrana y no en
diferentes localizaciones dependiendo de su funcién. Una forma caracteristica en que se
encuentran dichas proteinas es como lipoproteinas que, al igual que los lipopolisacaridos
en bacterias gram-negativas, pueden modificar su secuencia e incrementar asi la
variabilidad antigénica de la bacteria, asi como jugar un papel importante en la
modulacion de la respuesta inmune del hospedador (Chambaud et al., 1999). A pesar de
gue existe una gran variedad de proteinas de membrana sélo han sido descritas cuatro

funciones: proteinas de transporte ABC, lipoproteinas con funcién estructural y proteinas
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con funciones enzimaticas o capacidad de adherencia (Hayashi y Wu, 1990; Sutcliffe y
Russell, 1995).

A modo de ejemplo puede observarse el caso de M. gallisepticum y M. synoviae
gue a pesar de tener un pequefio genoma, como todos los mollicutes, son capaces de
producir variaciones de antigenos de superficie, asi como de invadir células. Estas
propiedades les ayudarian a evitar los mecanismos de defensa del hospedador,
permitiéndoles persistir durante largos periodos y superar una aparentemente buena
respuesta inmune. La localizacién intracelular también podria explicar la razén de los que
los tratamientos con antibidticos no eliminan necesariamente la infeccion (Bradbury y
Kleven, 2008).

1.3.2 TECNICAS DE IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE MOLLICUTES

1.3.2.1 Procedimientos preliminares (Tully y Whitcomb, 1995; Ramirez, 1999)

[.3.2.1.1 Cultivo puro

Antes de realizar un estudio bioquimico es esencial tener los mollicutes en
cultivos puros. El procedimiento recomendado consiste en sembrar en medio sélido
diluciones del cultivo, previamente filtrado (0,22 — 0,45 um) y clonar las colonias que
crecen en forma aislada, colocarlas en medio de cultivo liquido y repetir el mismo
procedimiento. Es recomendable clonar al menos tres veces. La clonacion se realiza

para garantizar que se trabaja s6lo con una especie.
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1.3.2.1.2 Ausencia de pared celular

La ausencia de pared celular es facilmente observable con microscopia

electrénica.

1.3.2.1.3 Deteccién de formas L bacterianas

Existen bacterias que al estar expuestas a ciertos inhibidores pueden perder su
pared celular, y son denominadas “formas L”. Para garantizar la pureza del cultivo, éste
se inocula en un medio de cultivo general liquido y sélido, ambos sin antibiéticos, con el
objetivo de verificar asi el crecimiento o no de potenciales bacterias distintas a

mollicutes.

1.3.2.1.4 Morfologia de las colonias

En un cultivo en medio sélido la mayoria de las colonias de mollicutes presentan
una tipica forma de “huevo frito”, con una zona central opaca de crecimiento profundo en
el agar debida, probablemente, a una ligera actividad proteolitica; y la zona periférica
transltcida del crecimiento superficial. EI género Ureaplasma presenta, generalmente,
colonias sin una zona periférica, mostrandose totalmente oscura en presencia de medios
con cloruro de calcio o de manganeso. Adicionalmente, se ha observado que cuando las
condiciones de cultivo no son Optimas algunas especies pueden producir colonias sin

zona periférica o sin zona central (Taylor-Robinson, 1989).

El tamafio de las colonias puede variar entre 15 ym y 2 mm, y esta determinado
genéticamente, pudiendo ser incluso heterogéneo dentro de la misma especie. Los
mollicutes que presentan un crecimiento mas rapido en medio sélido son aquellos que
producen colonias mayores, debido a que contienen mas células que aquellas especies
de colonias pequefias. Otros factores que pueden influir en su tamafio y forma son: la

composicién e hidratacién de los medios utilizados, las condiciones atmosféricas, la
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densidad de cultivo y su edad; observandose, por ejemplo, un gran nimero de pequefias

colonias cuando se utiliza una alta concentracién de siembra.

1.3.2.1.5 Requerimientos de esteroles

El requerimiento de esteroles puede ser utilizado para separar grupos
taxondmicos muy préximos. El orden Mycoplasmatales y los géneros Entomoplasma y
Anaeroplasma son dependientes de esteroles, por el contrario, el orden
Acholeplasmatales y los géneros Mesoplasma y Asteroleplasma, no. El procedimiento
mas simple consiste en comprobar directamente si la especie crece en un medio carente
de esteroles, pudiendo, incluso, cuantificar sus requerimientos usando medios con

diferentes concentraciones de colesterol (Tully, 1983).

Un método indirecto para determinar dicho requerimiento consiste en sembrar
una placa de medio sélido y depositar en su superficie discos inertes de papel de filtro
impregnados con una solucién alcohdlica de digitonina (1,5% p/v) o de polianetol sulfato
de sodio (5, 10, 20% p/v). Ambos compuestos consiguen ocupar el lugar de los esteroles
dentro de la membrana de aquellos micoplasmas que los requieren, impidiéndoles su
uso y provocando la destruccién de su membrana. La sensibilidad a la sustancia es clara
al aparecer un halo de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor del disco
impregnado (radio mayor de 5 mm). Se cuida que el medio sélido para esta prueba esté
suplementado con 20% de suero de caballo, evitando asi falsos resultados positivos
debidos al pobre crecimiento que presenta naturalmente el género Acholeplasma en

medios de cultivo con bajo porcentaje de suero (Freundt et al., 1973).

1.3.2.2 Métodos bioguimicos y enzimaticos

Debido a la simplicidad metabdlica de los mollicutes, el nUmero de técnicas
disponibles para detectar sus actividades enziméticas especificas y sus requerimientos

nutricionales es relativamente pequefio. Aun asi, los métodos de identificacion
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bioquimicos y enzimaticos son importantes en la diferenciacion taxonémica béasica y a
nivel de familia y género (Poveda y Nicholas, 1998). No obstante, estas técnicas no son
cuantitativas y a veces su interpretacion puede ser confusa, sobre todo cuando hay bajas
cantidades de células o cuando son utilizados medios complejos con muchos sustratos
alternativos (Miles y Agbanyim, 1998).

1.3.2.2.1 Hidrdlisis de laurea

Una técnica bastante sencilla consiste en la observacién de la alcalinizacion de
un medio de cultivo suplementado con 1% de urea. Hay que notar que hay especies del
género Mycoplasma que hidrolizan la arginina, y que sin poseer actividad ureéasica,
pueden provocar igualmente la alcalinizaciéon del medio al metabolizar las pequefas
cantidades de tal amino&cido que tienen los medios de cultivo convencionales. Por esta
razén, Razin (1983) recomienda usar métodos mas especificos para detectar dicha

actividad.

Shepard y Howard (1970) desarrollaron una técnica que detecta la actividad
ureédsica directamente en las colonias. Esta basada en observar la formacion del didxido
de manganeso (MnO,) a partir de cloruro de manganeso, debido al amoniaco liberado
durante la hidrdlisis de la urea. EIl MnO, es insoluble en agua por lo que precipita

alrededor y en las colonias, apreciandose una coloracién marrén.
Por otra parte, el Subcommittee on the Taxonomy of Mollicutes (1979)

recomendé la utilizacién de cultivos liquidos con urea marcada con Carbono 14,

mediante el seguimiento de su desapariciéon (Masover et al., 1977).

1.3.2.2.2 Hidrdlisis de azucares

Los mollicutes pueden dividirse en fermentativos y no fermentativos de acuerdo a

su habilidad para metabolizar azlcares, mas especificamente la glucosa. La
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comprobacion de su metabolismo es una prueba obligatoria en su caracterizacion (Razin
y Cirillo, 1983). Las especies fermentadoras de carbohidratos catabolizan la glucosa u
otros carbohidratos mediante la via glicolitica, mayoritariamente hasta acido lactico y

algunos hasta acido piravico, &cido acético y acetilmetilcarbinol (Taylor-Robinson, 1989).

Miles y Lee (1983) recomiendan la utilizacién de medios que no contengan suero
con tiempos de incubacion largos (14-21 dias), debido a que éste contiene naturalmente
enzimas sacaroliticas que no pueden ser destruidas ni siquiera con calor. Sin embargo,

no presenta ningun problema con especies fermentativas rapidas.

La utilizacion de la glucosa puede ser demostrada de diferentes maneras:
mediante el descenso de pH del medio, midiendo la glucosa utilizada, detectando la
produccion de metabolitos de la glucosa, mediante la reaccion de la glucosa-oxidasa o

comprobando la presencia de la hexoquinasa (enzima basica de la glicélisis).

Aluotto y colaboradores (1970) describieron cémo determinar el metabolismo de
la glucosa a través del descenso del pH del medio. El método consiste en afiadir 1% de
glucosa al cultivo liquido y un indicador de pH (rojo fenol al 0,005%) a un pH de 7,6. El
descenso de pH se observa a través del cambio de color (de rojo a amarillo) y es
comparado con una bateria de tubos ajustados a diferentes pH’'s y teniendo como
referencia un tubo testigo. Una reaccion positiva la constituye un descenso del pH de 0,5
unidades. Cuando se utilizan especies de lento crecimiento puede descender el pH
debido a otros factores y no a la propia fermentacién de glucosa, resultando en un
resultado falso-positivo. Esto se debe a que los medios tienen entre sus componentes
suero equino y extracto de levadura que con el tiempo pueden descomponerse y
acidificar el medio. Para evitar este problema se utilizan medios sin extracto de levadura
y con un 1% de fraccién sérica bovina, en sustitucion al suero equino (Razin y Cirillo,
1983). También es aconsejable preparar el medio base con la enzima arginina

descarboxilasa para eliminar las trazas de arginina (Freundt et al., 1979).
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Otra forma de detectar la fermentacion de la glucosa es a través de la
determinacion de metabolitos acidos. Entre los acidos producidos en el curso de la
reaccion se encuentran el lactico, pirtvico y el acético (Tourtellote y Jacobs, 1960). La
presencia de dichos &cidos puede demostrarse utilizando glucosa radioactiva,
identificando posteriormente los acidos marcados mediante una columna de intercambio
i6nico tratada con cloruro de litio (Cirillo y Razin, 1973). En el caso negativo toda la

radioactividad se encontrara en la fraccion de glucosa no utilizada.

Otro método consiste en la determinacion de la desaparicion de la glucosa por la
reaccion de la glucosa-oxidasa (Edward y Moore, 1975). La enzima oxida el azlcar con
la consiguiente formacién de acido glucurénico y peroxido de hidrégeno. Este Ultimo da
lugar, por la accién de la peroxidasa, a radicales que a su vez reaccionan con un
compuesto cromégeno (ortofenildiamina). El resultado de la reaccion es un compuesto
coloreado, facilmente detectable por espectrofotometria (Huggett y Nixon, 1957). Es
necesario tener una gran suspension celular de al menos 10° UFC/ml. Se realizan dos
determinaciones, una de un medio de cultivo glucosado sin inocular y otra de un medio
de cultivo glucosado e inoculado con el microorganismo problema e incubado 48 h a
37°C. La prueba se considera positiva si existe una diferencia apreciable entre ambas

absorbancias (niveles de glucosa).

Por ultimo, Cirillo y Razin (1973) introdujeron la técnica de la determinacion de la
actividad de la hexoquinasa, basada en que los organismos fermentativos poseen esta
enzima con la que fosforilan la glucosa. Se parte de una suspensién celular de
concentracion conocida, se desintegra por criolisis y se le adiciona glucosa marcada con
carbono 14. Posteriormente es incubada y centrifugada, y el sobrenadante transferido a
una columna (cloruro de litio) de intercambio iénico, que absorbera la glucosa fosforilada.
Finalmente, se desprende de la columna y se cuantifica mediante un contador de

centelleo.
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1.3.2.2.3 Hidrdlisis de la arginina

Esta capacidad hidrolitica la poseen algunas especies del género Mycoplasma,
ya fermenten o no la glucosa. La hidrdlisis de la arginina se produce por la accién de tres
enzimas: arginina-deiminasa, ornitina-transcarbamilasa y carbamato-quinasa, hasta
producir amoniaco, CO, y ATP (Barile, 1983).

Schimke y colaboradores (1966) describieron un método sencillo y préactico para
comprobar esta accion hidrolitica. Estd basado en la deteccion del amoniaco a través de
la alcalinizacion del medio de cultivo. Para evitar que algunos tubos inoculados puedan
mostrar un incremento de pH debido a efectos inespecificos deben emplearse
concentraciones muy bajas de suero de caballo, o incluso reemplazarlo con la fraccién
sérica bovina. De esta forma también se evita el excesivo efecto tampdn que genera una

gran cantidad de suero (Barile, 1983).

Pese a lo anterior, el procedimiento preferido y recomendado para investigar la
hidrolisis de la arginina es la determinacion de la actividad arginina-deiminasa, basada
en la formacién de citrulina. Es empleado un medio de cultivo liquido, con pH 6,5,
suplementado con arginina el cual muestra un color amarillo-naranja cuando se forma
citrulina. Posteriormente, el cambio es medido por espectrofotometria a una absorbancia
maxima de 490nm (Archibald, 1944; Poveda, 1988).

El sistema enzimatico comentado ha sido estudiado en varias especies de
bacterias (Cohen y Brown, 1960), y usado también para la caracterizacion de los
mollicutes, iniciandose con las investigaciones de Smith (1955) sobre micoplasmas
uretrales humanos. Posteriormente, Schimke y Barile (1963), Barile y Schimke (1963) y
Barile y colaboradores (1966) llegaron a categorizar las especies del género
Mycoplasma, como arginina positivos y arginina negativos, clasificacion que en la

actualidad tiene una importante vigencia (Barile, 1983).
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1.3.2.2.4 Actividad de |a fosfatasa

La actividad fosfatasica esta presente en aproximadamente un tercio de las
especies conocidas del género Mycoplasma y puede ser observada a través de
procedimientos relativamente simples. Es utilizada en conjunto con otras pruebas
bioquimicas en la investigacion preliminar de una especie desconocida, permitiendo
reducir el nimero de pruebas serolégicas necesarias para establecer su identidad. Sin
embargo, esta prueba no tiene valor practico en la investigacion de las especies del
género Acholeplasma, exceptuando a A. laidlawii que posee esta propiedad de manera
muy limitada (Williams y Wittler, 1971); ni en cepas del género Ureaplasma todas las

cuales son positivas a esta prueba (Black, 1973).

Por otra parte, la actividad de la fosfata también puede ser determinado a través
del método basado en la acciébn que tiene la fosfatasa producida por los
microorganismos sobre el difosfato de fenolftaleina del medio de cultivo sélido (Aluotto et
al., 1970). Por la accién hidrolitica de la enzima, se libera la fenolftaleina, siendo
facilmente detectable por la aparicién de un color rojo-violeta en presencia de alcalis (pH
entre 9 y 10) después de siete dias de incubacién (Freundt et al., 1979). La hidrdlisis del

difosfato de fenoftaleina puede ser determinada tanto en medio liquido como en sdlido.
Para evitar resultados falso-positivos y/o dudosos es aconsejable calentar el

suero de caballo y el extracto de levadura (1 h a 60 °C) con el fin de inactivar su posible
actividad fosfatasica (Bradbury, 1983).

1.3.2.2.5 Reduccién del Tetrazolium

La habilidad de reducir el 2,3,5-trifenil-tetrazolium, dando una coloracion rojiza al
medio, es una caracteristica de numerosas especies del género Mycoplasma, y de un

gran valor en la identificacion presuntiva de M. pneumoniae en los procesos clinicos
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humanos, ayudando también en la identificacion al elegir los antisueros que deben ser

utilizados en su tipificacion serolégica.

La técnica de Erno y Stipkovits (1973), demostré la actividad reductora,
agregando al medio liquido el 2,3,5-trifenil-tetrazolium a una concentracion de 0,2%. La
inoculacién de los tubos con el organismo objeto de estudio se hace por duplicado,
incubandose uno en aerobiosis y el otro en anaerobiosis durante dos semanas. La
reaccion se considera positiva si aparece un precipitado rojizo en alguno de los tubos. La

densidad de cultivo utilizada puede influir en los resultados obtenidos (Senterfit, 1983).

Aluotto y colaboradores (1970) bien como Woods y Smith (1972) adaptaron este
método para utilizarlo en cultivos hechos en medio sélido, siendo asi méas rapido e
independiente de la densidad de cultivo y de la cantidad de inéculo. Después de tres o
cuatro horas de incubacién puede observarse el color rosa inicial que virard a rojo
parpura.

1.3.2.2.6 Formacion de peliculas y cristales

Hay mollicutes que después de unos dias creciendo en medio sélido desarrollan
una pelicula caracteristica y cristales alrededor de las colonias. La pelicula esta formada
por colesterol y fosfolipidos, mientras que los cristales se atribuyen a depésitos de sales
de calcio y magnesio procedentes de los acidos grasos que son liberados por la
actividad lipolitica de estos microorganismos. La intensidad de ambas reacciones
depende del organismo en cuestion y de la composicion del medio de cultivo (Freundt,
1983). Este fendmeno fue descrito por primera vez por Edward en 1950, empleando un
medio que contenia un 20% de suero de caballo, observacion corroborada mas tarde por
(Fabricant y Freundt, 1967), quienes obtuvieron también un gran niUmero de reacciones
positivas en medios enriquecidos con suero de cerdo y emulsién de yema de huevo al
10%.
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Si se trabaja con medios que contienen suero de caballo y emulsion de yema de
huevo, existe también la posibilidad de detectar si se produce actividad proteolitica. En
caso positivo, apareceran unas zonas adyacentes al area de crecimiento de las colonias.
Este fendbmeno es muchas veces transitorio y puede estar o no asociado con la
produccién de peliculas y cristales (Freundt, 1983). Es necesario sefialar que este
fendmeno carece de valor diagnostico significativo, pero es interesante notar que

algunos mollicutes no producen tales reacciones bajo las condiciones de prueba.

1.3.2.3  Perfiles de proteinas totales

El conjunto de proteinas celulares es extraido y sometido a electroforesis,
unidimensional o bidimensional en un gel de poliacrilamida que contiene también el
agente desnaturalizante dodecilsulfato sédico (SDS). De esta forma se obtienen perfiles
caracteristicos que sirven para el agrupamiento de las cepas objeto de estudio (Kersters
et al., 1994)

1.3.2.4 Métodos serolbgicos

1.3.2.4.1 Inhibicién de crecimiento

Es realizada en un medio sélido y estda basada en una reaccién antigeno-
anticuerpo especifica en la que se produce la lisis del microorganismo sin mediacion del
complemento. La capacidad del antisuero de inhibir el crecimiento del microorganismo se
observa por medio de un halo de inhibicién superior a 2 mm alrededor de un disco inerte

impregnado con él (Poveda y Nicholas, 1998).

1.3.2.4.2 Inhibicién del metabolismo

Corresponde a un procedimiento alternativo a la inhibicion de crecimiento,

realizado en medio liquido y especialmente (til para organismos aislados que no crecen
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bien en medio sdlido. Esta basado en los cambios de pH que se originan cuando son
metabolizados los sustratos usados como fuentes de nutrientes en los medios de cultivo.
Adicionalmente, son complementados con indicadores que cambian de color de acuerdo
al pH del medio. La correspondencia antigeno-anticuerpo produce la lisis de los
microorganismos que no utilizan el sustrato en cuestién, previniendo asi el cambio de

color del medio (Poveda y Nicholas, 1998).

1.3.2.5 Inmunofluorescencia

Los procedimientos de inmunofluorescencia en la identificacion de mollicutes
fueron introducidos por Del Giudice et al. (1967). Una de sus principales aplicaciones es
la tipificacion serolégica de los microorganismos obtenidos directamente en un primer
aislamiento. La gran ventaja es que pueden ser detectadas e identificadas especies que
pueden estar mezcladas con otras. Otras ventajas adicionales son: que excluyen la
necesidad de utilizar cultivos puros; la relativa facilidad con que un numero de
micoplasmas puede ser identificado secuencialmente en la muestra a investigar; la
posibilidad de detectar microorganismos que estan presentes minoritariamente en una
muestra; y que aseguran la pureza de los cultivos mediante clonajes sucesivos (Gardella
et al., 1983).

Estas técnicas, directas o indirectas, estan basadas en el marcaje de las
inmunoglobulinas especificas presentes en los antisueros usando un fluorocromo del tipo
del isotiocianato de fluoresceina. El proceso de marcaje o de conjugacién suele ser
complicado puesto que exige no soélo el fraccionamiento proteico mediante sales neutras
u otros sistemas para la extraccion de los anticuerpos del suero, sino también una
posterior dialisis y la conjugacion propiamente tal con el fluorocromo en cuestidon
(Poveda, 1988).

En los procedimientos directos se adiciona una pequefia cantidad de

inmunoglobulinas marcadas sobre bloques de agar que contienen las colonias en
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estudio. Posteriormente, son incubados y se realizan varios lavados con tampon PBS.
Son depositados en un portaobjetos y observados en un microscopio de
epifluorescencia, utilizando un objetivo débil para la localizacion de colonias y luego un

objetivo apocromatico de 40x (Freundt et al., 1979).

El método directo es similar al indirecto, aunque esté ultimo dispone de un tercer
elemento: un suero antiglobulinas de la especie, conjugado con el fluorocromo. Se
considera que este método es mas sensible y especifico que los directos (Rosendal y
Black, 1972).

[.3.2.6 Inmunohistoquimica

Este tipo de prueba permite la determinacion de la localizacion de los
microorganismos en los tejidos afectados a través del uso de anticuerpos monoclonales

y policlonales (Rodriguez et al., 1998).

1.3.2.7 Métodos de biologia molecular

1.3.2.7.1 Reaccién en Cadenade |la Polimerasa — PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction — PCR) es
una técnica de biologia molecular cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de
un fragmento de ADN particular partiendo de un minimo. Esta técnica consiste en utilizar
pequefias secuencias de ADN (cebadores o primers) que limitan areas del genoma a ser
copiadas y se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar
hebras de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas para
separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase de replicacion y, a
continuacion, dejar que vuelvan a unirse las polimerasas para que vuelvan a duplicarlas
(Bartlett y Stirling, 2003). Las fases de una PCR son: Fase de inicio (Initialization step)

para activar la enzima; desnaturalizacion (denaturation) al separarse las doble cadenas

27



Capitulo I: Introduccién, Objetivos y Revision bibliografica

de ADN; alineamiento (annealing) cuando se unen los cebadores a la cadena de ADN,;
extension o elongacién de la cadena (extension/elongation) cuando son realizadas
copias del fragmento de ADN deseado; y la fase de elongacion final (final elongation)

en la que se completan todas las copias inconclusas (Biau, 1997).

1.3.2.7.2 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de ADN es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas
cuyo objetivo es la determinacion del orden de los nucleétidos (Adenina, Citosina,
Guanina y Tirosina) en un oligonucleétido de ADN. El desarrollo de esta técnica ha
acelerado significativamente la investigacion y permitido importantes descubrimientos
biolégicos en diversas areas como taxonomia, filogenia, estudios poblaciones,
heredabilidad de caracteres, etc. Fue desarrollada en la década de los '70 y con el
tiempo sufrié un gran desarrollo, pasando de ser una técnica manual y lenta a ser una
totalmente automatizada, con secuenciadores autométicos que pueden analizar gran
namero de muestras en poco tiempo, permitiendo incluso la secuenciacion de genomas
completos de microorganismos, plantas y animales (Prescott et al., 2004; Hall, 2007).
Actualmente, existen bases de datos via online que alojan todas las secuencias
gendmicas que han sido determinadas en estudios de genética, siendo abiertas y
accesibles para cualquier investigador. Todas ellas estan integradas en la International
Nucleotide Sequence Database Collaboration donde se encuentran: DNA DataBank of
Japan - DDBJ de Japén; el European Molecular Biology Laboratory — EMBL (Europa); y
el GenBank del National Institutes of Health — NIH (U.S.A.). Esta Ultima esta disponible
junto con la base de datos RefSeq en la pagina del National Center for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/).

La secuenciacion de productos de PCR ha sido aplicada a la caracterizacion y
clasificacion filogenética de los organismos, entre ellos, los mollicutes (Hopert et al.,
1993; Uphoff y Drexler, 2002; McAuliffe et al., 2003). La secuencia mas utilizada es la del
gen ARNr 16S (gen que codifica el ARN ribosdmico) que se ha mostrado como una
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excelente herramienta taxondmica en bacterias y a través de la cual se han redefinido
las relaciones filogenéticas que con anterioridad eran dependientes de pruebas
relacionadas con metabolismo celular. La explicacién es que tal secuencia abarca
regiones altamente conservativas y otras muy variables que pueden usarse para
diferenciar géneros y especies (Gobel et al., 1987; Rodicio y Mendoza, 2004). El estudio
de este gen ha llevado a la deteccién e identificacion de varias especies de bacterias
(Deng et al., 1992).

En el caso particular de procariotas, el loci del ADNr contiene los genes que
codifican los tres tipos de subunidades estructurales de sus ribosomas: 16S, 23S y 5S.
Estos genes estdn separados entre si por regiones de distinto tamafio y secuencia
dependiendo del género y especie de la bacteria. Dentro de ellas, la regién intergénica
(Intergenic Spacer Region - ISR) entre los genes ARNr 16S y 23S es la mas variable y
Gltimamente ha sido utilizada para establecer relaciones filogenéticas entre
microorganismos muy préximos, presentando la ventaja de que al encontrarse entre
genes altamente conservados es posible amplificarla en practicamente cualquier
microorganismo utilizando cebadores universales (Rodicio y Mendoza, 2004). La ISR ha
sido utilizada para identificar especies de mollicutes que poseen el gen ARNr 16S muy
similar (Ej. M. auris vs M. alkalescens: 98,8% de similitud) (Harasawa, 1996; Tang et al.,
2000; Volokhov et al., 2006; Ramirez et al., 2011; Rebelo et al., 2011). Sin embargo,
existen especies de mollicutes que tienen un alto grado de similitud como es el caso de
M. canadense y M. arginini que poseen porcentajes de similitud entre ellos de 99% y
96,9% para el gen ARNr 16S y la ISR, respectivamente; por lo que se ha conseguido
diferenciar ciertas especies basandose en el ARNr 23S (Hotzel et al., 2003; Ramirez et
al., 2008B; 2012). Actualmente, se intenta discernir si la comparacion entre diferentes
especies de la region comprendida entre los genes ARNr 23S y 5S podria aportar

informacién de utilidad en la comparacion entre especies (Ramirez et al., 2010).
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1.3.2.7.3 PCR atiempo real

De manera adicional, se ha trabajado en la creacion y adaptacion de protocolos
de PCR a tiempo real (real-time PCR), debido a que es una técnica mas sensible y
especifica que la PCR convencional, y al mismo tiempo puede dar informacion
cuantitativa del ADN replicado (Baczynska et al., 2004; Dubosson et al., 2004; Rebelo et
al., 2011). Basicamente, la técnica consiste en el uso de un fluorocromo (gj. SYBR
Green) o sonda marcada con un fluoréforo que aumenta su emisién cada vez que se
acopla a uno o mas productos especificos de ADN replicados, permitiendo medir su tasa

de generacion y tener resultados cuantitativos (Stirling, 2003).

1.3.2.7.4 DGGE

Otro avance que es necesario destacar es la estandarizacion de la Electroforesis
en Gel con Gradiente de Desnaturalizacién (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis —
DGGE), una técnica de trazado molecular consistente en la separacién de las cadenas
complementarias de ADN bicatenario dependiendo de su punto de desnaturalizacién
(McAuliffe et al., 2003; 2005). Fue desarrollada en un principio para detectar mutaciones
puntuales en las secuencias de ADN (Fischer y Lerman, 1983; Lerman y Beldjord, 1999),
y después modificada y aplicada al andlisis de poblaciones bacterianas, a través del
analisis de los perfiles de fragmentos amplificados de sus genes ribosémicos (Muyzer et
al., 1993). Esta técnica esta basada en que un fragmento de ADN de doble cadena
puede ser desnaturalizado por medios fisicos (temperatura) o quimicos (urea o
formamida). Tal punto de desnaturalizacién aumentara con el tamafio y composicién de
la secuencia de nucleétidos que la conforman, aumentando con altos contenidos de
guanina (G) y citosina (C). Cuando un fragmento de ADN se desnaturaliza su migracion
en un gel de electroforesis se detiene o0 se vuelve mas lenta. En forma préactica, se utiliza
un gel con gradiente de desnaturalizacion durante la migracion de los fragmentos.
Mediante esta técnica es posible convertir estados iniciales de ADN de doble cadena en
estados de cadena sencilla desnaturalizada en algin punto de la migracion para
fragmentos de tamafio y secuencia especificos (Lerman y Beldjord, 1999).
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McAuliffe y colaboradores (2003 y 2005) aplicaron esta técnica en la
diferenciacion de 67 especies de mollicutes y demostraron su utilidad y grado de
especificidad, consiguiendo incluso diferenciar especies cuyo porcentaje de similitud
basado en el gen ARNr 16S era de 98 % (Jensen et al., 2003). Esta técnica permitié la
identificacion y diferenciacion de mollicutes aviares encontrados en especies silvestres
muestreadas en la isla de Gran Canaria, permitiendo la discriminacién de las diferentes
especies a través de esta técnica. Debido a que cada especie presente daba como
resultado una Unica banda en el gel de DGGE también fue posible conocer la presencia
de més de una especie de mollicutes en las muestras, sin necesidad de cultivarlas o
clonarlas (Suarez Pérez, 2012). Sin embargo, existen especies cuyo perfil de DGGE es
idéntico como el caso de los micoplasmas aviares M. columbinum y M. columbinasale
aislados en palomas, pero que mostraban una similitud de sélo 84% de la ISR. Otras
especies con perfil similar son: M. gatae aislado en gatos y M. phocicerebrale aislado en
mamiferos marinos; M. maculosum aislado en canidos y M. leopharyngis aislado en
leones; asi como los micoplasmas caninos M. canis y M. edwardii (McAuliffe et al., 2005).
Los andlisis previos de la secuencia del gen ARNr y de la ISR en estas especies mostré
que poseian un alto grado de similitud genémica (Pettersson et al., 2000; Chalker y
Brownlie, 2004)

Actualmente, la DGGE es usada en conjunto con criterios fenotipicos para
identificar organismos (identificacion polifasica) (Stackebrandt et al., 2002).

1.3.2.7.5 Microarrays

El dltimo avance en la deteccion e identificacion de mollicutes es el desarrollo de
chips de microarrays (Volokhov et al., 2006; Schnee et al., 2012). Esta técnica utiliza un
chip en cuya superficie se muestra una coleccién de fragmentos de ADN (sondas
especificas de los genes a estudiar). La muestra de ADN a ser analizada (molécula

diana) es puesta sobre este chip y es leida su fluorescencia, observando asi el nivel de
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hibridacion entre las sondas y la molécula diana; para finalmente, conocer el nivel de

expresion de los genes utilizados (Schena et al., 1996).

1.3.2.7.6  Tipificacién

La tipificacion bacteriana corresponde al andlisis de la variacion genética o
fenotipica de especies bacterianas con el objetivo de determinar marcadores especificos
o datos que puedan servir para la caracterizacion y determinacion de especies o
subespecies, estudios de transmision bacteriana, andlisis epidemiolégicos, etc. Esta
técnica puede ser dividida en: a) Métodos basados en el analisis del tamafio de las
bandas de ADN (obtenidas a través de digestiébn enzimatica o PCR); b) métodos
basados en el andlisis directo de secuencias de ADN y c¢) aquellos que utilizan

hibridacién de sondas de oligonucleétidos marcadas (Rosales, 2014).

1.3.2.7.6.1 Métodos basados en el analisis del tamafio de las bandas de ADN

Estos métodos son los mas utilizados ya que el andlisis de bandas de ADN
puede otorgar de manera sencilla un perfil Gnico para cada especie, ademas de ser

faciles y baratos de realizar y reproducir.

1.3.2.7.6.1.1 Bandas obtenidas a través de digestidbn enzimatica

En estos métodos se utilizan enzimas de restriccion capaces de cortar
fragmentos de ADN tras reconocer ciertas combinaciones especificas de nucleétidos,
denominados sitios de restriccion (Roberts, 2005). Son usadas en tres técnicas de
tipificacion:

a) Electroforesis de gel de campo pulsado (pulsed field gel electrophoresis —

PFGE): El microorganismo a tipificar es cultivado hasta alcanzar una alta

concentraciéon de ADN, momento en el que las células son recolectadas e
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b)

c)

incluidas en bloques de agarosa y sometidos a digestion con enzimas de
restriccion, con el objetivo de dividir el genoma de la especie en estudio.
Posteriormente, todos estos fragmentos de ADN son sometidos a una
electroforesis con cambios de voltaje o fase (electroforesis de campo pulsado)
en un gel de agarosa, obteniendo asi perfiles especificos de ADN (Goering,
2010). A modo de ejemplo pueden citarse un estudio que determind que hay
cepas de micoplasmas que pueden permanecer en un mismo individuo sin
alterar su perfil PFGE a pesar de su gran variabilidad intraespecifica (Kokotovic
et al., 2002).

Andlisis de polimorfismos de longitud en fragmentos amplificados de ADN

(amplified fragment length polymorphism - AFLP): En esta técnica el ADN
primero es digerido con enzimas de restriccion. Los fragmentos obtenidos son a
continuacién amplificados por PCR empleando cebadores especificos de las
secuencias que interesan y, finalmente, detectados por secuenciacidn capilar u
otros métodos de observacion (Mueller y Wolfenbarger, 1999). Utilizando AFLP
fue posible establecer que la epidemia de M. gallisepticum en péjaros cantores
en EEUU habia tenido un Unico origen, conocimiento que siete afios después fue
atil al analizar una segunda epidemia y comprobar que era producida por una
cepa distinta (Cherry et al., 2006).

Analisis de polimorfismos de longitud en fragmentos de restriccién tras PCR

(polymerase chain reaction - restriction fragment length polymorphism PCR-
RFLP): Es similar a AFLP, aunque con un orden invertido, ya que en este caso
primero se amplifica por PCR una secuencia especifica del ADN, la cual
posteriormente es sometida a digestiobn con enzimas de restricciéon (Griffiths et
al., 2002). Esta técnica ha sido util para distinguir cepas de M pneumoniae al
analizar el gen P1 (Cousin-Allery et al., 2000); y entre cepas africanas y
australianas de M. mycoides subsp. mycoides SC empleando el gen bgl (Vilei y
Frey, 2004).
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1.3.2.7.6.1.2 Bandas obtenidas por PCR

Estos métodos son muy utilizados debido a la fiabilidad, gran disponibilidad y la

reduccioén progresiva de los costes que presenta la técnica de PCR.
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a)

b)

Amplificacién aleatoria de ADN _polimérfico (random amplified
polymorphic DNA — RAPD o arbitrarily primed PCR - AP-PCR): Esta

técnica esta basada en el uso de un solo cebador relativamente pequefio
(aproximadamente 10 nucleétidos) que es capaz de unirse al ADN en
estudio. A través de una PCR con bajo rigor (baja temperatura de
alineacién) el ADN es amplificado y son obtenidos productos de PCR de
diferentes tamafos cuyo perfil puede ser comparado con otros,
determinando asi la similitud entre las especies bacterianas estudiadas.
Esta técnica permite la obtencién de productos de PCR en forma
sencilla, requiere poco equipamiento y no es nhecesario conocer
previamente la secuencia de ADN de las especies a estudiar, aunque
presenta muy baja reproducibilidad por lo que es utilizada como medio
de caracterizacion rapida pero no como una herramienta de tipificacion
de referencia (Penner et al., 1993). A través de esta técnica fue posible
demostrar que la presencia de una banda de 5000 pb de peso molecular
en cepas de M. hyopneumoniae estaba asociada a la moderada o alta
virulencia de la especie (Vicca et al., 2003).

Andlisis de repeticiones en tandem de nimero variable (variable number

tandem repeat — VNTR o multi{ocus tandem repeat analysis - MLVA):
Esta técnica se basa en el andlisis del tamafio de fragmentos de ADN de
zonas repetitivas encontradas en el genoma y amplificados por PCR.
Una vez amplificados son analizados a través de gel de agarosa,
secuenciacion capilar u otros métodos de observacion. Es la técnica de
tipificaciébn mas utilizada, debido a su facilidad, rapidez y capacidad de

reproducibilidad, asi como por no tener costes tan altos, teniendo como



Capitulo I: Introduccién, Objetivos y Revision bibliografica

desventaja la necesidad de conocer previamente la secuencia de ADN a
ser amplificados (Lindstedt, 2005; Van Belkum, 2007). Se han creado
bases de datos de los resultados obtenidos con esta técnica, lo que ha
hecho que sea ampliamente utilizada como referencia (Allix-Béguec et
al., 2008). A través de VNTR han sido caracterizados algunos
micoplasmas como M. genitalium (Cazanave et al.,, 2012) y M.

pneumoniae (Dégrange et al., 2008), entre otros.

1.3.2.7.6.2 Métodos basados en andlisis directo de secuencias de ADN

1.3.2.7.6.2.1 Secuencias de genes sencillos

En este método se analiza solamente un gen, lo que presenta ciertas
limitaciones si se emplea como Unico parametro para la tipificacion, pues la informacion
que puede brindar la secuencia de un solo gen, puede enmascarar la variabilidad
intraespecifica entre cepas bacterianas. Por el contrario, cuando se utiliza para clasificar
y determinar especies puede ser Util, como es el caso del uso del gen ARNr 16S en el
cual esta basada la taxonomia de bacterias (Rossell6-Mora y Amann, 2001; Rodicio y
Mendoza, 2004). Esta técnica permitié diferenciar cepas de M. hyopneumoniae a través
del analisis del gen p146 (Mayor et al., 2007).

1.3.2.7.6.2.2 Tipificacién multilocus de secuencias (Multilocus sequence

typing - MLST)

Este método es el que actualmente esta mas desarrollado. Esta basado en el
andlisis de variaciones puntuales de las secuencias de genes constitutivos o de
mantenimiento (housekeeping genes), los que sufren una baja presion selectiva por lo
gue cualquier variacion puede asociarse a cambios evolutivos (Maiden et al., 1998). Al
igual que sucede con la técnica de VNTR, los resultados obtenidos por MLST se

encuentran en bases de datos disponibles a todos los investigadores; esto unido a que la
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técnica tiene una alta reproducibilidad hace que sea una herramienta muy utilizada hoy
en dia (Chan et al., 2001). Esta técnica fue utilizada en la diferenciacion de cepas de M.

agalactiae y M. hyopneumoniae (Mayor et al., 2008; McAuliffe et al., 2011).

1.3.2.7.6.3 Métodos basados en la hibridacién de sondas de oligonucleétidos

marcadas

Este tipo de métodos consiste en una digestion del ADN con enzimas de
restriccion y su posterior aplicacion de la técnica de “Southern blotting” (Southern, 1975),
una técnica que permite hibridar los fragmentos obtenidos con oligonucleétidos
marcados con is6topos radioactivos, permitiendo de esta manera, la deteccién de los
fragmentos especificos buscados (Griffiths et al., 2002). Ha sido utlizada en la
tipificacién de M. agalactiae y M. bovis, entre otras (Pilo et al., 2003; Miles et al., 2005).

1.3.3 HABITATS Y ENFERMEDADES

El genoma de los mollicutes es el menor de todos los organismos vivos con

capacidad autorreplicante conocidos, por lo que son muy dependientes de su
hospedador para cubrir sus requerimientos nutricionales (Fraser et al., 1995). La mayoria
de estas bacterias son comensales o parasitos, encontrandose en una amplia gama de
hospedadores: plantas, invertebrados y vertebrados. Algunas han sido incluso
consideradas simbiontes, como es el caso de algunos mollicutes aislados en artropodos
(Hackett y Clark, 1989; Fraune y Zimmer, 2008). Por otra parte, hay especies que son
patégenos importantes para humanos, animales, insectos o plantas, pudiendo llegar a

causar infecciones cronicas (Brown et al., 2010F).

En general, las enfermedades causadas por mollicutes pueden clasificarse en: a)

enfermedades en las que la septicemia es la caracteristica principal, presentdndose de
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forma aguda con fiebre y llevando a la muerte en pocos dias; b) enfermedades que
implican una fase irreconocible pero septicémica, seguida de la inflamacion de
articulaciones y/o cavidades serosas; c) enfermedades locales en el tracto respiratorio o
genital, glandula mamaria o en la conjuntiva (Rosendal, 1988). Sin embargo, usualmente
las infecciones provocadas por mollicutes son leves y cronicas; siendo localizadas mas
cominmente en el tracto respiratorio (provocando aerosaculitis, neumonia y sinusitis) y
genitourinario (pudiendo provocar abortos, vaginitis, vesiculitis seminal e infertilidad), en
las glandulas mamarias (cuadro de mamitis) y las articulaciones (artritis) de animales y
humanos (Howard & Gourlay, 1978; Tully, 1985; Yoder, 1990, Citti y Blanchard, 2003)

En el caso de los representantes del género Mycoplasma éstos estan
ampliamente extendidos en la naturaleza como parasitos (primarios, oportunistas o
secundarios) o comensales de mamiferos terrestres (incluidos los humanos) y acuéticos,
reptiles, aves y peces. La cantidad de hospedadores conocidos supera actualmente los
120 (Razin, 1995; Brown et al., 2010I). Sus determinantes de virulencia son complejos y
sus propiedades bioldgicas lo diferencian de las restantes bacterias patégenas. Algunos
micoplasmas pueden formar parte de la poblacién microbiana en organismos sanos, por
lo que su asociacién con enfermedades puede complicar el diagnéstico. Son conocidas
algunas especies que pueden causar enfermedades agudas o crénicas en mdultiples

localizaciones y con una amplia gama de complicaciones (Baseman y Tully, 1997).

En general, los micoplasmas patdégenos muestran una alta especificidad del
hospedador, debido, probablemente, a factores de colonizacion especificos para los
cuales los hospedadores presentan receptores, como ocurre con M. pneumoniae y M.
hyopneumoniae, en humanos y porcinos, respectivamente (Gourlay y Howard, 1982). Tal
especificidad también puede deberse a la incapacidad del hospedador de reconocer y
responder ante los micoplasmas. Algunas especies presentan una especificidad de
hospedador absoluta, otros pueden colonizar diferentes tipos de hospedadores
genéticamente proximos mientras que otros se encuentran en diferentes hospedadores
sin producir ninguna enfermedad ni ser patégenos (Rosendal, 1988).
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Las infecciones por micoplasmas normalmente son leves y de naturaleza
cronica. Las tres localizaciones mas comunes en los humanos y animales son el tracto
respiratorio (neumonia, aerosaculitis y sinusitis), el digestivo, el genitourinario (abortos,
vaginitis, vesiculitis seminal, infertilidad), las glandulas mamarias (mamitis) y las
articulaciones (artritis) (Weisburg et al., 1989; Yoder, 1990; Razin et al., 1998; Brown et
al., 2010l). Las enfermedades producidas por micoplasmas son de caracter
multifactorial, desarrollandose si estdn presentes otros factores como infecciones
recurrentes, hacinamiento de animales y personas, condiciones climaticas inadecuadas,
edad, constitucion genética y/o estrés, entre otros (Rosendal, 1988; DaMassa et al.,
1992). Adicionalmente, estas bacterias pueden actuar como inmunodepresores
permitiendo la entrada y desarrollo de otras enfermedades (Weisburg et al., 1989;
Neimark et al., 2001). Al igual que los micoplasmas, los representantes del género
Ureaplasma pueden ser comensales o0 patégenos oportunistas aunque sélo en
hospedadores vertebrados, principalmente aves y mamiferos (primates, ungulados y

carnivoros) (Robertson y Taylor-Robinson, 2010).

Por su parte, los géneros Eperythrozoon y Haemobartonella comprenden
especies hemotrépicas que pueden infectar mamiferos, incluyendo humanos;

produciendo anemia crénica entre otros sintomas (Brown et al., 2010G; 2010H).

Los representantes de los géneros Entomoplasma y Mesoplasma, entretanto,
han sido aislados de artropodos (insectos) y plantas, no existiendo evidencias de su
patogenicidad, por lo que se ha asumido que son parte de su poblaciéon bacteriana
inocua (Brown et al., 2010D y 2010E). Por otra parte, mollicutes del género Spiroplasma
han sido aislados de la superficie de las flores y otras partes de plantas, asi como del
tracto digestivo y hemolinfa de varios insectos y crustdceos. También han sido aislados
en fluidos de plantas vasculares (savia del floema) y de los insectos que se alimentan de
ellos. Algunas especies son patdgenas de plantas o insectos (Williamson et al., 2010).
Otras especies patdgenas de plantas e insectos son los fitoplasmas (género
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“Candidatus Phytoplasma”), afectando el rendimiento de algunos cultivos en todo el
mundo (Oshima et al., 2013).

El género Acholeplasma, por su parte, corresponde a especies saprofitas,
encontradas en el suelo, materia organica en descomposicion y aguas residuales; o bien
como especies comensales de vertebrados, insectos o plantas. Hasta hace pocos afios
se creia que ninguna especie de este género podia actuar como patégeno primario, sin
embargo, existen dos estudios mostrando que Acholeplasma (A.) axanthum actlia como
patégeno en polluelos y embriones de gallina; mientras que A. laidlawii puede causar
alteraciones en la organizacion ultraestructural del arroz (Chernov et al., 2012). Se ha
observado, ademas, que pueden causar efectos citopaticos en cultivos celulares. Este
género posiblemente es el mas comun de los mollicutes encontrados en vertebrados,
localizandose frecuentemente en su tracto respiratorio superior y en el urogenital (Brown
et al., 2010C). Los géneros correspondientes a la familia Anaeroplasmataceae
(Anaeroplasma y Asteroleplasma) se encuentran en el rumen de ovinos y bovinos y no

existen evidencias de que sean patdgenos (Brown et al., 2010B).
El género Hepatoplasma, con su representante “Candidatus Hepatoplasma

crinochetorum” es un simbionte encontrado en ocho especies de is6podos terrestres
(Wang et al., 2004B; Fraune y Zimmer, 2008; Leclercq et al., 2014)

.3.3.1.1 Patogenicidad vy factores de virulencia

A pesar de que existe una clara asociacion entre algunos mollicutes y ciertas
enfermedades aun no existe mucha informacién sobre los mecanismos exactos que

influyen en su patogenicidad.

Uno de los factores de patogenicidad observados deriva de la dependencia
nutricional y metabdlica que presentan los mollicutes. La necesidad de estar en estrecho

contacto con las células del hospedador ha llevado al desarrollo de estructuras u
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organulos especializados de ensamblaje o proteinas variables de superficie (Balish,
2006; Balish y Krause, 2006). Algunas especies no solo se adhieren a las células del
hospedador sino que también pueden invadirla y penetrarla parciaimente (ej. M.
penetrans) (Lo et al., 1992). Ahora bien, la produccion de productos téxicos propios del
metabolismo de estas bacterias (peréxido de hidrogeno y radicales superoxido) pueden
causar un dafio oxidativo en la membrana de las células del hospedador a las cuales se
han adherido (Almagor et al., 1984; 1986; Razin, 1991).

Otros posibles factores de patogenicidad son: a) la presencia de ureasas, que
podrian producir amoniaco; b) la presencia de la fosfolipasa A2 en Ureaplasma spp., lo
gue influenciaria el metabolismo de la prostaglandina y podria generar problemas
durante la gestacion (Razin et al., 1998); c) la capacidad de fusionarse parcialmente con
las células hospedadoras, incrementado asi el dafio causado por los radicales
superéxido (Wang et al., 1993); y, por ultimo, d) la composicién de la capsula externa de
polisacaridos que podria reducir la capacidad de fagocitosis del organismo hospedador,
favoreciendo asi la colonizacién bacteriana (Marshall et al., 1995).

1.3.3.1.2 Enfermedades mas importantes producidas por mollicutes

1.3.3.1.2.1 Animales importantes en veterinaria:

1.3.3.1.2.1.1 Aves

Los principales mollicutes patdégenos de aves conocidos son aquellos que
afectan la produccién avicola. Se destacan tres especies: a) M. meleagridis que produce
cuadros de aerosaculitis asi como alteraciones musculo-esqueléticas y reproductivas en
pavos (Kleven, 1998); b) M. synoviae, que ataca varias especies de aves causando
procesos sinoviticos infecciosos y procesos respiratorios (Stipkovits y Kempf, 1996); y ¢)

M. gallisepticum, que produce una enfermedad crénica respiratoria en gallinaceas y la
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sinusitis en pavos (Kleven, 1998). La accion de estos patégenos produce un impacto
negativo y pérdidas en la avicultura industrial (Mohammed et al., 1987; Bradbury, 2005).
Adicionalmente, se ha identificado otras dos especies que igualmente presentan
caracteristicas citopatogénicas, aunque aparecen con menor frecuencia: M. iowae (Al-
Ankari y Bradbury, 1996) y M. pullorum (Moalic et al., 1997). Finalmente, también se ha
comprobado que puede existir transmisién de estos agentes patdgenos entre aves
silvestres y domésticas, asunto que todavia es objeto de estudio (Poveda et al., 1990;
Lierz et al., 2000; Luttrell et al., 2001).

1.3.3.1.2.1.2 Carnivoros (perros y gatos)

En perros y gatos han sido encontrados varios mollicutes representantes del
género Mycoplasma y Acholeplasma, formando parte de la poblacién bacteriana usual
en el tracto respiratorio superior y en el genital, y muy pocas de ellas han sido asociadas
a algun tipo de patologia. En general, en perros estan asociadas a infecciones en el
tracto urinario y a prostatitis, epididimitis y orquitis; en gatos, con conjuntivitis,
enfermedades del tracto respiratorio superior y piotérax; mientras que en ambas
especies se asocian a procesos de bronconeumonia, infecciones (abcesos) del tejido

blando y piel, meningoencefalitis y poliartritis (Sykes, 2014).

En perros se ha identificado M. canis, un patdgeno oportunista asociado con
cuadros de neumonia, uretritis, cistitis, infertilidad y complicaciones durante la gestacién,
(Chalker, 2005); ademas de relacionarse con meningoencefalitis granulomatosa y
meningoencefalitis necrotizante (Barber et al., 2012). Su transmision es por via sexual o
aerosol. Hay que destacar que esta especie también ha sido identificada en procesos de
neumonia en humanos inmunodeprimidos (Armstrong et al., 1971). Sin embargo, los
micoplasmas que actlan como patdgenos directos en canes son M. cynos y el
hemoplasma M. haemocanis. El primero es causante de neumonia, bronquitis e incluso,
aunque mas raramente, cistitis y es transmitido por aerosol (Rosendal y Vinther, 1977);

mientras que el segundo puede localizarse en la sangre del hospedador y producir
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anemia hemolitica, transmitiéndose a través de la picadura de garrapatas (Brown et al.,
2006F). Por otra parte, se encontraron indicios que indicaban la presencia de
Mycoplasma y Ureaplasma spp. en el semen y la orina de individuos que presentaban
epididimitis purulenta e infertilidad (L’Abee-Lund et al., 2003) y M. spumans y M. edwardii
en cuadros de poliartritis en ejemplares inmunodeprimidos. Esta Gltima especie también
fue identificada en el cerebro de un can de seis semanas que presentaba convulsiones
(Ilha et al., 2010). El papel de los mollicutes encontrados en estos casos todavia no esta
claro, debido a que los hospedadores se encontraban inmunodeprimidos por otras

infecciones lo que podria haber permitido su desarrollo (Sykes, 2014).

Igualmente, en gatos han sido encontrados Mycoplasma spp. asociados a
conjuntivitis y a enfermedades del tracto respiratorio superior, asi como queratitis
ulcerativa, aunque en esta Ultima enfermedad se cree que puedan tener un papel
secundario, desarrollandose una vez que el hospedador esta inmunodeprimido debido a
infecciones por herpevirus 1 (FHV1) (Sykes, 2014). En gatos, ademds, también se
encuentra una especie de hemoplasma: M. haemofelis que, al igual que su homdélogo en
canes, produce anemia hemolitica y tiene como via de transmisién la picadura de pulgas
(Woods et al., 2005). La segunda especie patdégena importante en gatos domésticos es
M. felis, el que estda asociado con conjuntivitis, rinitis, queratitis ulcerativa, artritis y
poliartritis (Liehmann et al., 2006) y meningoencefalitis (Beauchamp et al., 2011). Hasta
ahora su modo de transmision aln no esta totalmente claro. Ademas, esta especie
también fue aislada del liquido sinovial de un humano inmunocomprometido (Lemcke,
1979). Finalmente, M. gateae, al igual que M. felis, ha sido relacionado con poliartritis
(Liehmann et al., 2006).

Por Ultimo, hay que destacar que han sido identificadas nuevas especies de
hemoplasmas: “Candidatus Mycoplasma haemominutum” y “Candidatus Mycoplasma

turicensis” en gatos y ““Candidatus Mycoplasma haemoparvum” en perros que han sido
asociadas también a cuadros de anemia, aunque todavia su identificacion y rol son

objeto de estudio (Sykes y Tasker, 2014).
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1.3.3.1.2.1.3 Rumiantes y porcinos

Son varias las especies de mollicutes, exclusivamente del género Mycoplasma,
que afectan a animales de produccion, causando muerte, haciendo descender las tasas
de fertilidad y produccién de leche o produciendo abortos.

El ganado bovino es afectado principalmente por dos especies: M. mycoides
subsp. mycoides “Small Colony” que produce la Pleuroneumonia Contagiosa Bovina,
enfermedad que caus6 grandes pérdidas mundiales durante el siglo pasado (Westberg
et al., 2004), y que continGa siendo un problema sanitario en Africa y Asia (Lesnoff et al.,
2004; Fischer et al., 2012); y por M. bovis que estd relacionado con mastitis y con
procesos poliartriticos y urogenitales (Pflitzner y Sachse, 1996; Nicholas y Ayling, 2003).
En los pequefios rumiantes uno de los principales patégenos es M. capricolum subsp.
capripneumoniae, ya que produce Pleuroneumonia Contagiosa Caprina, una
enfermedad caracterizada por cuadros respiratorios graves y elevada mortalidad y que
actualmente tiene un enorme impacto en el ganado caprino de Africa y en algunas zonas
de Asia (Mc Martin et al.,1980; Nicholas y Churchward, 2012); mientras que las especies
M. agalactiae, M. mycoides subsp. capri, M. capricolum subsp. capricolum y M.
putrefaciens pueden afectar al ganado caprino y ovino, ocasionando mastitis, artritis y
gueratoconjuntivitis, participando asi en la produccion del Sindrome de Agalaxia
Contagiosa, el cual puede cursar con gravedad y es endémico en el area mediterranea
(Bergonier y Berthelot, 2008). Por otra parte, el ganado porcino es susceptible a M.
hyopneumoniae que actia como el agente etiol6gico de la Neumonia Enzodética Porcina
(NEP), una enfermedad que tiene un gran impacto negativo directo en la produccion
porcina (Kobisch y Friis, 1996; Thacker, 2006; Maes et al., 2008) asi como por la
asociacion con otras bacterias (Veenhuizen, 1998) y virus patdégenos, como el del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (Thacker, 2001); el virus de la Influenza
Porcina (Thacker et al., 2001); y el Circovirus porcino (Kim et al., 2003) en el
denominado “Complejo Respiratorio Porcino”. Los micoplasmas M. hyosynoviae y M.
hyorhinis también pueden producir cuadros de artritis y poliserositis, especialmente en

animales jovenes (Kobisch y Marois, 2008). Por ultimo, se ha observado que M. suis,
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una especie hemotropica e incultivable, actia como patégeno en porcinos domésticos y
salvajes, produciéndoles un grave cuadro de anemia (Hoelzle et al., 2007; Groebel et al.,
2009; Hoelzle et al., 2010).

1.3.3.1.2.2 Humanos

Los patégenos primarios mas importantes que afectan a los humanos son M.
pneumoniae, M. hominis, y M. genitalium (Krause y Taylor-Robinson, 1992; Blanchard y
Bébéar, 2002). El primero de ellos esta relacionado con complicaciones de tipo
respiratorio, especialmente cuadros de bronquitis infecciosa (Atkinson et al., 2008), los
gue pueden derivar en complicaciones de tipo dermatolégico (Schalock et al., 2006),
artritico (Ramirez et al., 2005) o cardiovascular (Meseguer et al., 2003), pudiendo afectar
incluso al sistema nervioso central (Powers y Johnson, 2012). M. hominis, por su parte,
es un parasito comunmente asociado al tracto urogenital femenino cuando hay cuadros
de vaginitis, vaginosis bacteriana e infecciones intrauterinas (Keane et al., 2000);
asociandose también al aumento de la mortalidad y morbilidad perinatal debido a la
capacidad que tiene de acceder al feto (Waites et al., 1988; Gongalves et al., 2002). M.
genitalium, por otra parte, se presenta en cuadros de uretritis no gonocdécicas en
hombres (Gambini et al., 2000; Jensen, 2004) y, al igual que la especie anterior, esta
asociado a procesos urogenitales infecciosos en mujeres (Baseman et al.,, 2004;
Blaylock et al., 2004). Coloniza principalmente el area vaginal aunque también puede

causar cervitis (Manhart et al., 2001; Casin et al., 2002).

Existen otras especies de micoplasmas que a pesar de no ser patdgenos
primarios, pueden estar asociados a ciertas patologias como M. penetrans que esta
asociado con las infecciones de VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) y es
considerado un patégeno de alto riesgo (Tully, 1993; Blanchard, 1997; Blanchard et al.,
1997; Waites y Talkington, 2005). Por otra parte, se sospecha que M. fermentans (Gilroy

et al., 2001), y M. salivarium (Watanabe et al., 1998) podrian estar asociados a procesos
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artriticos, mientras que M. hyorhinis (Huang et al., 2001) y otros Mycoplasma spp. han

sido localizados en carcinomas (Zhao et al., 2006).

En la literatura se encuentra asimismo casos de infecciones zoondticas como
aquella asociada a M. phocicerebrale (Baker et al., 1998) el cual es un habitante de la
boca de focas y leones marinos, pero que al ser inoculado en seres humanos a través de
una mordedura produce la enfermedad ocupacional “seal finger’. Igualmente, se ha
observado que sujetos inmunodeprimidos pueden ser susceptibles a este tipo de
infecciones como es el caso de un paciente con VIH en el cual fue identificado M.
haemofelis, una especie patégena que afecta a gatos (Lemcke, 1979, Dos Santos et al.,
2008); y otros casos de humanos inmunodeprimidos en los que ha sido identificado M.

canis, un patdégeno de canes asociado a cuadros de neumonia (Armstrong et al., 1971).

Ademas, dentro del género Ureaplasma se encuentran dos especies que son
patégenas en humanos: Ureaplasma parvum y U. urealyticum las cuales pueden
localizarse en el tracto genital femenino y producir infecciones e infertilidad, pudiendo
provocar complicaciones en el embarazo y afectar al desarrollo fetal (Huang et al., 2013;

Kasprzykowska et al., 2013).

1.3.4 MOLLICUTES Y ORGANISMOS ACUATICOS

1.3.4.1 Invertebrados

Existen estudios que han encontrado mollicutes en algunos invertebrados

acuaticos: briozoos, cnidarios, ctenéforos, moluscos y una gran variedad de crustaceos.

El primer registro de micoplasmas en invertebrados fue realizado por Zimmer y
Woollacott (1983) quienes observaron (por microscopia electronica) que sobre la
superficie corporal de larvas y adultos del briozoo marino Watersipora (W.) cucullata se

encontraban unas formas celulares procariotas de 3-14 um de diametro que carecian de
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pared celular, muy semejantes a mollicutes. Fueron denominadas organismos “tipo-
micoplasmas” (Mycoplasma-like). Los autores sugirieron una posible relacion de
simbiosis entre ambas especies. En un estudio posterior realizado por Boyle y
colaboradores (1987) fue identificada una especie de Acholeplasma en larvas y adultos
de otro briozoo marino, W. arcuata. Fue caracterizado a partir de cultivos, microscopia
electronica, pruebas bioquimicas, la proporcion de Guanina + Citosina en su ADN y por
pruebas serologicas. Todas estas observaciones deben ser tomadas con discrecion
debido a que en las fechas en que fueron realizadas aldn no se contaba con técnicas
como la PCR que pudieran caracterizar e identificar de forma determinante y segura los

“potenciales” mollicutes observados.

Dentro del filo Cnidaria también se han encontrado micoplasmas. A través de
PCR, Penn y colaboradores (2006) detectaron un representante de la familia
Mycoplasmataceae en corales de aguas someras de Alaska. Posteriormente, y
empleando la hibridacion fluorescente in situ y PCR, fue posible detectar una bacteria
igualmente perteneciente a la familia Mycoplasmataceae en los tentaculos del coral
Lophelia pertusa (Neulinger et al., 2008). El micoplasma encontrado fue posteriormente
denominado “Candidatus Mycoplasma corallicola” (GenBank: AM911412) (Neulinger et
al., 2009). Tales resultados fueron confirmados por Kelloggy y colaboradores (2009)
quienes detectaron la misma especie de micoplasma mas otros 15 adicionales en la
misma especie coralina, sugiriendo que se trataria de especies simbiontes especificas
de este coral. Adicionalmente, en el GenBank es posible encontrar la informacion
genética de 14 clones de Mycoplasma sp. (DQ917809 - DQ917899) hallados en el coral
Muricea elongata (Ranzer et al., No publicado). Finalmente, Work y Aeby (2011)
sugieren que los mollicutes podrian estar asociados a lesiones detectadas en corales,

pero que seria necesaria su verificacion experimental.

Daniels y Breitbart (2012) a través de técnicas de PCR identificaron Mycoplasma
sp (GenBank: JN653273) y Spiroplasma sp. (GenBank: JN653133) en la ctendforos
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Mnemiopsis leidyi y Beroe ovata, respectivamente, como parte de su poblacion

bacteriana normal.

Por otra parte, el primer registro de mollicutes en moluscos corresponde al de
Harshbarger y colaboradores (1976) en cuyo estudio observaron (por microscopia
electronica) estructuras procariotas “tipo-micoplasmas” en la superficie de las células
caliciformes del tracto digestivo de la ostra Crassostrea virginica. Gracias al avance de
estudios de identificacion y caracterizacién de micoplasmas a través de técnicas de
PCR, ha sido posible determinar que algunas especies parecen ser parte de la micro
poblacién normal de algunos moluscos. En el estémago de C. virginica, por ejemplo, fue
observado que un micoplasma cercano (93% de similitud al comparar el gen 16S del
ARNr) a M. mobile representaba hasta el 80% de la poblacion bacteriana total (King et
al., 2012). En esta misma linea, aunque no siendo la especie bacteriana predominante,
se han encontrado mollicutes en Crassostrea gigas (Fernandez-Piquer et al., 2012), en la
glandula digestiva de la ostra Saccostrea glomerata (Green y Barnes, 2010) y en el
tracto digestivo de los abalones Haliotis discus hannai (Tanaka et al., 2004), H.
diversicolor (Huang et al., 2010) y H. gigantea (GenBank: AB621871; lehata et al., No
publicado). Adicionalmente, en el tracto digestivo de la liebre de mar Elysia rufescens
fueron encontradas cinco especies desconocidas del género Mycoplasma y cuatro mas
sobre el alga Bryopsis sp de la cual se alimenta el molusco, las que segun los autores
podrian tener alguna relacién con los encontrados en el molusco (Davis et al., 2013).
Hay que destacar que han sido encontradas algunas nuevas especies de mollicutes
asociadas a esta alga (Hollants et al., 2013). En todos estos estudios la identificaciéon ha

sido realizada a través del andlisis de una parte de la secuencia del gen ARNr 16S.

Por otra parte, hay estudios que han mostrado que los mollicutes pueden
comportarse como patdgenos potenciales en ciertos moluscos bivalvos, siendo
asociados con algunos dafios en los hospedadores, pero no como causantes de
mortalidad (Paillard et al., 2004; Romalde y Barja, 2010). A través de fotografias de
microscopia electronica fueron observadas estructuras que coincidian con mollicutes
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infectando el musculo aductor de Patinopecten yessoensis (Bower y Meyer, 1991) o bien
libres en el citoplasma de las células epiteliales del diverticulo digestivo de Pecten
novaezelandiae y Chlamys delicatula (Hine y Diggles, 2002). Un caso interesante es el
del berberecho Cerastoderma edule cuya mortalidad masiva fue asociada a la presencia
de estructuras que corresponderian a mollicutes, localizadas en el citoplasma de las
células epiteliales de las branquias; sin embargo, el estudio no fue concluyente y sélo se

teoriz6 acerca del papel de los supuestos mollicutes (Azevedo, 1993)

Finalmente, a través de PCR y fragmentos del gen ARNr 16S, fue posible
encontrar cinco tipos de mollicutes, cuatro del género Mycoplasma; y un Spiroplasma,
todos en el tracto digestivo del pulpo Octopus mimus. La identificacién de las especies
se hizo a través del ADN encontrado, sin embargo no fue posible cultivar ninguna de
ellas (Iehata et al., 2013).

También han sido encontrados mollicutes en crustaceos. Al igual que en
moluscos, los primeros antecedentes corresponden a observaciones a través de
microscopia electrénica de estructuras procariotas “tipo-micoplasmas” que se
identificaban como mollicutes. Krol y colaboradores (1991) observaron en las células
epiteliales del hepatopancreas de camardn blanco (Penaeus vannamei) unas formas
espirales y helicoidales; identificando estas Ultimas como Spiroplasma sp. y las otras
como algun tipo de mollicutes desconocido. Lo mismo sucedié con P. japonicus en cuyo
hepatopancreas fueron observadas formas filamentosas que también fueron
identificados como algun tipo de mollicutes (Choi et al., 1996); en el caso de P.
chinensis los mollicutes fueron asociados con la enfermedad de “gut-node” (Yang y Wu,
1992; Jifang, 1998); y con Cherax quadricarinatus, en el que tales estructuras fueron
encontradas en las células epiteliales de su cuticula y que fueron asociadas, con
degeneracion celular y posterior muerte del crustdceo (Jiménez et al., 1998). Todos
estos estudios estaban basados principalmente en fotos y en algunas pruebas muy
generales y poco sensibles, por lo que sus resultados llegaron a ser cuestionados
(Frelier et al., 1992).
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Al igual que en estudios con otros organismos, el empleo de las técnicas de
genética molecular (PCR e hibridacion de ADN) permitié la deteccion e identificacion
fiable de los mollicutes encontrados en crustaceos. De tal manera, Ghadersohi y Owens
(1999) encontraron dos nuevas especies de Mycoplasma (MP1 y MP2) en branquias,
cerebro y ojos de langostinos moribundos Penaeus monodon. Los autores sugirieron
estudiar el posible papel que pueden jugar los micoplasmas produciendo o permitiendo
el desarrollo de algunas enfermedades en esa especie. Posteriormente, una de las
especies encontrada fue nombrada como M. monodon (GenBank: AF042194.1;
Ghadersohi y Owens, no publicado). Adicionalmente, Chaiyapechara y colaboradores
(2011), estudiando la poblacion bacteriana intestinal en esta especie de camardn,
detectaron a través de PCR-DGGE a M. corogypsi y un Mycoplasma sp., aunque

ninguno de ellos fue asociado a algun tipo de patologia.

Por otro lado, Chen y colaboradores (2011B) identificaron, a través de PCR y de
cultivo, una nueva especie de Acholeplasma sp (GenBank: GU985440) presente en las
células branquiales de cangrejos Scylla serrat afectados por la enfermedad “Clearwater”.
Estudios paralelos con microscopia electrénica habian encontrado en los érganos
afectados por dicha enfermedad (hepatopancreas, branquias y estémago) un reovirus y
estructuras que se asemejaban a mollicutes (Chen et al., 2011A), por lo que los autores
plantearon que este mollicutes podria actuar como un cofactor del reovirus durante el
desarrollo de la enfermedad.

También han sido encontrados mollicutes del género Spiroplasma que en
crustaceos actian como patégenos, pudiendo localizarse en la hemolinfa, tejido
conectivo (tracto digestivo, hepatopancreas y musculo cardiaco) y musculo de los
hospedadores (Liang et al., 2011; Wang, 2011B). El “sindrome del muerto parado” en
Penaeus vannamei es producido por Spiroplasma penaei (Nunan et al., 2004 y 2005;
Altamiranda et al., 2011); mientras que la enfermedad del “tremor” en el cangrejo de
agua dulce Eriocheir sinensis, P. vannamei y en Procambarus clarkii lo es por
Spiroplasma eriocheiris (Wang et al., 2004A; 2005; Ding et al., 2007; Bi et al., 2008;
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Wang et al., 2011). Ambas enfermedades producen altas mortalidades en los cultivos

comerciales de estas especies.

En el langostino Macrobrachium rosenbergii también fue detectado (microscopia
electronica y PCR) un Spiroplasma sp. (GenBank: HQ692058) patégeno, el cual produce
mortalidad al afectar los hemocitos y el tejido conectivo del hepatopancreas, tracto

digestivo y musculo cardiaco del crustaceo (Liang et al., 2011).

Debido a que hay mollicutes del género Spiroplasma que afectan a crustaceos
de importancia comercial se han realizado estudios filogenéticos y se ha trabajado en
perfeccionar técnicas de PCR, convencional y real-time, para su rapida deteccién (Ding
et al., 2007; Bi et al., 2008; Heres y Lightner, 2010; Ding et al., 2013).

Una excepcion a la asociacion de mollicutes con enfermedades ocurre en el
camaron marino Rimicaris exoculata que alberga en su tracto digestivo dos especies
muy relacionadas con el orden Entomoplasmatales y cercanas a los géneros
Spiroplasma y Mycoplasma como parte de su poblacién intestinal, sin perjuicio alguno
para él (Zbinden y Cambon-Bonavita, 2003). Algo similar acontece con la cigala
Nephrops norvegicus, en cuyo tracto digestivo fue encontrado un mollicutes
cercanamente relacionado con los clones Ty-Hep1.19 (GenBank: EU646197.1) y Lo-Hep
1.15 (GenBank: EU646198) de “Candidatus Hepatoplasma” encontrados en isépodos
terrestres como parte de la flora bacteriana intestinal residente (Fraune y Zimmer, 2008;
Meziti et al., 2012).

1.3.4.2 Peces

En peces se han llevado a cabo pocos estudios de aislamiento o identificacion de
mollicutes. La Unica especie aislada, cultivada y caracterizada en este grupo
corresponde a Mycoplasma mobile, aislada de branquias de tenca (Tinca tinca) con

eritrodermatitis (Kirchhoff et al., 1987). El resto de estudios siempre ha conseguido
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detectar la presencia de mollicutes, a través de la secuenciacion de porciones del gen
ARNr 16S, pero nunca cultivar la especie. La mayoria han sido estudios de identificacion
de las poblaciones bacterianas en el tracto digestivo de peces que han conseguido

encontrar mollicutes formando parte de la poblacién bacteriana normal.

En ejemplares salvajes de salmon del Atlantico, Salmo salar, se detectd que
Mycoplasma sp. (GenBank: AY065998.1) podia llegar a representar hasta el 96% de la
poblacion bacteriana intestinal (Holben et al., 2002). Estudios posteriores confirmaron la
presencia de mollicutes en este salmoénido al detectar por PCR dos representantes de
Mycoplasma sp. en intestino [GenBank: FJ560444 (Dionne et al., 2009); GenBank:
KC169759 (Green et al.,, 2013)]. Empleando la misma técnica fue detectado un
representante de la familia Mycoplasmataceae (GenBank: DQ318957) en el bazo de
ejemplares de bacalao (Gadus morhua) (Nylund et al., 2006). Posteriormente, y por
medio de DGGE, fue encontrado un Mycoplasma sp. (Mycoplasma moatsii 95%, porcién
del gen ARNr 16S) en larvas de esta misma especie 28 dias después de su eclosion, en
dos ciclos de produccion con un afio de diferencia (MclIntosh et al., 2008). Este mismo
micoplasma fue encontrado también en el tracto digestivo del pez antartico Notothenia
coriiceps (Ward et al., 2009).

Por otra parte, empleando una técnica de trazado molecular con fluorescencia
T-RFLP, fue encontrado el ADN de un mollicutes muy cercano al género Acholeplasma
(GenBank: AY590187) en el tracto digestivo del pez herbivoro marino Kyphosus
sydneyanus (Moranet al., 2005). Mientras que en el tracto digestivo del pez de agua
salobre Gillichthys mirabilis fueron identificados siete especies de mollicutes (GenBank:
DQ340193 — DQ340199) (Bano et al., 2007). Una especie de Mycoplasma sp. muy
similar a una de los anteriores (GenBank: DQ340193 95,3% ARNr 16S) fue detectada
también en el intestino de la trucha Oncorhynchus mykiss (Kim et al., 2007). En el
intestino de la caballa Scomber scombrus también fue posible, a través de DGGE,
detectar un Mycoplasma sp. (Mycoplasma iguanae 97%, porcion del gen ARNr 16S)
(Svanevik y Lunestad, 2011). Wang (2011A), por otro lado, identific6 un Mycoplasma sp.
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(GenBank: HM031446) y un Spiroplasma sp. (GenBank: HM031425) (Wang y Lui, no
publicado) en el intestino del lenguado Kareius bicoloratus y de la corvina Sciaenops
ocellatus, respectivamente. En la poblacién bacteriana intestinal del bagre Pelteobagrus
fulvidraco fueron identificados tres representantes de la familia Mycoplasmaceae
(GenBank: GU293190, GU293201, GU293212) similares a “Candidatus Hepatoplasma”
encontrado en crustaceos; y un Spiroplasma sp. (GenBank: GU293217) (Wu et al.,
2012); en tanto que en el intestino de la lamprea Petromyzon marinus fueron
encontrados ocho clones de Mycoplasma sp (GenBank: JX453991-JX453916) y treinta y
seis de Ureaplasma sp. (GenBank: JX453994-3X453980) (Tetlock et al., 2012). Por lo
demas, existen registros de mollicutes encontrados en peces pero de los cuales sélo se
tienen porciones de secuencias del gen ARNr 16S o su ISR, pero que no han sido
publicadas formalmente en articulos o revistas, como es el caso del Mycoplasma sp.
(GenBank: AB649427) encontrado en el intestino del pez globo Takifugu obscurus (Li et
al., no publicado); el Mycoplasma sp. (GenBank: FR799684) en el salmoénido Coregonus
migratorius (Sukhanova et al., no publicado); y el Mycoplasma sp. (GenBank:
HM489893) y Ureaplasma sp. (GenBank: HM446526) detectados en la corvina

Pseudosciaena crocea (Zhang y Feng, no publicado).

Finalmente, un registro interesante es el de Windsor y colaboradores (2010),
quienes aislaron y caracterizaron (a través de pruebas bioquimicas y la secuenciacién
del gen ARNr 16S) una especie nueva de micoplasma en muestras obtenidas de las
branquias del lenguado Microstomus kitt, sin embargo, el estudio ain no ha sido
publicado en ninguna revista. Algo similar ocurre con el estudio de Sukhanova y
colaboradores (2011) quienes afirman haber detectado ADN, asi como cultivado,
micoplasmas aislados del intestino de los salmonideos Thymallus baicalensis nigrescens
(Mycoplasma sp. GenBank: FM897201-FM897203), Thymallus sp. (Mycoplasma sp
GenBank: FR799679) y Thymallus baicalensis (Mycoplasma sp. GenBank: FR799681-
FR799683). La Uunica referencia aportada por los autores es que las especies
encontradas serian muy similares a las identificadas en Notothenia coriiceps (Ward et al.,

2009) y Oncorhynchus mykiss (Kim et al., 2007), pero no dan referencias mas detalladas
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de su cultivo aparte de decir que fue usado un kit de deteccion e identificacién para M.
hominis, para determinar su crecimiento, que fue conseguido después de 24h de
incubacién, y llegando a una concentracién de 10 CFU/ml, sin embargo, parece ser que
no continuaron con su cultivo. Estos mismos autores posteriormente consiguieron
caracterizar el ADN del micoplasmas encontrado designandolo como “bailakian
Mycoplasma genotype” y disefiando cebadores basados en el gen ARNr 16S especificos
para su deteccion. Usando estos cebadores y a través de una PCR a tiempo real
consiguieron detectar el micoplasma en el intestino de otros salménidos de Siberia:
Coregonus migratorius, Coregonus lavaretus pidschian, Prosopium cilindraceum,
Brachymystax lenok y un hibrido (Coregonus migratorius x Coregonus lavaretus
pidschian) (Sukhanova et al., 2014).

1.3.4.2.1 Mycoplasma mobile

1.3.4.2.1.1 Identificacion

El Unico mollicutes que ha conseguido cultivarse y describirse de peces es M.
mobile. Fue encontrado en un estudio realizado por Kirchhoff y Rosengarten (1984)
quienes muestrearon las branquias, piel, bazo e intestino de 85 ejemplares de diez
diferentes especies de peces dulceacuicolas: 26 carpas (Cyprinus carpio), 24 tencas
(Tinca tinca), 23 truchas (Salmo trutta), 3 anguilas (Anguilla anguilla), 2 siluros (Silurus
glanis), 1 gurami perla (Trichogaster leeri), 1 ciclido (Tropheus sp.), 1 salmén (Salmo
salar), 1 carasio (Carassius auratus) y 2 lampreas (Lampetra planeri), mas una platija
(Pleuronectes platessa), un pez marino. Las muestras fueron colocadas en medio
Hayflick para 30 min después ser filtradas (0,8 um) e inoculadas (0,2 ml) en 2 ml de
medio Hayflick modificado, Friis modificado, SP4 modificado o medio de Urea. Al mismo
tiempo, fueron sembradas placas de Agar de cada uno de los medios utilizados con el
in6culo antes de ser filtrado. Los medios con el indculo filtrado y las placas fueron

mantenidos a 17 6 25 °C, una parte en condicion aerdbica y otra anaerébicamente. Los
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medios con el inéculo filtrado fueron sembrados en placas de agar entre 4 y 10 dias
después. Hay que hacer notar que los medios de cultivos utilizados incluian una fuente
de colesterol (suero bovino, equino u ovino), esencial para el crecimiento de la mayoria
de los mollicutes y un antibidtico B-lactamico (penicilina) para evitar el crecimiento de
otras bacterias.

Pasado un tiempo de incubacion (no indicado por los autores) fueron observadas
colonias con la morfologia tipica de mollicutes en 16 de los 85 peces estudiados,
creciendo en aquellas placas que habian sido sembradas con la muestras sin filtrar,
provenientes de tenca, carpa y trucha; siendo la mayoria de muestras de branquias
puestas en medio SP4 y en menor grado de muestras de branquias, piel e intestino
puestas en medio Hayflick y de Urea. A pesar de tener tantas muestras positivas solo fue
posible subcultivar y mantener el cultivo vivo de las colonias provenientes de las
branquias con eritrodermatitis de un ejemplar de tenca puestas en medio modificado
Hayflick e incubado a 25 °C. La cepa fue designada como 163K. Pruebas posteriores
mostraron que a) las placas mostraba colonias en forma de huevo frito, tipicas de
mollicutes, b) también crecia bien en medio Friis; ¢c) en medio liquido presentaba un
crecimiento flocular, indicando su tendencia a formar agregados; d) crecia bien bajo
condiciones aerdbicas y anaerobicas entre 17 y 30 °C, con un crecimiento 6ptimo a 25
°C; e) que no crecia en medios carentes de suero, haciéndolo débilmente en el medio
agar sangre; f) era sensible a digitonina 1% (p/v); g) fermentaba glucosa pero no
hidrolizaba arginina; h) en placas de medio Hayflick con suero equino producia peliculas
y cristales, pero no si era con suero bovino o en medio Friis; i) era pleomérfico con forma
de botella o anfora (flask-shape) con un protrusion terminal (“head-like” structure) y j) que
era moavil, desplazandose (gliding) sobre superficies. Esta Ultima caracteristica le facilitd

su nombre mobile (latin) motil (Kirchhoff et al., 1987).
Posteriormente, se han realizado estudios para determinar su rol como patégeno
y las estructuras y funciones involucrados en él (Kirchhoff et al., 1984; Stadtlander y

Kirchhoff, 1990,1995; Adan-Kubo et al., 2012); determinandose que puede provocar
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hemoadsorcién con eritrocitos ovinos, equinos, bovinos y de trucha y carpa (Fischer y

Kirchhoff, 1987). Asimismo, a través de pruebas de laboratorio se ha determinado que

puede producir eritrodermatitis necrética en branquias de tenca y de trucha arco-iris

(Oncorhynchus mykiss) (Stadtlander et al., 1995)

Descripcién formal (Kirchhoff et al., 1987; Williamson et al., 2010):

Mobile.; adj. mobile, motil

Células conicas o con forma de botella y con una protrusion terminal diferenciada
designada como estructura “head-like”. Las células muestran un rapido desplazamiento
cuando se encuentra sobre superficies en direccion de la “head-like” (Miyata et al., 2000;
2002). Las colonias que crecen sobre medios sélidos tienen la tipica forma de huevo frito.
Crecen muy bien en medio de Aluotto suplementado con glucosa o arginina. Su rango de
temperatura ideal para el crecimiento es de 17-30 °C y el crecimiento 6ptimo se obtiene a
25 °C (Kirchhoff et al., 1987). El contenido G+C de su ADN es de 24,9 mol%.
Patogenicidad: Causa eritrodermatitis necrética en tenca (Tinca tinca). El modo de
transmision no ha sido determinado.

Fuente: Aislado de las branquias del pez dulceacuicola tenca con la “enfermedad roja”
(infeccidn de las branquias).

Cepa Tipo: 163K, ATCC 43663, NCTC 11711.

N° de secuencia (gen ARNr 16S): M24480 (Weisburg et al., 1989).

N° de secuencia (genoma completo de la cepa 163K): NC_006908 (Jaffe et al., 2004).

1.3.4.2.1.2 Mycoplasma mobile y movilidad

Dentro de los procariotas existen especies inmoviles y otras con capacidad de

movimiento. Estas Ultimas emplean una amplia variedad de estructuras para poder

desplazarse. Algunas, como ciertas cianobacterias y bacterias verdes del azufre, poseen

vesiculas de gas con las que pueden controlar su flotabilidad y asi alcanzar un éptimo de

luz y alimento subiendo y bajando en la columna de agua (Walsby, 1994). Otras poseen

uno o més flagelos (Ej. familia Vibrionaceae) o utilizan pili de tipo IV (Ej. Pseudomonas

aeruginosa) para generar fuerzas moviles mediante contracciones; mientras que otras se
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deslizan sobre superficies, como es el caso de ciertas cianobacterias filamentosas,
algunas especies del grupo Cytophaga-Flavobacterium y ciertos micoplasmas (Bardy et
al., 2003; Jarrell y McBride, 2008).

Entre las especies de mollicutes que se movilizan por desplazamiento (gliding)
se encuentran M. pneumoniae, M. gallisepticum, M. pulmonis, M. genitalium, M.
amphoriforme y M. mobile (McBride, 2001; Shimizu y Miyata, 2002; Miyata, 2008). A
pesar de que estas especies poseen un genoma minimo han desarrollado sistemas que
les permiten deslizarse sobre superficies. Carecer de pared celular les permite adoptar
formas con caracteristicas protrusiones de la membrana que usan para desplazarse
(Uenoyama y Miyata, 2005A; Nakane y Miyata, 2007; Miyata, 2010).

Desde que M. mobile fue descrito su peculiar sistema de desplazamiento generé
un amplio interés, por lo que ha sido objeto de muchos estudios. En general, se ha
observado que tiene una forma celular especializada (forma de “botella” o “anfora”) con
una estructura terminal especializada o protrusion denominada “head-like” (Miyata y
Uenoyama, 2002; Shimizu y Miyata, 2002); que puede adherirse fuertemente a
superficies plasticas y de vidrio asi como a células animales (Kirchhoff y Rosengarten,
1984; Kirchhoff et al., 1984); pueden desplazarse muy rapidamente (7 pm/s) sobre
superficies inertes (Kirchhoff y Rosengarten, 1984; Kirchhoff et al., 1984; Jaffe et al.,
2004) y sobre la de los eritrocitos (Fischer y Kirchhoff, 1987; Fischer et al., 1987); que
exhiben comportamiento quimiotactico en respuesta a varios compuestos (Kirchhoff et
al., 1987; Piper et al., 1987) ademas de presentar reotaxis positiva (Rosengarten et al.,
1988).

Existen muchos estudios que han descrito la composicion y forma de membrana
de esta especie, las proteinas asociadas al movimiento asi como la fuente de energia
gue usa este micoplasma para conseguirlo (Fischer et al., 1988; Wu y Miyata, 2012). Se
ha observado que el movimiento se produce de manera centripeta, mediante union,

traccién y liberacion por parte de multiples proteinas de 50 nm de longitud, las que en
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conjunto con cuatro grandes proteinas localizadas en la base del “head-like” y
sustentadas por un citoesqueleto interno, compondrian el sistema de desplazamiento,
sirviendo de “piernas” y permitiéndole al micoplasma “caminar” sobre una superficie, asi
como lo haria un ciempiés (Piper et al., 1987; Miyata et al., 2002; Miyata 2008; 2010).
Estas “piernas” tienen la capacidad de reconocer y adherirse a oligosacaridos sialilados
(con acido sidlico) que se encuentran en la superficie de células animales pudiendo de
esta manera invadirlas y desplazarse sobre ellas (Miyata et al., 2000; Nagai y Miyata,
2006; Kasai et al.,, 2013). Cuatro de estas proteinas han sido identificadas y
caracterizadas estructural y funcionalmente: P42, Gli123, Gli349 y Gli521. (Uenoyama et
al.,, 2004; Seto et al., 2005; Uenoyama y Miyata, 2005B; Adan-Kubo et al., 2006;
Uenoyama et al., 2009; Nonaka et al., 2010).De manera complementaria, se ha podido
observar y describir la estructura del citoesqueleto que tiene una forma de “medusa”, y
esta especializado también para el desplazamiento (Nakane y Miyata, 2007).

Se ha determinado, asimismo, que la energia requerida para el desplazamiento
de este microorganismo proviene del trabajo metabdlico de una ATPasa especializada
(Jaffe et al.,, 2004; Miyata, 2008). Hasta ahora se ha identificado una nucleésido-
trifosfatasa, la P42, que podria ser tal enzima, sin embargo, todavia faltan evidencias

para poder confirmarlo certeramente (Ohtani y Miyata, 2007).

Por otro lado, existen estudios que han buscado la manera de aprovechar la
movilidad y fuerza observadas en M. mobile (Hiratsuka et al., 2005; 2006). Se ha
conseguido que esta bacteria se desplace sobre superficies inertes cubiertas con
proteinas unidas a una molécula con acido sidlico, la sialilactosa. ElI micoplasma lo
reconoce y se desplaza sobre él como si lo hiciera sobre una superficie celular animal
(Nagai y Miyata, 2006). A partir de esto surgio la idea de crear una cepa que, a través de
modificaciones quimicas, expresara en la superficie de su membrana moléculas de
biotina. A continuacion se utilizé estreptavidina, un compuesto con alta afinidad con la
biotina, para cubrir una superficie inerte, consiguiendo asi que M. mobile se desplazara

sobre ella, “estimulado” por la afinidad entre ambos compuestos, que hacia que
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funcionara toda su maquinaria de desplazamiento (Hiratsuka et al., 2006). Todo este
sistema fue instalado dentro de un motor de microrrotacion dentro de una micromaquina
de silicona de 20 ym de diametro, “cargado” con glucosa como carburante, consiguiendo
que la velocidad y fuerza del desplazamiento de los micoplasmas pudiera mover este
motor y crear trabajo mecénico. De esta manera se consiguié con éxito un sistema
hibrido que combinaba organismos vivos y sistemas artificiales para generar movimiento,
esto es, un motor dirigido por bacterias (Hiratsuka et. al., 2006) (Video disponible en:
http://mwww.youtube.com/watch?v=0ZVzJtK3vMO0).

Sin embargo, trabajar con microorganismos fuera del laboratorio comporta algun
riesgo, sobre todo bioldgico, debido a la dificultad de controlarlos eficientemente y a su
patogenicidad, por lo que se ha ideado la posibilidad de utilizar tal maquinaria bacteriana
sin estar viva. Uenoyama y Miyata (2005A) consiguieron permeabilizar parcialmente la
membrana de la bacteria, manteniendo la estructura de su citoesqueleto, logrando asi
matar a la bacteria pero dejar intacta las estructuras implicadas en el movimiento. El
experimento resulté pues con la sola adicion de ATP fue posible recuperar la movilidad
original. La maquinaria implicada en el movimiento que queda dentro de la estructura
bacteriana sin vida recibié el nombre de “ghost”.

Actualmente se esta buscando un campo en el que pueda ser aplicado este

sistema hibrido motor-bacteria.

1.3.4.3 Mamiferos marinos

A nivel mundial son muy pocos los estudios que se han realizado en
identificacion de mollicutes en mamiferos marinos. El primer registro corresponde a la
identificacion (a través de serologia y fotos de microscopia electrénica) y descripciéon de
tres especies de micoplasmas encontradas en ejemplares de foca de puerto (Phoca
vitulina) en Norteamérica: Mycoplasma phocae (antes M. phocidae), M. phocirrinis y M.

phocicerebrale. Todas ellas fueron detectadas en dos episodios en los que se produjeron
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mortalidades masivas de P. vitulina, aunque no fue posible determinar una relacion clara
entre su presencia y la mortalidad de las focas, asumiendo que no correspondian a los
patégenos primarios pero si podrian contribuir al desarrollo de la infeccion (Geraci et al.,
1982; Giebel et al., 1991; Ruhnke y Madoff, 1992; Higgins, 2000). Tiempo después,
ademas, pudo identificarse M. phocicerebrale como el agente causante de la
enfermedad zoondtica conocida como “Seal Finger’ (Cowan et al., 2001; Hunt et al.,
2008).

Posteriormente, fueron identificados cuatro nuevos micoplasmas en el ledn
marino californiano (Zalophus californianus): en abscesos subdérmicos fue encontrado
M. zalophi y M. zalophidermidis (Haulena et al., 2006); en los pulmones, Mycoplasma sp.
CSL7503-lung (GenBank: EU714238); y en la sangre, “Candidatus Mycoplasma
haemozalophi sp. nov.” (GenBank: GU905012-GU904996) (Volokhov et al., 2010 y
2011). M. zalophi fue asociado a la presencia de lesiones subdermales y musculares, asi

como a artritis y linfadenopatia (Haulena et al., 2006).

Paralelamente, Lynch y colaboradores (2011), analizando ejemplares juveniles y
adultos del lobo marino australiano (Arctocephalus pusillus doriferus), y encontraron que
55 de 80 ejemplares aparentemente saludables presentaban tres micoplasmas en su
cavidad nasal: M. phocae, M. zalophi, y Mycoplasma sp. (GenBank: EU714238). Estas
dos ultimas especies, ademas, también fueron aisladas en muestras de pulmén de
juveniles mientras que en un adulto fue identificado M. phocicerebrale. Como no fue
observado ningun tipo de lesién, se consideraron estas especies como parte de la
poblacion bacteriana normal. En los fetos, por el contrario, fueron observadas lesiones
neumoénicas y en algunos casos miocarditis o pericarditis. En los pulmones fetales
estudiados fue detectado ADN de Mycoplasma sp. (Mycoplasma sp. Phocoena 94%-
ARNr 16S GenBank: FJ876266), Mycoplasma sp. CSL7529-conjunctiva (GenBank:
EU859984) y de M. phocicerebrale. Los autores indican la importancia de estudiar a
fondo si alguna de estas tres especies de micoplasmas est4 relacionada con el aborto de

tales fetos.
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Finalmente, existen mas especies de mollicutes que han sido descritas en
pinnipedos, que poseen numero de registro GenBank pero que aun no han sido
formalmente identificadas. Mycoplasma sp. Mirounga (GenBank: JN644768) vy
Ureaplasma sp (GenBank: JF731006- JF731007) en el elefante marino Mirounga
angustirostris; y diversas cepas de Mycoplasma sp. (GenBank: EU714237) y Ureaplasma
sp (GenBank: HQ377524- HQ377518) en Z. californianus. Volokhov y colaboradores
(2012B) han propuesto que estos Ureaplasmas que detectaron en M. angulirostris y en
Z. californianus sean denominados “Ureaplasma miroungigenitalium” y “Ureaplasma

zalophigenitalium”, respectivamente.

Por otra parte, en el sirénido Trichechus manatus latirostris ha sido encontrado
un Acholeplasma sp. (GenBank: FJ590762.1) (Volokhov. No publicado)

En cetaceos, por otra parte, solamente se encuentra un estudio registrando la
presencia de M. phocicerebrale (en un higado y en tres pulmones) y Mycoplasma sp.
(en un rifién y cinco pulmones) en ejemplares de Marsopa comun (Phocoena phocoena),
asi como un Mycoplasma sp. en el rifién de un zifio de Sowerdy (Mesoplodon bidens)
(Foster et al., 2011). Los autores indican la importancia de estudiar los efectos que
puedan producir estas especies de micoplasmas sobre los hospedadores, teniendo en
cuenta que en mamiferos terrestres pueden debilitar el sistema inmune o ser vectores
directos de enfermedades. Ademas, en un andlisis de las heces de la marsopa sin aleta
(Neophocaena phocaenoides asiaeorientalis) fueron encontradas dos especies de
Mycoplasma sp. (GenBank: JN792315 - JN792314) y 47 secuencias de clones de
Ureaplasma sp. (GenBank: JN792313 - JN792267) (Mc Laughlin et al., 2012).

En un ejemplar de delfin de dientes rugosos (Steno bredanensis) varado en las
Islas Canarias fueron detectados los micoplasmas M. opalescens y M. phocirhinis en la
abertura genital y Otero, respectivamente. Ambas especies fueron cultivadas e

identificadas a través de su secuencia de la ISR (Poveda et al., 2009).
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Por otra parte, existen registro de nuevas especies encontradas en Marsopa
comun que aun no han sido descritas formalmente en ninguna publicacion: Mycoplasma
sp. Phocoena C-264-GEN (GenBank: GU905021), Mycoplasma sp. Phocoena C-269
(GenBank: FJ876266) (Volokhov y Gulland, no publicado) y cuatro Mycoplasma sp.
(GenBank: FJ233100 - FJ233097) (McAuliffe et al., no publicado).

El estudio de mollicutes en este tipo de organismos es muy interesante y puede
ser util para conocer aspectos importantes de su ecologia y fisiologia, que son relevantes
a la hora de determinar las causas que pueden llevar a un animal a morir y/o para

realizar programas de manejo y proteccion basados en su biologia.

Descripcion de Mycoplasma phocicerebrale ((correg) Giebel et al., 1991; Williamson et
al., 2010)
pho.ci.ce.re.bra’.le.; phoca, foca; cerebrale, perteneciente al cerebro; phocicerebrale,

perteneciente al cerebro de una foca.

Células cocoides o mostrando una forma de mancuerna. No ha sido confirmada su
motilidad. Las colonias que crecen sobre medios sélidos tienen la tipica forma de huevo
frito. Crecen muy bien en medio SP4 suplementado con arginina a 37 °C.

Patogenicidad: Asociado con enfermedades respiratorias y conjuntivitis en focas de puerto

(Kirchhoff et al., 1989) y una clara queratitis ulcerativa debido a mordidas de focas
(conocida como “seal finger”) y artritis secundarias en humanos (Baker et al., 1998). La
transmision entre focas de puerto no ha sido determinada definitivamente; la transmisién a
humanos es de naturaleza zoon6tica, debido a mordiscos de focas.

Fuente: Aislado del cerebro, fosas nasales, garganta, pulmones y corazén de focas de

puerto (Phoca vitulina) durante un brote de enfermedades respiratorias (Kirchhoff et al.,
1989) y desde lesiones de humanos con “seal finger” (Baker et al., 1998; Staby, 2004)

El contenido G+C de su ADN es de 25,9 mol%.

Cepa Tipo: 1049, ATCC 49640, NCTC 11721.

N° de secuencia (gen ARNr 16S): AF304323.
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Comentarios: El nombre original de phocacerebrale, fue corregido por (Kénigsson et al.,
2001).

Descripcion de Mycoplasma phocidae (Ruhnke y Madoff, 1992; Williamson et al.,
2010)
pho.ci".dae.; phoca, foca; phocidae de una foca.

Células cocoides primarias. No ha sido confirmada su motilidad. Las colonias que crecen
sobre medios sélidos tienen la tipica forma de huevo frito. Crecen muy bien en medio SP4
o Hayflick suplementado con arginina a 37 °C. Produce la reaccion de “Peliculas y
Cristales”.

Patogenicidad: Pat6geno oportunista, asociado con neumonia secundaria en focas de
puerto (Kirchhoff et al., 1989) y subsecuente infeccién por influenza. No ha sido posible
producir la enfermedad en focas de puerto o focas grises a partir de un cultivo puro de M.
phocidae (Geraci et al.,, 1982). Su forma de transmision no ha sido determinada
definitivamente.

Fuente: Aislado de pulmones, traquea y corazon de focas comunes (Phoca vitulina).

El contenido G+C de su ADN es de 27,8 mol%.

Cepa Tipo: 105, ATCC 33657.

N° de secuencia (gen ARNr 16S): AF304325.

Comentarios: La designacion de la especie como “Mycoplasma phocae” fue sugerido

(Koénigsson et al., 2001), sin embargo, el nombre original “phocidae” fue conservado.

Descripcidon de Mycoplasma phocirhinis ((correg) Giebel et al., 1991; Williamson et al.,
2010)
pho.ci.rhi".nis.; phoca, foca; rhis, rhinos, nariz; phocirhinis, de la nariz de foca.

Células cocoides. No ha sido confirmada su motilidad. Las colonias que crecen sobre
medios sélidos usualmente tienen la tipica forma de huevo frito. Crecen bien en medio
Friis o Hayflick a 37°C. Produce la reaccion de “Peliculas y Cristales”.

Patogenicidad: Asociado con enfermedades respiratorias y conjuntivitis en focas de
Harbor (Kirchhoff et al., 1989). Su forma de transmision no ha sido determinada
definitivamente.
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Fuente: Aislado de fosas nasales, faringe, pulmones, traguea y corazén de focas de
comun (Phoca vitulina).

El contenido G+C de su ADN es de 26,5 mol%.

Cepa Tipo: 852, ATCC 49639, NCTC 11722.

N° de secuencia (gen ARNr 16S): AF304324.

Comentarios: El nombre original de M. phocarhinis, fue corregido por Koénigsson y
colaboradores (2001).

Descripcion de “Mycoplasma zalophi” (en estudio) (Haulena et al., 2006; Williamson
et al., 2010)
za.lo".phi.; zalophi, de Zalophus, el género de ledn marino que incluye el Le6n marino de

California (Zalophus californianus) del cual fue aislado este micoplasma.

Su morfologia celular ain no ha sido descrita.

Fuente: Aislado de un absceso subdérmico de un leén marino en cautividad.

Hospedador habitual: Abscesos subdérmicos e intramusculares, articulaciones, pulmones

y ganglios linfaticos de leones marinos en cautividad.

Filogenia: Asignado al Cluster Mycoplasma hominis del Grupo Hominis del género
Mycoplasma.

Cultivo: Cultivable en medio SP4 suplementado con glucosa.

Temperatura 6ptima de crecimiento: 37 °C.
N° de secuencia (gen ARNr 16S): AF493543.
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.1 ANTECEDENTES

Los microorganismos pertenecientes a la clase Mollicutes son los organismos
méas pequefios capaces de replicarse en medios de cultivo exentos de células. Se
distinguen de otras bacterias por su reducido tamafio y la ausencia total de pared celular.
La clase contiene nueve géneros: Mycoplasma, Ureaplasma, Entomoplasma,
Mesoplasma, Spiroplasma, Acholeplasma, “Candidatus Phytoplasma”, Anaeroplasma y
Asteroleplasma. El género Mycoplasma incluye organismos anteriormente
pertenecientes a los géneros Haemobartonella y Eperythrozoon, siendo micoplasmas
hemotrépicos (hemoplasmas). A pesar de que hasta ahora el término micoplasma ha
sido empleado como sinénimo de la Clase Mollicutes, actualmente se recomienda usar el
término mollicute, y micoplasma, acholeplasmas, mesoplasma, etc., cuando se hace

referencia a los miembros del respectivo género (Brown et al., 2010F).

Todos los mollicutes son parasitos o comensales de vertebrados, insectos y
plantas, encontrdndose también algunas especies patdgenas dentro de estos tres grupos
(Brown et al.,, 2010F), incluyendo agentes de enfermedades listadas por la World
Organisation for Animal Health (OIE) y de declaracion obligatoria como la
pleuroneumonia contagiosa bovina, agalaxia contagiosa, pleuroneumonia contagiosa
caprina y micoplasmosis aviar por M. gallisepticum y M. synoviae.

Ademéas de su importancia como agentes patdégenos, los micoplasmas y
acholeplasmas se consideran como algunos de los contaminantes mas frecuentes e
importantes de cultivos celulares, sueros y en la industria biofarmacéutica, desde la

etapa de investigacién hasta la fase de desarrollo clinico (Armstrong et al., 2010).

El uso de cultivos celulares de forma rutinaria se realiza en laboratorios de
investigacion cientifica, de diagnéstico y de desarrollo biotecnoldgico. A pesar de tener
areas especificas para la manipulacion de cultivos celulares y disponer de equipos

sofisticados en condiciones de esterilidad, la contaminacion por agentes biolégicos sigue
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siendo un problema, que no sélo repercute en la pérdida del cultivo, sino también en la

de todos los productos y/o resultados que deriven de él (Puerta et al., 2013).

Cuando los cultivos son contaminados por bacterias y hongos ambientales, éstos
son facilmente detectados por los cambios macroscopicos (pH, turbidez) y microscépicos
(morfologia celular) que generan en el cultivo. Sin embargo, otros tipos de patégenos no
son facilmente detectables y logran pasar inadvertidos por largos periodos de tiempo,
como ocurre con diversos virus y mollicutes (Razin y Tully, 1996). Ademas, la
contaminacion de lineas celulares por micoplasmas es, con mucho, el problema mas

frecuente en cultivos celulares (Uphoff y Drexler, 2002).

Aunque existen alrededor de 120 especies conocidas de micoplasmas y
acholeplasmas, solamente cerca de 20 especies han sido identificadas como
contaminantes de cultivos celulares (Wirth et al., 1994). No obstante, en el 95% de
cultivos contaminados han sido aislados M. arginini, M. fermentans, M. orale, M.
hyorhinis o Acholeplasma laidlawii (Garner et al., 2000). Algunos de ellos, como M. orale,
M. fermentans, M. salivarium y M. hominis, forman parte de la poblaciéon bacteriana
normal del ser humano, por lo que el personal del laboratorio se convierte en una posible
fuente de contaminacién; mientras que M. hyorhinis, M. arginini y Acholeplasma laidlawii
se pueden encontrar en reactivos de origen animal, como la tripsina o el suero fetal

bovino no certificados para cultivos celulares (Puertas et al., 2013).

Al carecer de pared celular, los micoplasmas son resistentes a muchos de los
antimicrobianos mas utilizados en cultivos celulares (Molla Kazemiha et al., 2009).
Ademas, al ser bacterias extremadamente pequefias (130 y 300 nm) (Brown et al.,
2010F), son indetectables con el microscopio Optico y no pueden ser eliminados por
medio de la filtracion con membranas convencionales de didmetros de poro entre 220 y
450 nm.
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Por otra parte, su tasa de replicacion en los cultivos es lenta por lo que la
mayoria de las especies no genera lisis total de las células infectadas, lo que dificulta su
deteccién temprana. Sélo en los cultivos que presentan una infeccion crénica se puede
observar cambios en la morfologia celular, disminucidon en la tasa de proliferacion,
alteracion del metabolismo celular al competir por lo nutrientes presentes en el medio,
regulacion de la respuesta inmune, aglutinacion de las células infectadas, asi como
también un aumento en la sensibilidad de las células a la infeccidn viral y al tratamiento
con drogas (Lobo et al., 2006; Puerta et al., 2013). Sus efectos dependen de la especie
de micoplasma contaminante, el tipo de célula infectada, las condiciones de cultivo y la
intensidad y duracion de la infeccion (Drexler y Uphoff, 2002). Estas infecciones pueden
alterar los resultados de experimentos biolégicos o la calidad de los productos

biofarmacéuticos (zhi et al., 2010).

La deteccién de contaminaciones biolégicas en productos biofarmacéuticos
constituye un punto importante dentro de los sistemas de calidad. Las agencias
reguladoras presentan normas muy estrictas donde especificamente establecen la
deteccion de micoplasmas como prueba determinante para la liberacién o no de tales

productos (Japanese Pharmacopoeia, 2006; European Pharmacopoeia, 2011).

En las dltimas décadas se han desarrollado diferentes métodos de deteccion, los
cuales varian en complejidad, tiempo y equipamiento necesario. Anteriormente, para su
deteccion se utilizaban métodos de rutina como tinciones fluorescentes (tincion de
Hoechst o DAPI), autorradiografia con [3H] timidina, inmunofluorescencia indirecta, o
cultivo de colonias en agar sélido. También se ha desarrollado una variedad de
inmunoensayos que, sin embargo, suelen detectar un namero reducido de especies, lo

gue limita la prueba (Puerta et al., 2013).
El aislamiento en cultivo es esencial para una identificacion definitiva del
organismo, sin embargo, no es facil conseguir el crecimiento de mollicutes, ademas de

ser casi imposible identificarlos por su fenotipo (McAuliffe et al., 2003; Rebelo et al.,

67



Capitulo II: Estudio metodolégico

2011). Otro método convencional de diagnostico se basa en pruebas serolégicas, como
prueba de fijacion del complemento, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas o
inmunotransferencia, sin embargo, pueden consumir mucho tiempo y carecen de
sensibilidad y especificidad (Mc Auliffe et al., 2003).

Adicionalmente, se ha desarrollado métodos basados en la tecnologia de
amplificacion del acido nucleico (NAT) para detectar mollicutes (Kong et al., 2007) y las
recomendaciones para la evaluacion de los ensayos NAT para las pruebas de mallicutes
fueron incluidas en la Farmacopea Europea (Kong et al.,, 2007; European
Pharmacopoeia, 2011; Burgher et al, 2013). En los Ultimos afios las técnicas
moleculares de hibridacion de acidos nucleicos (HAN) y la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) han sido ampliamente utilizadas en la identificacion de micoplasmas
(Wirth et al., 1994). La técnica de HAN requiere del desarrollo de sondas género-
especificas como la H-900 y sondas especificas para diferentes especies. Si bien las
técnicas HAN son mas sensibles que el cultivo de micoplasmas, resultan ligeramente

menos sensibles que la PCR (Lobo et al., 2006).

La aplicacién de técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha
atraido mucha la atencién por presentar una alta sensibilidad y especificidad, por lo que
se aplica en la actualidad en la determinacion de especies de Mollicutes (Hopert et al.,
1993; McAuliffe et al., 2003). Otras caracteristicas que le han aportado popularidad a la
técnica son su simplicidad, el tiempo asociado al andlisis y su aplicacién en productos y
muestras bioldgicas. Todo esto ha llevado a mejorar la eficiencia y eficacia en la
deteccion de mollicutes (Kong et al., 2007). Sin embargo, algunos métodos de PCR no
son capaces de detectar algunas especies de Mollicutes por no tener un nivel de
sensibilidad necesario para reemplazar a las pruebas generales de mollicutes basados
en su cultivo (Eldering et al., 2004; Zhi et al., 2010).

Con la intencion de incrementar la sensibilidad en el diagnéstico se ha
desarrollado diferentes tipos de PCR tales como PCR anidada (Wirth et al., 1994) y RT-
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PCR, esta ultima usa como molécula diana el ARN, cuyo nimero de copias es mayor en
las células que su correspondiente AND (Brown et al., 2009). Otro tipo que se ha
desarrollado y esta cobrando gran importancia es la PCR a tiempo real (Harasawa et al.,
2005; Ishikawa et al., 2006), la que es mucho mas sensible y rapida que una PCR
convencional, por lo que se han adaptado muchos protocolos a este tipo de PCR para
una deteccion rapida de algunos mollicutes (Baczynska et al., 2004; Dubosson et al.,
2004; Rebelo et al., 2011).

Se ha desarrollado métodos de PCR con diana en diferentes marcadores
genéticos de mollicutes y se han aplicado para la deteccion de una variedad de agentes
infecciosos donde la técnica tiene que ser especie especifica. Sin embargo, cuando el
objetivo es la deteccién simultanea de un amplio rango de especies de mollicutes, la
PCR tiene que estar basada en regiones altamente conservadas como el gen ARNr 16S
(Deng, et al.,, 1992; Van Kuppeveld et al., 1992; Sung et al., 2006), las regiones
adyacentes a la region intergénica entre los genes ARNr 16S y 23S (ISR) (Harasawa,
1996; Tang et al., 2000; Ramirez et al., 2008) o el ARNr 23S (Hotzel et al., 2003).
McAuliffe y colaboradores (2003) desarrollaron una técnica que combina la PCR con la
electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE) para micoplasmas. Se
trata de un test genérico simple que permite la identificacién de los microorganismos
hasta un nivel de especie. Mas recientemente, se ha desarrollado pruebas de microarray
de ADN para la identificacion de especies de micoplasmas (Volokhov et al., 2006;
Schnee et al., 2012).

El objetivo de este estudio fue evaluar seis pares de cebadores respecto a su
sensibilidad frente a una bateria de mollicutes y su especificidad respecto a otras
bacterias. Adicionalmente, los dos pares de cebadores con mejores resultados se

adaptaron a una PCR a tiempo real.
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1.2 MATERIALES Y METODOS

[1.2.1 ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

En las Tablas II-1 y II-2 se relaciona los microorganismos utilizados en el
presente estudio. Todos los mollicutes fueron cultivados en el medio SP4-Il (Ramirez et
al., 1997) entre 2 a 5 dias a condiciones atmosféricas normales y 37 °C, con la excepcion
de Mesoplasma lactucae y Spiroplasma spp., que se incubaron a 25 °C. Cada cultivo fue
filtrado y clonado para asegurar su pureza. Las bacterias no-mollicutes fueron cultivadas

en agar-sangre (Prodanisa) a 37 °C.

En el estudio se incluyé el ADN de trece especies bacterianas cedido, tras su
identificacion por métodos convencionales y de biologia molecular, por el Laboratorio de
Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia (IUSA/ Universidad de Las Palmas de Gran

Canaria).

[1.2.2 EXTRACCION Y MEDICION DE ADN

El ADN fue extraido utilizando el kit comercial Realpure Genomic (Real) y
siguiendo sus instrucciones. Su concentracion fue cuantificada en un espectrofotémetro
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Para verificar la integridad del ADN en los
casos con poca cantidad de ADN fue realizada una electroforesis (100 V por 50 min) en
un gel de agarosa (1% p/v en tampon TAE 1x) tefiido con Gel-Red (Biotium) (0,025 pl/ml)
utilizando el marcador molecular Lambda DNA/HindIll (Thermo Scientific) v,
posteriormente, visualizado en un transiluminador (Bio-Rad Laboratories). Para su
analisis fue utilizado el software Quantity-One (Bio-Rad Laboratories).
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Tabla II-1: Especies de microorganismos de la Clase Mollicutes utilizadas en la
comparacion de seis pares de cebadores de PCR’s utilizadas para esta clase. Se
muestra la deteccién de su ADN por cada protocolo de PCR, temperatura de fusion
(°C) de la PCR a tiempo real empleando el par de cebadores N° 4 y 5 y la
concentracion de ADN de la especie analizada.

el ..
Mollicutes Copa —— o Temperatura,  Concentracion
Acholeplasma (A.) granularum BTS-39 o dn oL 86,5 53
A. laidlawii PG8 -+ + + 4+ = 86,5 9,2
A. modicum PG49 - + + + + = 86,5 13
A. oculi 19-L -+ 4+ + + % 85 7,7
A. parvum H23M -+ + + + = 85 10,1
Mesoplasma florum L1 -+ o+ o+ o+ o+ 86 7.1
Mycoplasma (M.) agalactiae PG2 e e 85,5 12,2
M. alkalescens PG51 + 4+ o+ o+ o+ o+ 86 10,1
M. arginini G230 + + + + + + 86 42 4
M. auris CIP105677 + + 4+ + + + 86 455
M. bovigenitalium PG11 -+ 4+ o+ o+ o+ 86 6,4
M. bovirhinis PG43 + + O+ + o+ o+ 87 15,3
M. bovis Doela = 4 + 4+ 4+ o+ 86 6.0
M. bovoculi M165/69 =+ o+ 4+ o+ o+ 85,5 7,7
M. canadense 275C =+ =+ o+ 4+ 86 4.6
M. capricolum subsp. capricolum kid + + + + o+ o+ 87 15,4
g p‘?pﬂ:{:;#g}ﬂ;’;bsﬂ F38 = 4+ + + o+ o+ 86,5 7.8
M. caviae G122 -+ 4+ o+ o+ o+ 86 71
M. columbinum MMP-1 + + + + + o+ 85,5 150,3
M. columbinasale 694 + o+ o+ o+ o+ o+ 85,5 200,8
M. columborale MMP-4 + o o o o g 86,5 2431
M. cottewii VIS + + o+ o+ o+ o+ 87 17,4
M. fermentans A918 C1 + 4+ 4+ + o+ o+ 86 30,4
M. flocculare Ms42 -+ 4+ o+ o+ o+ 86,5 6,3
M. gallinaceum DD - 4+ o+ o+ o+ o+ 86 6,8
M. gallinarum PG16 -+ o+ o+ o+ 4+ 86 74
M. gallisepticum PG31 + + + + o+ o+ 86 11,6
M. gallopavonis WP1 - + - - -+ 86,5 21
M. hominis PG21 e e T & 86,5 12,2
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M. hyopharyngis H3-6B + + + o+ o+ 4+ 85,5 12,3
M. hyopneumoniae Ms42 o du oy Edn 86,5 9,3
M. hyorhinis BTS-7 - 4+ + + + o+ 86,5 79
M. hyosynoviae S16 =+ o+ 4+ o+ o+ 86 56
M. imitans 4229 + + + + + + 86,5 9,1
M. iners PG30 + + + + + + 85,5 ik
M. iowae 695 + + + + + + 85 95,5
M. leachii PG 50 I R 86 13,2
M. lipofaciens ML64 + + + + o+ o+ 86 6,9
M. maculosum PG 15 = + + + + + 86 8,2
M. meleagridis 17529 -+ + o+ o+ o+ 86 TT
M. mycoides subsp. capri Y-GOAT A5 gy gL ae g 87 11
M. mycoides subsp. mycoides SC PG1 + 4+ 4+ + + + 87 14
M. neophronis GA. + o+ o+ o+ o+ o+ 86 10
M. opalescens MH5408 + + o+ o+ o+ o+ 86 32,9
M. phocicerebrale D'049 + + + + + + 86 33,6
M. phocidae 105 + + o+ o+ + 4+ 86 19,1
M. phocirhinis DG52 dh A5 dn a0 86 19,5
M. sp Phocoena C-269 + + + o+ o+ o+ 86,5 12,8
M. pneumoniae FHM III + + + + + + 86 14,9
M. pullorum CKK + + + o+ + o+ 86 15
M. putrefaciens KS1 O 87 221
M. spumans PG13 + o+ o+ o+ o+ o+ 86 10,8
M. sualvi MayfieldB  + + + 4+ + + 86 a7
M. synoviae WVU 1853 -+ o+ o+ o+ o+ 84,5 7,6
M. verecundum 107 -+ + + + + 86 6,7
M. wenyonii Mas:::h”s B B e G g o 84,5 39,9
M. yeatsii GIH + + + + + + 87 11
M. zalophi CSL 4296 + + + o+ o+ o+ 86 9,8
M. zalophidermidis 4779 s B R S 86 15,3
Spiroplasma spp. + + + o+ o+ o+ 87 34,3
Ureaplasma urealyticum 960 aLan o 85 20,3
? Ver Tabla 1I-3

Temperatura de fusion obtenida en la PCR a tiempo real utilizando el par de cebadores de Van
Kuppeveld y colaboradores (1992).
+: Amplificacion de producto positiva - Amplificacion de producto negativa
+: Amplificacion de mas de un fragmento de ADN.
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Tabla 11-2: Especies de bacterias no-mollicutes utilizadas en la comparacion de seis
pares de cebadores de PCR’s. Se muestra la deteccion de su ADN por cada
protocolo de PCR, temperatura de fusion (°C) de la PCR a tiempo real empleando el
par de cebadores N° 4 y 5y la concentracién de ADN de la especie analizada.

) . PCR's” Temperatura Concentracién
Bacterias no-mollicutes Cepa T2 3 4 5 & defusion(C)® de ADN (ng/ul)
Acinetobacter baumannii 2208 - 4+ - - -+ 82 1,1
Actinobacillus pleuropneumoniae M62 + + - - 4+ % 82,5 35,8
Aeromonas spp. + + + - - % 82,5 nd
Bacillus cereus f‘:ﬁ,‘; + + + - - % 82,5 24
Clostridium spp. -+ - - - % 82 20,4
Erysipelothrix rhusiopathiae a- P15 + o+ 4+ - - + 82 20,7
Escherichia coli P - = = o o= o 82 20,3
Fusobacterium spp. + + + + <+ #t 82 32,3
Lactococcus garvieae 4976 + + + = = 4 82,5 520,1
Lactococcus garvieae 8831 + + o+ - -+ 82,5 400,3
Mycobacterium avium sp avium CF:\'E:.(:EN + + + - -+ 82,5 1829
Mycobacterium avium sp
paratuberculosis JC31 E o+ o+ - - 4+ 83 90,4
Z{;g:gzgcrenum damselae subsp. a4/99 D T 825 31,6
Z{;grt_;gzctenum damselae subsp. c2 o+ o+ - 4 82,5 415
;ggfgiggctenum damselae subsp. pp3 Y f + - 1 % 82,5 55,7
Pseudomonas aeruginosa zA;-ang, + + + - - + 82 2855
Salmonella enterica sv enteridis ':;0('.:’,"5: + = = = - % 82,5 278
Staphylococcus aureus Q; 5%? + + o+ - - % 82 93
Streptococcus agalactiae :‘;3%% + + + - + 82,5 29,5
Streptococcus suis 735 + + + - + 82,5 41,9
Vibrio anguillarum B"";T:"“ + + - + = 82,5 18,3
?Ver Tabla II-3

® Temperatura de fusion obtenida en la PCR a tiempo real utilizando el par de cebadores de Van
Kuppeveld y colaboradores (1992).

+: Amplificacién de producto positiva - Amplificacion de producto negativa

+: Amplificacion de mas de un fragmento de ADN.
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1.2.3 CONFIRMACION DE LA IDENTIDAD DEL ADN

Para verificar la identidad y pureza de los mollicutes fue analizada la secuencia
de la region localizada entre los genes ARNr 16S y 23S (ISR) de todas las especies
utilizadas (Ramirez et al., 2008). La identidad de las especies del género Acholeplasma
fue determinada utilizando la secuencia de un fragmento del gen ARNr 16S con los
cebadores indicados por Spergser y colaboradores (2002). EI ADN de las bacterias
Actinobacter baumannii, Aeromonas spp., Clostridium spp., Fusobacterium spp. vy
Erysipelothrix rhusiopathiae fue confirmado por el andlisis de la secuencia de su ISR.
Las cepas comerciales de Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enterica sv enteridis, Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae

fueron obtenidas de Oxoid (Thermo Scientific).

La secuenciacion fue llevada a cabo por la empresa Macrogen Europe (Holanda)
con un modelo de secuenciador de Applied Biosystems 3730xI DNA Analyzer. Para la
lectura de los cromatogramas (formato ABI) se utilizé el programa informético FinchTV
version 1.3.1 (Geospiza, Inc.). Programa que también se empled para exportar las
secuencias de dichos cromatogramas (formato SEQ). El programa Gene Runner 3.05
(Hasting Software Inc.) se utilizé para alinear las secuencias de ida y de vuelta de cada
producto, asi como en el caso de necesitar mas de un producto para completar la
secuenciacion de los genes, obteniendo una secuencia consenso. Para comparar
secuencias se utiliz6 el programa BioEdit Sequence Aligment Editor (Isis
Pharmaceuticals, Inc.) y para calcular los porcentajes de similitudes entre ellas.
Empleandose también para obtener las imagenes de las comparaciones entre
secuencias. La secuencia de nucleétidos obtenida, comparada con la base de datos
GenBank mediante la aplicacién Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) (Atschul
et al., 1997).
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1.2.4 COMPARACION DE SEIS PARES DE CEBADORES (PCR’S).

Fueron comparados seis pares de cebadores con sus respectivos protocolos de
PCR, especificos para la deteccién de microorganismos de la Clase Mollicutes o Género
Mycoplasma (Tabla 1I-3). En el caso de los cebadores descritos por McAuliffe y
colaboradores (2005), la visualizacién de los productos de la PCR se hizo en gel de
agarosa en vez de en gel con gradiente de desnaturalizacion. Fue utilizado el ADN
genémico de todas las especies listadas en las Tablas II-1 y II-2. El sistema de reaccion
(25 pl) usando “beads” illustra"PureTaq™ Ready-to-Go'™ PCR (GE Healthcare)
consistio en 1 ul (20 uM) de cada cebador (forward y reverse), 3 ul de ADN gendémico y
agua PCR-grade (Sigma). El protocolo de cada PCR fue realizado en un termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf) y repetido al menos tres veces. El control positivo en
cada prueba fue el ADN de M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT), mientras que el control
negativo fue realizado colocando agua en lugar del ADN gendmico. Cada PCR fue
repetida al menos dos veces utilizando otro termociclador. Para confirmar la
amplificacion de producto por cada par de cebadores se realiz6 una electroforesis (100 V
por 50 min) en un gel de agarosa (1% p/v en tampdén TAE 1x) tefido con Gel-Red
(Biotium) (0,025 pl/ml) para, posteriormente, visualizarlo en un transiluminador (Bio-Rad).
Fue necesario utilizar un gel al 3% de agarosa para visualizar el producto de pequefo
tamafio amplificado por el par de cebadores de Hotzel y colaboradores (2003). Para
estimar el tamafio de los productos amplificados se recurrié al marcador molecular
Amplisize 2000-50 pb (Bio-Rad).

.25 PRUEBAS DE ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DE LAS PCR’S

I1.2.5.1 Pruebas de especificidad

En las pruebas de especificidad fueron utilizadas las bacterias no-mollicutes
listadas en la Tabla II-2.
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Tabla II-3: Pares de cebadores comparados, nombre y secuencia de los cebadores,
tamafio del amplicén amplificado y su referencia.

Amplicén

PCR Cebadores Secuencia® (ph) Referencia

Myc23F1729 5 CTAAGGTDAGCGAGWDAACTATAG 3

1 Myc23R1843 5 CCCCYCWTSYTTYACTGMGGC 3' 102-110 Hotzel et al. (2003)
MW28 5 CCAGACTGCTACGGGAGGCA 3

2 MW29 5 TGCGAGCATACTACTCAGGC 3 580 Spergser et al. (2002)
— 5CGCCCGCCGCGCGCGGCGGECGEEECGEGGGCA

3 CGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG 3 340 McAuliffe et al. (2005)
R543 5' ACCTATGTATTACCGCG 3

4 GPO3 5 GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT § 270 Van Kuppeveld et al, (1992)"
MGSO 5 TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 3
GPO3F 5 TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC 3'

S MGSO 5 TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 3 2 Bfis @il (@003
165+C 5 CGTTCTCGGGTCTTGTACAC 3 )

6 23S-B 5 CGCAGGTTTGCACGTCCTTCATCG 3 400-600 Ramirez et al. (2008)

# Todos los pares de cebadores estan basados en el gen ARNr 16S, excepto el de Hotzel y colaboradores
(2003) que esta basado en el gen ARNr 23S y el de Ramirez y colaboradores (2008), basado en la regién
entre los genes ARNr 16S y 23S (ISR).

b Correccién del autor: Appl Environ Microbiol, 59:655, 1993.

11.2.5.2 Pruebas de sensibilidad

La sensibilidad fue medida de dos formas: empleando un panel de especies de
mollicutes y también utilizando una serie de diluciones de ADN, hasta 107
provenientes de cultivos seriados de M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT) (MMC) y
Acholeplasma laidlawii (PG8) (ACO). Fue contado el numero de unidades formadoras de
colonias (UFC) por 100 ul de cada cultivo (Bradbury, 1977). En paralelo, fue extraido el

ADN y la PCR fue llevada a cabo con cada dilucion.

La especificidad, sensibilidad y valores predictivos positivos (VPP) y negativos
(VPN) para cada PCR fueron calculadas (nivel de confianza de 95%) usando el software
Win-Epi 2.0 (De Blas, 2006), version online del software Win Episcope 2.0 (Thrusfield et
al., 2001). Como este tipo de prueba es utilizado sobre todo cuando se verifica la eficacia
para detectar una enfermedad, las definiciones utilizadas son: VPP: la probabilidad de
tener la enfermedad si el resultado de la prueba diagnéstica es positivo; VPN: la
probabilidad de no tener la enfermedad si el resultado de la prueba diagnéstica es

negativo (Greiner y Gardner, 2000). Estos valores fueron interpretados en nuestro
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estudio como “la probabilidad de detectar un mollicute cuando la bacteria es realmente
un mollicute” y “la probabilidad de indicar que la bacteria detectada no es un mollicute

cuando realmente no lo es”, respectivamente.

.26 PCR A TIEMPO REAL

Los cebadores y protocolo descritos por Van Kuppeveld y colaboradores (1992)
fueron utilizados en una PCR a tiempo real. El sistema de reaccion (25 pl) consistié en
12,5 pl de iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 1 ul (20 uM) de cada cebador (forward y
reverse), 5 ul de ADN genémico y agua PCR-grade (Sigma). El protocolo de PCR fue
realizado en un termociclador MyiQi Cycler Detection System (Bio-Rad); y el andlisis, con
su propio software MyiQ system 1.0.410. Los controles positivos y negativos fueron los
mismos que en las PCR’s convencionales. Fue analizada la temperatura de fusion de la
curva de disociacion de cada muestra. Fue calculada su especificidad, sensibilidad y

valores predictivos como fue explicado anteriormente.

Adicionalmente, y con fines comparativos, también fue realizada una PCR a
tiempo real empleando los cebadores descritos por Botes y colaboradores (2005), que
corresponden a una modificacion de los indicados por Van Kuppeveld y colaboradores
(1992).
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 ORGANISMOS Y ADN

Todos los mollicutes y bacterias no-mollicutes crecieron bien en las condiciones
de cultivo indicadas. La extraccion de ADN fue satisfactoria y su concentracion es
mostrada en las Tablas II-1 y II-2. Al comparar las secuencias de cada especie (ISR o
fragmento del gen ARNr 16S) con la base de datos GenBank se obtuvieron valores de

similitud iguales o superiores a 99%, confirmando asi su identidad.

Debido a que el ADN de Mycoplasma gallopavonis no amplificé ningdn producto
visible con la mayoria de los pares de cebadores empleados, se le realizé una prueba de

su integridad, dando como resultado una concentracién aproximada menor de 1,5

ng/umol.

11.3.2 ESPECIFICIDAD

11.3.2.1 Mollicutes

La comparacion de las seis PCR’s es mostrada en la Tabla Il-1. El par de
cebadores de Hotzel y colaboradores (2003) (1) amplificaron el producto esperado en 38
(62,3%) de los 61 mollicutes analizados, mientras que el par de cebadores de Spergser
y colaboradores (2002) (2) lo hizo en todos (100%). Los pares de McAuliffe y
colaboradores (2005) (3) detectaron 58 (95,1%), mientras que los de Van Kuppeveld y
colaboradores (1992) (4) y Botes y colaboradores (2005) (5), 60 (98,4%) de los
mollicutes. La PCR de ISR siempre amplific6 a lo menos un producto en todas las

muestras analizadas.

El uso de los cebadores de Van Kuppeveld y colaboradores (1992) o aquellos
descritos por Botes y colaboradores (2005) en la PCR a tiempo real mostré valores de
fluorescencia y curvas de disociacién para todas las muestras, incluyendo el control

negativo, sin embargo, la temperatura de fusién de todos los mollicutes estuvo en el
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rango de 84,5 a 87 °C (Figura Il-1). Esta temperatura de fusion fue observada en el

100% de los mollicutes utilizados.
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Figura IlI-1: Curva de disociacion obtenida por PCR a tiempo real empleando
cebadores especificos para la deteccion de la Clase Mollicutes basados en un
fragmento del gen ARNr 16S (Van Kuppeveld et al., 1992). Las flechas indican las
curvas de su mismo color, siendo: C+: control positivo [M. mycoides subsp. capri (Y-
GOAT)]; C-: control negativo (agua); M+: ADN de mollicutes; B: ADN de bacterias
no-mollicutes.

11.3.2.2 Bacterias no-mollicutes

De las 21 bacterias no-mollicutes analizadas 19 (90,5%) amplificaron al menos
un producto al utilizar el par de cebadores de Spergser y colaboradores (2002) (2)
(Figura 11-2); asi como 17 (81 %), 16 (76,2%), 8 (38,1%) y 1 (4,8%) con los de Hotzel y
colaboradores (2005) (1), McAuliffe y colaboradores (2003) (3), Botes y colaboradores
(2005) (5) y Van Kuppeveld y colaboradores (1992) (4), respectivamente. La PCR de la
ISR amplific6 todas las muestras de ADN de estas bacterias, resultando en la
visualizacion de una sola 0 mas bandas de acuerdo a la especie (Figura 1I-3). La PCR a

tiempo real mostro curvas de disociacion para todas las bacterias, pero con temperaturas
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de fusién siempre inferiores a la de mallicutes (84,5 °C), igual o menor de 83 °C, siendo
la temperatura de fusion mas prevalente la de 82 °C. Esta misma temperatura fue la que

presentaron los controles negativos.

Figura lI-2: Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR del
fragmento del gen ARNr 16S con los cebadores indicados por Spergser y
colaboradores (2002). Se muestra un gel con productos de mollicutes y bacterias no-
mollicutes. El producto amplificado es de aproximadamente 580 pb. C+: control
positivo [M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT)]; C-: control negativo (agua).

2000 pb

1500

L
Ec Se Sa MMC Lg Va Pd As Pa Bc Sta

Figura 1I-3: Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR de la
ISR de bacterias no-mollicutes y M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT) (MMC)
utilizando los cebadores indicados por Ramirez y colaboradores (2008). Ec:
Escherichia coli; Se: Salmonella enterica sv enteridis; Sa: Streptococcus agalactiae;
Lg: Lactococcus garvieae 8831; Va: Vibrio anguillarum; Pd: Photobacterium
damselae subsp. piscicida; As: Aeromonas spp. ; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Bc:
Bacillus cereus; Sta: Staphylococcus aureus. El marcador molecular es vélido para
ambos geles.
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11.3.3 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

El contaje de UFC de ambas especies utilizadas en las pruebas de sensibilidad:
M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT) (MMC) y Acholeplasma laidlawii (PG8) (ACO) y su
cantidad de ADN son mostrados en la Tabla Il1-4.

Tabla 1l-4: Diluciones, Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y concentracion de
ADN de M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT) (MMC) y Acholeplasma laidlawii (PG8)
(ACO) utilizadas para las pruebas de sensibilidad de los seis pares de cebadores

comparados.
Dilucién® L S
UFC/100 pl ADN/uI UFC/100 ui ADN/uI
0 DNC” 151 ng DNC 210 ng
107 DNC 15,1 ng DNC 211g
10° DNC 1,51 g DNC 21ng
10° 2.914 151 pg DNC 210 pg
10* 390 15,1 pg 3,962 21 pg
10° 41 1,51 pg 427 2,1 pg
10° 14 1511g 30 210fg
107 1 15,1 fg 5 211g
10: 0 1,51 fg 0 2,1fg
10° 0 0
10" 0 0

 Solo el ADN proveniente del cultivo sin diluir fue cuantificado .
® DNC= Demasiado numeroso para ser contado.

El par de cebadores de Spergser y colaboradores (2002) fue el mas sensible
(Tabla I1-5), pudiendo detectar el ADN de ambas especies hasta en la dilucién de 107°.
Por el contrario, el par de cebadores indicado por Hotzel y colaboradores (2003) mostro
la menor sensibilidad, detectando ADN de MMC s6lo hasta la dilucion 10" y no

amplificando ningun producto en ninguna muestra de ACO.
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La sensibilidad de la PCR a tiempo real aument6 en una dilucion si en vez de

utilizar los cebadores de Van Kuppeveld y colaboradores (1992) se utilizaban los de
Botes y colaboradores (2005), de 10 a 10°.

11.3.4

Tabla II-5: Limite de las diluciones ADN de M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT)
(MMC) y Acholeplasma laidlawii (PG8) (ACO) detectado por los seis pares de
cebadores comparados y en dos PCR’s a tiempo real.

PCR’s®
Especies A tiempo real®
1 2 3 4 5 6 ; ;
4 5
MMC 10" 10° 10% 10% 10° 10° 10* @
ACO - 10° 10% 10% 10°* 10° 10* 107

#Ver Tabla II-3

® Las PCR's a tiempo real fueron realizadas usando los pares de cebadores indicados por Van
Kuppeveld y colaboradores (1992) (4’) y Botes y colaboradores (2005) (5').

-2 Amplificacion de producto negativa

CALCULO DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

La especificidad, sensibilidad y valores predictivos para cada PCR son

mostrados en la Tabla 1lI-6. Hay que considerar que fueron utlizados todos los

resultados, incluyendo aquellos de mollicutes que fueron negativos debido a la poca

cantidad de ADN disponible y la baja sensibilidad de los cebadores. La pareja de

cebadores indicada por Spergser y colaboradores (2002) (2) fue la mas sensible (100%)

y menos especifica (9,5%), mientras que la indicada por Van Kuppeveld y colaboradores

(1992) (4) alcanzé valores altos en ambos pardmetros con 98,4 y 95,2% en sensibilidad

y especificidad, respectivamente. Los cebadores indicados por Hoztel y colaboradores
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(2003) (1) mostraron valores bajos en ambos parametros, siendo el menos sensible

(62,3%) de todos y con una especificidad de sélo un 19%. Los cebadores indicados por

McAuliffe y colaboradores (2005) (3) y Botes y colaboradores (2005) (5) mostraron

valores altos de sensibilidad (95,1 y 98,4%, respectivamente), sin embargo mostraron

valores relativamente bajos de especificidad, 23,8 y 61,9%, respectivamente. Al

comparar el desempefio de los cebadores Van Kuppeveld y colaboradores (1992) (4°) y

Botes y colaboradores (2005) (5°) en la PCR a tiempo real se aprecia que fueron mas

sensibles y especificos que cuando fueron utilizados en PCR convencional. Ambas

parejas muestran valores altos de especificidad, de 100%, para ambas parejas y de

sensibilidad, 100 y 95,2%, respectivamente; con valores predictivos positivos (VPP) y
negativos (VPN) de 98,4y 88,2y 95,2y 92,9, para cada uno.

Tabla 1I-6: Especificidad, sensibilidad y valores predictivos para cada PCR utilizada
para la deteccién de mollicutes (nivel de confianza de 95%) empleando el software
Win-Epi 2.0 (De Blas, 2006), versién online del software Win Episcope 2.0
(Thrusfield et al., 2001).

PCR’s’
A tiempo real’
Parametros’ 1 2 3 4 5 g 5 5
[ B ™ B [ B M B M B M B M B
Prueba + 34 17 61 19 58 16 60 1 60 8 61 0 61 1
Prueba - 23 4 0 2 3 5 1 20 1 13 0 21 0 20
SEN (%) 62,3 100 95,1 98,4 98,4 100 100
501 745 100 100 897 100 952 100 952 100 100 100 100 100
SPE (%) 19 9,5 238 95,2 61,9 100 95,2
23 358 0 21 56 42 861 100 411 827 100 100 86,1 100
VPP (%) 69,1 76,3 78,4 98,4 88,2 100 98,4
569 813 669 856 69 878 952 100 806 959 100 100 95,3 100
VPN (%) 14,8 100 62,5 95,2 92,9 100 100
14 282 100 100 29 96 861 100 794 100 100 100 100 100

"M: Mollicutes (Ne total:61); B: Bacterias no-mollicutes (Ne total:21); SEN: Sensibilidad; SPE: Especificidad;
VPP: Valor Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo.

2 Ver Tabla II-3.

* PCR a tiempo real utilizando los cebadores indicados por Van Kuppeveld y colaboradores (1992) (4') y

Botes y colaboradores (5’).
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1.4 DISCUSION

Considerando que el objetivo de la presente tesis era la deteccion de mollicutes
en organismos marinos en una gran cantidad estimada de muestras, necesitAbamos
encontrar una técnica que pudiera mostrarnos rapidamente si habia ADN de mollicutes
en las muestras obtenidas. De esta manera podria concentrarse el trabajo en aquellas
positivas y descartar las sospechosas que finalmente no tuvieran ningln tipo de
mollicutes. En este sentido, el uso de la PCR se ha mostrado rapido y muy eficiente en la
deteccion de mollicutes, ahorrando técnicas de cultivo que anteriormente eran
imprescindibles para detectar e identificar estas bacterias, pudiendo detectar incluso
ADN de microorganismos no viables (Hopert et al., 1993; Eldering et al., 2004; Lobo et
al., 2006; Nicholas et al., 2008; Zhi et al., 2010).

Hay que destacar que para validar el uso de nuevos cebadores y protocolos de
PCR para la deteccién de algun microorganismo como un método estandar y oficial es
necesario realizar diversas pruebas de sensibilidad y especificidad bajo determinadas
directrices establecidas por las instituciones responsables de analisis microbioldgicos,
como la Farmacopea Europea (2011). En nuestro caso, el proposito fue solamente
comparar cebadores y PCR’s ya descritos y escoger el mas adecuado para nuestro
estudio final con mollicutes de organismos acuaticos, por lo que las pruebas realizadas

fueron dirigidas a nuestros propdésitos y no a validar algin método estandar en concreto.

Un dltimo aspecto a considerar es que existen muchos compuestos que pueden
inhibir alguna fase de una PCR (convencional o a tiempo real), uniéndose a la enzima
(Taq Polimerasa), al propio ADN o interactuando con la enzima en la fase de extension.
Entre los inhibidores mas comunes se encuentran algunos compuestos organicos como
sales biliares, urea, fenol, etanol, polisacaridos, dodecilsulfato sédico SDS, é&cidos
hdmicos, entre otros (Opel et al., 2010; Schrader et al., 2012). No realizamos ningun tipo

de prueba para estos compuestos, debido a que el ADN utilizado proviene de cultivos
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puros y ha sido extraido eficientemente descartando todas las moléculas diferentes a
ADN.

.41 CEBADORES

Cuando se selecciona un par de cebadores para la deteccién de alguna especie
0 grupo especifico es necesario considerar dos parametros muy importantes: su
sensibilidad, esto es, la capacidad que tiene de amplificar una cantidad de copias de
ADN adecuada para ser analizada partiendo de una cierta concentracion de ADN
genomico. A medida que la amplificacién requiere mas ADN para tales copias menos
sensible serd el par de cebadores. He y colaboradores (1994) comprobaron que la
sensibilidad de una PCR esta directamente relacionada con la “calidad” de los cebadores
empleados. En su estudio buscaban los cebadores més adecuados para la deteccién de
Borrelia burgdorferi, mycobacteria y Bordetella pertussis, y observaron que algunos
pares de cebadores podian ser 100 6 hasta 1000 veces mas sensibles que otros, no
importando la cantidad de ADN que utilizaban. También observaron que no existe una
manera tedrica de predecir esto, sino que la comprobacion es sélo a través de ensayos
practicos. Hay estudios que muestran que emplear una PCR anidada permitiria

aumentar la sensibilidad y detectar pequefias cantidades de ADN (Nicholas et al., 2008).

El segundo parametro importante es la especificidad del par de cebadores, o
sea, la capacidad de detectar s6lo aquel grupo para el cual fue disefiado y que no
amplifique productos de otras especies/grupos que representen “falsos positivos”.
Actualmente hay varios programas (Ej. Oligo7 y PrimerPremier) o aplicaciones online (Ej.
http://simgene.com/Primer3;  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ y  http://molbiol-
tools.ca/PCR.htm) que sirven para disefiar cebadores, considerando que “encajen” (sean
compatibles) con las secuencias buscadas, evitando la coincidencia con otras no
deseadas. Sin embargo, siempre es necesario hacer ensayos practicos para verificar su

especificidad.
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En el presente estudio fueron considerados ambos paradmetros en la eleccién del
mejor par de cebadores para la deteccién de microorganismos de la Clase Mollicutes,
por lo se utiliz6 una gran variedad de especies pertenecientes a ella asi como de

bacterias no-mollicutes para probar cada par de cebadores.

En la literatura se puede encontrar varios estudios indicando pares de cebadores
para la deteccién de mollicutes, inclusive, actualmente hay muchas pruebas con Kkits
comerciales disponibles, utilizadas, sobre todo, para la deteccion de mollicutes en
cultivos celulares o productos biofarmacéuticos, que frecuentemente son contaminados
por estas bacterias (Hopert et al., 1993; Eldering et al., 2004; Lobo et al., 2006; Zhi et al.,
2010). La Farmacopea Europea ha validado la utilizacién de esta técnica para este uso
(Edginton, 2000). Dentro de todos aquellos cebadores encontramos algunos que
llamaron nuestra atencion: Los indicados por Hotzel y colaboradores (2003) que a través
del andlisis de un fragmento de aproximadamente 102-110 pb del gen ribosémico ARNr
23S conseguia detectar mollicutes. La mayoria de los cebadores utilizados estan
disefiados para amplificar fragmentos del gen ARNr 16S por lo que probar unos que
consideraran otra parte del genoma nos pareci6 interesante. Otro par de cebadores fue
el descrito por Spergser y colaboradores (2002) que a través de un fragmento de 580 pb
del gen ARNr 16S podia tedricamente detectar mollicutes con una muy buena
sensibilidad. El tercer par fue el descrito por McAuliffe y colaboradores (2005) y amplifica
un fragmento de 340 pb del mismo gen y ha sido utilizado en nuestro grupo para la
realizacion de la técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). En ella se
realiza una electroforesis utilizando un gel con gradiente de desnaturalizacion que
permite la visualizacion de bandas a diferentes alturas de acuerdo a la secuencia
amplificada, incluso si son diferentes una de otra por tan sélo un par de bases. Este par
de cebadores y esta técnica fueron utilizados exitosamente por Suérez-Pérez (2012) en
un estudio con mollicutes de aves silvestres, en el que consigui6 diferenciar especies
muy proximas. El cuarto par elegido fue el descrito por Van Kuppeveld y colaboradores
(1992) el cual comenzé a ser utilizado en nuestro laboratorio en la deteccion de

mollicutes en ovejas y mostré buenos resultados (Relancio, 2010), adema&s, de haber
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sido utilizado con éxito en otros estudios (Lobo et al., 2006; Kilic et al., 2013). Revisando
la bibliografia encontramos que Botes y colaboradores (2005), trabajando en la deteccion
de mollicutes en avestruces, habian aumentado la sensibilidad de estos cebadores,
cambiando la posicién en dos pb del cebador forward, por lo que también nos parecio

importante compararlo con los anteriores.

Por ultimo, el par de cebadores indicado por Ramirez y colaboradores (2008),
para la amplificacion de la ISR, ha sido utilizado para la identificacion y diferenciacion de
especies de mollicutes (Harasawa, 1996; Tang et al., 2000; Volokhov et al., 2006;
Ramirez et al., 2011; Rebelo et al., 2011). Al ser una regién que se encuentra entre
genes altamente conservados es posible amplificarla en practicamente cualquier
microorganismo utilizando cebadores universales (Rodicio y Mendoza, 2004). En el
presente estudio este par de cebadores junto con la secuenciacién de su producto fue
utilizado para la verificacion de la identidad de las cepas trabajadas, como prueba de
oro, y, al mismo tiempo, quisimos observar su limite de deteccion asi como su capacidad
de amplificar productos de buena calidad para su secuenciacion a partir de cualquier

mollicute o bacteria diferente.

11.4.2 ESPECIES UTILIZADAS.

Para validar nuestras observaciones fue necesario comprobar si los diferentes
cebadores podrian detectar cualquier microorganismo de la Clase Mollicutes o si eran
utiles solamente para cierto grupo o “cluster” dentro de ella, asi como verificar si el ADN
de bacterias no-mollicutes podria amplificar algun producto, dandonos un resultado “falso
positivo”. Nuestro grupo de investigacion tiene mas de 20 afios trabajando en el &rea de
la micoplasmologia y ha tenido la oportunidad durante todo ese tiempo de reunir una
coleccion de especies y cepas de varios mollicutes, producto de su aislamiento en
nuestro propio laboratorio o cedidas por otros grupos mediante convenios de
cooperacioén. Todas las especies se encontraban liofilizadas y mantenidas a 4 °C, por lo
gue hubo que reactivarlas con agua bidestilada estérii y su medio de cultivo

correspondiente: PH, SP4-Il o Friis, de acuerdo al medio en el que crecian antes de ser

87



Capitulo II: Estudio metodolégico

liofilizadas. Algunas de ellas crecieron sin problemas pero hubo otras que no crecieron,
de las que, igualmente, fue extraido ADN. Hay que notar que algunas cepas estaban
guardadas desde la década de los '70, tiempo en el que su identificacion especifica era
realizada sélo en base a su perfil bioquimico, antisueros y/o de acuerdo al hospedador y
la sintomatologia que éste podia manifestar como sefial de alguna infeccion por
mollicutes, por lo que fue necesario confirmar su especie. Tal verificacion se hizo
extrayendo el ADN y secuenciando el producto de PCR de la ISR o el fragmento del gen
ARNr 16S como en el caso de los representantes del género Acholeplasma. En la
mayoria de las especies fue confirmada su identidad original, sin embargo, algunas
habian sido identificadas en su momento en forma equivocada o eran mezcla de mas de
una especie. De las especies puras fueron escogidas las mas representativas para el
estudio, de tal manera que abarcaran todas las especies dentro de la variedad que
presenta la Clase Mollicutes, considerando su grupo filogenético segun lo descrito por
Brown y colaboradores (2010E). Fueron utilizadas especies pertenecientes a cuatro de
estos cinco grupos filogenéticos: el grupo Anaeroplasma, con representantes del Género
Acholeplasma; grupo Spiroplasma, con representantes del Género Spiroplasma,
miembros del “cluster” Mycoides y un hemoplasma (M. wenyonii); grupo M. pneumoniae,
con representantes de cuatro “cluster” del Género Mycoplasma, asi como un
Ureaplasma; y finalmente, el grupo M. hominis, con miembros del Género Mycoplasma,
pero “clusters” diferentes a los del grupo anterior. El quinto es el grupo Asteroplasma con
un Unica especie Asteroplasma anaerobium, a la cual no tuvimos acceso. Entre las
especies escogidas hubo algunas provenientes de diferentes tipos de hospedadores:
aves (ej. M. gallisepticum y M. gallopavonis), bovinos (ej. M. bovis y M. bovigenitalium),
caprinos (ej. M. agalactiae y M. auris), cetaceos (M. sp Phocoena), canidos (M.
maculosum), humanos (ej. M. hominis y M. pneumoniae), ovinos (ej. M. arginini y M.
capricolum), pinnipedos (ej. M. phocicerebrale y M. phocidae), porcinos (ej. M. hyorhinis

y M. hyopneumoniae), e, incluso, de plantas (Mesoplasma florum).

Debido al lento o nulo crecimiento de algunas cepas, la cantidad de ADN de
algunas especies fue muy poca (como M. gallopavonis con una concentracion menor de
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2 ng/ul calculado por nanodrop y menor de 1,5 ng/ul calculado por la integridad del
ADN), circunstancia que al comienzo fue un problema, pues la idea principal era evaluar
si los cebadores conseguian detectar todas las especies de moallicutes de las que
disponiamos, sin embargo, posteriormente esta diferencia de concentraciones de ADN
fue una herramienta que nos confirmé la sensibilidad de los cebadores utilizados. El caso
de bacterias no-moallicutes fue diferente, ya que empleamos bacterias que crecian muy
rapido por lo que disponer de su ADN era relativamente sencillo. Las bacterias escogidas
para la pruebas fueron las que usualmente se utilizan cuando se evalla la especificidad
de un par de cebadores: Bacillus cereus, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica sv enteridis, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli,
todas cepas comerciales. Ademas, y considerando que trabajariamos con muestras
procedentes del medio acuatico, fueron escogidas algunas bacterias marinas
(Photobacterium damselae, Aeromonas spp, Vibrio anguillarum, Fusobacterium spp.) y
otras de agua dulce (dos cepas de Lactococcus garviae una patdgena de trucha (8831) y
otra de anguila (4976)). Adicionalmente, y para aprovechar mucho mas este estudio y
verificar la especificidad de los cebadores, también se empleé el ADN de dos bacterias
patégenas de cerdo que frecuentemente se encuentran asociadas a enfermedades o
infecciones provocadas por micoplasmas: Streptococcus suis y Actinobacillus
pleuropneumoniae (Fablet et al., 2012; Kang et al., 2012); asi como otras bacterias que
en algin momento aparecieron en muestras de campo y/o contaminaron nuestros
cultivos.

.43 MOLLICUTES

Los resultados mostraron que los cebadores que detectaron todas las especies
de mollicutes fueron los indicados por Spergser y colaboradores (2002); seguidos por los
de Van Kuppeveld y colaboradores (1992) (4) y Botes y colaboradores (2005) (5) que
detectaron 60 de los 61 mollicutes utilizados; y por los de McAuliffe y colaboradores
(2005) que detectaron 58; finalmente, los cebadores de Hotzel y colaboradores (2003)
(1) que detectaron so6lo un 62,3% de ellos. Al analizar los resultados de la sensibilidad en

los micoplasmas, se percibe que la deteccion de una especie es debida a la cantidad de
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ADN utilizada y no por el cebador en si. Es claro que cuando su concentracion es menor
de 10 ng/pl los cebadores de estos Ultimos autores no consiguen amplificar una cantidad
de producto suficiente para ser visualizado en el gel de electroforesis. Se observa
también que si la concentracion de ADN es de 4,6 ng/ul o inferior, son los cebadores de
McAuliffe y colaboradores (2005) los que no consiguen amplificar suficiente producto.
Los cebadores de Van Kuppeveld y colaboradores (1992) (4) y Botes y colaboradores
(2005) (5) pudieron amplificar producto observable hasta la concentracion de 4,6 ng/ul
bajo la cual no fue amplificada la cantidad de copias necesaria para visualizar el
producto de PCR. La PCR descrita por Spergser y colaboradores (2002), por otra parte,
mostro la mayor sensibilidad, al amplificar suficiente producto como para ser visualizado,

incluso cuando la concentracion de ADN fue tan baja como con una cantidad menor de 2

ng/ul.

Finalmente, los cebadores utilizados para la amplificacion de la ISR resultaron en
la amplificacion de un producto de buena calidad en la mayoria de los mollicutes,
dependiendo, eso si, de la cantidad de ADN utilizada en la PCR. En el caso de M.
gallopavonis (concentracion de ADN menor de 2 ng/ul) fue perceptible un producto en el
gel de agarosa, sin embargo, demasiado leve como para ser utilizado para secuenciar su
ISR. Nuestras observaciones muestran que concentraciones mayores de 10 ng/ul de
ADN darian un niumero de copias del amplicon adecuadas para ser enviada a secuenciar
e identificar su especie. El tamafio de las bandas de la ISR de muchas especies es
similar por lo que no es posible identificar sélo a través de su peso molecular la especie.
Por otra parte, es importante observar que cuando fue utilizado ADN de algun
acholeplasma se visualizaron al menos dos bandas claramente de diferente tamafio.
Esto se explica considerando que las especies de este género poseen al menos dos
copias de la ISR, teniendo en una de ellas un gen de ARNt, lo que haria que ambas ISR
fuesen de diferente tamafio (Nakagama et al., 1992). Un caso similar acontece con
Bacillus subtilis (Loughney et al., 1982) y Escherichia coli (Morgan et al., 1978) las cuales
presentan hasta ocho copias de la ISR algunas de las cuales también con genes ARNt

insertados.
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Estos valores de sensibilidad fueron confirmados en las pruebas utilizando
diluciones seriadas del ADN de M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT) y Acholeplasma
laidlawii (PG8). Los cebadores de Spergser y colaboradores (2002) (2) se mostraron
como los mas sensibles, mostrando bandas en el gel de electroforesis hasta la dilucién
10° (1,5 y 2,1 pg/ ul de ADN de MMC y ACO, respectivamente). Los menos sensibles
fueron los indicados por Hotzel y colaboradores (2003) (1) que detectaron soélo el
micoplasma a la dilucién 10™ (15,5 ng/ul de ADN) y no amplificando ningtn producto de
acholeplasma. La sensibilidad de los pares McAuliffe y colaboradores (2005) (3) y los de
Van Kuppeveld y colaboradores (1992) (4) fueron iguales, detectando hasta
concentraciones de ADN de 1,5y 2,5 ng/pl de ADN de MMC y ACO, respectivamente.
Por otra parte, hay que destacar que al comparar los cebadores de este Ultimo autor con
los de Botes y colaboradores (2005) (5) se aprecia un aumento de sensibilidad de estos
Ultimos, consiguiendo detectar hasta 151 pg/ul de ADN. Hay que recordar que fue por
esta razon que este autor modificé el cebador de ida (forward) propuesto por Van
Kuppeveld y colaboradores (1992) ya que observd que trasladando su posicion dos
pares de bases aumentaba su sensibilidad de deteccion de mollicutes. Finalmente, los
cebadores para amplificar la ISR se mostraron bastante sensibles, llegando a detectar

hasta 151 y 210 pg/ul de ADN para cada especie.

Es evidente que los cebadores de Hotzel y colaboradores (2003) no detectan
ninguno de los tipos de acholeplasma utilizados aqui. Al observar la cantidad de ADN
disponible se aprecia que esta dentro de su rango de deteccidn, por lo que seguramente
este par de cebadores no encaja en la secuencia del gen ARNr 23S de este género. En
el caso de Mesoplasma florum, una especie que antiguamente pertenecia al género
Acholeplasma, la explicaciébn de no haber sido detectado deberia ser por la poca
cantidad de ADN de la muestra utilizada, aunque también podria ser debido a que los
cebadores no fuesen compatibles con su secuencia del 23S. Al analizar estas especies
se observa que la similitud entre Acholeplasma y Mesoplasma florum en la secuencia del
gen ARNr 23S, en el cual estan basados este par de cebadores, es de 75,1%, mientras

gue la similitud de ambos géneros con MMC es de aproximadamente 46,2%. Podria
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inferirse, con esto que, aunque hubiera suficiente cantidad de ADN como para ser
detectado, no se amplificaria ningdn producto debido a la incompatibilidad de los

cebadores y la secuencia del 23S de ambas especies y géneros.

11.4.4 BACTERIAS NO-MOLLICUTES

De las 21 bacterias no-mollicutes analizadas el 90,5% fue detectado por los
cebadores de Spergser y colaboradores (2002) (2), mostrandose como el menos
especifico de todos los utilizados, mientras que el 81,2%, 76,2%, 38,1% y 4,8% con los
de Hotzel y colaboradores (2003) (1), McAuliffe y colaboradores (2005) (3), Botes y
colaboradores (2005) (5) y Van Kuppeveld y colaboradores (1992) (4), respectivamente.
Los cebadores de Ramirez y colaboradores (2008) para la amplificacién de la ISR
mostraron la amplificacion de uno o mas productos de acuerdo a la especie de bacteria.
Como se comentd anteriormente, hay bacterias que, al igual que los acholeplasmas,
tienen insertado algin gen ARNt en algunas de sus copias de la ISR, lo que permite la
visualizacion en el gel de mas de un producto amplificado en la PCR. Nuestros
resultados concuerdan con lo encontrado en otros estudios, quienes describen que
observaron un producto amplificado al trabajar con la ISR de Mycobacterium avium sp.,
(Van der Giessen et al., 1994), Streptococcus sp. (Tung et al., 2007), Lactococcus
garvieae (Blaiotta et al., 2002), Acinetobacter baumannii (Hernandez et al., 2011) y
Erysipelothrix rhusiopathiae (Ogawa et al.,, 2011); y mas de uno con Bacillus cereus
(Cherif et al., 2003), Staphylococcus aureus (Dolzani et al., 1994), Clostridium spp. (Indra
et al., 2010), Fusobacterium spp. (Conrads et al., 2002), Aeromonas spp. (East y Callins,
1993), Escherichia coli (Morgan et al., 1978), Salmonella enterica (Christensen et al.,
2000), Actinobacillus pleuropneumoniae (Fussing et al., 1998), Photobacterium damselae
(Osorio et al., 2005) y Vibrio anguillarum (Fernandez y Avendafio-Herrera, 2009). La
Unica diferencia fue la observada con la ISR de Pseudomonas aeruginosa que en el
presente estudio mostré sélo una banda pero que en el estudio de Tyler y colaboradores
(1995) mostro tres. Esto podria ser, tal vez, por alguna diferencia de la cepa utilizada o al

disefio de los cebadores que solo fue capaz de unirse a un operon.
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[1.4.5 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Como se ha mencionado anteriormente, en la eleccién de un par de cebadores
utilizados para la deteccion de un grupo de organismos especificos hay que considerar

su sensibilidad y especificidad.

Los cebadores indicados por Hotzel y colaboradores (2003) (1) resultaron ser los
menos sensibles (62,3%) con limite de deteccién de 15,5 ng/ul de ADN y baja
especificidad (19%), no detectando ninguno de los cinco representantes del género
Acholeplasma utilizados y detectando positivamente el ADN de 16 de las 21 bacterias
utilizadas: todas las bacterias del filo Firmicutes y Clase Bacilli (géneros Bacillus,
Lactococcus, Streptococcus y Staphylococcus) ademas de otras de diversas clases y
familias. Este par no nos serviria para nuestros propdsitos, ya que detecta la mayoria de
las bacterias acuéaticas que empleamos (excepto Vibrio anguillarum) por lo que podria
darnos resultados “falsos positivos”. Hay que afadir a esto el inconveniente que tiene el
visualizar en gel la electroforesis de un amplicon tan pequefio (102-110 pb) como el
amplificado en este caso, pues es necesario utilizar un gel al 3% de agarosa, el triple de
un gel utilizado normalmente, para poder discriminar entre las Ultimas bandas de pb del
marcador molecular, ademas de no confundir la banda del producto amplificado con la
marca final del ADN cuando corre por electroforesis. Considerando el valor y gasto de
agarosa, esta PCR encareceria el gasto total del analisis. Por todo lo anterior estos

cebadores no serian los adecuados para nuestro estudio.

Los cebadores de Spergser y colaboradores (2002) (2) fueron los mas sensibles
(100%), ya que a minimas concentraciones de ADN consiguieron amplificar productos de
buena calidad. Sin embargo, su bajisima especificidad (9,5%), ya que detect6é 19 de las
21 bacterias utilizadas, hacen que sea ineficaz cuando se trabaja con muestras de
campo, sin filtrar o contaminadas. Ahora bien, si se tiene un cultivo puro, esta PCR es
muy util, sobre todo cuando los microorganismos crecen lentamente y se consigue
extraer poco ADN de su cultivo. Alun con poco ADN genomico la secuencia del amplicon

de estos cebadores serviria para ser secuenciada e identificar parcialmente una especie.
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Los cebadores de McAuliffe y colaboradores (2005) (3) son sensibles (95,1%)
(1,5 ng/pl de ADN), pero no amplificaron ningan producto al usar ADN de Ureaplasma
urealyticum. Este resultado contrasta con lo publicado por McAuliffe y colaboradores
(2005) donde si son capaces de detectar miembros del género Ureaplasma, aunque hay
gue recordar que en este trabajo no se utilizo el gel con gradiente de desnaturalizacion ni
el colorante de ADN SYBR Gold, que es mucho méas sensible que el Gel Red.
Considerando que se han encontrado representantes de este género en cetaceos
(McLaughlin et al., 2012), pinnipedos (Volokhov et al., 2012B) y peces (Tetlock et al.,
2012; Zhang y Feng (NP)) y que nuestro objetivo es trabajar con especies marinas, estos
cebadores podrian ser inadecuados para este estudio. Hay que afiadir, ademas, que, al
igual que los cebadores analizados anteriormente, éstos son demasiado inespecificos
(23,8%), ya que 16 de 21 bacterias fueron detectadas, considerando las del filo
Firmicutes y Clase Bacili (géneros Bacillus, Lactococcus, Streptococcus vy
Staphylococcus) y del Orden Vibrionales, familia Vibrionaceae (géneros Vibrio y
Photobacterium) ademés de otros 6rdenes y familias. Estos resultados difieren con los
presentados por los propios autores (McAuliffe et al., 2005) de este par de cebadores,
quienes no observaron la amplificacion de ninglin producto al utilizar ADN de
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y Streptococcus suis
como en el presente estudio. Los autores no indican la concentracién de ADN empleado
en sus ensayos, tal vez emplearon cantidades por debajo del limite de deteccion
necesario para visualizar el producto amplificado, lo que podria ser la razén de tal
divergencia con nuestros resultados. En todo caso, al detectar la mayoria de las
bacterias acuaticas no creemos que sean adecuados para la deteccion de mollicutes en
muestras de campo, tal vez si en cultivos puros, aunque en este caso es mas
recomendable el uso de los cebadores nombrados anteriormente en base a su mayor
sensibilidad.

Los cebadores que mostraron los mejores resultados corresponden a los
indicados por Van Kuppeveld y colaboradores (1992) (4) y Botes y colaboradores (2005)

(5). Ambas PCR’s tienen el mismo cebador de vuelta (reverse), mientras que el de ida
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(forward) del segundo trabajo corresponde a una pequefia modificacion del indicado por
el primero, desplazando su posicién en dos pb. Tal modificaciéon tuvo el propésito de
aumentar la sensibilidad de la PCR. Nuestros resultados lo confirman, pues al cambiar el
cebador forward realmente se observa que el limite de sensibilidad aumenta, al detectar
menos cantidad de concentracion de ADN, con un porcentaje de sensibilidad de 98,4%
considerando que reconocio todos los mollicutes utilizados excepto aquel que tenia una
concentracion de ADN en el limite de su deteccién. Sin embargo, ese cambio de posicion
afecta su especificidad, ya que de reconocer soélo una bacteria no-mollicutes como
positiva, pas6 a reconocer ocho con el forward modificado, por lo que, finalmente, no
seria el adecuado para el presente estudio. Podemos decir que la mejor pareja de
cebadores para nuestros propésitos es la de Van Kuppeveld y colaboradores (1992) ya
gue tiene una sensibilidad razonable (98,4%) ademas de ser muy especifico (95,2%), por
lo que podria emplearse incluso en muestras “contaminadas” sabiendo que si se
amplifica algin producto hay una alta probabilidad que provenga del ADN de un
mollicutes y no de otro tipo de bacteria (alto valor predictivo positivo). Nuestros

resultados concuerdan con lo encontrado por esos autores.

Los cebadores de Ramirez y colaboradores (2008) amplificaron la ISR en todos
los mollicutes y con una sensibilidad muy buena, por lo que podria utilizarse sin
problemas en la identificacién especifica de nuevos mollicutes, excepto en muestras con
una concentracion de ADN menor a 10 ng/ul, ya que daria una cantidad de producto
amplificado de poca calidad para ser secuenciado. Cuando se quiere determinar la
especie de un acholeplasma, tampoco serian (tiles debido a que amplifican mas de un

producto de la ISR lo que torna el analisis de su secuencia imposible.

.46 PCR A TIEMPO REAL

Después de determinar que los cebadores descritos por Van Kuppeveld y
colaboradores (1992) eran los mas adecuados en sensibilidad y especificidad para
nuestro estudio surgio la idea de probarlos y ver su eficacia cuando eran utilizados en

una PCR a tiempo real. Con fines comparativos también realizamos esta técnica
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utilizando los cebadores de Botes y colaboradores (2005). Una de las aplicaciones que
tiene la técnica de PCR a tiempo real es la deteccién cualitativa rapida y sensible de
fragmentos de ADN que puedan interesar. El ahorro de tiempo al no tener que realizar
una electroforesis posterior al protocolo de PCR propiamente tal, asi como la capacidad
del instrumento de detectar hasta pequefias cantidades de fluorescencia
automaticamente y sin el sesgo que puede tener el “observar” a ojo las bandas, hacen
gue esta técnica sea Util y eficiente. Cada dia es mas utilizada y ya se han realizado
numerosos trabajos describiendo cebadores y protocolos para la deteccion de agentes
patégenos: bacterias, parasitos, etc. En esta linea, también se ha utilizado fragmentos de
los genes ribosdmicos ARNr 16S, 23S, de la ISR u otros genes para el desarrollo de
protocolos “a tiempo real” para la deteccion de mollicutes en animales, subproductos
animales, biofarmacéuticos y cultivos celulares (Baczynska et al., 2004; Rebelo et al.,
2011; Becker et al., 2012; Martinez-Diaz et al., 2013). Esta técnica, incluso, ya ha sido
validada oficialmente para detectar mollicutes en estos Udltimos (European
Pharmacopoeia, 2011; Duguid, 2013). Algunas de las ventajas de la PCR a tiempo real
son la cuantificacion directa de los amplificados y riesgo minimo de contaminacion del

los productos de PCR, al evitar la manipulacién post-PCR.

En nuestro estudio se observé que todas las muestras, incluidos los controles
negativos, presentaron un resultado positivo en lo que se refiere a la produccion de
fluorescencia. En la PCR a tiempo real el proceso de PCR se monitoriza mediante la
cuantificacion de la fluorescencia de los fluoréforos o sondas marcadas que se unen al
DNA para deteccién general de DNA de doble cadena, para monitorizar la cantidad de
una secuencia "blanco" especifica. EI SYBR Green es un fluoréforo que se intercala de
forma inespecifica con el surco menor de la doble cadena de ADN, pero no al ADN de
cadena sencilla. La ventaja de emplear SYBR Green es que se puede incluir junto a los
demés reactivos de la reaccion de PCR y detectar cualquier producto amplificado,
independientemente de su secuencia. Los inconvenientes son gque tanto los productos
especificos como los no especificos generan sefial y que no es posible detectar

simultdneamente varias reacciones de amplificacion distintas en el mismo tubo. Para
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evitarlo, el disefio de los cebadores debe ser cuidadoso y evitar la formacion de dimeros
entre ellos o uniones inespecificas al ADN (mispriming). Sin embargo una forma de
verificar si son verdaderos o falsos positivos es analizando la curva de desnaturalizacion.
Si un producto presenta un perfil de denaturalizacion diferente (valores de Tm
diferentes), significa que es otro producto (no especifico) de amplificacién (Loffert, 2013;

TIB Moilbiol, disponible en: http:/iwww.tib-molbiol.es/es/lightcycler/principle/realtime.html).

Por lo que la idea fue simplificar su analisis, de manera a tener resultados
rapidos y faciles de ser interpretados, que en nuestro caso fue el observar Unicamente el
pico de la temperatura de fusion de la muestra para saber si habia ADN de mollicutes o
no. Esta temperatura de fusién (°C) es la temperatura a la cual el ADN se convierte en
ADN de una sola cadena (simple) y depende de su secuencia de bases, por ejemplo, los
fragmentos de ADN de doble cadena que tienen mas Citosinas y Guaninas requieren
mas calor para romper los tres puentes de hidrogeno (H") ellas, en cambio, necesita
menos calor (energia) para la separacion de los dos puentes de H* de la Timidina y
Adenina. Su definicion formal es “temperatura a la cual el 50% del ADN es de cadena
simple” (Forbes et al., 2009).

Para verificar si estos cebadores serian Utiles para nuestro objetivo fue necesario
observar cdmo se visualizaban los resultados en el gréafico obtenido por PCR a tiempo
real, asi como determinar su sensibilidad, para lo cual fueron utlizados todos los
mollicutes, bacterias no-mollicutes y diluciones de M. mycoide sp. capri y Acholeplasma

utilizados anteriormente.

Nos dimos cuenta que todos los mollicutes (no importando su género) mostraban
un pico de su temperatura de fusién en el rango de 84,5 a 87 °C, mientras que el control
negativo y las bacterias diferentes a mollicutes lo presentaban siempre por bajo de 84,5
°C y cercano a 82 °C, siendo muy féacil reconocer e interpretar los resultados. Esto

sucedio con ambos pares de cebadores empleados.
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Las ventajas que observamos al comparar la PCR convencional y a tiempo real
utilizando los mismos cebadores fue el aumento de sensibilidad que experimentan: de
detectar la dilucién 102 a 10™ al usar los cebadores indicados por Van Kuppeveld y

colaboradores (1992); y de 10 a 10, con los de Botes y colaboradores (2005).

Pudimos, ademas, comprobar que con la PCR a tiempo real también se aumenta
la especificidad de los cebadores. Un ejemplo es lo observado con el ADN de
Fusobacterium spp. En todas las PCR’s convencionales utilizadas esta especie amplificé
productos de mismo tamafio que los mollicutes, inclusive con los cebadores de Van
Kuppeveld y colaboradores (1992) se obtuvo copias de un amplicon como si fuera
realmente de la Clase Mollicutes, algo que ya habia sido observado anteriormente en un
estudio realizado por Jensen y colaboradores (1999). Lo curioso es que al usar la PCR a
tiempo real con estos Ultimos cebadores, la temperatura de fusién fue de 82 °C,
mostrando indudablemente que correspondia a ADN proveniente de una bacteria no-
mollicute. Es decir, empleando los mismos cebadores en la PCR convencional se
reconocia como un mollicutes, mientras que la PCR a tiempo real, como una bacteria
diferente. En este caso, si utilizamos la PCR convencional tendriamos un falso positivo
con el ADN de Fusobacterium spp., sin embargo, la PCR a tiempo real, conseguiria
discriminar esta especie y dar un resultado correcto. Algo similar ocurrié con los
cebadores de Botes y colaboradores (2005); el ADN de las bacterias Actinobacillus
pleuropneumoniae, Photobacterium damselae (3 cepas), Streptococcus suis y Vibrio
anguillarum con el que en la PCR convencional se amplificaban productos semejantes a
mollicutes; presentaron en la PCR a tiempo real valores proximos a 82 °C, mostrando
gue eran realmente diferentes de mollicutes. Sin embargo, Streptococcus agalactiae fue

detectado como positivo en ambas PCR’s.
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Capitulo lll: Microorganismos de la Clase Mollicutes en organismos marinos

1.1 ANTECEDENTES

El presente capitulo da cuenta del trabajo de identificacion de mollicutes en
cetaceos varados en las Islas Canarias entre los afios 2010 y 2013; de pinnipedos
muestreados en la Isla Decepcién (Shetland del Sur, Antértica) entre los afios 2010-
2011; asi como de invertebrados marinos muestreados en las costas canarias y peces
provenientes de cultivos marinos experimentales o del ambiente natural. A continuacion
se presenta la metodologia, resultados y discusion del trabajo llevado a cabo con las

muestras.

l1.1.1 MAMIFEROS MARINOS

I1.L1.1.1 Importanciay situacién del estudio de mamiferos marinos.

El grupo de mamiferos marinos comprende aproximadamente 120 especies que
se han adaptado a la vida acuatica en el mar o dependen directamente de él para su
alimentacién. Taxonémicamente es muy diverso, incluyendo dos o&rdenes
exclusivamente acuéaticos CETACEA (ballenas, delfines, marsopas, etc.) y SIRENIA
(dugongo y manaties), asi como a tres superfamilias del orden CARNIVORA:
PINNIPEDIA (focas, otaridos y morsas), MUSTELIDAE (nutrias) y URSIDAE (oso polar),
que considera especies adaptadas a la alimentacion en el medio acuético. Estos
mamiferos pueden ser encontrados en todos los océanos, desde las aguas de los polos
hasta las del Ecuador y son parte esencial de la biodiversidad del ecosistema marino. A
pesar de que el nimero de estas especies es menor en comparacion con las terrestres,
su biomasa total es grande y nada despreciable, siendo componentes integrales y
esenciales dentro de su ecosistema y jugando un papel muy importante al regular las
poblaciones de sus presas. Ademas, son considerados excelentes bioindicadores de los
cambios ambientales a medio y largo plazo debido a la longevidad de algunas especies y
su posicion en la cima de la cadena tréfica (Rengifo-Herrera, 2013). A pesar de su
importancia ecolégica, muchas de estas especies se consideran en riesgo o bajo

amenaza de extincién debido, entre otros factores, a su caza indiscriminada y a la
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contaminacion y ocupacion antropogénica de sus habitats. Con el objetivo de minimizar
estos impactos negativos y proteger las especies mas amenazadas se han llevado a
cabo muchos planes de proteccién a nivel mundial, considerando el estudio de su
ecologia y biologia con el proposito de disefiar protocolos y estrategias de manejo de
proteccién, asi como para la determinacion de areas de preservacion natural
(International Fund for Animal Welfare, www.ifaw.org; International Union for
Conservation of Nature, www.iucn.org; Oceana www.oceana.org; Whale and Dolphin

Conservation, uk.whales.org; entre otras organizaciones).

El Archipiélago Canario es una excelente fuente de material de estudio de
mamiferos marinos, principalmente de cetaceos ya que es el habitat permanente o de
pasaje de casi 30 especies de estos mamiferos. Entre los factores que hacen de este
archipiélago un lugar ideal para los cetaceos estan: su posicién geogréfica estratégica,
entre aguas tropicales y frias, justo en la ruta migratoria de varias especies; sus
particularidades oceanogréficas (temperaturas, grandes profundidades cerca de la costa
al carecer de plataforma continental por ser de origen volcanico y la existencia de zonas
de calmas en el sur-sureste insular, entre otras), o bien por la abundancia de presas en
sus aguas (Carrillo et al., 2006; Arbelo-Hernandez, 2007; Ortega-Martin et al., 2009).
Existen también registros del siglo pasado de colonias de foca monje (Monachus
monachus) en las islas mas orientales aunque actualmente sélo han sido observados
algunos ejemplares de forma esporadica y no hay una poblacién fija residente (Espino et
al., 2006).

Otro ecosistema que también posee grandes poblaciones de mamiferos marinos
corresponde al territorio Antartico. Este ecosistema ha sido durante mucho tiempo uno
de los menos afectados por la influencia antropogénica, sin embargo, en los dltimos afios
las presencia humana ha ido en aumento. Algunas de las consecuencias de tal
incremento estan relacionadas con aspectos sanitarios, como la aparicion o reaparicion
de enfermedades virales, bacterianas, fungicas o parasitarias entre la fauna nativa
(Rengifo-Herrera, 2013), asi como la bioacumulacion de contaminantes quimicos en los
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tejidos de los organismos y una mayor susceptibilidad a enfermedades infecciosas
(Rengifo-Herrera, 2013). Los pinnipedos antarticos constituyen uno de los grupos mas
representativos en el ecosistema antartico y se ha comprobado que constituyen
excelentes especies centinelas para estudiar tales impactos; por lo que se han realizado
diversos estudios para conocer el estado sanitario de las poblaciones naturales y sus
cambios en el tiempo; de esta manera, se ha estudiado la presencia y frecuencia de
agentes parasitarios e infecciosos relevantes en ellas (Garcia-Pefia et al., 2010;
Pedraza-Diaz et al., 2011; Tryland et al., 2012). Hasta ahora no se ha realizado ningun
estudio de identificacion de mollicutes en estas especies antarticas por lo que hacerlo
representa un gran aporte a la generacion de conocimiento acerca de ellas,
considerando sobretodo que estas bacterias podrian estar relacionadas con

enfermedades.

[1.L1.1.2 Origen de las muestras de mamiferos marinos utilizadas

111.L1.1.2.1 Cetaceos

Las muestras de CETACEOS provinieron de los muestreos realizados por la
Division de Histologia y Patologia Animal del IUSA (Instituto de Sanidad Animal y
Seguridad Alimentaria, Universidad de las Palmas de Gran Canaria - ULPGC), quienes
entre sus lineas de investigacion cuentan con la de “Patologia de los Cetaceos”, uno de
cuyos objetivos es el estudio de los cetaceos presentes en el archipiélago canario. Para
tal propdsito son monitorizados todos los ejemplares que varan en las islas. Un equipo
del grupo de investigacion se desplaza al lugar del varamiento o traslada el ejemplar a
las instalaciones de la Facultad de Veterinaria de la ULPGC y recoge muestras para
diferentes analisis que puedan determinar la condicion fisiol6gica y nutricional del
ejemplar, asi como su causa de muerte y posibles patologias. Su protocolo de trabajo
incluye, por lo tanto, el registro de sus medidas morfométricas, la evaluacion de su
condicion fisiologica basada en clasificaciones especificas para cetaceos, ademas de la

toma de muestras de sus drganos para posteriores analisis histopatoldgicos. La
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oportunidad de trabajar con esta Division fue posible gracias a su director, Dr. Antonio
JesuUs Fernandez Rodriguez quien, junto a su equipo de trabajo, se mostré dispuesto a
colaborar con nuestros objetivos mediante la toma de muestras para la identificacion de
mollicutes en los cetaceos trabajados. Para este propésito, fue adicionado a su protocolo
usual de muestreo un “Protocolo para la toma de muestras en cetdceos para la
identificacién de mollicutes” (Anexo V.2.1), que fue llevado a cabo cada vez que se
analizé un cetaceo varado. Una vez que las muestras llegaban al IUSA eran recogidas
por el doctorando y continuado el proceso de cultivo microbiolégico e identificacion
especifica.

Hay que recalcar la buena disposicion de este equipo de trabajo y su
cooperacién en todo momento, siguiendo rigurosamente el protocolo de toma de
muestras, asi como en posteriores andlisis y datos solicitados para completar la
informacién de los ejemplares procesados.

11.L1.1.2.2 Pinnipedos de la Isla Decepcién (Antartica)

El trabajo con muestras de PINNIPEDOS, por otra parte, se pudo realizar gracias
a un convenio de trabajo realizado con el Laboratorio Central de Veterinaria de Algete
(Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, Algete-Madrid). A través del Jefe
de su Departamento de Bacteriologia General, Dr. Francisco Javier Garcia Pefia, fue
posible acceder a muestras microbiol6gicas tomadas en pinnipedos en la Isla Decepcién
(latitud 62° 58'S; longitud 60° 40'0), en las Islas Shetland del Sur (Antartica), durante
2010. Tales muestras correspondian al proyecto “Presencia de Agentes Infecciosos y
Parasitarios en Fécidos y Otaridos” de la Universidad Complutense de Madrid y
llevado a cabo dentro de la Campafia Antartica del Ejército de Tierra 2010-2011. Se
colectaron muestras para su andlisis microbioldgico. Se determind la presencia de varias
especies bacterianas, incluyendo a microorganismos de la clase Mollicutes. En el
laboratorio de Algete se aislaron unos 70 mollicutes, que fueron enviados a nuestro

laboratorio donde fueron procesados, cultivandolos e identificAndolos posteriormente
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mediante los protocolos de cultivo y técnicas de genética molecular utilizadas

usualmente en nuestro grupo.

1.1.2 INVERTEBRADOS Y PECES MARINOS

l1.1.2.1 Importanciay situacion del estudio de invertebrados y peces marinos.

Como se dijo anteriormente, debido a su posicion geografica y riqueza de
nutrientes que posee en sus aguas, entre otros factores, las islas Canarias poseen un
rico y valioso ecosistema marino. Debido a las consecuencias negativas que muchas
veces puede tener la accion entrépica sobre los ecosistemas, en general es necesario
preservarlos a través de medidas que consideren muchos aspectos. Una de las formas
de hacer esto es generar conocimiento cientifico de él, estudiando por ejemplo:
dindmicas poblacionales, composicion especifica, estado sanitario, etc. Uno de los
aspectos que es interesante estudiar tiene relacion con las poblaciones microbioldgicas
(bacterias y virus) que se encuentran en el ecosistema. Se sabe que algunas especies
bacterianas pueden ser simbiontes o beneficiosas para el hospedador, mientras que
otras, muy por el contrario, pueden ser patbégenas. Las nuevas técnicas de analisis
molecular ayudan bastante en este tipo de estudio, permitiendo detectar y describir de
forma relativamente facil las poblaciones bacterianas presentes en la muestra de un
cierto habitat u organismo. Como se demostrd en la revision bibliogréfica, existe interés
en conocer qué tipos de mollicutes pueden estar asociados a los organismos acuaticos y
qué papel cumplen dentro de su ecosistema, por lo que cada vez que es posible acceder
a muestras de organismos acuaticos es deseable muestrearlo y analizarlo desde este

punto de vista.

Por otra parte, y también ligado a la riqueza del ecosistema marino de Canarias
ha surgido en los Ultimos afios la idea de diversificar la economia de las islas a través del
aprovechamiento de sus recursos naturales. Una forma de llevar esto a cabo es la
implantacion de centros de cultivos de acuicultura, que puedan cultivar especies locales,
abriendo asi un nuevo tipo de actividad profesional unido a la disminucién de la

103



Capitulo lll: Microorganismos de la Clase Mollicutes en organismos marinos

explotacion de las poblaciones silvestres de tales especies. EI Gobierno de Canarias
viene invirtiendo en esta area a través de algunas lineas de investigacién del Instituto
Canario de Ciencias Marinas — ICCM y del Instituto Tecnolégico de Canarias (ITC).
Esta claro que invertir en el conocimiento bioldgico de las especies empleadas en
acuicultura es extremadamente importante, Util y necesario, para el desarrollo de
estrategias de cultivo y produccion eficientes. Debido a que actualmente las reservas
naturales de peces estan siendo excesivamente explotadas, la acuicultura se presenta
como una buena opcion en la produccion de recursos pesqueros, con fines econémicos
o inclusive para repoblacién. Uno de los problemas con que se enfrenta el cultivo de
especies acuaticas corresponde a la falta de conocimiento biolégico de ellas, aspecto
fundamental a la hora de establecer protocolos de cultivo eficientes. Uno de estos
aspectos esta relacionado directamente con las enfermedades y patégenos asociados a
las especies en cultivo, especialmente en cultivos comerciales intensivos en los que se
emplean altas densidades, provocando estrés y la subsecuente inmunodepresion en los
peces cultivados. Los mollicutes son bacterias que han sido estudiadas e indicadas
como causantes o asociadas a enfermedades en especies ganaderas. En peces se han
encontrado algunas especies de mollicutes pero los estudios de su identificacion en
peces son escasos y su papel en el desarrollo de enfermedades en peces todavia no
esta claro, identificAndose hasta ahora una Unica especie, M. mobile, asociada

directamente con la produccién de enfermedades de peces de agua dulce.

I11.L1.2.2 Origen de las muestras de invertebrados y peces marinos utilizadas.

11.1.2.2.1 Invertebrados marinos

Se tomaron muestras de medusa luminiscente, Pelagia nocticula, y de carabela
portuguesa, Physalia physalis, aprovechando los varamientos masivos que se
produjeron entre 2011 y 2013 en la playa Las Canteras (Latitud: 28° 8' 25" N - Longitud:
15° 26' 9" O) en la isla de Gran Canaria (Espafia).
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Las muestras de pota (Todarodes sagittatus,), asi como algunas de peces,
fueron tomadas gentilmente por las Dras. Maria José Caballero y Monica Betancor,
ambas pertenecientes al Grupo de Investigacién en Acuicultura (GIA) de la ULPGC,
quienes se trasladaron a la isla canaria de “El Hierro”, con el objetivo de tomar muestras
para sus propias investigaciones histopatolégicas de las especies que estaban muriendo

por causa de una erupcién volcanica submarina en sus proximidades.

Las muestras de pulpo (Octopus vulgaris) provinieron de ejemplares mantenidos
en cultivos experimentales por el GIA. El encargado de esa especie, Dr. Juan Estefanell,
y su director, Dr. Juan Socorro, cedieron gentilmente todos los individuos que tenian

disponibles para la toma de muestra para la presente tesis.

111.1.2.2.2 Peces

La mayoria de las muestras de peces utilizadas provinieron de los cultivos
experimentales llevados a cabo por el GIA. Gracias a las gestiones realizadas por uno de
los encargados del GIA, Dr. Daniel Montero, fue posible acceder a los ejemplares una
vez que las experiencias terminaran. Hay que destacar la ayuda de las integrantes del
Grupo de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia del IUSA, que prestaron toda su

cooperacién cuando fue necesario.

El resto de los peces provinieron de cuatro muestreos realizados en la

proximidades de la erupcién volcanica submarina cerca del la isla “El Hierro”.
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1.2 METODOLOGIA

El tratamiento de las muestras de cetaceos, pinnipedos, peces e invertebrados
marinos (dos especies de medusa y dos de cefalopodos) utilizadas en el presente
estudio fue muy similar. Una vez que las muestras fueron tomadas, procesadas y
puestas en el medio general para bacterias o uno para el cultivo de mollicutes (hisopos
estériles o liquido) se mantenian en incubacion a 37 °C (mamiferos marinos) 6 25 °C
(peces e invertebrados marinos) al menos 24 h, después de lo cual fueron filtradas al
medio para mollicutes y puestas a incubar con las mismas condiciones anteriores donde
eran mantenidas hasta que se observase un cambio de turbidez o color, como sefal de
crecimiento bacteriano. Si las muestras no cambiaban en turbidez ni color por lo menos
durante un mes, se les extraia ADN y se le sometia a una PCR a tiempo real para
detectar la presencia de mollicutes. Todos los pasos restantes relacionados con el cultivo
microbiolégico (crecimiento en placa, mantenimiento del cultivo, etc.) e identificacién y
caracterizacion de mollicutes fueron muy similares para todos explicandose en detalle

aquellos aspectos particulares a cada grupo o especie trabajada.

l1.2.1 MATERIAL BIOLOGICO.

11.2.1.1 Cetéaceos

Las muestras fueron tomadas de cetaceos varados: 72 ejemplares de 15
especies diferentes en las Islas Canarias y Almeria (cinco ejemplares) entre los afios
2010-2013 (Tabla 1ll-2). Los muestreos fueron realizados en terreno o durante la
necropsia de ejemplares varados frescos y de algunos que llevaban de 1 a 3 meses
congelados a -20 °C en la Facultad de Veterinaria de la ULPGC. La recogida de
muestras de boca, conjuntiva, espiraculo, pulmones, higado, rifién, genitales (testiculos u
ovarios y Utero), orificio urogenital; asi como en cualquier zona que presentase algun tipo
de infeccién conspicua (mamitis, artritis, etc.) fue realizada por arrastre utilizando hisopos
estériles. Una vez tomadas las muestras los hisopos eran inoculados inmediatamente en

tubos plasticos que contenian 2 ml del medio de cultivo general RPMI-1640
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suplementado con 10% de suero equino (fuente de colesterol) e incubados a 37 °C en
condiciones aerébicas (Figura llI-1).

\\

Figura llI-1: Toma de muestras de un delfin listado (Stenella coeruleoalba) en las
instalaciones de la Facultad de Veterinaria de la ULPGC (A). Introduccién de un
hisopo estéril en el ano (B). También fueron tomadas muestras de las articulaciones
gue mostraban artritis (C). Los hisopos eran inoculados inmediatamente en tubos
conteniendo 2 ml del cultivo general RPMI-1640 suplementado con 10% de suero
equino (fuente de colesterol) e incubados a 37 °C en condiciones aerobicas (D).

l11.2.1.2 Pinnipedos de la Antértica

Las muestras se tomaron con torundas de la boca y vagina de 58 ejemplares de
lobo marino antartico Arctophoca gazella [anteriormente Arctocephalus gazella (Berta y
Churchill, 2012)]; 17 de focas de Weddell Leptonychotes weddellii; y 5 elefantes marinos
Mirounga leonina de la Isla Decepcion (Islas Shetland del Sur, Antértica) (Figura IlI-2 y
Tabla 111-8). Los muestreos fueron realizados en 2010 y las torundas fueron colocadas
en el medio de transporte FBP (Gorman and Adley, 2004) con un 0,5% de carbon

activado y se mantuvieron a -20 °C hasta la llegada al Laboratorio Central de Veterinaria

107



Capitulo lll: Microorganismos de la Clase Mollicutes en organismos marinos

de Algete donde se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. El aislamiento se
hizo en el medio SP4-ll (Ramirez, 1999) y una vez conseguido el crecimiento, los
cultivos en liquido o en bloques de agar se congelaron a -80 °C en medio FBP sin carbén
activado, hasta que los cultivos fueron enviados a la Facultad de Veterinaria de la
ULPGC.

Figura IllI-2: Ejemplares de Lobo marino antartico Arctophoca gazella (A), Foca de
Weddell Leptonychotes weddellii (B) y Elefante marino Mirounga leonina (C). Fotos
de ARKIVE (http://www.arkive.org).

11.2.1.3 Peces marinos

Las muestras fueron obtenidas de 112 ejemplares de 21 especies diferentes de
peces entre los afios 2010 y 2013. La mayoria de los ejemplares procedieron de cultivos
experimentales llevados a cabo por el GIA en las instalaciones del ICCM (Dicentrarchus
labrax, Solea senegalensis, Sparus aurata, Thunnus thynnus) (Figura IlI-3y Tabla 111-17)
mientras que otros cuatro grupos de peces de profundidad de diversas especies fueron
tomados en las proximidades de la erupcion volcanica submarina cerca del la isla
canaria de “El Hierro”. Los muestreos fueron realizados diseccionando los ejemplares y

arrastrando hisopos estériles en la superficie interna de la boca, en branquias e intestino.
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Una vez obtenidas las muestras, los hisopos eran inoculados inmediatamente en tubos
plasticos conteniendo 2 ml de SP4-Il al 1,5% de cloruro de sodio e incubados a 25 °C en
condiciones aerbbicas. Los sitios de muestreo fueron escogidos de acuerdo a las
porciones corporales mas comunes donde segun la literatura habian sido detectados
mollicutes en peces, mientras que la salinidad utilizada estuvo basada en los protocoles
usuales de deteccién y cultivo de especies bacterianas marinas (Stanley y Morita, 1968;
Roman et al., 2012).

Figura 11I-3: Fueron obtenidas muestras de ejemplares de lubina (Dicentrarchus
labrax) (A), lenguado (Solea senegalensis) (B), dorada (Sparus aurata) (C) y atln
(Thunnus thynnus) (D). Fotos de FishBase (http://www.fishbase.org).

11.2.1.4 Invertebrados marinos

11.2.1.4.1 Medusas

Se tomaron muestras de medusa luminiscente, Pelagia nocticula (Figura 111-4), y
de carabela portuguesa, Physalia physalis (Figura 1l1I-5), aprovechando los varamientos
masivos gque se produjeron entre 2011 y 2013 en la playa Las Canteras (Latitud: 28° 8'
25"N - Longitud: 15° 26' 9"0) en la isla de Gran Canaria (Espafia). Se recogieron
medusas en tres fechas diferentes. Los ejemplares, que se encontraban vivos y varados
en la playa, fueron puestos en agua de mar y transportados directamente al laboratorio
de Epidemiologia y Medicina Preventiva del IUSA para su procesamiento. Fueron

triturados en grupos de 20 6 40 individuos de acuerdo a su tamafio y diluidas con agua
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de mar. El nimero de agrupaciones analizadas en total fueron nueve. Cada muestra fue
filtrada por papel filtro normal de laboratorio. Doscientos mililitros del filtrado fueron
inoculados en 2 ml de SP4-Il al 1,5 % de cloruro sddico y de ese cultivo se realizaron dos
diluciones seriadas a la menos 10, a 10™ y 10" Todos los cultivos fueron incubados a
18 °C en condiciones aerébicas en una estufa refrigerada.

I11.2.1.4.2 Cefalépodos

Por otra parte, se tomaron muestras de branquias e intestino de dos ejemplares
de pota (Todarodes sagittatus) encontrados muertos en las proximidades de la erupcion
volcanica submarina cerca del la isla canaria de “El Hierro” en 2011 y congelados a -20
°C hasta su procesamiento (Figura IlI-6). Adicionalmente, también se obtuvo muestras
de cuatro ejemplares frescos y tres congelados de pulpo (Octopus vulgaris) procedentes
de cultivos experimentales por el GIA en las instalaciones del ICCM. Por cada individuo
se tom6 una muestra de las branquias, eséfago y glandula digestiva. En los ejemplares
frescos se tomaron ademas muestras de estémago, intestino, génada, sifon y ojos
(Figura 1ll-7 y Tabla 11l-20). Para ambas especies las muestras fueron recogidas
empleando hisopos “por arrastre” sobre el érgano objetivo durante su diseccion, el que
inmediatamente fue inoculado en 2 ml de SP4-I1I al 1,5 % de cloruro sédico e incubados a

18 °C en condiciones anaerdbicas (300 ul de parafina liquida en la superficie del cultivo).

11.2.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

[11.2.2.1 Filtracién y verificacién del crecimiento bacteriano

Pasadas al menos 24 h de incubacién y constatandose un cambio de color del
medio que sefialase crecimiento bacteriano, el cultivo fue filtrado en forma estéril
(Acrodisc® Syringe Filters (Pall) con abertura de poro de 0,45 pum) e inoculado a 2 ml
de medio usado para el cultivo de mollicutes SP4-Il (Ramirez et al., 1997). Las
condiciones de incubacién fueron las mismas utilizadas previamente, para las muestras

obtenidas de mamiferos la temperatura de incubacién fue de 37 °C. En el caso de
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trabajar con invertebrados marinos se utilizé inicialmente el medio SP4-II con un 1,5% de
cloruro de sodio y una temperatura de incubacion de 18 °C en una estufa refrigerada,
pero tras obtener los primeros aislamientos y analizar su crecimiento a diferentes
temperaturas y porcentajes de cloruro de sodio se reformul6 el medio al 3% de cloruro
de sodio y la temperatura de incubacion a 25 °C. Una vez que fue observado un cambio
del color del medio, se sembraban placas de cultivo (del mismo medio) y se mantenian
en incubacién hasta observar la formacion de colonias. Paralelamente, era tomado 1 ml
de la muestra para la extraccién de ADN vy posterior aplicacion de técnicas de genética
molecular. También fue tomado 1 ml de medio de aquellas muestras que no presentaron
ningun cambio de color al menos por dos semanas (muestras de mamiferos marinos) o
un mes (muestras de peces e invertebrados marinos) después de filtradas con el

propdsito de verificar la presencia de ADN de mollicutes.

I1.2.2.2 Clonacion

Una vez que fue observado el crecimiento de colonias tipicas de mollicutes
(forma de huevo frito), las muestras fueron clonadas, tomando una colonia individual y
llevandola a 2 ml de SP4-1l con o sin cloruro de sodio. Una vez que el cultivo estaba
crecido se sembraba una placa y se repetia el proceso. Para garantizar la pureza del

cultivo cada aislamiento fue clonado al menos tres veces (Tully y Whitcomb, 1995).

I11.2.2.3 Mantencion y almacenamiento de los cultivos

Con el fin de mantener los cultivos vivos, semanalmente fueron subcultivados,

inoculando 200 pl de cultivo original a 2 ml de medio fresco.

Adicionalmente, y siguiendo las indicaciones de Leach (1983), fueron congeladas
alicuotas de 2 ml de cultivo afadiendo 2 ml de solucion de inositol con suero equino
como protector criogénico. Pasadas 24 h a -80 °C las muestras fueron liofilizadas en un

liofilizador Telstar.
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Figura lll-4: Toma de muestras de ejemplares de medusa luminiscente, Pelagia
nocticula, durante varamientos naturales en la playa “Las Canteras” (Gran Canaria,
Espafia) (A, B y C). Su procesamiento consistié en agrupar individuos (D y E),
triturarlos (F) y filtrarlos (G) para su posterior inoculacion en tubos con el medio SP4-
I1'al 1,5% de cloruro sodico (H).
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Figura IlI-5: Toma de muestras de ejemplares de carabela portuguesa, Physalia
physalis, durante varamientos naturales en la playa “Las Canteras” (Gran Canaria,
Espafia) (A y B). Su procesamiento consistio en agrupar individuos (C), triturarlos
(D) y filtrarlos (E) para su posterior inoculacion en tubos con el medio SP4-11 al 1,5%
de cloruro sédico.

Figura 1lI-6: Ejemplar de pota (Todarodes sagittatus). Foto de A.M. Arias
(http://www.ictioterm.es/)

113



Capitulo Ill: Microorganismos de la Clase Mollicutes en organismos marinos

Figura IlI-7: Toma de muestras de un ejemplar de pulpo (Octopus vulgaris) (A):
Diseccion (B) y el muestreo por arrastre usando un hisopo estéril en las branquias
(C), esofago (D), ojos (E) y glandula digestiva (F).
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11.2.3 TECNICAS DE GENETICA MOLECULAR

11.2.3.1 Extracciéon de ADN

El ADN fue extraido utilizando el kit comercial Realpure Genomic (Real) y su
concentracion fue cuantificada en un espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher

Scientific).

l11.2.3.2 PCR (Polymerase Chain Reaction) a tiempo real

Para confirmar la presencia de ADN de alguna especie de la clase Mollicutes fue
realizada una PCR a tiempo real utilizando cebadores para amplificar un fragmento del
gen ARNr 16S que resulté ser especifico para mollicutes (ver Capitulo 1) (Van
Kuppeveld et al., 1992) (Figura I1I-8). Los cebadores utilizados fueron GPO-3 (5-GGG
AGC AAA CAG GAT TAG ATA CCC T-3) (forward) y MGSO (5-TGC ACC ATC TGT
CAC TCT GTT AAC CTC-3) (reverse), y el protocolo consideraba un ciclo de
desnaturalizacién de 94 °C por 5 min; 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 sy 72
°C por 30 s y un ciclo final de 72 °C por 30 s. Dicho protocolo fue llevado a cabo en un
MyiQi Cycler Detection System (Bio-Rad) empleando un sistema de incubacion de 25 ul,
conteniendo 12,5 pl de iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 1 ul (20 uM) de cada
cebador, 5 yl de muestra, y agua PCR-grade (Sigma). Como control positivo fue utilizado
ADN de Mycoplasma mycoides subsp. capri (Y-GOAT) y como negativo, agua. Los
resultados fueron analizados empleando el programa MyiQ system 1.0.410. También fue
analizada la curva de disociacién resultante, considerando una muestra como positiva

cuando su temperatura de fusion estuvo entre 85 y 87 °C.

l11.2.3.3 PCR para secuenciacion

Todas las muestras que fueron positivas por PCR a tiempo real a la presencia de
mollicutes fueron sometidas a PCR’s convencionales, amplificando el gen ARNr 16S
entero (Yavari, 2010) y la regién intergénica entre los genes ARNr 16S y 23S (ISR)
(Ramirez et al., 2008A) (Figura I11-9). Cuando el producto amplificado de ISR obtenido
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era muy poco debido a poca cantidad de ADN disponible se utiliz6 una PCR mas
sensible fragmento del gen ARNr 16S de 580 pb para su identificacion especifica, por
medio de una PCR muy sensible (Spergser et al., 2002) (Figura 111-8). Adicionalmente, y
para la descripcion de nuevas especies encontradas fue secuenciado el gen ARNr 23S
(Poveda et al., 2012) (Figura IlI-10) y la region entre los genes ARNr 23S y 5S (ISR2)
(Ramirez et al., 2010) (Figura IlI-11). Para obtener la secuencia entera del gen ARNr
16S fue necesario dividirla en tres fragmentos que fueron amplificados mediante PCR’s
separadas. Para el fragmento A fueron utilizados los cebadores 16S-Start pos (5-GAG
AGT TTG ATC CTG CGT CAG G-3') y 16S-550 neg (5'-CCC AAT AAA TCC GGA TAA
CGC TTG C-3'); para el B, 16S-510 pos (5'-CTG ACG CGT AAC TAT GTC CCA GCA
G-3) y 16S-1050 neg (5'-GCT GAC GAC AAC CAT GCA GC-3); y para el C, 165-980
pos (5-CGA AGA ACC TTA CCC ACT CTT GAC ATC-3) y 16S—end neg (5-GGT AAT
CCA TCC CCA CGT TCT CG-3’). Para la ISR se utilizaron los cebadores 16S+C (5'-
CGT TCT CGG GTC TTG TAC AC-3’) y 23S-B (5'-CGC AGG TTT GCA CGT CCT TCA
TCG-3'). El protocolo de PCR fue igual para todos los fragmentos amplificados e ISR y
consistié en un ciclo de desnaturalizacion de 94 °C por 2 min; 35 ciclos de 94 °C por 15
s, 60 °C por 30 sy 72 °C por 30 s; y un ciclo final de 72 °C por 30 s. Los cebadores para
la amplificacién de un fragmento del gen ARNr 16S fueron MW28 (5-CCA GAC TCC
TAC GGG AGG CA-3) y MW29 (5'-TGC GAG CAT ACT CAG GC-3), y su protocolo de
pcr considerd un ciclo de desnaturalizacién de 94 °C por 1 min; 35 ciclos de 94 °C por 80
s, 55 °C por 80 sy 72 °C por 2,5 min; y un ciclo final de 72 °C por 5 min. La amplificacién
del gen ARNr 23S fue dividida en seis fragmentos, utilizando los juego de cebadores
mostrados en la Tabla lll-1. La ISR2 fue amplificada usando los cebadores 23S+S (5'-
GCT CTT AGT ACG AGA GG-3) y 5S-A (5'- GCT TAA CTT CTG TGT TCG GAA TGG
G-3)). El protocolo de PCR para los fragmentos A y F, asi como ISR2 consistié en un
ciclo de desnaturalizacion de 94 °C por 2 min; 35 ciclos de 94 °C por 15 s, 45 °C por 30 s
y 72 °C por 2 min; y un ciclo final de 72 °C por 1 min. El protocolo para los restantes
fragmentos fue similar, difiriendo sélo en la temperatura de alineamiento que en vez de
ser de 45 °C fue de 55 °C. Todos estos protocolos fueron ejecutados en un termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf) con un sistema de incubacion de 25 pl utilizando
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illustra™PureTaq™ Ready-to-Go™ PCR beads (GE Healthcare), 1 pl (20 pM) de cada
cebador, 3 pul de muestra, y agua PCR-grade (Sigma). Los controles positivo y negativo
fueron los mismos que los utilizados anteriormente. Para confirmar su amplificacién, a los
productos de PCR se les realizé una electroforesis (100 V por 50 min) en un gel de
agarosa (1% p/v en tampon TAE 1x) teflido con Gel-Red (Biotium) (0,025 pl/ml) y

posteriormente visualizado en un transiluminador (Bio-Rad).

a715 bp
R1 -> < R2 R3
A fbd ARNr 23S [
} ARNr 16S ) r
ISR
é @
b 580 bp
Figura 11I-8: Representacion esquematica de los cebadores indicados por Van
Kuppeveld y colaboradores (1992)%y Spergser y colaboradores (2002)". R: Regiones
complementarias.
550-16S 1050-16S End-16S 235-B
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Figura 111-9: Representacion esquemética de los cebadores utllizados para
amplificar el gen ARNr 16S (Yavari, 2010) y la region intergénica ISR (cebadores
16S+C y 23S-B) (Ramirez et al., 2008). R: Regiones complementarias.
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Figura [lI-10: Representacién esquematica de los cebadores utilizados para
amplificar el gen ARNr 23S (Poveda et al., 2012). R: Regiones complementarias.
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Figura IlI-11: Representacién esquematica de los cebadores utilizados para
amplificar la regién intergénica ISR2 (Ramirez et al., 2010). R: Regiones

complementarias.
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Tabla IlI-1: Pares de cebadores utilizados para la amplificacion del gen ARNr 23S
(Poveda et al., 2012)

Fragmento Cebadores

23S - 1F (5'-GTT CTT TGA AAA CTG AAT ATTA -3)

23S - 1R (5-CTT TTCACC TTT CCC TCA CGG TAC-3')
23S - 2F (5'-GCG AAA TCG GAA GAG GCC AAA C-3)
23S - 2R (5'-CAC CGC TAG CCA CAAGTC ATC C-3))

23S - 3F (5'-GGT GAT CTA GCC ATG AGC AG-3))

23S - 3R (5'-CCATCG GCTACG CTT TTC AGC C-3)

23S - 4F (5'-GTAACG TTT CGA AGT GAG AAT C-3))

23S - 4R (5-CCG TTATAG TTA CGG CCG CCG TTC-3))
23S - 5F (5'-GAC ACC TGC CCA GTG CCG GAA GG-3)
23S - 5R (5'-CCG TCG ATG TGA ACT CTT GGG-3))

23S - 6F (5'-GAA AGT AGG ACT TAG TGA TCC GG-3)
23S - 1F (5'- GTT CTT TGA AAA CTG AAT ATT A-3') (reverse)

Fragmento A

Fragmento B

Fragmento C

Fragmento D

Fragmento E

Fragmento F

I11.2.3.4 Secuenciacion y andlisis de las secuencias

La secuenciacién fue llevada a cabo por la empresa Macrogen Europe (Holanda)
con un modelo de secuenciador de Applied Biosystems 3730xI DNA Analyzer.

Para la lectura de los cromatogramas (formato ABI) se utilizd6 el programa
informatico FinchTV version 1.3.1 (Geospiza, Inc.). Programa que también se empled
para exportar las secuencias de dichos cromatogramas (formato SEQ). El programa
Gene Runner 3.05 (Hasting Software Inc.) se utilizé para alinear las secuencias de ida y
de vuelta de cada producto, asi como en el caso de necesitar mas de un producto para
completar la secuenciacion de los genes, obteniendo una secuencia consenso. Para
comparar secuencias se utilizé el programa BioEdit Sequence Aligment Editor (Isis
Pharmaceuticals, Inc.) y para calcular los porcentajes de similitudes entre ellas.
Usandose también para obtener las imagenes de las comparaciones entre secuencias.
La secuencia de nucledtidos obtenida, comparada con la base de datos GenBank
empleando la aplicacion Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) (Atschul et al.,
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1997). Los dendogramas se obtuvieron con la ayuda de la herramienta informética
MEGA 5.05 (Tamura et al.,, 2011) Este analisis también permite la construccién de
arboles filogenéticos que reflejan esquematicamente el grado de parentesco genético
entre los mollicutes analizados. Para poder llevar a cabo este analisis se necesité de la
secuencia del gen ARNr 16S.

Para un andlisis filogenético mas completo de las secuencias del gen ARNr 16S,
las secuencias de los micoplasmas de cefalopodos se afadieron a la base de datos de
secuencias del gen ARNr 16S (LTP_s104, http://www.arb-silva.de/projects/living-tree/)
gue recopila todas las secuencias de las cepas tipo que presenten datos de alta calidad
(Yarza et al., 2010). Las secuencias fueron alineadas usando el paquete informético ARB
(Ludwig et al., 2004) (www.arb-home.de), y mejorado el alineamiento manualmente.
Todas las reconstrucciones de arboles se realizaron empleando la versién 7.0 del
algoritmo RAXML con el modelo GTRGAMMA (Stamatakis, 2006). En todos los casos, la
reconstrucciones de los arboles se realizaron utilizando un filtro de conservacion de

secuencias del 40% para todas las bacterias (Yarza et al., 2010).

I11.2.3.5 DGGE (Denatured Gradient Gel Electrophoresis)

Con el objetivo de caracterizar y comparar los mollicutes identificados en las
muestras provenientes de pinnipedos se realiz6 la técnica de la DGGE con un fragmento
amplificado del gen ARNr 16S (McAuliffe et al., 2005). Los cebadores utilizados en la
PCR fueron GC341F (5'-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA
CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG-3) y R543 (5'-ACC TAT GTA TTA CCG CG-
3"), y el protocolo consideraba un ciclo de desnaturalizacion de 94 °C por 5 min; 29 ciclos
de 95 °C por 60 s, 56 °C por 45 sy 72 °C por 60 s; un ciclo final de 72 °C por 10 min.

Para confirmar su amplificacion, los productos de PCR fueron corridos por electroforesis
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(100 V por 50 min) en un gel de agarosa (1% p/v en tampon TAE 1x) teflido con Gel-Red
(Biotium) (0,025 pi/ml).

El gel de DGGE fue elaborado a partir de dos soluciones de acrilamida al 60% y
30% p/v de urea (Anexo V.2.3.2), mezclando 20 ml de cada una con 182 ul de APS al
10% p/v (Sigma) y 9 pl de TEMED (Sigma). Los geles fueron montados en cristales
previamente limpiados con etanol 70% y aclarados con agua bidestilada y colocados en
el tanque de electroforesis con siete litros de tampon TAE 1x y mantenidos a 60 °C. El
gel fue cargado con 10 pl de cada muestra mezclados con 10 pl de Loading Buffer (Bio-
Rad). Finalmente, el gel fue sometido a una corriente constante de 60 V a 60 °C durante
16 h en un DCode Universal Mutation Detection System (Bio-Rad). Posteriormente, dicho
gel fue tefiido con SYBR® Gold (Invitrogen) (10 % v/v en tampon TAE 1x) dejandose en

oscuridad durante 30 min para después ser visualizado en un transiluminador (Bio-Rad).

l.2.4 PRUEBAS DE CRECIMIENTO (CEFALOPODOS)

Con el objetivo de determinar los rangos adecuados de temperatura y salinidad
de los mollicutes aislados de cefaldpodos en el medio de cultivo empleado, fueron
realizadas pruebas de crecimiento sometiendo a subcultivos progresivos de cada
muestra positiva a seis temperaturas de cultivo diferentes (4, 10, 18, 25, 30 y 37 °C) v,
posteriormente, y basados en los resultados obtenidos, a una bateria de trece
porcentajes de salinidades (de 0 a 6% de cloruro sédico, con valores intermedios

crecientes de 0,5 %) a dos temperaturas de cultivo, 18 y 25 °C.

l1.2.5 PRUEBAS BIOQUIMICAS

Se procedié a la determinacién del perfil bioquimico de cada mollicute
identificado segun lo descrito por Poveda (1998). En 2 ml de medio de glucosa, manosa,
urea, arginina y trifenil-tetrazolium fueron inoculados 200 pl de cultivo fresco (Anexo
V.2.2.3). En el caso de invertebrados marinos fueron utilizados medios con un 3% de

cloruro sodico. Para garantizar un medio anaerobio fueron afiadidos a cada tubo 300 pl
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de parafina estéril. Para cada prueba fue considerado un tubo como control negativo que
contenia el medio de prueba para bioquimica pero sin indculo. La fermentaciéon de la
glucosa y manosa fue interpretada como positiva cuando el medio cambi6 de color, de
rojo a amarillo. La reduccion de arginina fue positiva cuando el medio pas6 de rojo a
color violeta, asi como la hidrdlisis de urea. La reduccion de trifenil-tetrazolium fue
positiva si se formaba un precipitado rojo en el fondo del tubo. El tiempo maximo para
esperar una reaccion positiva del cultivo fue de 2 semanas desde su inoculacion.
Paralelamente, fue realizada la prueba de produccion de Peliculas y Cristales,
sembrando una placa del medio utilizado con 200 ul de cultivo fresco. La prueba fue
considerada positiva si se observaba la formacion de cristales alrededor de las colonias

y una pelicula en la superficie.

1.2.6 ANALISIS HISTOLOGICOS (CEFALOPODOS)

Fueron realizados los analisis histologicos de las branquias y glandula digestiva
de pota. Las muestras fueron mantenidas en formol tamponado (4%) hasta su
procesamiento. Cada muestra fue deshidratada en alcohol en un procesador de tejidos
(Histokinette 2000) e incluida en parafina (dispensador Jung Histoembedder, Leica) para
después aplicarle un protocolo de tincién con hematoxilina-eosina. Posteriormente, se
cortaron secciones de 5 um en un micrétomo (Leica) para su observacion en el
microscopio (Olympus CX41) segun los procedimientos descritos por Martoja vy
colaboradores (1970). Las fotografias fueron realizadas con una camara Olympus XC30
(Olympus). Las imagenes obtenidas fueron procesadas con el programa de edicién de
fotografias CellB (Olympus).
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1.3 RESULTADOS

La Figura IlI-12 muestra una curva de disociacion obtenida por la PCR a tiempo
real empleando cebadores especificos para la deteccion de mollicutes basados en un
fragmento del gen ARNr 16S (Van Kuppeveld et al., 1992).
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Figura IlI-12: Curva de disociacion obtenida por PCR a tiempo real usando
cebadores especificos para la deteccién de mollicutes basados en un fragmento del
gen ARNr 16S (Van Kuppeveld et al., 1992). Las flechas indican las curvas de su
mismo color, siendo: C+: control positivo (M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT)); C-:
control negativo (agua); M+: muestras positivas; M-: muestra negativa.

11.3.1 MAMIFEROS MARINOS

11.3.1.1 Cetéaceos

La Tabla IlI-2 muestra los aislamientos de mollicutes identificados en los
cetaceos varados en las Islas Canarias y cinco de Almeria entre los afios 2010-2013. La
identificacion de las especies de mollicutes fue realizada sin inconvenientes utilizando la
secuencia de la ISR o del gen ARNr 16S. Muchas muestras que fueron positivas a la

presencia de mollicutes por PCR no pudieron ser secuenciadas debido a la poca
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cantidad del ADN disponible, siendo imposible obtener productos de PCR adecuados
para ello. De 72 individuos analizados, se detectaron mollicutes en 22 de ellos. De estos
22 animales positivos, solo en cinco de las muestras se disponia de suficiente cantidad
de ADN para poder llevar a cabo su identificacion. De las especies de mollicutes
detectadas, un acholeplasma aislado de ojo y pulmon del zifio de True Mesoplodon mirus
(Tabla 111-3, Figura 111-13) pudo ser cultivado y secuenciado y por lo tanto conocida la
secuencia completa del gen ARNr 16S. El producto de la ISR dio dos bandas, por lo que
no se pudo mandar a secuenciar. El analisis con el programa BLASTn dio como
resultado que el microorganismo mas cercano, con un 93% de similitud segin el gen
ARNTr 16S, era Acholeplasma axanthum (AJ311394) (93% - gen ARNr 16S) (Figura Ill-
14 y 11I-15).

En la Figura 1l1-13 se puede observar colonias (a 40 aumentos) de
Acholeplasma spp. provenientes del pulmén de un zifio de True, Mesoplodon mirus. En
la Figura 11l-14 se muestra los productos de PCR de los tres fragmentos (A, By C) del
gen ARNr 16S.

Figura l11-13: Colonias del aislamiento de Acholeplasma axanthum AJ311394 (93%
- gen ARNr 16S) con proveniente del pulmén de un zifio de True, Mesoplodon
mirus. (40X).
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Figura IlI-14: Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR de los
tres fragmentos del gen ARNr 16S entero (Yavari, 2010) de una muestra de
cetaceos varados en las Islas Canarias entre los afios 2010-2013. C+: control
positivo (M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT)); C-: control negativo (agua); A:
fragmento A (desde el inicio del gen hasta 580 pb); B: fragmento B (510 hasta 1050
pb); C: fragmento C (980 pb hasta el final del gen).

Un mismo micoplasma fue detectado en dos ejemplares de delfin listado,
Stenella coeruleoalba (en mama y vulva en uno y en oido, ojo, pulmén, abertura genital y
articulacion artritica, en el otro), y su porcentaje de similitud con la especies més cercana
en base a la secuencia de la ISR fue de 97% con el Mycoplasma sp. Phocoena C-264-
GEN (Tabla llI-4). En la Figura 1lI-16 Se puede observar la comparacién de las
secuencias de la ISR de los aislamientos de mama y vulva del primer animal y de vulva
del segundo. Todos los aislamientos dieron el mismo tamafio de producto de PCR de la
ISR. La similitud del gen ARNr 16S de dos de los aislamientos dio como resultado un
99% con la misma cepa de Mycoplasma sp. Phocoena de antes (Tabla llI-5, Figura
-17).
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Tabla Ill-2: Cetaceos varados en las Islas Canarias o Almeria entre los afios 2010-
2013 utilizados en el estudio de identificacion de mollicutes. Numero total de
ejemplares y de muestras positivas a la presencia de mollicutes, especies
identificadas y porcion corporal donde fueron detectadas.

N° de ejemplares Mollicutes
Especies Total Positivos® identificados® Porcién corporal
Mysticeti /Balaenopteridae o R
Balaenoptera borealis 1 1 ND B
(1) Mycoplasma Sp. - Ano
Odontoceti /Delphinidae CSL7529-conjunctiva
) . 1 3 (99% - gen ARNr 16S)
Delphinus delphis (2)ND - Pulmén
- Mama
Globicephala macrorhynchus 6 2 (2)ND § :‘/Ir;?na
Globicephala melas 1 0 - =
Grampus griséus 1 0 - -
Lagenodelphis hosei 1 0 - -
- Mama, yulva
(2) Mycoplasma sp. ) O'f°6°’°
Phocoena L) .
Stenella coeruleoalba 14 3 C-264-GEN (97% -ISR) abertura genital
articulacion
artritica
(1) ND - Pleura
Stenella frontalis 10 1 ND - Ano
- Mama
: - Espiraculo
Tursiops truncatus 9 3 (3) ND - Pulmén, vulva,
ano
) (1) Mycoplasma sp.
/Kogiidae . " AB703210 (98% - gen - Espiraculo
i P ARNr 16S)
. i (1)ND - Ojo, espiraculo
Kogia sima 1 1 ND - Boca
/Physeteridae
Physeter macrocephalus 3 1 i zBech Knapa
/Ziphidae .
Mesoplodon europaeus 3 1 — AL
Acholeplasma axanthum
Mesoplodon mirus 1 1 AJ311394 (93% - gen - Ojo, pulmén
ARNr 16S)
- Utero
Ziphius cavirostris 5 3 (3) ND - Pulmén
- Pulmén
Total 72 22

* La determinacién de las muestras positivas fue mediante una PCR a tiempo real especifica para la clase

Mollicutes usando los cebadores indicados por Van Kuppeveld vy colaboradores (1992).

" La identificacion de las especies de mollicutes fue conforme a la similitud que presentaban del gen ARNr
165 y/o la region enire los genes ARNr 165 y 235 (ISR). Las secuencias fueron comparadas con
especies conocidas empleando la aplicacion BLASTn.

“ ND: No determinada debido a la poca cantidad de ADN disponible.
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Entre las otras especies de mollicutes que pudieron ser caracterizadas pero no
cultivadas estan Mycoplasma sp. CSL7529-conjuctiva (99% - gen ARNr 16S) encontrado
en el ano de un ejemplar de delfin comdn, Delphinus delphis (Tabla 111-6) y Mycoplasma
sp. AB703210 (98% - gen ARNr 16S) encontrado en el espirdculo de un cachalote
pigmeo, Kogia breviceps (Tabla IlI-7).

Tabla IlI-3: Secuencia del gen ARNr 16S de Acholeplasma axanthum AJ311394
(93% - gen ARNr 16S) detectado en ojo y pulmén de un zifio de True, Mesoplodon
mirus y su porcentaje de similitud con otras especies.

Secuencia similitud’

Sen ARNr 165

TGGCTCAGGATGAACGCT GGCBGCETGCCTAATACATGCAAGTC  93% Acholepfasma axanthum AJ311394.1
GAACGAGAGTTT CTTGTAAACT CTAGT GGOGAMCGGGT GAGTAAC

ACGTAGGTAACCTRCCCTTAAGACGAGAATAACAGTTGGAAACGA  O93% Acholeplasma axanthurmn strain Skripal 210
TTGCTAATACTCGATAGGTAACGGAAAGGCATCTTTCTGTTATTAA  FI876270.1

GCATT,
GAACGGCCACACT GGGACTGAGACACGGCCCAG D00 Acholeplasma  axanthum  strain - S-743
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGG NR_028829.1

TACCCAAAGCCGGTGGCCTAACCGTAAGGAGGGAGCCGTT TAAG
TCATTGGGGT TAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACG
GGAACGT GGGGATGGATCACCTCCTTT

‘La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacion
BLASTN

Tabla I1lI-4: Secuencia de la ISR de Mycoplasma sp. Phocoena C-264-GEN (97% -
ISR) detectado en dos ejemplares de delfin listado, Stenella coeruleoalba (en mama
y vulva en uno y en oido, ojo, pulmén, abertura genital y articulacion artritica, en el
otro), y su porcentaje de similitud con otras especies.

Secuencia Similitud’

1SR

TACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCTGATAATGCCCGAAGC

CGGTTTGTTAACTTCGGAGACGACT GTCTAAGGTAGGATTGGTGA  27% Mycoplasma sp. Phocoena C-264-GEN
CTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACGAGAACGTGGGGA  GUI05021.1
TGGATCACCTCCTTTCTACGGAGTACACATTGTTCATTAGAACAAC

ATACAACAACAAT ACAATTCAACAATAAATTCATTACAACAAACGTA
CAAAAMAACATTAMAGTTTATGGACTGCTATTTATATCCAGTTTTGA  89% Mycoplasma sp. Mirounga ESZ774-NASSP4
GGGTTCTATCCTCAAATAGATCTTTGAAMCT GAATAGAAAAGACH — GUS05029.1
TITGTAATATAAACAAAACAATATTTCAAACGTTTTGATCAACCTAT
AGAATACATATCATATCTAATTTCTAATTTTAAAAATATAACAATTAG
GACAATAGGTCATACTATTAAATAAGT AAGAGTTTTTGGTGGATGC
CTTGGGTCTGGAAGTCGATGAA

84% Mycoplasma zalophi strain CSL DQO530426.1

La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacion
BLASTN

127



Capitulo lll: Microorganismos de la Clase Mollicutes en organismos marinos

44 Phytoplasma
97 -I ‘Mollicute del Zifio de True

100 Acholeplasma

62 Anaeroplasma

M. m. m. SC

71 % M. hominis

58 M. pneumoniae

Asteroleplasma

Clostridium.seq

0.02

|:Acholeplasma granularum, (AY538166)
Acholeplasma laidlawii, (U14905), type sp.

— Acholeplasma pleciae, (AY257485)

| = Acholeplasma oculi, (U14804)

_:Acholeplasma equifetale, (AY538165)
Acholeplasma hippikon, (AY538167)

_: Acholeplasma brassicae, (AY538163)

Acholeplasma morum, (AY538168)
Acholeplasma vituli, (AF031479)

_: Acholeplasma palmae, (L33734)
Acholeplasma parvum, (AY538170)

Acholeplasma axanthum. (AF412968)
E Mollicute de Zifio de True (ARB_81D2A5E)
Acholeplasma cavigenitalium, (AY538164)
Acholeplasma modicum, (M23933)

Mycoplasma feliminutum, (U16758)
Anaeroplasma bactoclasticum, (M25049)
Anaeroplasma varium, (M23934)

— Anaeroplasma abactoclasticum, (M25050), type sp.

Figura Il-15: Arboles filogenéticos en base a las secuencias del gen ARNr 16S y
con el método de Neighbor-Joining (1000 replicaciones), donde se muestra la
posicion de Acholeplasma axanthum AJ311394 (93%- gen ARNr 16S) aislado en ojo
y pulmén de un zifio de True, Mesoplodon mirus, con respecto de representantes de
los grupos filogenéticos y en el caso del grupo Anaeroplasma, los representantes de
sus “clusters”. En el recuadro se muestra un detalle de los “clusters” mas cercanos.
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Ejemplar 1 mama
Ejemplar 1 vulva
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TCGTAACARGGTATCCCTACGAGAACGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTACGGAGTACACATTIGTTCATTAGAACARCH
ICGTAACAAGGTATCCCTACGAGAACGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTACGGAGTACACATTIGTTCATTAGAACARCH

[CGTAACAAGGTATCCCTACGAGAACGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTACGGAGTACACATTIGTTCATTAGAACAACH
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IACAACAACAATACARTTCARCAATAAATTCATTACAACARACGTACAARAAAACATTAAAGTTTATGGACTGCTATTTA

FACAACAACAATACAATTCAACAATAAATTCATTACAACARAACGTACAAAAAAACATTAAAGTTTATGGACTGCTATTTA

FACAACARCAATACARATTCAACAATARATTCATTACAACARACGTACAAAARRRACATTARAGTITTATGGACTGCTATTTA

17 180 180 220
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200 210 240

IATCCAGTTTTGAGGGTTCTATCCTCARATAGATCTTTGARAACTGAATAGARAAGACATTTIGTAATATARACARAACAR
IATCCAGTTTTGAGGGTTCTATCCTCARATAGATCTTIGAAAACTGAATAGAARAGACATTTGTAATATAAACAARACAN
LATCCAGTTTIGAGGGTTCTATCCTCAAATAGATCTTITGARAACTGAATAGAAAAGACATTTGTAATATARACAAAACAAN

ase 260 2 280 250 300 1 20
efeccefocvefoenscofossnfossnfoecefoscslronefoscofescefoccefoocasfoscaloncolocesl]

AT TTCAAACGT T TTGATCAACCTATAGAATACATATCATATCTAATTTCTAATTTTAAAAATATARCAATTAGGACAAT]
AT TTCARRCGTTITGATCARCCT AT AGAATACATATCATATCTAATTTCTAATTTTAARAATATAACAATTAGGACAAT]
FATTTCAARCGT I TIGATCARCCTATAGAATACATATCATATCTAATTICTAATTITARAAATATAACAATTAGGACART]

RGGTCATACTATTARATAAGTARGAGTITITGGTGGATGCCTTGGH
RGGTCATACTATTARATAAGTAAGAGTTTITTIGGTIGGATGCCTIGGH
BGGTCATACTATTARATAAGTAAGAGTTTTITIGGTIGGATGCCTIGEH

Figura 1lI-16: Alineamiento de las secuencia de la ISR de Mycoplasma sp.
Phocoena C-264-GEN (97% - ISR) aislado en dos ejemplares de delfin listado,
Stenella coeruleoalba. Se comparan los dos aislamientos en la mama y vulva del
primero y del genital del segundo. Son 100% similares.

Desde la Tabla IllI-5 a la Tabla IlI-7 se muestra las secuencias totales o parciales

del gen ARNr 16S de las cuatro muestras de ceticeos con suficiente cantidad de ADN

para poder llevarlas a cabo.
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Tabla IlI-5: Secuencia del gen ARNr 16S de Mycoplasma sp. Phocoena C-264-GEN
(99% - gen ARNr 16S) detectado en dos ejemplares de delfin listado, Stenella
coeruleoalba (en mama y vulva en uno y en oido, ojo, pulmoén, abertura genital y
articulacion artritica, en el otro), y su porcentaje de similitud con otras especies

Secuencia

Similitud’

Gen ARNr 1658

CTEECTCAGGATGAACGE THEC TETETEC TTAATACATGCATGTCGAACGAS

GAACATTAGTTAG TTGGTAGGGTAATGGCC TACCAAGACTATGATG TTTAGCC
GEGTCGAGAGAC TEAACGGECCACAC TEEGAC TEAGATADGECCCAGACTCD
TACGGGEAGECAGCAGTAAGGAATATTICCACAATGEECGAAASCT TEATGEAG
GCGTGCAC GATGAAGGCCC TOGEGTCGTAMGTEGCTGTTGTTAGS
GAAGAACACTTAGTGEASGAAA TGO CAC TAAGC TEACGGTACC TAACCAGAR
AGCEATGEC TAACTATGETECCAGCAGCCGC GO TAATACATAGGTCGCAAGC S
TTATCCGGAATTATTGGECETAAAGCGTTCGTAGGTTG TTTATTAAGTC TGGT
GTTAAAGCCCGEAGE TCAAC TCCGGT TTGCATCAGATAC TEGTAAACTAGAAT
GAGATAGAGETAAGC GEAATTCCATGTEAAGC GETEAAATGC GTAGATATAT
GEAAGAACACCAAAGGCGAASGCAGC TTAC TGEG TC TATA TTGACAC TGAGS
GACGAAAGCGTAGETAGCAAACAGEATTA GATACCC TGGSTAGTC TACGCTGT
AANCGATGATCATTAGTCGETGEAGAGTTCACTGACGCAGC TAACGCATTALA
TEATCOGOC TEAGTAGTATGE TCGCAAGAGTGAAAC TTALAGGAATTGACGE
GEAC TOGCACAAGC GG TEEAGCATGTEGTTTAATTTGAAGATAC GO GGAGAR
CCTTACCCACTCTTGACATC TTCCGCAAAGC TATAGAGATATAGTGEAGGCTA
ACGGAATGACAGATGGTECATGGTTETCGTCAGE TCGTGTCGTEAGATG TTC
GETTAAGTCCGATAACGAGCGCAACCCCTATTTTCAGTTAA TAACAGA TAGAS
CTGATAACTC TGGAAATACTECC TEGGETAACCAGGAGGAAGGT BEEGEA TEAC
GTCAAATCATCATGCC TCTTACGAGTE GEGCEACACACGTGC TACAATGETC
GATACAAAGAGACGCAATATAGTGATATGGAGCALATC TCAAALAATC GATCT
CAGTTCGEATTGAAGTC TEGCAAC TCGACTTCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAA
TCGCAGA TCAGACATEGC TGCEG TEAATADGTTC TCGAGTC TTGTACACACCGES
CCGTCACACCATEEGAGC TEGATAATGCCC GAAGCCGGTTTGTTAAC TTCGGEA
GACGACTETCTAAGGTAGGATTGETEAC TEGEE TEAAGTC G TAACAAGGETAT
COCTACCAGAACGTEGEGEATESEATCACCTCCTTIT

99% Mycoplasma sp Phocoena C-264-GEN
GU305021.1

96 % Mwoplasma sp. Mirounga ES2783_AG_GEN
JNE44TE

96% Mycoplasma sp. Mirounga ES2714_AG_GEN
JNE44TET

"La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacion

BLASTN

Tabla 1ll-6: Secuencia de un fragmento del gen ARNr 16S de Mycoplasma sp.
CSL7529-conjuctiva (99% - gen ARNr 16S) detectado en el ano de un delfin comun,
Delphinus delphis y su porcentaje de similitud con otras especies.

Secuencia

Similitud’

Eragmento del gen ARNr 165

CCTTAGCACACGAGCCTCATCCTGGACGTGTATCGGGGGGGTAT
CCGGAGTTATAGTCT TGGTTTCAACGATCACAAGTACTCAGTTCAT
TTCATGACGGGGAGGTCGGAGGCTTCT TAAACAACATACATAATG
AAGCAGGTGCATTATGGT TCACTAAGTCCTGATGT TACACCAAGS
GAGTCTCAGCACCAGAAGAAGGCAGTTTAACTGTACACTGGATCT
TTCOGGACCTGGATGTTTAAGACGGAGCTGAGATTGTAATAAACA
AAAACAAGGCGTAGTCGCGGTCAGAT CAAAT AATTAATCGTATAC
GTGCTCACCTT TCTCTCGACTCTCCAGACTCCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATTTT CCACAATGGACGAAAGTCT GAT GGAGCGACA
CAGCGTGCAGGAAGACGGCCTTOGGGTTGTAAACTGCTGTTATAA

GGGAAGAAAAAGCAGTAGAGGAAATGCTATTGCCTTGACGGTACC
TTGTCAGAAAGCAACGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACATAGGTTGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGOGT AMGCGTC
TEGTAGGTTGTGTGTTAAGTCTGGCGTTAAAACT TGGGGCT CAACC
CCAAMATTGOGTTGGATACTGGCACGCTAGAATTGTGTAGAGGTTA
GOGGAATTCCTAGTGAAGC GGTGAMMTGCGTAGATATTAGGAAGA
ACACCAACATGGCGAAGGCAGCTAACTGGGCACATATTGACACTG
AGAGACGAAAGCGTGGGEGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCTGTAAACGAT GATGAT TAGCTGATAGAGAACTATCGG
CGCAGCTACGCATGCC

99% Mycoplasma sp. CSL73529-conjunctiva
EU859984.1

99% Mycoplasma sp. CSLT491-lung ELIB59981.1

99% Mycoplasma sp. CSLT303-lung EUT14238.1

"La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacian

BLASTN
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DWWMaMM

Mycoplasma arginini, (AF125581)
Mycoplasma canadense, (U44769)
Mycoplasma gateae, (U15796)

Mycoplasma
Mycoplasma hominis, (AF443616)
Mycoplasma phocidae, (AF304325)
Mycoplasma anseris, (AF125584)
Mycoplasma cloacale, (AF125592)
Mycoplasma falconis, (AF125591)
Mycoplasma indiense, (AF125593)
Mycoplasma orale, (AY796060)
Mycoplasma faucium, (AF125590)
Mycoplasma buccale, (AF125586)
Mycoplasma salivarium, (AF125583)
Mycoplasma hyosynoviae, (U26730)
Mycoplasma subdolum, (AF125588)
Mycoplasma arthritidis, (M24580)
Mycoplasma sp Phocoena C-264-GEN(99%)
Mycoplasma gypis, (AF125589)
Mycoplasma agassizi, (U09786)

Y (U19768)
Mycoplasma pulmonis, (AF 125582)

and others

" P sp Ph

002

C-264-GEN (99 %)

Figura Il-17: Arboles filogenéticos en base a las secuencias del gen ARNr 16S y
con el método de Neighbor-Joining (1000 replicaciones), donde se muestra la
posicion de Mycoplasma sp. Phocoena C-264-GEN (99% - gen ARNr 16S) aislado
en dos ejemplares de delfin listado, Stenella coeruleoalba (en mama y vulva en uno
y en oido, ojo, pulmdn, vulva y articulacion artritica, en el otro) con respecto de
representantes de los grupos filogenéticos y en el caso del grupo M. hominis, los
representantes de sus “clusters”. En el recuadro se muestra un detalle de los

“clusters” méas cercanos.
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Tabla 1lI-7: Secuencia de un fragmento del gen ARNr 16S de Mycoplasma sp.
AB703210 (98% - gen ARNr 16S) detectado en el espiraculo de un cachalote
pigmeo, Kogia breviceps y su porcentaje de similitud con otras especies.

Secuencia Similitud’

Fragmento del gen ARNr 165

AAAGTTTGAT GGAGCGACACAGCGTGCAGGATGAAGGTCTTeGG  98% Uncultured Mycoplasma sp. AB703210.1
ATCGTAAACT GCTGTTATAAGGGAAGAAARACT TTGTGGAGGTAAT

GCCCAGAACTTGACGGTACCTTAT CAGAAAGCGACGGCTAACTAT  97% Uncultured Mycoplasma sp AB703209.1
GTGCCAGCAGCCGCGGT AATACATAGGTCGCAAGCGTTATCCGE
AATTATTGGGCGTAAAGAGTTCGTAGGTGGTCTTGTCAGTCTGAA
GTTAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGCCCGCTTTGGATACTGCAA
GACTAGAGTATTAGAGAGGTTAGT GGAACT CCATGT GAAGCGGTG
GAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAAT GGCGAAGGCAACTAA
CTGGCT AATAACTGACACT GAGGAACGAAAGCGTGGGTAGCAANC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT GATCACTA
GACGGTAGAAGATTTACT GTCACAGCTAACGCATTAA

90% Uncultured bacterium clone 44F12 JFB2T410

'La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacion
BLASTN
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[11.3.1.2 Pinnipedos de la Antértica

La Tabla IlI-8 muestra en forma resumida los aislamientos de mollicutes
identificados en las muestras de pinnipedos muestreados de la Isla Decepcién
(Antartica) en 2010. Del lobo marino antartico (Arctophoca gazella) se obtuvieron 44
aislamientos, 36 de boca y 8 de vagina, de los 58 ejemplares muestreados. De las focas
de Weddell (Leptonychotes weddellii) se consiguieron cultivar 10 cepas, 9 de boca y una
de vagina, de los 17 ejemplares muestreados. Y de dos elefantes marinos (Mirounga
leonina) de los cinco muestreados se aislaron dos cepas de micoplasmas, ambas de la
boca. El numero de especies aisladas fue de seis. Se observaron colonias tipicas de
micoplasmas en todas las especies (Figura IlI-18).

Tabla 111-8: Distribuciéon de las especies de mollicutes encontradas en pinnipedos
provenientes de la isla Decepcion (Antartica) segun el hospedador y el origen de
las muestras (b: boca; v: vagina). MZ: Mycoplasma zalophi (99% - ISR); MZD: M.
zalophidermidis (99% - ISR); MC: M. sp. CSL7529-conjunctiva (99% - ISR); MM1: M.
sp. Mirounga ES2805-ORL (99% - ISR); MM2: M. sp. Mirounga ES2774-NASSP4
(91%-ISR); ML: M. lipofasciens ATCC 35015 (78% - ISR).

N° de ejemplares Mollicutes identificados”
Especies Total Positivos® Mz MZD MC MM1 MM2 ML
Pinnipedia / Otariidae i )
Arctocephalus gazella % 42 2+ W Sty
/ Phocidae
Leptonychotes weddelli K 10 a i : v & =
Mirounga leonina 5 2 1b - - - - 1b

? La determinacion de las muestras positivas fue mediante una PCR a tiempo real especifica para la clase
Mollicutes usando los cebadores indicados por Van Kuppeveld y colaboradores (1992).

® La identificacién de las especies de mollicutes fue conforme a la similitud que presentaban de la regién
entre los genes ARNr 16S y 23S (ISR). Las secuencias fueron comparadas con especies conocidas
empleando la aplicacion BLASTn.
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Figura 1lI-18: Colonias de los mollicutes encontrados en pinnipedos provenientes de
la isla Decepcioén (Antartica) MZ: Mycoplasma zalophi; MZD: M. zalophidermidis; MC:
M. sp. CSL7529-conjunctiva; MM1: M. sp. Mirounga ES2805-ORL; MM2: M. sp.
Mirounga ES2774-NASSP4 (91% - ISR); ML: M. lipofasciens ATCC 35015 (78% -
ISR).40X.
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El perfil de la ISR de las muestras provenientes de los pinnipedos de la Antartica
mostré dos grupos principales de bandas: B1 observada en las muestras conteniendo
los micoplasmas MZ, MC y MM2 y con un tamafio aproximado de 300 pb; y B2,
observada en MZD, ML y MM y con un tamafio méas préximo a 400 pb (Figura 111-19). El
ndmero de pares de bases de la ISR fue de 250 (MZ), 296 (MC), 246 (MM2), 324 (MZD),
318 (ML) y 326 (MM).

2000 bp

1000

700

500

400
300
200

100

Figura 111-19: Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR de la
region entre los genes ARNr 16S y 23S (Ramirez et al., 2008) de muestras tomadas
en pinnipedos de la isla Decepcion (Antartica). C+: control positivo (M. mycoides
subsp. capri (Y-GOAT)); C-: control negativo (agua); B1: tamafio de banda 1, B2:
tamafio de banda 2; DB: doble banda; Marcador molecular y el tamafio (pares de
bases) de cada banda.

El perfil de bandas de la DGGE de las muestras de los pinnipedos de las
Antartica mostraron que tres especies de micoplasmas (MZ, MC y MM2) tienen un pefrfil

similar y es imposible diferenciarlas visualmente (Figura 111-20) .

Las secuencias de la ISR de los seis aislamientos son mostrados en tablas: MZ
(Tabla I11-9); MZD (Tabla I1I-10); MC (Tabla IlI-11); MM1 (Tabla l1-12); MM2 (Tabla IlI-
13) y ML (Tabla lll-14).
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Figura IlI-20: Electroforesis en gel de DGGE de productos de una PCR especifica
para la clase Mollicutes basada en un fragmento del gen ARNr 16S (McAuliffe et al.,
2005) provenientes de muestras obtenidas en pinnipedos de la isla Decepcion
(Antartica). MZD: M. zalophidermidis; MZ: Mycoplasma zalophi; MC: M. sp.
CSL7529-conjunctiva; ML: M. lipofasciens ATCC 35015 (78%-ISR); MM2: M. sp.
Mirounga ES2774-NASSP4 (91%- ISR); MM1: M. sp. Mirounga ES2805-ORL.

Tabla IlI-9: Secuencia de la ISR de Mycoplasma zalophi detectado en boca y vagina
de lobo marino antartico, Arctophoca gazella, y en boca de foca de Weddell,
Leptonychotes weddellii, y elefante marino, Mirounga leonina, de la isla Decepcion
(Antartica) y su porcentaje de similitud con otras especies.

Secuencia Slmlllturl:l1

SR

CTCCGGGTTTGTACACACCGCOOGTCACACCATGEGAGCTGGTA — 29% Mycoplasma zalophi strain CSL 5195
ATGCCOGAAGCCGGTTAGTTAACTTCGGAGACGACTGTCTAAGGT — DQB840494.1

AGGACTGGTGACT GGGGTGAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACGA

GAACGTGGGGATGGATCACCTCCTTT CTACGGAGTACATAAGATT . i
ATTTAAATAATAATCATATCACCATGAACTTTTTAAGTTCATTTAACA Do  Mycoplasma  zalophi strain  CSL 4296
GTTACAAAAT CAAGATTTAT GAAAATTTATATCCAGTTTTGAGAGTT  DO530426.1

CTATCTCTCGTATAGTTCTTTGAMACT GAATAGAAAAGACATTTGT
AAATATTAATATTTCAAACGTTTTGATCAACCAATATAGAATACAAA ; ;
ATCATATCTAATTCTTAATTTTAAATTAGGACAATAGGTCATACTAT  Jote  Mycoplasma  zalophi  strain - CSL 4296
TAAATAAGTAAG DQB40493.1

La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacion
BLASTn
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Tabla IlI-10: Secuencia de la ISR de Mycoplasma zalophidermidis detectado en
vagina de lobo marino antartico, Arctophoca gazella, de la isla Decepcién (Antartica)
y su porcentaje de similitud con otras especies.

Secuencia Similitud’

I5R

TTGTACACACCGCCCGTCAAACCATGGGAGCT GGTAATGCCOGAA
GTCGGTTTATT AACAAACTGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGEGE o7 Mycoplasma - zalophidermidis strain
TTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACGAGAACGTGGGGATGGATCA  CSL 4779 EUT14239.1
CCTCCTTTCTACGGAGT ACAAT GTCAAAAATACTTTTGACGAACTA
ACCTTAATCAGACCTATTTACACAAACATTTTTTGTCATGGCTTGTT
AGGTCGCAAGCATATATCTAGTTTTGAGAGGACAATCTCTCAAAAT  99% Mycoplasma sp. CSLTS518-ung DQOB40512.1
TGTTCTTTGAAAACT GAATAGT AAATATTTTAAAATATT ACAACGAL
ATCAARAATATAAATTATATCAATTTTGGTTAATTTGTTTTGATTCAT ;
CGAGTAGTCATAAATATATTATGACT CATTGAAATGTCTTAAAATAC %gfmﬁlg'z’fﬁpmma 0. Micungs ES2005-GEN
ACATCAATAACAACAATAGGAAAATCCTAATTTTAATTAATTAGGGA .

CATACTTTTAAATAAGTAAGAGTTT

La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacidn
BLASTN

Tabla [ll-11: Secuencia de la ISR de Mycoplasma sp. CSL7529-conjunctiva
detectado en boca y vagina de lobo marino antartico, Arctophoca gazella, de la isla
Decepcion (Antartica) y su porcentaje de similitud con otras especies.

Secuencia Similitud’

IER

100% Mycoplasma sp. CSL7329-conjunctiva
CCTCCTTTCTACGGAGT ACATAAGTTACAATTCATTTTAGTAACAAT by nmnnga 4
TACTAACTTTTAAGACCATTTTTATTTATTAATATTTGAGTCATGGCT .
TTCTTTAATGGTCAGAAAGATTTATATATCTAGTTTTGAGAGAACTT
CTCTCAATTGTTCTTTGAAAACTGAATAGTAAAGAT AAATTAATATA 100% Mycoplasma sp. CSL7491-lung ELIBS9981.1
ACAACGACATCAATAAAANT AAATTAGTCAATTTGTTTTGTGATACC
GAGTAATTATTTTAAATAATAATTTATTAAAATGTCTTTGAATACATC
AACAATAGGAAAATATTGAACTTTTAAAT AAGTAAGAGTGAGT 97% Mycoplasma sp. CSLT48%9-oral EUB39985.1

La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacion
BLASTRN
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Tabla 11I-12: Secuencia de la ISR de Mycoplasma sp. Mirounga ES2805-ORL
detectado en vagina de foca de Weddell, Leptonychotes weddelli, de la isla
Decepcion (Antartica y su porcentaje de similitud con otras especies.

Secuencia

Similitud’

CCTCCTTTCTACGGAGT ACAAAGAAATATAAACACCTTGTTTATATT
AACAACTTTACTAGGCCTTATTTATTTTTTGTGTTATGTGCTTTTTTA
GGTCTAAAAMGCTTTATATCTAGTTTTGAGAGAACATTCTCTCAATT
GTTCTTTGAAAACTGAATAGT AAATT AAAGATATTTACAACGACATC
AAACTARATTAATT ARATGGTTAATTTGTTTITGATTCATCGAGTAAT
CAATATTATTTATATAGAAATATATAAACACTATGATTCATTGAAAT
GTCTTATAATACACATCAACAACTATATAAAATATAAACAATAGGAA
AATACTTTTAAAT AAGTAAGAGTTTGTGGT

99% Mycoplasma sp. Mirounga ES2805-0RL
GU305031.1

81% Mycoplasma lpofaciens stran ATCC 35015
AYTI5604.1

B81% Mycoplasma lipofaciens AJT80998.1

La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacidn

BLASTn

Tabla 11I-13: Secuencia de la ISR de Mycoplasma sp. Mirounga ES2774-NASSP4
(91% - ISR) detectado en boca de foca de Weddell, Leptonychotes weddellii, de la
isla Decepcion (Antartica) y su porcentaje de similitud con otras especies.

Secuencia

Similitud’

IR

CTGGTATGCCCGAAGCCGOTTTGTTAACTT CGGAGACGACTGTCT

AMNGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAAGT CGTAACAAGGTATCCCT
ACGAGAACGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTACGGAGT ACAAAG
ATTATTTTAAATAATCATTTGATGAATGATATT TCATTCTAT GTTACA
ATAAAAAGATTTAAATGTATTTATATCCAGTTTTGAGGGAATTATCT

CTCTTTTAGTTCTTTGAAAACTGAATAGAAAAGACATTTGT AATAAA

ATATTAATATTTCAAACGTTTTGAT CAACCAATATAGAAT ACAAAAT

CATATCTAATTCTAATTTTAAATTAGGACAATAGGTCATACTATTAA

ATAAGTAAGAGTT

91% Mycoplasma sp. Mirounga ES2774-
MASSP4 GU205029.1

99% Mycopiasma zalophi strain CSL 4296
DQ530426.1
99% Mycoplasma zalophi strain CS5L 4296

D840453.1

"La similitud fue obtenida comparando las secuencias de |la base de datos GenBank usando la aplicacion

BLASTN
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Tabla 1lI-14: Secuencia de la ISR de Mycoplasma lipofaciens strain ATCC 35015
(78% - ISR) detectado en boca de foca de Weddell, Leptonychotes weddellii, y
elefante marino, Mirounga leonina, de la isla Decepcién (Antartica) y su porcentaje

de similitud con otras especies

Secuencia

Similitud’

ISR

CCTCCTTTCTACGGAGT ACAAAAGAACT TAATTTAATTAAGTTATTA
ACCTTTTATTATCAGACCTACTTTTTGATTGTTT TAGTAAAAAC AAT
ATTTGTTGTGTGCTTTTTCTTAGGTCTAAAAAGCAATATATCTAGTT
TTGAGAGGACAAACTCTCAATTGTTCTTTGAAAACTGAATAGT AAA
TTACAAGATATTTACAACGACATCAAATAAATTAAATAAATTAAATG
GTTAATTTGTTTTGATTCATCGAGTAGT CATATTAAATATGATTCAT
TGAAATGTCTTGGAATACACAT CAAACAACAACAATAGGAAMATAC
TTTTAAAT AAGTAAGAGTTTGTGGTGGA

78% Mycoplasma lipofaciens strain ATCC
35015 AY755604.1

78% Mycoplasma lipofaciens AJTE0998.1

TT% Mycoplasma fermentans CPO02458.1

"La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacion

BLASTN

En la Tabla 1ll-15 se muestran los porcentajes de similitud entre los seis tipos de

micoplasmas aislados de mamiferos marinos de la Antéartica. Los micoplasmas con el
mayor porcentaje de similitud fueron MZ y MM2 (83,8%). Los alineamientos pueden

verse en la Figura Il1-21.

Tabla 11l-15: Porcentajes de similitud entre las especies de micoplasma aisladas de
muestras tomadas en pinnipedos de la isla Decepcion (Antartica). MZ: Mycoplasma
zalophi; MC: M. sp. CSL7529-conjunctiva; MM2: M. sp. Mirounga ES2774-NASSP4
(91% - ISR); MZD: M. zalophidermidis; ML: M. lipofasciens ATCC 35015 (78% -
ISR); MM1: M. sp. Mirounga ES2805-ORL.

SECUENCIA

ISR MZ MC Mm2 MZD ML MM1
mZ 1D
McC 33,8 1D
Mm2 838 29,6 1D
MZD 411 91,1 41,3 D
ML 429 27,1 44.4 68,4 1D
MM1 406 33,2 41,5 63,0 71,9 D
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Figura IlI-21: Alineamientos de las secuencias de la ISR de los seis tipos de
micoplasmas provenientes de muestras tomadas en pinnipedos de la isla Decepcion
(Antartica). MZ: Mycoplasma zalophi; MM2: M. sp. Mirounga ES2774-NASSP4 (91%-
ISR); MzD: M. zalophidermidis; MC: M. sp. CSL7529-conjunctiva; ML: M.
lipofasciens ATCC 35015 (78% - ISR); MM1: M. sp. Mirounga ES2805-ORL.
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En la Tabla IlI-16 se muestra el perfil bioquimico de las especies aisladas de los

mamiferos marinos de la Antartica.

Tabla 11I-16: Caracterizaciéon bioquimica de los micoplasmas provenientes de
muestras tomadas en pinnipedos de la isla Decepcion (Antartica). MZ: Mycoplasma
zalophi; MZD: M. zalophidermidis; MC: M. sp. CSL7529-conjunctiva; MM1: M. sp.
Mirounga ES2805-ORL; MM2: M. sp. Mirounga ES2774-NASSP4 (91% - ISR); ML:
M. lipofasciens ATCC 35015 (78% - ISR). P y C: Peliculas y Cristales.

Especles Pruebas bioguimicas
Glucosa  Mancsa  Arginina Urea Tetrazollum PyC

MZ + = + - - =
MZD + = + - . +
mC + - L - - _
MM1 - - it " - _
MMm2 - - + - - _
ML + - + - R +

11.3.2 INVERTEBRADOS Y PECES MARINOS

En la Tabla IlI-17 se muestra las especies de invertebrados y peces marinos
utilizados en el estudio de identificacion de mollicutes. NUmero total de muestreos,
ejemplares y de muestras positivas a la presencia de mollicutes, especies identificadas y
porcién corporal donde fueron detectadas.
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Tabla 11I-17: Invertebrados y peces utilizados en el estudio de identificacion de
mollicutes. NUmero total de muestreos, ejemplares y de muestras positivas a la
presencia de mollicutes, especies identificadas y porciéon corporal donde fueron

detectadas.
Especies Mussireo N° de eJemplares Mollicutes Porcién
pe Total Positivos” identificados corporal
1€ 3 2 Spiroplasma sp° Individuos
enteros
Cnidaria/Pelagiidae 30V Individuos
C
Pelagia nocticula 2 2 2 Spiroplasma sp o rteros
3 B - - -
/Physaliidae " 3 ) _ _
Physalia physalis
1 3 - - =
- Esofago,
Mollusca/Octopodidae 2 1 1 el i
ﬂ e = v
Octopus vulgaris estémago
- Ojo,
3 3 2 ND' estomago
- Ojo
- Branquias
/Ommastrephidae Mycoplasma sp ‘
Todarodes sagittatus 1 2 2 "Myc-POTA™ - Branquuas €
intestino
1 8 - = =
Pisces/Moronidae 2 6
Dicentrarchus labrax 3 5 - - -
I/Scombridae 1 6 ~ _ i
Thunnus sp
/Soleldae 1 5 _ _ .
Solea senegalensis
1 8 - - -
2 4 - = -
ISparidae 3 7 - = -
S t - [
parus aurata 4 2 2 ND Branquias
- Intestino
5 13 - - -
1 17 - - -
2 20 - - =
g
Peces de fondo 3 2 = = =
B 2 - - -
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* La determinacion de las muestras positivas fue mediante una PCR a tiempo real especifica para la Clase
Mollicutes usando los cebadores indicados por Van Kuppeveld y colaboradores (1992).

" |a identificacion de las especies de mollicutes fue conforme a la similitud que presentaban del gen ARNr
165 y/o la region enfre los genes ARNr 165 y 235 (ISR). Las secuencias fueron comparadas con
especies conocidas empleando la aplicacion BLASTR.

“ En estos muesireos fueron hechos “pool” de 20 6 40 individuos por muestra, ufilizando ejemplares
enteros.

* La determinacion de la especie fue conforme la similitud que presentaba segun un fragmento del gen
ARNr 165, utilizando los cebadores indicados por Spergser y colaboradores (2002).

* El primer muestreo fue realizado con ejemplares congelados (més de un mes a -20 °C); mientras que el
segundo y tercero, utiizando ejemplares frescos que fueron sacrificados en ese momento.

" ND: No determinada debido a la poca cantidad de ADN disponible.

“ Diferentes especies de peces de fondo colectadas muertas después de la erupcidn de un volcan
submarino cercano a la isla canaria de “El Hierro".

11.3.2.1 Peces marinos

Se detectaron mollicutes con la PCR a tiempo real en dos muestras provenientes
de dos doradas (Sparus aurata) de los 112 peces muestreados y de un total de 334
muestras. Los positivos provenian en uno de los peces de la muestra de branquias y en
el otro, de intestino (Tabla IlI-18, Figura 1lI-22). Fue imposible obtener un crecimiento
puro en medio de cultivo liquido o en placa de alguno de ellos, debido a que las
muestras estaban contaminadas con una especie sin identificar de Vibrio sp.

Tabla I11-18: Detalle del origen, estado de desarrollo, especies y nimero total y de
muestras positivas de los peces empleados en el presente estudio.

. . N° de ejemplares N° de
Origen Estado de desarrollo Especies Total Positivos® aislamientos
Dicentrarchus labrax 19 0 0
Acuicultura Juvenil Thunnus thynnus 6 0 0
(GIA, Gran Canaria) Solea senegalensis 5 0 0
Sparus aurata 83 2 0
Isla “El Hierro” Juveniles y adultos Peces de fondo ¢ 43 0 0
Total 112 2 0
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? La determinacion de las muestras positivas fue mediante una PCR a tiempo real especifica para la clase
Mollicutes usando los cebadores indicados por Van Kuppeveld y colaboradores (1992).

® Los ejemplares provinieron de cultivos experimentales del Grupo de Investigacion en Acuicultura —GIA
del IUSA.

“ Diferentes especies de peces colectadas muertas después de la erupcién volcanica submarina en las
cercanias delaisla canaria de “El Hierro™.

Myc-PULPO PG (86 °C)
Myc-PULPO PE (86 °C)

70

60 i Dorada 4.2 — INTESTINO
S0 (86,5°C)
5 0 Dorada 4.6 - BRANQUIAS
S a2 (86.5°C)
$
v 20
10
0 e

-10
62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96 98 100

Temperatura de fusion (°C)

Figura IlI-22: Curva de disociacion obtenida por PCR a tiempo real usando
cebadores especificos para la deteccién de mollicutes basados en un fragmento del
gen ARNr 16S (Van Kuppeveld et al., 1992). Las flechas indican las curvas de su
mismo color correspondientes a las muestras positivas a la presencia de
micoplasmas: Myc-PULPO (PG y PE) y las muestras de intestino y branquias de dos
ejemplares de dorada (Sparus aurata) y sus respectivas temperaturas de fusion (°C).
C+: control positivo (M. mycoides subsp. capri (Y-GOAT)) y C-: control negativo

(agua).
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111.3.2.2 Invertebrados marinos

A través de la PCR a tiempo real fueron detectadas muestras positivas a la
presencia de mollicutes en cultivos provenientes de P. noctiluca, pulpo y pota. Los
cultivos habian sido mantenidos un mes a 18 °C, en sistema de cultivo anaerébico
(excepto las provenientes de P. noctiluca) y sin ningin tipo de manipulacion.

111.3.2.2.1 Medusas

En P. noctiluca, cuatro de un total de cinco muestras provenientes de dos
muestreos diferentes fueron positivas a la PCR a tiempo real, verificandose a través de
la secuencia de un fragmento del gen ARNr 16S (Spergser et al., 2002) que todas ellas
tenian un 99% de similitud con Spiroplasma sp. En la Tabla IlI-19 se detalla la secuencia
parcial del gen ARNr 16S de la muestra Med2-4. El porcentaje de similitud de la
secuencia parcial del gen ARNr 16S entre los cuatro aislamientos fue del 100%. En la
Figura IlI-23 se observa la comparacion de dicha secuencia de dos de las muestras
provenientes de los dos primeros muestreos (Med2-4 y Med5A). El tercer muestreo, que

incluia a 4 muestras, resulté negativo.

El crecimiento del Spiroplasma sp. en medio de cultivo liquido fue verificado a
través del aumento de turbidez y su cambio de color, que pasé de rojo a naranja rojizo
aunque muy sutilmente, siendo dificil de ser apreciado. Para verificar que su crecimiento
se mantenia en medio liquido se realizaron PCR’s a tiempo real a los subsecuentes
subcultivos. A pesar de crecer en medio liquido y mantenerse en el tiempo, Spiroplasma

sp. no crecid en medio sélido, por lo que no se pudieron visualizar colonias.
Debido a la poca cantidad del ADN extraido de Spiroplasma sp. no fue posible

determinar su perfil de DGGE ni determinar la secuencia del gen ARNr 16S completo, ni

ISR, asi como tampoco fue posible caracterizarlo bioquimicamente debido a presentar
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un crecimiento lento y a que no era claro el cambio de color de los medios bioquimicos

utilizados.

De las 15 carabelas portuguesas (Physalia physalis) divididas y analizadas en
tres grupos, ninguna dio un resultado positivo a la PCR a tiempo real ni al crecimiento.

Tabla IlI-19: Secuencia de un fragmento del gen ARNr 16S de Spiroplasma sp.
detectado en ejemplares de medusa, Pelagia noctiluca, y su porcentaje de similitud
con otras especies

Secuencia Similitud’

Eragmento del gen ARNr 165

TGATGGAGCAAT GCCGCGTGACT GAAGACGGTCTTCGGATTGTAL

AGGTCTGTTGT AAGGEAAGAATAGTAAGTATAGGAAATGATACTTA
TTTGACGBTACCTTACCAGAAAGCCACGBECTAACTATGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACATAGGTGGCAAGCGTTATCCGRATTTATTGE o @ SPiroplasma sp. MUF0301 HM598634.1
GCGTAAAGCGTGCGCAGACGGTTTAACAAGTTTGEGGETCAAATCT
TGGAGCTCAACTCCAGTTCGCCTTGAAMACTGTTAAGCTAGAGTG  99% Spiroplasma melliferum clone 16 KFT06372.1
TAGGAGAGGTCGATGGAATT CCATGTGTAGCGGTGAATGCGTAG
ATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGETCGACTGGCCTAT _
CACTGACGTTTAGGCACGAAAGCGTAGGGAGCAAATAGGATTAGA 9% Spiroplasma sp. MF0903 HMO37702.1
TACCCTAGTAGTCTACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGEA
CTAAGTTCGGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGAGT

La similitud fue obtenida comparando las secuencias de |la base de datos GenBank usando la aplicacion
BLASTRN
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Med5A EICAAATICCTGGAGCT CARCTCCAGTTCGCCT IGAAAACTGTTAAGCT AGAGTCTAGGAGAGGT COATGOAATTCCATGTGTAGCCCTGA
7% bl b El ) L1 L) & LEN e a8

Md2 4 Y | ol .l ol [ [ loo .o .o P | |

edzs— ATGCCTAGATATATCCACGAACACCAGTGGCCARGECCCTCEACTCECCTATCACTGACCTTTAGGCACCAAAGCCTAGCGAGCAAAT
Med5A |aTccoTaGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGARGGCGGTCOACTGGCCTATCACTGACGTTTAGGCACGARAGCGTAGGGAGCAAATA

LN "3 LN @ 330 L 24 sac L 14
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Med2 -4 EGATTAGATACCCIAGTAGTCTACGCCCIAAACGATGAGIACT AAGTGTCGGACTARGT T CGRTGCIGCAGCTAACGCAT TARGTACIC
Med5A ATTAGATACCCTAGTAGTCTACCCCCTAAACGATGACTACT AAGTCT CGGACT AACT TCCETCCTGCAGCTAACGCATTAAGTACTC

Med2-4
Med5A

CCTGAGT
CCTGAGTAGTATGCT CGCAA

Figura 111-23: Alineamiento de la secuencia parcial del gen ARNr 16S amplificado
con los cebadores indicados por Spergser y colaboradores (2002) de dos muestras
de medusas. Cada una de ellas proviene de un muestreo diferente y son 100%
similares.

111.3.2.2.2 Cefalépodos

En la Tabla IlI-20 se muestra los resultados de deteccién de micoplasmas con
PCR a tiempo real y el aislamiento a partir de las muestras tomadas de siete pulpos. Se
detectdé en 7 de las 36 muestras y se aislo en 3 de ellas. Los mollicutes cultivados
procedieron todas del mismo animal (el n° 2) y del es6fago (PE), glandula digestiva (PG)
y estdmago (PSt). Los tres aislamientos se clonaron, para poder proceder luego a su
andlisis. Sin embargo, el aislamiento PSt no pudo ser analizado debido a que su cultivo

no estaba puro sino mezclado con otra(s) especie(s) de bacteria(s), a pesar de haberse
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filtrado el cultivo. En la Figura IlI-24 se puede observar colonias de la cepa de
micoplasma Myc-PULPO aislada de eséfago.

Tabla 11I-20: Resultados de las muestras obtenidas de pulpo. El primer namero
indica el muestreo en el cual fue obtenido el ejemplar y el segundo, su ndmero
individual. V: muestras positivas a la presencia de mollicutes, determinada mediante
una PCR a tiempo real especifica para la clase Mollicutes basada en un fragmento
del gen ARNr 16S, adaptada de Van Kuppeveld y colaboradores (1992); X: muestras
negativas a la presencia de mollicutes; -: Porcion corporal no muestreada

Porcién corporal Ejemplares muestreados
muestreada 1.1 1.2 1.3 21 31 3.2 3.3 N°total
Branquias X X X X X X X 7
Esofago X X X v X X X 7
Estémago _ _ _ < X \ X 4
Glandula digestiva X X X N X X X 7
Intestino - - - X - - - 1
Testiculos . - - X - - - 1
Sifon - = = = X X X 3
Ojos - . - - X + ~ 3
Total: 33
Myc-PULPO Myc-POTA
A 2 i §
. ’ v * X
L - .
‘ v
|

Figura llI-24: Colonias de los mollicutes encontrados muestras tomadas en est6fago
(PE) de pulpo (Octopus vulgaris) (Myc-PULPO); y en branquias (5H) de pota
(Todarodes sagittatus) (Myc-POTA). 40X.
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En los dos ejemplares de pota analizados también fue verificada la presencia de
mollicutes, en las branquias de uno de ellos (5H) y en branquias (6H) e intestino (7H) del
otro. De tres muestras analizadas se aislaron micoplasmas en las tres. En la Figura

I11-24 se puede observar colonias de la cepa 5H de Myc-POTA.

A través de la ISR fue confirmado que las dos cepas de Myc-PULPO tienen el
mismo tamafo de producto de PCR y lo mismo ocurrié con las tres cepas de Myc-POTA.
El tamafio de producto de la ISR de Myc-PULPO fue ligeramente mayor que la ISR de
las tres cepas de Myc-POTA. Fue posible observar que los productos de ISR de PSt
eran varios tamafos confirmandose asi que estaba contaminado y no crecia en él sélo

micoplasmas (Figura 111-25).

A través de la secuencia de la ISR se confirmé que los aislamientos PE y PG de
Myc-PULPO eran iguales entre ellos (similitud de 100%). Los tres aislamientos Myc-
POTA (5H, 6H y 7H) también dieron un 100% de similitud entre ellos (Figura IlI-26),
mientras que su similitud con la ISR de Myc—PULPO fue del 72,1% (Figura llI-27).

#2000 pb

1500

Figura 111-25: Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR de la
ISR. En el gel A y B se encuentran las muestras de esodfago (PE) y glandula
digestiva (PG), y de estdmago (PSt), respectivamente, de un ejemplar de pulpo
comun (Octopus vulgaris). En el gel C se observan las muestras de branquias (5H) y
en branquias (6H) e intestino (7H) de dos ejemplares de pota (Todarodes sagittatus).
El marcador molecular de los geles Ay B es el mismo. El gel B se rige por el
marcador molecular del gel C.
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7H CITAATIGITGGACCGITACTAAAACTITATTIAAATAAGTA

Figura I1-26: Alineamiento de la secuencia de la ISR de las tres muestras de pota
5H (branquias), 6H (branquias) y 7H (intestino) provenientes de las proximidades de
la isla canaria de “El Hierro” donde fueron aislados mollicutes. Su similitud es del
100%, por lo que la especie de las tres muestras es denominada genéricamente
como Myc-POTA.
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MycPOTASH ATGCAGIACH--TCARCTTRARCETCA AGICIIA ACAATATA ARGCR CCTATCT .‘;i%
Myc.PULPO PE T \TGTAGTAAT \AATCCTATCITTCCCAY
b .2: ”: H ) m n in amn
T . ileesalsnaslasnalnasnlonaslanaalonaalonsalsane]
MycPOTASH Py CeRGTARTTC0TATGCTGARTGATAGOC AN 17| fTGEGaRT T 1] [FACCAATIRRATCT TG CIAGT T TTGAGAGT T TTAT] [ETCTCIAT
Myc-PULPOPE [aaceacTARTTCOTATACTGARTGATAGGE TITATGEGHIRTTITTGACCART] CTTGTHICTAGTTTITGAGAGTTTTATTCTCTICIAT

;.—GI.— G‘I-— .
"GI— 'I

Myc-POTASH ﬁ c
MycPULPOPE

MycPOTASH
Myc-PULPOPE

“aﬁiﬁi F
Myc-PULPO PE Cefag

G* A AARTAGATAACCTTAAGATATAAATCA
AR G’I AARTAGATAACCTTARGATATAAAT

Figura IlI-27: Alineamiento de la secuencia de la ISR de Myc-POTA 5H y Myc-
PULPO PE. Su similitud es del 72,1%.

Al realizar el BLAST search de las secuencias de las ISR de Myc-PULPO y Myc-
POTA se observé que s6lo se calcularon los porcentajes de similitud con un 16-18% de
la secuencia, dando Myc-PULPO una similitud del 85% con Mycoplasma spumans
(AY762642.1) y Myc-POTA un 73% con M. conjunctivae (FM-864216.2). La similitud de
la ISR entre las cepas 5H de Myc-POTA y PE de Myc-PULPO es del 72,1%. Los
fragmentos de secuencias se corresponden con dos zonas conservativas de la ISR, Box
Ay Box B. En la Figura IlI-28 se puede observar el cromatograma de la parte de la
secuencia de Myc-POTA analizada por la aplicacion BLASTn. Debajo se muestra un
alineamiento de parte de la secuencia ISR de micoplasmas aviares donde pueden

observarse dichas zonas.
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Ihbsel b aanea
AG c GAAAACTGAATAGEC

et d bbb re b vrres bbb a bbb tedreve vt daed b bl

'
CTAGC GAGAG A < ¢ <

G

Gen ARNr 168 BoxB Box A Gen ARNr 23S

Figura 111-28: Cromatograma de la parte de la secuencia de Myc-POTA analizada
por la aplicacion BLASTn. Este fragmento de la secuencia se corresponde con dos
zonas conservativas de la ISR, Box A y Box B. Debajo se muestra un alineamiento
de parte de la secuencia ISR de micoplasmas aviares donde pueden observarse

dichas zonas.

La secuencia del gen ARNr 16S se obtuvo para la cepa PE y su BLAST search
dio como resultado una similitud del 88% con Mycoplasma molare (NR_041931.1), asi
como con otros micoplasmas relacionados. También se secuencié el gen ARNr 23S,
mostrando un 96,6% de similitud entre ambas especies. La secuencia completa de los
genes ARNr 16S y 23S de la cepa Myc-PULPO (PE), ademas de su ISR se encuentran
en la Tabla 1ll-21. El analisis de la secuencia incompleta del operébn ARNr dio como

resultado una similitud del 87% con M. mobile y M. pulmonis, entre otros.
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La secuencia del gen ARNr 16S se obtuvo para las cepas 5H y 6H, dando una
similitud del 100% entre ellas Figura IlI-29. Mientras que su BLAST search dio como
resultado una similitud del 87% con Mycoplasma molare (NR_041931.1), como con otros
micoplasmas relacionados. También se secuencié el gen ARNr 23S. La secuencia
completa de los genes ARNr 16S y 23S de la cepa Myc-POTA (5H), asi como su ISR e
ISR2 se encuentran en la Tabla 11l-22. El analisis de la secuencia incompleta del operén
ARNr dio como resultado una similitud del 87% con dos cepas de M. crocodyli y M.

mobile, entre otros.

En la Figura I11-30 se puede observar el alineamiento de las secuencias del gen
ARNr 16S de las cepas PE y 5H de Myc-PULPO y Myc-POTA, respectivamente. La
comparacién entre las secuencias dio un porcentaje de similitud del 98,6%. Al comparar
las secuencias que incluian los genes ARNr 16S y 23S ademas la ISR y parte de la
ISR2, la similitud disminuy6 a 94,4%. Hay que destacar que Myc-POTA presenta una
region intergénica entre los genes ARNr 23S y 5S, sin embargo, Myc-PULPO no tendria
el gen ARNr 5S a continuacion del 23S, por lo que no existe una regidn intergénica
propiamente tal (Figura 111-31). La longitud de las secuencias conseguidas fue de 5.298
pares de bases para Myc-POTA 'y de 5.035 para Myc-PULPO.
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Tabla IlI-21: Secuencia del gen ARNr 16S, ISR y gen ARNr 23S de Myc-PULPO PE
proveniente de pulpo (Octopus vulgaris) y su porcentaje de similitud con otras
especies.

CTGGCTCAGGATGAACGCTGGC TGTGTGCCTAATACATGCATGTTGAACGAAGC TAAAAGTGCTTGCACTTTAAGACTTAGTAGCGAATGGG TGAGTAACAC
GTACTTAACCTACCCCCAAGTTTOGGATAACGTTTGGAAACGAACGC TAATACCGAATACGTATTTGAATCGCATGATTTAAATATAAAAGGAGCTTCGGCTT
CGCTAGGGGATGGGAGTGCGCTACATTAGTTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGACTATGATGTATAGCGGGGCCGAGAGGC TGATCCGCCACACTG
GGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCCACAATGAACGAAAGTTTGATGGAGCGACACAGCGTGCAGGATGAAGGT
CTTCGGATCOTAAACTGCTGTTATAAGGGAAGAAAAACTCTAGTAGGTAATGAC TAGAACTTGACGGTACCTTATCAGAAAGCGACGGCTAACTATGTGCCA
GCAGCCGCOGTAATACATAGGTCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAG TTCGTAGGTGGTCTTGTCAGTCTGAAGTTAAAGCCCGGGGCTCA
ACCCCOGCCCOCTTTGGATACTGCAAGACTAGAGTATTAGAGAGGTTAGTGGAACTCCAAGTGAAGC GG TGGAATGCGTAGATATTTGGAAGAACACCAAT
GGCGAAGGCAACTAACTGGCTAATAACTGACACTGAGGAACGAAAGCGTGGO TAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC TGTAAACGATGATC
ACTAGACGGTAGAGOATTTACTGTCACAGCTAACGCATTAAGTGATCCGCCTGAGTAGTATGC TCGCAAGAGTGAAACTTAAAGGAATTGACGGGGACCCG
CACAAGCGOTGOAGCATGTGGTTTAATTTGAAGATACGCGGAGAACCTTACCCACTCTTGACATCTTCCGCAAAGCTATGGAGACATAGTGGAGGTTAACG
GAATGACAGATGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG TTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAGT
GOTGGGGACTCTAGGGAGACTGCCTGGGTAACCAGGAGGAAGG TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCTCTTACGAGTGOGGCAACACACGTGCTACAA
TOGGAGATACAGAATGACGCAATATGGTGACATGGA GCAAATCACAAAAATCTCTC TCAGTTCGGATCGAAGTCTGCAAC TCGACTTCGTGAAGTTGGAATC
GCTAGTAATCGTAGGTCAGCTATACTACGGTGAATACGTTCTCOGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGGAGC TGGTAATGCCCOAAGCTGGTTT
ATTAACTTCGGAGATGACTGTCTAAGGCAGGACCGGTGACTGGGOTGAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACGAGAACGTGOGGATGGATCACCTCCTTTCTA
TGGAGTACACATCACTTTTTAGGTCAGTACAAGTCTTAATAATGTAGTAATTTAATTACAATATATGG TTAAGCAAAAATCCTATCTTTCCCAAGGCAACGAGTA
ATTCGTATGC TGAATGATAGGCGAGTTTTATGGGGTATTTTTGACCAATACTATCTTGTATCTAGTTTTGAGAGTTTTATTCTCTCTATATAGTTCTTTGAAAAC
TOAATAGCAGACATTTATGTAATAATGTTGAACATC TTT TTAAGATATTTAATG TAATTACATCG TCATG TTTACTTTTGCTTATTTTAAGC TTAAGTAAATATAAC
AAAAMCCAATAAMACAACAATATTCATGTATTTATATATGAATATAACAACAACAGAATTCGTGTATATTAATATAC TAGAATTTGATC TCAATAAAAAAATAAAA
TTAAAACTTTTAAAGTTTTAACAATTTTCGTTTTAAATAAAATAGATAACCTTAAGATATAAATCATAGGTCTGACATTAAGTCAGATCGTTACAAACTTATTAAA
TAAGTAAGAGTGAGTGOTGAATGCC TTOGGTC TGGAAGTCGATGAAGGACG TGATTACCTGCGATAAGCATTG TGGAGC TGGATATACGC TATGAAACAAT
GATTTCCGAATGGGGAAACCCAGCTGGATTAATCTCCAGTTACTCCCAACTGAATACATAGG TTGGGTAGAGATATACCTTGTGAACTGAAACATCTTAGTAG
CAAGAGGAAAAGAAAATAAATAATGATTCCG TCAGTAGC GGC GAGCGAACGC GGAAGAGGCCAAACCAGC TTTTAGCTGGGGTTGTAGGACAGCTTTTATG
AGTTACAAAACTTATGTATAGAAGAATTACCTGGAAAGOTAAGCCAAAGAGGGTGATAGCCCCGTACTTGAAATGCATAAGACTCTTAGC TGTATCCTGAGTA
GGGCGGOGCACGTGAAACCCTOTTTGAATCCGCCGGGACCACCCOOTAAGCCTAAATACTAACCAGACACCGATAGTGAACAAG TACCGTGAGGGAAAGG
TOAAAAGAACCCCOTGAGGOCGAGTGAAATAGATTC TGAAACCGCTTACTTACAAGTAGTCAGAGCCCOTTAATGGGTGATGGCGTACATTTTGCAGTATGGT
CCOGCGAGTTATGTTTGCGTGCAAGG TTAAGTGGAAAAAAGCGGAGCCOTAGAGAAATCOAG TCTTAATAGGGCGCCCAGTACGTAGATATAGACCCGAAA
CCAGGTGATCTATCCATGAGCAGGC TGAACGTTAGG TAATACTAACTGGAGGGCCGAACCAGAGTACGC TGAAAAGTGCTTGGATGACTTGTGGATAGC GO
TGAAATTCCAATCGAACCTGGATATAGCTOGGTTCTCTTCGAAATAGCTTTACGGCTAGCGTTGTGTGTTAAGTAG TGGAGGTAGAGCACTGAATGTGGGATG
GCCOCOCCTAGCGOTACTGACTACAATTAAAC TCCGAATGCCATTATGTATTTGCACAGCAGTCAGAACATGGG TGATAACGTCCATGC TCGCGAGGGAAA
CAACCCAGATCGTCAGCTAAGGTCCCTAAATTGTGTTAAGTGAGAAAGGTTGTOGGGTTTCACAAACAGC TAGTATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTA
AAGAGTGCGTAACAGCTCACTAGTCAAGAGACCCTGCGCCAATAATGTAACGGGACTAAACACAATACCGAAGCTACGGACTTCCATTTATGOGAGTGGTA
GGAGAGCGTTCTTGTCAGCACTGAAGTCAGACCGTGAGGACTOGTGGAGCGGCAAGAAGTGAGAATGCCGGAATGAGTAACGATTGAAGGTGAGAATCCT
TCACGCCTATTGGGGAAGGTTTCCTGGGCAAGGTTCGTCCACCCAGGGTTAGTCGGGACCTAAGGC GAGGCCGAATGGCGTAGTCGATGGACAACAGGTT
GATATTCCTGTACTTCCGCTAGAGTGATGGAGTGACGGAGAAGGATAATACTACCACTTAATGOATTGTGOGOGTAAGCAGTAAGAGGG TCAAGTAGGCAAAT
CCOCTTGATTTTAACCTTGAGCTGTGACGCATAGGGAAAGC TTCOGCGATTACCGAATTGTATGATTTCATGC TTCCAAGAAAAGCTTCTAACATTTAATCTA
GTTGGAACCCGTACCGAGAACGGACACACGTCCCCAAGATGAGTATTCTAAGGC GAGCGAGATAACCATTGTTAAGGAACTCTGCAAAATGACCCCGTAAG
TTAGCOAGAAGGOGTGCTCATATAAGACAATTTATTGTAATAAAGTGAGCCGCAGTGAAAAGTGAGGGGC GACTGTTTACCAAAAACACAGCTTTGTGCTAA
ATCGCAAGATGAAGTATACGAGGTGACGCCTGCCCAGTGCCCGAAGGTTAAGTTGAAGTGTTAGCATTAGCGAAGCTCTGATATGAAGCCCGGGTGAACGG
COGCCOTAACTATAACGG TCCTAAGGTAGCGATAATTCCTTG TCGGCTAATTACCGACCTGCACGAAAGGCGTAACGATCTCTCAGC TGTCTCAACAACGGA
CTCGGTGAAATTATAGG TACCAGTGAAAACGCTGGTTACCCGCATCAAGACGAAAGACCCCOTOGAGCTTTACTACAGGTTTTGTATTGTTATTTGGC TAAA
CATGTGTAGGATAGGTGGGAGACTTTGAAACTTGGACGCTAGTCTAAGTGGAGTCATCCTTGAAATACCACCCTTGTTTAGTTGAATAACTAACTTGCCACCA
TTATCTGGTGGGAGGACAGTGCATGCTGGGTAGTTTGACTGOGGGCGGTCGCCTCC TAAAATG TAGCGGAGGCGCTCAAAGATACCCTCAGTACGGTCAGA
AACCGTACGTAGAGCGCAAAGG TAAAAGGGTGTTTGACTGTGAGACC TACAAGTCGAGCAGG TGCOAAAGCAGGACTTAGTGATCCGGCOGGTTCCTIGTG
GAAGGGCC GTCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCCGGGGATAACAGGCTTATCTTCCCCAAGAGATCACATCGACGGGAAGGTTTGGCACCTCGATGTC GG
CTCATCGCATCCTGGAGCTGOAGTCGGTTCCAAGGGTTGGGCTGTTCGCCCATTAAAGC GG TACGCGAGC TGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGT
CCCTATCTGATGTGGOGCGTTGGATTATTGATGAGAGCTGC TCTTAGTACGAGAGGACCGGAGTGGACATACCACTGOTGTTCCAGTTGTCCC GCCAGGGGC
ATAGCTGGGTAGCCAAGTATOGAAAGGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGC GGGAAGCCTCCTCAGAGATGAATAATCCC TTGAAATTCCTTGTAGACGACG
AGGTTGATAGGCTGGAAGTGTACGTGTAGCGATACATTTAGC TGACCAGTACTAATAAATTGAACGGTTTAATAAGTGATCTATATTTTAGGTTATCTATTTAA
ACGGTACGTCACAAAACATACCCAAACAAACAATC TAATATTCAGTTT

Similitud™ 87% Mycoplasma mobile 163K AE017308.1

87% Mycoplasma mobile 163K strain 163K NR_076218.1
87% Mycoplasma pulmonis (strain UAB CTIP) AL445565.1

“La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacién
BLASTNn
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Tabla [11-22: Secuencia del gen ARNr 16S, ISR, gen ARNr 23S y ISR2 de Myc-
POTA 5H proveniente de pota (Todarodes sagittatus) y su porcentaje de similitud
con otras especies.

TGGCTCAGGATGAACGCTGGCTGTGTGCCTAATACATGCATG TTGAACGAAGCAAMAGTGCTTGCACTTTAGACTTAGTAGCGAATGGGTGAGTAACACGTA
CTTAACCTACCCCTAAGATTGGGACAACGTC TOGAAACGGACGCTAATACCGAATACGTATTTGAATCGCATGATTTAAATATAAAAGGAGC TTCGGCTTCAC
TAAGGGATGGOAGTGCGCTACATTAGTTAGTTGG TAGGGTAATGGCCTACCAAGAC TATGATG TATAGC GG GGCCGAGAGGC TGATCCGCCACAC TGGGA
CTGAGATACGGCCCAGACTCCTAC AGCAG ATTTTCCACAATGAACGAAAGTTTGATGGAGCGACACAGCGTGCAGGATGAAGGTCTT
CGGATCGTAACTGCTGTTATAAGGGAAGAAAAACTTTGGGAGG TAATGCCCAGAACTTGACGGTACCTTATCAGAAAGCGACGGC TAACTATGTGCCAGC
AGCCGCOGTAATACATAGGTCGCAAGCGTTATCCGOAATTATTGGGCOTAAAGAGTTCGTAGGTGGTC TTGTCAG TCTGAAG TTAAAGCCCGGGGCTCAAC
CCCOGCCCOCTTTGGATACTGCAAGACTAGAGTATTAGAGAGG TTAGTGGAACTCCATGTGAAGCGGTGGAATGCG TAGATATATGGAAGAACACCAATGG
CGAAGGCAACTAACTGGC TAATAACTGACAC GAAAGC TAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATCAC
TAGACGGTAGAAGATTTACTGTCACAGC TAACGCATTAAGTGATCCGCCTGAGTAGTATGC TCGCAAGAG TGAAACTTAAAGGAATTGACGGGGACCCGCA
CAAGCGGTGOAGCATGTGG TTTAATTTGAAGA TACGCGGAGAACCTTACCCACTCTTGACATCTTCCGCAAAGCTATGGAGACATAGTGGAGGTTAACGGA
ATGACAGATGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTAGTTACCAGCAAGTAATGT
TGGGGACTC TGCC C CGACGTCAAATCATCATGCCTCTTACGAGTGGGGCAACACACGTGCTACAATG
GGAGATACAGAATGACGCAATATGG TGACATGGAGCAAATCACAAAAATCTCTCTCAGTTCGGATCGAAGTCTGCAACTCGACTTCGTGAAGTTGGAATCGC
TAGTAATCGTAGGTCAGCTATACTACGGTGAATACGTTCTCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGGAGCTGGTAATGCCCGAAGCTGGTTTATT
AACTTCGOAGATGACTGTCTAAGGCAGGACCGOTGACTGGGG TGAAGTC GTAACAAGGTATCCCTACGAGAACG TGOGGATGOATCACCTCCTTTCTATGG
AGTACATCAACTTAAAGGTCAGTACAAGTCTTAATAATGTAGTAATTTATTACAATATATGG TTAAGCAAAAATCCTATCTTTCCCAAAAGCAACGAGTAATTCG
TATGCTGAATGATAGGCGGATTTATGGGOCATTTTGACCAATGCCAATCTTGTGTCTAGTTTTGAGAGTTTTATCTC TCTATGATAGT TCTTTGAAAACTGAAT
AGCAGACATAAAGTATGTAACAACGTTAAATATCATTAGATTTTTAACAGC TTACATCGAGTCACACCATTATTGGTATTTTTTAAMTGC TAATAATGAGTGTA
ACAAACCAATAAAACAACAACAGTATTCATATGTATTTATATATATGAGTACGATCTCAAGATAAAATTTAAAATATTCGTATTTTAATTTTCGTCATTGATAAAT
AAATCAAAATAGATAACCTTAAGATATAAATCAAAAATAGGTCCAACTTAATTGTTGGACGTTACTAAAACTTATTAAATAAGTAAGAG TGAG TGGTGAATGC
CTTGGOTCTOGAAGTCGAAGAAGGACGTGATTACCTGCGATAAGCATTGTGGAGC TGOATATACGC TATGAAACAATGATTTCC GAATGGGGAAACCCAGC
TAGATTAATCTCTAGTTAC TACCAAC TGAATACATAGGTTGGTCAGAGATACACGCTGTGAACTGAAACATCTTAGTAGC AGCAGGAAAAGAAAATAAATAAT
GATTCCOTAAGTAGCGGCGAGC GAACGCGGAGGAGGCCAACCGACTTTTAGTCGGGGTTGTAGGACAGTTTTTATGAGTTACAAMACTTATGCATAGAAG
AATTACC AAAGGTAAGCCA TAGCCCCGTAATCGAAATGCATGAGACTCTTAACTGTATCCTGAG TAGGGCGGGGCACGTGAAACCCTG
TCTGAATCCGCCGGGACCACCCGOTAAGCCTAAATACTAACCAGACACCGA AACAAGTACC AAGG TGAAAAGAACCCC
GTGAAATAGATTC TGAAACCGCTTACTTACAAGTAGTCAGAGCCCOTTAATGGGTGATGGOGTACATTTTGCAGTATGGTCCOGCGAGTTATGTTTGCGTGE
AAGGTTAAGTGOAAAAAAGCGOAGCCGTAGAGAAATCGAG TCTTAATAGG GCGACTAGTACGTAGACATAGACCCGAAACCAGGTGATCTATCCATGAGCA
GOGTGAACGTT, AACTAACC -CGAACC ACGCTAAAA TCGGATGACTTGTGGATAGCGGTGAAATTCCAATCGAACCTGG
ATATAGCTGGTTCTCTTCOAAATAGCTTTACGGCTAGCGTTGTGTGTTAAG TGGTGGAGGTAGAGCACTGAATGTGGAATGGCCGCGCCTAGCGGTACTGA
CTACAATTAAACTCCGAATGCCATTATGTATTACACAGCAG TCAGAACA TAACGTCCATGCTCGL AACAACCCAGATCGTCAGCTAAGG
TCCCTAAATTGTGTTAAGTGAGAAAGGTTGTGGGG TTTCACAAMCAGCTAGTATG TTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGAGTGCGTAACAGCTCACTA
GTCGAGAGACCCTGCGCCAATAATGTAACGGGACTAAACACAATACCGAAGCTACGGACTTCCATTTA GTTCTTGTCAGCACT
GAAGCCAGACCGTGAGGAC TGO TGGAGCGGCAAGAAGTGAGAATGC COGGAATGAGTAACGATTGAAGG TGAGAATCCTTCACGCCTAT AGGTTT
CCTGGGCAAGGTTCGTCCACCCAGGG TTAGTCGGGACCTAAGGC GAGGCCGAAAGGC GTAGTCGATGGACAACAGGTTGATATTCCTGTACTTCCGCTAG
AGTGATGGAGTGACGGAGAAGGATAATAC TACCACTTAATGGATTG TGGGGTAAATAGTAAGATGG TCAAG TAGGCAAATCCGCTTGGC TTAACATTGAGCT
ATGACGCATAGGOAAAGCTTCOGCGATTACCGAATTGTATGATTTCATGC TTCCAAGAAAAGCTTCTAACATTAATCTAGTTGGAACCCGTACCGAGAACGG
ACACACGTCCCCAAGATGAGTATTCTAAGGCGAGCGAGATAACCATTGTTAAGGAACTC TGCAAAATGACCCCGTACGTTCGCAAGAAGGOGTGC TCAACT
CAGTGAGCCGCAGTGAAAAGTGAGGGGCGACTGTTTATCAAAAACACAGCTTTGTGC TAAATCGCAAGATGAAGTATACGAGGTGACGCCTGC CCAGTGTC
COAAGGTTAAGTTGAAGTGTTAGCATTAGCGAAGC TCTGATATGAAGCCCGGA TGAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGG TAGCGAAATTCCTTG
TCOGCTAATTACCGACCTGCACGAAAGGC GTAACGATCTCTCAGC TGTCTCAACAATGGACTCGGTGAAATTATGGTACCAGTGAAAACGC TGGTTACCCG

CATCA AMGACCCC TTTACTACAGGTTCGTATTGTTATTTGGCTAAACATGT TAGG TTTGAAGCTATAACGCTAG
TTATAGTGGAGTCATCCTTGAAATACCACCCTTGTTTAGTTGACTAACTAACTTGCCACCATTATC TGGTGGOAGGACAGTGCGTGCTGGGTAGTTTGACTG

GGGCGGTCGCCTCCTAAA GCTCAA “CCTCAGTACGGTCAGAAACCGTACGCAGAGC GCAAAGG TAAAAGGG TGCTTGACTGT
GAGACCTACAAGTCGAGCAGGTGCGAAAGCAGGACTTAGTGATCCGGCGGTTCCTTGTGOAAGGGCCGTCOCTCAACGGATAAMAGC TACCCCOGGOATA
ACAGGCTTATCTTCCCC, “ACATCGAC A TTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCGCATCC TGGAGC TGGAGTCGGTTCCAAGGGTTGGG
CTOTTCOOOCATTAAMOOOTACOCMG:'000MNWGWMWTATCMNWOWOM"AWWTOCE
TTAGTAC! ATACCACTGGTGTTCCAGTTGTCCCGCCAGGOGCATAGC TGGGTAGCCAAGTATG GAAAGGATAACCGCTGAMMG

CATCTAAGCGGGAAGCCTCCTCAGAGATGAATAATCCC TTGAAATTCCTTG TAGACGACGAGG TTGATAGGC TGGAAGTGTACG TGTAGCGATACATTTAGC
TGACCAGTACTAATAAATTGAACGGTTTAATAAGTGATCTAAATCTTAGG TTATCTATTGAAACGG TACGTCACAGACAAACCAATGAAGAATC TGCTATTCAG
TTTTGAAAGAACTAGAAACAAATGACC TATAAAGGTCCTTTTTTTTTCGCCTTTTTAAGGC GATACAAGCGTTTTGTCAACTAAATAG TATAAAGAGATGATAAT
AAAAAACAACAGCCTAATAAGGTATCTGTTGTTTATAATGATTTTAATAAAATTATAAATATAATC TTC TGTATCATCAATAAGATTAATATCAGCTATTTTCATT
AAAGATTCATGAGAGTTAGGGACTGCAACAGTGGTTCCAGCAACTTTAAACATTGAAATATCATTTGOAGCATCTCCAAAGACCATTGTTTTATTAATATCTAT

AACCCAT

Similitud: 87% Mycoplasma crocodyli MP145 CP001911.1
87% Mycoplasma crocodyli MP145 strain MP145 NR_076737.1
87% Mycoplasma mobile 163K AE017308.1

'La similitud fue obtenida comparando las secuencias de la base de datos GenBank usando la aplicacion
BLASTn
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Myc-POTASH J RCC ATICAG \G2
! CCCAAACH ATTCAGTTTTCRAAGAA

Myc-PULPO PE |ATAA

Myc-POTA 5H [TF.GA.R}-.CAA}\T ACCTAT
Myc-PULPO PE

1% 200

210 222 230 240 as0 260 27

ACTGCAACAGTGGTTCCAGCAACTTTARACATTGAAATATCATTITIGGA

Myc-POTASH [[2AT:
Myc-PULPO PE

Myc-POTA 5H t—""C\.r_—_—G ACCATTGTTTTATTAATATCTATAACCCAT]
Myc-PULPO PE

Figura 111-31: Alineamiento de la secuencia de la region intergénica entre los genes
ARNr 23S y ARNr 5S (ISR2) entre Myc-POTA 5H y Myc-PULPO PE.

Las secuencias del gen ARNr 16S de ambas especies fueron utilizadas para la

construccion de arboles filogenéticos, con el objetivo de establecer su grado de

parentesco. En la Figura 1lI-32 se puede observar la posicion de Myc-PULPO y Myc-

POTA con respecto a representantes de los grupos filogenéticos y en el caso del grupo

M. hominis, los representantes de sus “clusters” también estan incluidos.

El crecimiento en medio de cultivo liquido de las dos especies provenientes de

cefaldpodos fue verificado a través del aumento de turbidez y su cambio de color, que

pasd de rojo a color amarillo. El crecimiento se mantuvo constante en los sucesivos

subcultivos en el tiempo. Myc-PULPO y Myc-POTA mostraron un buen crecimiento en

placa y colonias tipicas de micoplasmas (Figura ll1-24).

158



Capitulo lll: Microorganismos de la Clase Mollicutes en organismos marinos

umom crocodyh, (AFTT)
hantss, (AF221121)

_I I_{:_mem

Mycoplasma indwnse, (AF 125560)
Mycoplasma orale, (AYT96060)

00— M. bovis

L M lipophylum

synovia.seq

Wmml”lh&ﬂpmm
Mycopiasma agasizi, ( )
el % M. equigenitalium
Mycoplasma pulmonis, (AF 125582)
Mycoplasma dap, :mmn:wm' Mo _
wwmw': u::mnu; | pulmonis
I , (NB2669]
Uhcopiama bovcad, (L) 1% Myc-POTA
WWM:F :I‘J;:;D: I_
opsm co, (AFSI081) 100 L Myc-PULPO
Mycoplatma cricetul, (AF412978)
Mycoplawma neurolybcum, (M23044) .
Ww'wunim 100 — M. gypis
Mycoplasma molace, (AF538643)
e st 12580 wl M hominis
I-lpwim wuahi, (AF412988)
Myc.BULPO (ARE, FACT1A12) M. neurolyticum
4'-Mvc POTA (ARB A470DECA) )
75 M sualvi
M pneumoniae
66
M m.m.SC
Anaeroplasma
Asteroleplasma
Clostridium.seq
—
0.02

Figura 111-32: Arboles filogenéticos en base a las secuencias del gen ARNr 16S y
con el método de Neighbor-Joining (1000 replicaciones), donde se muestra la
posicion de los micoplasmas aislados de cefalépodos Myc-PULPO y Myc-POTA

representantes de los grupos filogenéticos y en el caso del grupo M. hominis, los
En el recuadro se muestra un detalle de las

representantes de sus “clusters”.

especies mas cercanas.
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El perfil DGGE de Myc-PULPO y Myc-POTA es mostrado en la Figura 111-33. Se
puede observar que el perfil es igual entre las diferentes cepas de Myc-PULPO vy entre

las de Myc-POTA, pero diferentes entre ellas.

Figura I11-33: Electroforesis en gel de DGGE de productos de una PCR especifica
para la clase Mollicutes basada en un fragmento del gen ARNr 16S (McAuliffe et al.,
2005) provenientes de muestras tomadas en esofago (PE) y glandula digestiva (PG)
de pulpo (Octopus vulgaris) (Myc-PULPO); y en branquias (5H y 6H) e intestino (7H)
de dos potas (Todarodes sagittatus) (Myc-POTA).

Su caracterizacion bioguimica es mostrada en la Tabla 1lI-23 mientras que su
rango de crecimiento, considerando temperatura de cultivo y temperatura vs salinidad del
medio de cultivo se puede ver en las Tabla 1ll-24 y 11I-25, respectivamente. En base a
estos resultados el medio de cultivo se reformulé al 3% de sal y la temperatura elegida
para aislar micoplasmas de invertebrados paso de ser 18 °C a 25 °C.

El analisis histologico de las branquias y glandula digestiva de pota no mostro

ninguna evidencia de patologia o dafio celular que pudiese ser atribuido a algun tipo de
infeccién bacteriana o de otra naturaleza (Anexo V.4.3).
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La Tabla 1lI-26 muestra el resumen de todas las muestras positivas e
identificadas, asi como las secuencias utilizadas para la identificacion de mollicutes en

cada grupo de organismos.

Tabla I1I-23: Caracterizacion bioquimica de micoplasmas (Myc-PULPO y Myc-POTA)
provenientes de muestras obtenidas en eséfago (PE) e glandula digestiva (PG) de
pulpo (Octopus vulgaris); y en branquias (5H y 6H) e intestino (7H) de dos potas
(Todarodes sagittatus). P y C: Peliculas y Cristales.

Pruebas bioquimicas

Espocies Muestra Glucosa Manosa  Arginina Urea Tetrazolium PyC

Myc-PULPO PE i + = - s -
PG L + - - - -

Myc-POTA 5H + + = = = -
6H + + + - - -
TH + + + B - -

Tabla IlI-24: Crecimiento a diferentes temperaturas de cultivo de micoplasmas (Myc-
PULPO y Myc-POTA) provenientes de muestras obtenidas en eso6fago (PE) de pulpo
(Octopus vulgaris); y en branquias (5H) de pota (Todarodes sagittatus).

Temperatura de cultivo (°C)

Especies Muestra 1 10 B 25 30 37
Myc-PULPO PE + + + + - -
Myc-POTA 5H + + + + = -
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Tabla 111-25: Crecimiento a diferentes salinidades y dos temperaturas de cultivo (18
°C y 25 °C) de micoplasmas (Myc-PULPO y Myc-POTA) provenientes de muestras
obtenidas en eséfago (PE) de pulpo (Octopus vulgaris); y en branquias (5H) de pota
(Todarodes sagittatus).

Temperatura de cultivo: 18%C Salinidades (piv)

Especies  Muestra 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 0 55 6
Myc-PULPO PE - - + + I + E + & + - - .
Myc-POTA  5H - + + + + + + + i +

Temperatura de cultivo: 25°C Salinidades (pv)

Especies  Muestra 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 ] 55 6
Myc-PULPO  PE - - + o+ 4 oo+ v+ 44 : 5
Myc-POTA  5H - - + + + + + + + + +

Tabla 11I-26: Nimero de muestras analizadas (total, de positivas e identificadas) por
cada grupo y la secuencia utilizada para la identificacion especifica de mollicutes en

ellas.
N° de muestras® Secuencia util izad::nmloa"iic(i;ﬁlt'::icacién especifica
Grupos Totales  Positivas® Identificadas ISR Fﬁgln;:u: ":':g' ‘;';';’ ISR2
ARNr 16S
Cetaceos 432 32 11 7 4 2 - -
Pinnipedos 80 56 56 56 - - - -
Medusas 12 4 4 - 4 - - -
Cefalopodos 36 9 5 5 - 3 2 2
Peces 334 2 - - - - - -
Total 894 103 76 68 8 5 2 2
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 Estan consideradas todas las muestras cogidas por cada ejemplar.

® La determinacién de las muestras positivas fue mediante una PCR a tiempo real especifica para la clase
Mollicutes basada en un fragmento del gen ARNr 16S, adaptada de Van Kuppeveld y colaboradores
(1992).

© Corresponde al fragmento del gen ARNr 16S amplificado con los cebadores indicados por Spergser y
colaboradores (2002).

[11.4 DISCUSION

l1.4.1 DE LA METODOLOGIA EMPLEADA

La metodologia de trabajo fue adecuada y en concordancia con la utilizada en
estudios similares de deteccién de mollicutes en organismos acuaticos (ver Seccion 1.3.4
“Mollicutes y organismos acuaticos”). El detalle del crecimiento y cultivo de las especies
trabajadas aqui sera detallado mas adelante, sin embargo se puede decir que fue
posible detectar mollicutes en el 11,5% de las muestras (103 muestras positivas de un
total de 894), aunque no cultivar todas ellas, algo que también ha sido descrito en
trabajos similares. La recogida de muestras siempre se efectué en forma rapida y limpia
y el tiempo, temperatura y condiciones de su incubacién siempre fueron controlados. La
experiencia de nuestro grupo de investigacién sirvié en todo momento para tal control y
en la toma de decisiones durante todos los procesos de procesamiento y cultivo de las

muestras y de deteccién e identificacion de los mollicutes encontrados.

La PCR atiempo real y los cebadores utilizados se mostraron apropiados para la
deteccion de mollicutes en las muestras de organismos marinos. Basados en las
pruebas realizadas para validar el método fue posible verificar que se detectaba su ADN
incluso si en la misma muestra habia material genético de otras bacterias (ver Capitulo
I1). El siguiente paso se correspondié con la identificacién especifica del mollicute
detectado. Normalmente la identificacion de mollicutes se basa en la secuenciacion del
gen ARNr 16S (Woese et al., 1980; Johansson et al., 1998). Su ventaja es la gran
cantidad de informacion que hay recogida en bases de datos publicas, aunque como
desventaja encontramos que para obtener la secuencia del gen ARNr 16S virtualmente

completo (unos 1.500 nucledtidos) necesitamos enviar a secuenciar tres productos de
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PCR. Hay que sefialar también la aportacion del Dr. Dmitriy V. Volokhov (Center for
Biologics Evaluation and Research, Food and Drug Administration, Rockville, U.S.A)
quien tiene varios estudios de mollicutes en mamiferos marinos; que nos sugirié en una
comunicacién personal el uso del gen de la subunidad 3 de la ARN polimerasa (rpof3)
para la caracterizacion de los mollicutes que detectaramos. Este gen no fue utilizado en
esta tesis, aunque no se descarta analizarlo en un futuro, debido a que no hay tantas
secuencias de este gen y su longitud es mayor que el gen ARNr 16S, por lo que se
necesitarian mas productos de PCR para conseguir su secuencia completa. Volokhov
también ha utilizado la ISR en la caracterizacion e identificacion de especies de
mollicutes (Volokhov et al., 2012). En este estudio se optd como primera opcién para la
identificacion de los mollicutes detectados en los organismos estudiados por secuenciar
la ISR, debido a su alta fiabilidad, y a que tales secuencias estan disponibles online
(BLASTNn) y que sélo es necesario un producto de PCR para obtener su secuencia
completa. El inconveniente encontrado en este paso se debid, como vimos en el Capitulo
Il, a la sensibilidad de la PCR y a la poca cantidad disponible de ADN en muchas de las
muestras. Si bien era suficiente para ser detectada por la PCR a tiempo real, no lo era
para la obtencion de productos amplificados de buena calidad de la ISR por PCR
convencional que pudieran ser secuenciados. Por otro lado, a pesar de que cada
muestra era filtrada y el medio de crecimiento no era especifico de mollicutes, aunque
contenia un antibiético B-lactamico, hubo muestras en las que crecié algun otro tipo de
bacteria o se detectaba su ADN; lo que se reflejaba en los productos que se amplificaban
en esa PCR, debido a que tampoco era especifica para mollicutes, conseguia amplificar
la ISR de cualquier bacteria (datos no mostrados en los resultados). En tales casos, y
debido a la mezcla de productos amplificados de diferentes especies, era imposible
obtener un buen producto que pudiera ser secuenciado. Algo similar acontecia con dicha
secuencia en los mollicutes del género Acholeplasma, que al poseer al menos dos
copias de la ISR de diferente tamafio y composicion, no pudo ser secuenciada. En
ambos casos, ya fuera por tener poco ADN o por tener mas de un producto amplificado,
se recurrié a la amplificacion de un fragmento de 580 pb del gen ARNr 16S, utilizando los

cebadores y protocolo PCR especificos para mollicutes recomendado por Spergser y
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colaboradores (2002) y cuya sensibilidad y especificidad fue evaluada en el Capitulo Il.
Como se comprob6, es bastante sensible y conseguia detectar ADN de mollicutes y
obtener productos de una calidad razonable que podian ser secuenciados asi como se
muestra en la Tabla IlI-26. Hubo, sin embargo, y fueron la mayoria, muestras en las
cuales no fue posible obtener productos de calidad y no pudieron ser finalmente
identificados, aunque si confirmarse que correspondian a la clase Moallicutes. Cuando los
resultados fueron interesantes, se disponia de la cantidad de ADN adecuada y fue
posible econémicamente, se secuenciaron ademas los genes ARNr 16S y 23S y la

ISR2.Las secuencias del gen ARNr 16S se utilizaron para realizar andlisis filogenéticos.

Con el propésito de intentar obtener mas ADN y asi productos amplificados de
buena calidad, se utilizé el kit de amplificacion de ADN lllustra GenomiPhi V2 DNA
Amplification Kit (GE Healthcare Life Sciences), el cual puede copiar genomas enteros
(Holbrook et al., 2005). Este kit fue probado en muestras de medusas donde se habia
detectado una especie de Spiroplasma, sin embargo, y a pesar de obtener més cantidad

del ADN original a través del kit, no fue posible obtener productos puros de mollicutes,

l1.4.2 DE LOS MAMIFEROS MARINOS ESTUDIADOS

I11.4.2.1 Cetaceos

De los 72 ejemplares de cetaceos muestreados, 22 fueron positivos a la
presencia de mollicutes. El 7,4% del total de 432 muestras obtenidas fueron positivas y
el 34,3% de estas ultimas fueron identificadas (Tabla 111-26). El 63,3% de las muestras
positivas fueron tomadas de ejemplares que no habian sido congelados, porcentaje que
disminuy6é con el aumento del tiempo de congelacion, siendo de sélo el 22,7% los
positivos de muestras mantenidas en congelacion por 2 dias; y del 14% restante, de
muestras mantenidas en congelacion entre 10 dias y 2 meses. Estos numeros
mostrarian que la congelacién de los ejemplares podria disminuir la probabilidad de
detectar e identificar los mollicutes presentes, debido, seguramente, a la destruccion
celular durante todo el proceso de congelacion y descongelacion. No hay que olvidar que
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para mantener bacterias en congelacion es esencial el uso de algun protector criogénico
(inositol, glicerol) para evitar dicho dafio. El tiempo de congelacion no influyé en la
obtencion de la cantidad de ADN necesario para obtener buenos productos de PCR e
identificar las especies de mollicutes a través de su secuenciacion génica, de hecho, no
parece haber ningun tipo de relacién una vez que fue posible identificar a través de la
secuencia de la ISR Mycoplasma sp. CSL7529-conjunctiva en la muestra de ano de un
delfin comun (Delphinus delphis) que permanecié congelado un mes. Por el contrario, de
algunas muestras que fueron tomadas de ejemplares que no habian sido congelados no
se obtuvo la cantidad de ADN suficiente para la obtencion de productos de PCR de
buena calidad que pudieran ser secuenciados. En cuanto al estado de conservacion de
los ejemplares muestreados, la mitad de las muestras positivas provino de aquellos
definidos como “frescos” (conservando la integridad de los érganos y tejidos) y la otra
mitad de aquellos “autoliticos” (en el inicio del proceso de putrefaccion con la integridad

de los érganos y tejidos disminuida).

El protocolo de recogida de las porciones corporales muestreadas fueron boca,
0jo, espiraculo, mama (hembras), pulmones, zona genital (pene, testiculos, vulva o
Gtero) y ano, ademas, en caso de encontrar alguna singularidad o sefiales de infeccién
también era muestreado el 6rgano o tejido afectado. Lo mas comun fue detectar ADN de
mollicutes en una sola de las muestras tomadas de cada ejemplar, siendo el sitio mas
comun el pulmén, donde se localizd el 19,3% de las muestras positivas, seguido de las
muestras obtenidas en mama (16,1%) y ano (12,9%). El 9,7% de las muestras positivas
provinieron de la boca, ojo, espiraculo o vulva; por el contrario, sélo el 3,2% de las
muestras positivas provino de oido o articulacién. Que el sitio mas comuin donde se
detecten mollicutes sean los pulmones concuerda con lo encontrado por Foster y
colaboradores (2011) y Mc Laughlin y colaboradores (No publicado, GenBank:
FJ233097), quienes trabajando con muestras obtenidas de marsopa comun detectaron la
mayor parte de los mollicutes en los pulmones de los individuos muestreados,
identificando a M. phocicerebrale y Mycoplasma sp. (GenBank: FJ233098-FJ233100).

Por otro lado, en heces de marsopa sin aleta (Neophocaena phocaenoides
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asiaeorientalis) fueron detectadas dos especies de Mycoplasma sp. y 47 secuencias de
clones de Ureaplasma sp. (Mc Laughlin et al.,, 2012), indicando supuestamente su
presencia en intestino y/o ano, lo que también coincidiria con lo observado en la
presente tesis, donde un porcentaje importante de mollicutes fue detectado en muestras
de ano. Cabe sefialar, adicionalmente, que en el rifion de zifio de Sowerdy (Mesoplodon
bidens) y de marsopa comin fueron detectados micoplasmas, asi como también en el
bazo de esta ultima. En el protocolo original de toma de muestras del presente estudio
no fueron considerados estas dos porciones como sitios de muestreo, sin embargo, en
alguno de los individuos si fueron tomadas, aungque no fueron positivas a la presencia de
mollicutes. Por otra parte Poveda y colaboradores (2009), identificaron M. opalescens y
M. phocirhinis en la vagina y Utero, respectivamente, de un delfin de dientes rugosos
Steno bredanensis, al trabajar con ocho ejemplares varados en las Islas Canarias. El
cultivo de ambas especies fue llevada a cabo en un medio PH, y fue posible la
observacion de colonias asi como su identificacion a través de la secuencia de su ISR.
La presencia de M. opalescens se cree que es una contaminacién de la sala de

necropsias, ya que es un micoplasma que solo ha sido aislado en perros.

Hubo algunos ejemplares en los que se detecté ADN de mollicutes en mas de
una de las porciones corporales muestreadas, como en el caso de un delfin mular
(Tursiops truncatus) que presenté mollicutes en el pulmén, vulva y ano; un cachalote
pigmeo (Kogia breviceps), en ojo y espiraculo; un cachalote (Physeter macrocephalus),
en boca y mama, y en un zifio de True (Mesoplodon mirus) que presenté Acholeplasma
axanthum AJ311394 (93% - gen ARNr 16S) en el ojo y pulmén. Sélo en este Ultimo caso
fue posible verificar que la especie de mollicute detectado en ambos sitios de muestreo
era el mismo. En los restantes ejemplares no fue posible determinar si el ADN detectado
correspondia a la misma especie en todas las muestras o era de mollicutes diferentes.
Esto fue debido a la poca cantidad de ADN obtenido que permiti6 determinar la

presencia de mollicutes pero no fue suficiente para determinar su especie.
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En los cetaceos estudiados los sitios méas frecuentes donde fueron detectados
mollicutes se corresponden con aquellos en que en mamiferos terrestres también son
encontrados, por ejemplo, en los pulmones de estos Ultimos se puede encontrar
mollicutes, algunos que son patégenos de rumiantes (Nicholas et al., 2008), porcinos
(Poveda, 2012) e, incluso, humanos (Giono-Cerezo et al., 2012). Asimismo, en la mama
de rumiantes (Jasper et al., 1987; Darzi et al., 1998) se ha detectado mollicutes que
pueden producir mastitis. Por Ultimo, son varios los estudios que también localizan
mollicutes en el intestino de ratones (Giebel et al., 1990), rumiantes (Awan et al., 2009) y
humanos (Rivera-Tapia, 2004), siendo asociados en este Ultimo caso con la enfermedad
de Crohn (Roediger, 2004). Como se ve, todos pueden estar asociados a enfermedades.
En cetaceos no se ha podido aclarar el papel que juegan los mollicutes en la produccion

de enfermedades.

El estudio anatomopatolégico de los cetaceos varados fue llevado a cabo por
miembros de la Divisibn de Histologia y Patologia Animal, que son quienes
consideraran la presencia de los mollicutes detectados en el presente trabajo y la uniran
a sus observaciones al momento de estudiar y/o publicar sus hallazgos. De esta manera,
serd posible hacer una valoracién mas completa y real de la condicién sanitaria de los

ejemplares.

Un resultado interesante de analizar es la deteccibn de Mycoplasma sp.
Phocoena C-264-GEN (97% ISR y 99% gen ARNr 16S) en dos ejemplares adultos de
delfin listado (Stenella coeruleoalba). En una hembra, el micoplasma fue detectado en la
glandula mamaria y vulva; mientras que en un ejemplar macho lo fue en el oido, ojo,
pulmén, abertura genital y en la articulacion atlanto-occipital con artritis (Figura 111-1C). El
andlisis anatomopatolégico resultante de las necropsias (Tabla 111-27) muestra que las
diferencias entre ambos ejemplares son principalmente su estado nutricional, bueno en
la hembra y pobre en el macho, y la evidente artritis proliferativa en la articulacion del
macho, sitio donde también se aislé el micoplasma. A pesar de que el papel que puede
jugar esta bacteria no esté claro es necesario considerar la condicion nutricional pobre
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que presenté el macho, lo que podria ser un signo de un proceso patolégico o una
condicion de estrés, llevando consecuentemente a una baja respuesta inmune; ademas,
de la artritis proliferativa presente. Ambas condiciones podrian ser factores de riesgo que
llevasen a la proliferacion del micoplasmas en tantos tejidos del macho. En el caso de la
hembra, su buena condicion nutricional y estado fisiolégico podrian haber impedido una
proliferacién corporal generalizada, aunque su causa de muerte también fue finalmente
por encefalitis. Hay que considerar que algunos micoplasmas pueden actuar como
inmunodepresores permitiendo la entrada y desarrollo de otras enfermedades (Weisburg
et al., 1989; Neimark et al., 2001), sobre todo cuando el hospedador esta sometido a
condiciones de estrés (Rosendal, 1988; DaMassa et al., 1992). Por otra parte, se han
asociado algunas especies de Mollicutes a la produccién de artritis en mamiferos
terrestres: M. leachii en vacas (Hum et al., 2000; Manso-Silvan et al., 2009); M.
agalactiae en caprinos y ovinos (Brown et al., 2010F) o M. hominis, M. fermentans y
Ureaplasma spp. en humanos (Brown et al., 2010F; Gwee y Curtis, 2014). En cetaceos,
sin embargo, los estudios realizados hasta ahora han asociado la artritis con la presencia
de la bacteria gram-negativa Brucella ceti (Guzman-Verri et al., 2012), como por ejemplo,
en la articulacién escapulo-humeral de un macho juvenil de delfin listado varado en
Costa Rica, que presentaba “osteoartritis fibrinopurulenta con infiltracion severa del fluido
sinovial macréfagos y neutréfilos” (Gonzalez-Barrientos et al., 2010); en la articulacion de
un delfin comun (Delphinus delphis) (Davison et al., 2013); y en la articulacion de la aleta
de un delfin del Atlantico (Lagenorhynchus acutus) que presentaba severas lesiones, y
donde esta bacteria estaba presente en una gran concentracién (Dagleish et al., 2007).
Seria recomendable la realizacién de estudios que considerasen la identificacion en
conjunto de mollicutes y Brucella ceti para ver si existe alguna relacion entre ellas como

agentes causantes o0 asociados a procesos artriticos.
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l1.4.2.2 Pinnipedos de la Antértica

Es la primera vez que se estudia la presencia de mollicutes en pinnipedos de la
Antartida. Trabajos realizados anteriormente se han centrado en pinnipedos del
hemisferio norte (Geraci et al., 1982; Giebel et al., 1991; Ruhnke y Madoff, 1992;
Higgins, 2000; Haulena et al., 2006; Volokhov et al., 2010 y 2011), incluso algunos
residentes en el artico, existiendo sélo un estudio en una especie del hemisferio sur, en
el que fueron muestreados ejemplares de lobo marino australiano (Lynch et al., 2011).
Como un dato curioso se puede mencionar el trabajo de Franzmann y Rohde (1992) los
gue describen por primera vez un mollicute aislado en territorio antartico. A través de
pruebas bioquimicas de cultivo, fotos de electroscopia electrénica y analisis de ADN, se
consiguié describir una bacteria tipo-micoplasma presente en un ecosistema

metanogénico en el lago antértico Ace Lake.

Las muestras colectadas en Isla Decepcidn son originarias de un gran proyecto
que considera el estudio de las poblaciones microbianas presentes en pinnipedos
antarticos. Fue posible identificar micoplasmas en 56 de las 80 muestras de pinnipedos,
identificando seis especies de micoplasmas (MZ, MzZD, MC, MM1, MM2 y ML). La
mayoria de los ejemplares presentd sélo un tipo de micoplasma, con excepcién de dos
ejemplares de lobo marino cada uno de los cuales present6 dos tipos de micoplasmas.
En la boca de uno de ellos fue detectado Mycoplasma zalophi (MZ) mientras que en el
otro fue M. sp. CSL7529-conjunctiva (MC), y en la vagina de ambos fue detectado M.
zalophidermidis (MZD).

Solamente MZ fue detectado en las tres especies de pinnipedos muestreadas en
el presente estudio, y casi exclusivamente en muestras bucales. Es interesante notar
gue los restantes resultados muestran una distribucion diferenciada entre los
micoplasmas y los hospedadores donde fueron identificados. MZD y MC, por ejemplo,
fueron detectados exclusivamente en las muestras de vagina de lobo marino, sin
aparecer en muestras de foca de Weddell o de elefante marino. Esto podria deberse al
menor nimero de muestras obtenidas de estas dos especies, lo que disminuiria la
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probabilidad de detectarlos, sin embargo, cuando se observa el caso inverso, esto es, las
especies encontradas en foca de Weddell y elefante marino y no en lobo la explicacién
podria ser otra. Tedricamente, y debido al mayor nimero de muestras obtenidas,
existiria una mayor probabilidad de encontrar los mollicutes presentes en la especie, con
todo, los resultados muestran que M. sp. Mirounga ES2805-ORL (MM1), M. sp. Mirounga
ES2774-NASSP4 (91%-ISR) (MM2) y M. lipofasciens ATCC 35015 (78%-ISR) (ML)
estuvieron presentes exclusivamente en boca y vagina de foca de Weddell y elefante
marino y no en lobo. Tal observacion puede llevar a concluir que a pesar de la aparente
similitud entre estas tres especies, existiria alguna diferencia a nivel de especie o hasta
de familia taxonémica (Otariidae y Phocidae) que influenciaria la distribucion de sus

respectivos micoplasmas.

Los estudios realizados con pinnipedos del hemisferio norte muestran una
distribucién similar a la observada aqui: MZD y MC fueron detectados en dos especies
de otaridos: en boca y pulmones de lobo marino australiano; no siendo obtenidas
muestras de vagina para compararlas con el presente estudio (Lynch et al., 2011) y en
boca, fosas nasales y pulmones de leén marino californiano (Haulena et al., 2006), y en
ninguna especie representante de la familia Phocidae. Por el contrario, MM1 y MM2 han
sido detectados exclusivamente en el focido Mirounga angustirostris, el elefante marino
del norte y no en Otéaridos (Volokhov et al., 2001), coincidiendo con lo observado en la
presente investigacion. El caso de MZ es diferente, ya que el presente es su primer
registro en fécidos, habiendo sido detectado anteriormente solo en otaridos y no en este
grupo. Por otra parte, ML fue encontrado sélo en fécidos en el presente estudio, no

existiendo registros anteriores de algiin micoplasma similar en pinnipedos.

Un detalle adicional e interesante es que los micoplasmas encontrados en
ambos hemisferios son los mismos, Mz, MZD, MC, MM1 y MM2 son encontrados en el
norte y sur a pesar de la distribucion, aislamiento y separacion geografica de sus
hospedadores. Esto podria significar que la relacion micoplasma-hospedador
probablemente es muy antigua, anterior, incluso, a la separacion especie especifica de
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este grupo de mamiferos. No obstante, lo que llama la atencién es que en el presente
estudio no fueron detectados los micoplasmas mas comunmente encontrados en
pinnipedos, M. phocidae, M. phocirhinis y M. phocicerebrale (Giebel et al., 1991;
Kdnigsson et al., 2001; Lynch et al., 2011; Volokhov et al., 2011), ni ureaplasmas que
también han sido detectados en ledn y elefante marino del norte (Volokhov et al.,
2012B). Tal ausencia no puede ser asociada a ningun factor en especial sino solo a que
el nimero de muestras es poca como para detectar la presencia de estos mollicutes o a
gue realmente su distribucion no abarca a los pinnipedos antarticos como hospedadores.
Llama la atencion también que MC haya sido detectado también en una muestra de
delfin comudn, Delphinus delphis; debido a que ambos grupos de muestras fueron
trabajadas en periodos de tiempo diferentes, no puede asociarse a algun tipo
contaminacion cruzada. Foster y colaboradores (2011) identificaron M. phocicerebrale en
los pulmones de marsopa comun, por lo que la aparicién de la misma especie en

pinnipedos y cetaceos seria posible.

El papel de los mollicutes en pinnipedos no esta del todo claro. Por ejemplo,
Lynch y colaboradores (2011) indica que el 72% de los ejemplares de lobo marino
australiano muestreados tenia en sus fosas nasales tres especies de micoplasmas: M.
phocae, Mycoplasma sp. (GenBank: EU714238) y MZ, los que por encontrarse en
individuos sanos y en un porcentaje tan alto fueron considerados como parte de la
poblacion bacteriana normal en este pinnipedo. En el presente estudio la especie mas
frecuente fue MZ, apareciendo en las fosas nasales del 42,5% de los ejemplares
muestreados y en la vagina del 2,5%. Sin embargo, este micoplasma también fue
encontrado y asociado a la presencia de lesiones subdermales y musculares, asi como a
artritis y linfadenopatia en ejemplares del leén marino californiano (Haulena et al., 2006),
y era transmitido tedricamente a través de la mordedura entre los individuos, por lo que
si bien puede formar parte de las poblaciones bacterianas residentes, bajo ciertas
condiciones, como una laceracion que destruye la barrera epidérmica MZ podria
comportarse como un agente oportunista y provocar lesiones (Haulena et al., 2006).

Adicionalmente, MZD y MC también han sido asociados a dafios en le6bn marino
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californiano. El primero, a abscesos subdérmicos en ejemplares adultos y el segundo, a
posibles abortos debido a su presencia en los pulmones de los fetos, aunque los autores
de tal estudio no tenian pruebas concluyentes y solo elucubraban acerca de los efectos
sobre el hospedador. Lamentablemente, no tuvimos acceso a informaciéon acerca del
estado nutricional y/o sanitario de cada pinnipedo, por lo que no pudimos observar ni

inferir acerca de la presencia de mollicutes y los posibles efectos sobre su hospedador.

111.4.2.2.1 Uso delalSRy DGGE

Debido a la gran cantidad de muestras de pinnipedos trabajadas (80) y
considerando el alto costo que conllevaria su proceso de identificacién a través de
secuenciacion se pensé en utilizar la ISR para agrupar las muestras y para seguir la
identificacion solamente con algunos representantes. Las muestras so6lo pudieron
agruparse en dos grupos, aquellas que en la electroforesis mostraban una banda de un
producto amplificado de 300 pb y otra, proxima a 400 pb. Después de secuenciar
algunas muestras de ambos grupos se verificO que eran especies de mollicutes
diferentes que presentaban el mismo tamafio de banda, por lo que se optd por usar otra
parte del genoma para su agrupacién. Para esto fue escogida y utilizada la técnica de
DGGE, basada en un fragmento del gen ARNr 16S. La eleccién de esta técnica estuvo
fundamentada por los trabajos encontrados en bibliografia (Fischer y Lerman, 1983;
Muyzer et al., 1993; Lerman y Beldjord, 1999; Mcintosh et al., 2008) asi como por
algunos estudios realizados anteriormente por nuestro grupo, en los cuales fue posible
detectar y observar diferencias incluso entre especies de mollicutes muy proximas,
debido a su capacidad de separar secuencias que presentan variaciones minimas. Por
ejemplo, a través de esta técnica Suarez-Pérez (2012) consiguié agrupar especies de
mollicutes encontrados en aves silvestres, observando un tamafio de banda diferente
para cada micoplasma encontrado, permitiéndole la agrupacién de las muestras de

forma satisfactoria.
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En el presente estudio fue posible agrupar en cuatro grupos las muestras de
acuerdo al perfil de bandas pero no de diferenciar todas las especies detectadas. MZD,
ML y MML1 presentaron bandas a diferentes alturas y patrones bastante faciles de
diferenciar y reconocer. Sin embargo, y a pesar de las diferencias que existen en las
secuencias del gen ARNr 16S entre MZ, MC y MM2, el fragmento de este gen utilizado
para DGGE fue igual entre estas especies. Las tres mostraron un patron de doble banda
con la misma altura y misma separacion entre ellas, siendo imposible su diferenciacion.
Hay que destacar que los autores que describen esta técnica con el par de cebadores
utilizados en nuestro estudio, McAuliffe y colaboradores (2005), consiguieron diferenciar
por su perfil de bandas DGGE tres micoplasmas de pinnipedos: M. phochirhinis, M.
phocicerebrale y M. phocidae, sin embargo, se hace evidente que si se quiere aplicar
esta técnica en estudios con pinnipedos de la antértica, donde se encuentra otras
especies de mollicutes, es necesaria la busqueda de otro fragmento dentro de este gen u
otra region del genoma (gen ARNr 23S, ISR, etc.) que permita una separacion clara y

simple de las especies a través de la observacion de su patrén de bandas.

[11.4.3 DE LOS PECES E INVERTEBRADOS MARINOS

11.4.3.1 Peces

De los 112 peces muestreados soélo las muestras de dos ejemplares juveniles de
Sparus aurata fueron positivas a la PCR a tiempo real especifica para mollicutes, con
una temperatura de fusion de 86,5 °C; con todo no fue posible aislar ninguno de ellos.
Una de las muestras provino de las branquias de una dorada y la otra, del intestino de
otra. El producto PCR de la ISR de ambas muestras fue muy débil y no fue adecuado
para su secuenciacién por lo que se recurrié a los productos amplificados con la PCR y
los cebadores MW28 y MW 29 sefialados por Spergser y colaboradores (2002). En este
caso si se obtuvieron productos amplificados de 580 pb de buena calidad, aunque la
secuenciacion mostr6 que el ADN predominante en branquias e intestino era
perteneciente a Vibrio sp y Allovibrio sp, respectivamente. Como parte de la

estandarizacion del método utilizado en la presente tesis fueron realizadas pruebas de
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especificidad e sensibilidad de cada par de cebadores. Los utilizados aqui, MW28 y
MW?29, mostraron ser sensibles a poca cantidad de ADN pero poco especificos,
amplificando ADN de otro tipo de bacterias diferentes de mollicutes, como el de Vibrio
anguillarum. Uniendo esto al hecho de que esta misma especie no es detectada por la
PCR a tiempo real (con una temperatura de fusion de 86,5 °C) usada se puede concluir
que si bien en ambas muestras si habia ADN de mollicutes, este no era predominante y
estaba en bajas concentraciones, razon por la que fue detectada por PCR a tiempo real,
pero no por la de la ISR. Finalmente, los cebadores MW consiguieron amplificar el ADN

de la bacteria que era mas abundante en la muestra pero no el de mollicutes.

Al inicio de las experiencias de la presente tesis fueron utilizados diferentes
medios de cultivo especificos para mollicutes, escogiendo el SP4-1l como el teéricamente
mas completo y adecuado para el aislamiento de nuevas especies de mollicutes,
basados en que en trabajos anteriores habia presentado muy buenos resultados.
Basandonos en la literatura utilizamos el medio elegido suplementado con cloruro
s6dico, a una concentracion de 1,5% al inicio (Stanley y Morita, 1968; Roman et al.,
2012); y de 3% posteriormente, debido al crecimiento y comportamiento de los mollicutes
marinos provenientes de pulpo y pota aislados en paralelo en nuestro laboratorio. Sin
embargo, y pese a todo lo anterior, no fue posible aislar los mollicutes ni cultivarlos, lo
gue podria ser debido a que el medio SP4-1l no cubre los requerimientos esenciales para
este tipo de mollicutes. Hasta ahora sélo se sabe de tres estudios en los que fue posible
cultivar mollicutes de peces: dos realizados con peces dulceacuicolas, uno donde fue
aislado M. mobile a partir de las branquias de tenca (Kirchhoff et al., 1987) y otro donde
se aisldé un Mycoplasma sp. del intestino de tres especies del salménido Thymallus spp.
(Sukhanova et al., 2014); y finalmente uno en el que se aislé un mollicute a partir de las
branquias del lenguado marino Microstomus kitt (Windsor et al., 2010). Este dltimo
estudio aln no ha sido publicado aunque si presentado en un congreso. El medio
utiizado fue el medio de micoplasmas comercial de Mycoplasma Experience
(http:/Mww.mycoplasma-exp.com/). En el estudio donde se consiguié aislar M. mobile,

fueron utilizados varios medios de cultivo, todos suplementados con una fuente de
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colesterol (suero bovino, equino u ovino) y un antibiético B-lactamico (penicilina) para
evitar el crecimiento de otras bacterias. Todos los medios utilizados permitieron que
creciera el micoplasma siendo el medio Hayflick, Friis y SP4 modificados, y un medio de
Urea. El mejor de ellos y que permitié el crecimiento éptimo del micoplasma fue el
primero, el medio Hayflick. La composicién de este medio es relativamente simple:
extracto de levadura, caldo de infusion corazén, suero equino, rojo fenol, penicilina y sal
sodica de ADN (heipha Dr. Miller GmbH. Disponible en: http://www.heipha.com/en-
393100) si es comparada con la del medio SP4-II utilizado aqui (Anexo V.2.2.2.3). En el
aislamiento de micoplasmas de los salmonidos Thymallus sp., también fue utilizado un
medio comercial de un kit indicado originalmente para la deteccién y crecimiento de M.
hominis (Mycoplasma-50, Instituto de Epidemiologia y Microbiologia Pasteur. Disponible
en: http://www.dntpasteur.ru/7-080102.html). Por lo visto, dicho kit fue utilizado sélo para
confirmar el crecimiento del micoplasma y su concentracion a las 24 h, pero no fue
utilizado para continuar con su cultivo, fase de la cual no se da ninguna informacion.
Observando el buen crecimiento de los mollicutes de agua dulce obtenido en medios de
cultivo normales de micoplasmas se puede pensar que tal vez las exigencias de

nutrientes es diferente para los mollicutes marinos.

Todo lo anterior lleva a pensar en la necesidad de perfeccionar o disefiar un
medio de cultivo que pueda ser utilizado con buenos resultados en el cultivo de
mollicutes de peces marinos y en general, de organismos acuaticos; basandose en la

informacién disponible en literatura.
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I11.4.3.2 Invertebrados

111.4.3.2.1 Medusas

El presente es el primer informe de la presencia de spiroplasmas y en general de
algin mollicute en medusas. Dentro del phylum Cnidaria, al cual pertenece este grupo de
organismos, han sido detectados mollicutes so6lo en corales, identificandose uno
candidato a ser una nueva especie: “Candidatus Mycoplasma corallicola”, que se cree es
una especie simbionte del coral Lophelia pertusa (Neulinger et al., 2008), asi como otros
en corales de aguas someras de Alaska (Penn et al.,, 2006) y en el coral Muricea
elongata (Ranzer et al., No publicado). En estos dos Ultimos casos no esta clara la
relaciébn que tienen con los mollicutes detectados. Finalmente, Work y Aeby (2011)
sugieren que los mollicutes podrian estar asociados a lesiones encontradas en corales,

aunque no hay pruebas de ello y es necesario estudiarlo méas a fondo.

En el presente estudio, por PCR fueron detectados mollicutes en cuatro de un
total de cinco muestras provenientes de dos muestreos diferentes de la medusa
luminiscente Pelagia nocticula (Pelagiidae). Por medio de la secuencia de un fragmento
del gen ARNr 16S fue posible determinar que todas las muestras positivas
correspondian a Spiroplasma sp. Inicialmente fueron cultivados en medio de cultivo SP4-
Il con 1,5% de cloruro sodico, para después utilizar uno con 3% de cloruro sédico,
basados en el mejor crecimiento que se obtenia con otros mollicutes marinos. Fue dificil
detectar el crecimiento en el medio liquido el cual se observé a través de la turbidez y el
sutil cambio de color del medio de cultivo de rojo a naranja rojizo, por lo que la presencia
del spiroplasma fue verificada a través de la PCR a tiempo real especifica de mollicutes
de cada subcultivo realizado. No hubo crecimiento en placa. A pesar de que el
spiroplasma crecio en liquido, tal crecimiento fue muy lento y dificil de observar. Esto
llevd a que, al igual que en las muestras de peces, la cantidad de ADN disponible fuera
insuficiente para poder amplificar productos de PCR (de la ISR o gen ARNr 16S
completo) con cantidad y calidad adecuadas para su secuenciacion. La identificacion en
este caso fue posible utilizando un fragmento del gen ARNr 16S con los cebadores y
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protocolo descrito por Spergser y colaboradores (2002). La falta de ADN suficiente
también impidi6 la determinacion del perfil DGGE de estos mollicutes.

Debido al crecimiento tan lento no pudo hacerse una caracterizacion bioquimica
de estas especies debido a que el cambio de color de los medios utilizados para esto no
era claro. Fue utilizado el medio de cultivo SP4-1l el cual permite el crecimiento de casi
cualquier tipo de mollicute, y cuyo medio base, el SP4, fue disefiado especialmente para
el cultivo de spiroplasmas (Tully et al., 1977). En el medio marino han sido detectados e
identificados previamente algunas especies de spiroplasmas, asociados a enfermedades
en crustaceos (Wang, 2011), los cuales han podido ser cultivados exitosamente
utilizando basicamente medios de cultivo especificos para este grupo: M1D (Williamson y
Whitcomb, 1975) o uno general, el R2, ambos sin cloruro sédico o al 2% de cloruro
sédico (Whitcomb, 1983; Nunan et al., 2004, 2005; Wang et al., 2005, 2011). El segundo
de ellos es similar al medio SP4-Il, teniendo entre sus componentes peptona, extracto de
levadura, glucosa, almidén ademas de piruvato de sodio, fosfato diacido de potasio y
sulfato de magnesio (Microbiological Media Database. Disponible en:
http:/mww.mbmdb.com /frontend/display.php?mid=151), suplementado como es usual
en este caso con suero bovino y algun antibiético B-lactamico. La composicién del medio
M1D es diferente, pues ademas de tener los componentes basicos para un medio de
cultivo de mollicutes como Bacto PPLO, Triptona y Peptona, glucosa, fructosa, sucrosa,
sorbitol, rojo fenol, suero fetal bovino y penicilina, también posee medio Schneider's
Drosophila, correspondiendo al 52% del volumen total del medio entero (National
Institute of Technology and Evaluation, Japon. Disponible en:
http://www.nbrc.nite.go.jp/NBRC2/ NBRCMediumDetailServlet?NO=400). Esta diferencia
en la composicion deberia teéricamente facilitar el crecimiento de los spiroplasmas, que
generalmente estan asociados a insectos, crustaceos e inclusive plantas (Brown et al.,
2010D y 2010E). En general, el crecimiento de spiroplasmas es dificil (“fastidious”) y
considerando los diferentes hospedadores que pueden tener, esti claro que tendran
diferentes exigencias y no es probable que un medio con una formulacién Unica pueda

ser Util para todas las especies. Existen, por ello, varios estudios en que se comparan y/o
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se desarrollan medios de cultivo mas especificos como el medio LD82, desarrollado para
spiroplasmas fitopatdgenos (Lee y Davis, 1983), o el H1, para un spiroplasma patégeno
de raton y conejo (Hackett et al., 1987); y los estudios de crecimiento en diferentes
medios de especies fitopatégenas (Jones et al., 1977) o asociadas a insectos (Moulder
et al., 2002).

Como dato interesante se puede destacar que también ha sido encontrado un
Spiroplasma sp. en el tracto digestivo del pulpo Octopus mimus, sin embargo, s6lo fue
detectado por la secuenciaciéon de su ADN y no pudo ser cultivado con éxito (lehata et
al., 2013).

Hasta la fecha de finalizacion de la presente tesis fueron realizados tres
muestreos de ejemplares de P. nocticula y uno de carabela portuguesa, Physalia
physalis del cual no se obtuvo ninguna muestra positiva a la presencia de mollicutes.
Actualmente, se ha continuado tomando muestras cada vez que se producen
varamientos de alguna de las especies, con el objetivo de conseguir mas aislamientos y
poder caracterizar e identificar definitivamente las especies de mollicutes presentes. De
hecho, se estd intentando el aislamiento de mollicutes de una nueva tanda de carabelas
portuguesas, se esta trabajando con cuatro muestras, cada una de ellas compuesta por
20-30 individuos. En un futuro se plantea la utilizacién de medios de cultivo diferentes al
empleado hasta ahora, para tratar de conseguir un mayor crecimiento de los
spiroplasmas aislados.

111.4.3.2.2 Cefalépodos

El presente estudio se corresponde con el primero en que se consigue aislar y
cultivar mollicutes provenientes de cefaldopodos. Fueron identificadas dos especies de
mollicutes: una en las branquias (5H) y en branquias (6H) e intestino (7H) de dos
ejemplares de pota (Todarodes sagittatus) encontrados muertos en las proximidades de

la erupcion volcanica submarina cerca del la isla canaria de “El Hierro” en 2011; y otra,
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detectada en el eséfago (PE), glandula digestiva (PG) y estémago (PSt) de un ejemplar
de pulpo comun (Octopus vulgaris) proveniente de un cultivo experimental. La primera

especie fue denominada Myc-POTA y la segunda, Myc-PULPO.

T. sagittatus es una especie de profundidad de relativa importancia comercial
que se distribuye desde el océano Artico hasta el Atlantico oriental, incluyendo el Mar del
Norte y el Mediterraneo. Habita normalmente entre los 400-800 m de profundidad,
llegando hasta los 2.500 m y migrando a la superficie de noche (Pierce et al., 2010). Los
estudios que se han realizado consideran aspectos ecoldgicos y de pesqueria pero no se
ha realizado alguno estudiando las poblaciones bacterianas asociadas a esta especie.
Por su parte, la distribucion del pulpo comuln abarca el mar Mediterraneo y ambas costas
del océano Atlantico, encontrandose hasta en el sur de Brasil, y en Sudéfrica, Senegal e
Islas Canarias. Es una especie bentdnica que vive cerca de la costa, a no mas de 200 m
de profundidad (Pierce et al., 2010). Debido a que tiene un gran valor comercial se han
realizado diversos estudios relacionados con su ecologia, explotacién pesquera, cultivo,
reproduccién, nutricion y patologias, entre otros aspectos, sin embargo, no existen
muchos estudios que describan el perfil de poblaciones bacterianas asociadas a él, a no
ser algunas patégenas. Se ha asociado Vibrio lentus a la aparicion de lesiones en los
brazos y manto de esta especie, produciendo la pérdida total de piel y la exposicién de
los musculos, ademas de colonizar érganos internos y llevar a la muerte del hospedador
(Farto et al., 2003). Adicionalmente, se ha identificado bacterias tipo-Rickettsiales como
los agentes que producen hipertrofia y necrosis celular en las branquias de este pulpo,
asi como a Pseudomonas sp. y bacterias tipo-Cytophaga como las causantes de dafio
celular (Castellanos-Martinez y Gestal, 2013). En otros cefalépodos se ha documentado
la presencia de poblaciones bacterianas de los géneros Shewanella,
Pseudoalteromonas, Vibrio, Colwellia, Cytophaga-Flexibacter, Magnetobacterium y otras
a-proteobacterias en el calamar Loligo pealei (Barbieri et al., 2001); Aeromonas,
Bacillus, Flavobacterium, Flexibacter Proteus, Pseudomonas, Streptococcus y Vibrio en
el calamar Lolliguncula brevis; y de algunas patdgenas en dos especies de pulpo: Vibrio

(V.) alginolyticus, V. damsela, Pseudomonas (P.) stutzeri y Aeromonas caviae, en
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Octopus joubini, y V. parahaemolyticus, V. damsela y P. stutzeri en O. briareus (Hanlot et
al., 1984). Ademas, se ha documentado una relacion de simbiosis entre el calamar
Euprymna scolopes y V. fischeri, una bacteria que emite luz y que se aloja en el érgano

luminiscente del hospedador (Castellanos-Martinez y Gestal, 2013).

Un trabajo interesante y que se destaca es el de lehata y colaboradores (2013),
quienes al estudiar las poblaciones bacterianas del pulpo O. mimus en Chile detectaron,
através de la secuenciacion de un fragmento del gen ARNr 16S, la presencia de
bacterias de las familias Vibrionaceae y Streptococcaceae, y de mollicutes, siendo estos
ultimos las bacterias predominantes en el tracto digestivo de todos los ejemplares.
Fueron identificados cinco tipos de mollicutes, cuatro del género Mycoplasma; y un
Spiroplasma, todos localizados en el tracto digestivo de los pulpos. Lamentablemente, no

fue posible cultivar ninguna de estas especies.

En el presente estudio, la metodologia utilizada para el aislamiento de mollicutes
fue similar para ambos cefal6podos, variando sélo en el origen de las muestras tomadas.
En el dnico muestreo de pota fueron tomadas tres muestras provenientes de dos
ejemplares muertos. En el caso de pulpo fueron hechos tres muestreos, tomando
muestras de branquias, eséfago, estbmago, glandula digestiva, intestino, testiculos, sifon
y/u ojos. Ademas, el trabajo con ambas especies no fue efectuado de forma paralela: el
primer muestreo de pulpo se llevo a cabo un mes antes del de pota, mientras que el
segundo y tercero, cuatro y diez meses después, respectivamente. Los ejemplares de
pulpo utilizados en el primer muestreo llevaban congelados a -20 °C mas de un mes,
mientras que los dos restantes fueron de ejemplares frescos sacrificados en el momento

de la obtencién de las muestras.

Una vez realizada la toma de muestra “por arrastre” los hisopos utilizados fueron
inoculados en tubos plasticos estériles conteniendo el medio SP4-1l con 1,5% de cloruro
sodico e incubados a 18 °C en condiciones anaerébicas (300 pl de parafina liquida en la

superficie del cultivo). Después de 24 h, y al observar un cambio de color del medio, el
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cultivo fue filtrado (0,45 pm) en forma estéril a otros tubos con 2 ml del mismo medio
anterior y mantenidos nuevamente a 18 °C y en condiciones anaerdbicas hasta detectar
un cambio de color que indicara crecimiento bacteriano. Hay que destacar en este punto
que tal crecimiento fue muy lento, pasando al menos un mes para que se observase
dicho cambio. El medio de cultivo fue cambiando gradualmente de color rojo a amarillo,
llamando la atencién que primero amarillease el fondo del tubo para luego continuar
desde el fondo hacia la superficie del medio. Esto fue una clara indicacion del uso de
azlcares por parte de la bacteria y de su preferencia por crecer en condiciones
anaerobicas. La turbidez del medio aumentd, aunque siempre se mantuvo levemente
transparente, no mostrandose denso y con aspecto lechoso como cuando hay
crecimiento de bacterias diferentes a mollicutes (estas observaciones y cuidados estan
basados en nuestra experiencia y en trabajos previos realizados por nuestro grupo). Hay
que sefialar que en caso de pota las tres muestras tomadas presentaron el referido
cambio de color. En el caso de pulpo fue diferente, en las muestras del primer muestreo
no fue detectado ningln cambio de color ni indicacién de crecimiento bacteriano. Sélo
las muestras del segundo muestreo, provenientes de es6fago (PE), estbmago (PSt) y
glandula digestiva (PG) presentaron un cambio de color conspicuo, mientras que las
muestras obtenidas en estdbmago y ojos de dos individuos del tercer muestreo
presentaron un cambio, muy sutil, tornando levemente naranja el medio de cultivo. Es
necesario recordar que las muestras del primer muestreo provenian de ejemplares
congelados, mientras que las otras de ejemplares frescos. Teéricamente, la congelacién
deberia afectar la viabilidad de las bacterias, que podria ser la razén de no haberse

observado ninguln de crecimiento bacteriano en las muestras del primer muestreo.

Una vez que se observé el cambio de color se procedié a sembrar alicuotas del
cultivo en placas de agar del mismo medio de cultivo utilizado. Después de siete dias de
incubacién fue observado el crecimiento de colonias con tipica forma de micoplasma
(forma de huevo frito) en las tres muestras de pota. Algo similar ocurrié en las muestras
de pulpo del segundo muestreo, que presentaron un crecimiento en placa siete (PE) o

diez (PG) dias después de sembradas. La muestra proveniente de estomago (PSt)
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mostré en su inicio un cambio de color y turbidez semejante al producido por el
crecimiento de mollicutes, sin embargo, pasado un mes de incubacion, el medio liquido
adquirié una turbidez lechosa atipica para mollicutes, lo que fue confirmado una vez que
fue sembrado en placa y se observd crecimiento de colonias bacterianas diferentes a
mollicutes. Las muestras provenientes del tercer muestreo de pulpo fueron sembradas

pero nunca fue observado el crecimiento de colonias.

En paralelo a la siembra de placas también fue extraido ADN para la aplicacion
de la PCR a tiempo real utilizada para la deteccién de mollicutes. Las tres muestras de
pota, 5H, 6H y 7H, asi como las de pulpo del segundo (PE, PG y PSt) y tercer muestreo
(estbmago y ojos de dos individuos) fueron positivas a la presencia de mollicutes.
Seguidamente se realiz6 una PCR convencional para amplificar la ISR y asi obtener
productos para secuenciar e identificar los mollicutes detectados. Esto fue posible con
las muestras 5H, 6H, 7H, PE y PG, obteniendo productos similares entre ellos de
aproximadamente 700 pb, de buena calidad y en cantidad adecuada para su
secuenciacion. Sin embargo, en la muestra PSt, fueron amplificados muchos fragmentos
de varios tamafios, debido, con seguridad a la contaminacién que presentaba con otras

bacterias, razén por la cual fue descartada para los siguientes analisis.

El analisis de la secuencia de la ISR mostré que los tres mollicutes detectados
en pota eran la misma especie (100% de similitud) y que ambos mollicutes provenientes
de pulpo pertenecian a una Unica especie, muy cercana con la encontrada en pota (72%
de similitud). Fue en este punto que la especie detectada en pota fue denominada Myc-
POTA y la de pulpo, Myc-PULPO. Hay que sefialar que la secuencia de la ISR de ambas
especies es muy diferente de la del resto de los mollicutes conocidos, con quienes sélo
presentaron una similitud en las estructuras “Box A” y “Box B” de esta region intergénica
(Fig. XX). Estas estructuras tienen una funcion anti-terminal, evitando finalizaciones
prematuras de la transcripcién de los genes ARNr y su secuencia es similar en todos los
mollicutes (Harasawa et al., 1992). Al comparar nuestras secuencias con las disponibles
en la aplicacion BLASTn s6lo se comparaba el 18% de la secuencia dada y la indicaba
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como similar a representantes del género Mycoplasma. Solo después de un analisis
detallado de las secuencias fue posible observar que las Unicas regiones que la
aplicacion comparaba con micoplasmas conocidos eran ambas estructuras “Box”. Esto
indicaba claramente la singularidad de Myc-POTA y Myc-PULPO como especies de un
grupo nuevo y desconocido. Hay que recordar que la ISR ha sido utilizada con éxito al
momento de establecer relaciones filogenéticas entre microorganismos muy préximos,
presentando la ventaja de que al encontrarse entre genes altamente conservados es
posible amplificarla en practicamente cualquier microorganismo utilizando cebadores
universales (Rodicio y Mendoza, 2004). Ha sido utilizada inclusive para diferenciar
especies que poseen el gen ARNr 16S muy similar, siendo considerado actualmente una
herramienta fundamental al momento de caracterizar e identificar estas especies
bacterianas (Harasawa, 1996; Ramirez et al., 2006, 2008A, 2011; Rebelo et al., 2011).

A continuacion fueron secuenciados los genes ARNr 16S y 23S y la region
intergénica entre los genes ARNr 23S y 5S (ISR2). Para la secuenciacién del gen ARNr
16S no hubo ninguna dificultad a la hora de amplificar los productos con los cebadores
usualmente utilizados en nuestro protocolo de trabajo (Yavari, 2010). La amplificacién del
gen ARNr 23S, que se realiza por medio de la amplificacion de seis fragmentos
superpuestos (A, B, C, D, Ey F), fue diferente, ya que los productos C y D de Myc-POTA
no fueron amplificados con los cebadores utilizados normalmente, por lo que tuvo que
recurrirse a la amplificacién de fragmentos mas largos que abarcaran desde el producto
B al E de una vez y mandando a secuenciarlo. Los fragmentos de Myc-PULPO pudieron
ser amplificados sin problema, y directamente con los pares de cebadores usuales. El
que no hayan servido los cebadores que son usados en casi cualquier especie de
micoplasma indica la particularidad de Myc-POTA en este gen y su diferencia con Myc-
PULPO. Se ha demostrado que la secuencia del gen ARNr 23S puede ser tan util como
el ARNr 16S como una herramienta en la caracterizacion taxondémica y filogenética
(Ludwig y Schleifer, 1994). Su aplicacion para la deteccién de diferentes géneros
bacterianos esta siendo incorporada paulatinamente a los protocolos de caracterizacion
genética (Poveda, 2012).

185



Capitulo lll: Microorganismos de la Clase Mollicutes en organismos marinos

Otro aspecto curioso fue observado cuando se amplificé la ISR2. Los cebadores
utilizados para amplificar esta regidon fueron los desarrollados por Ramirez y
colaboradores (2010), uno de ellos localizado en el final del gen ARNr 23S (forward) y el
otro, al final del gen ARNr 5S (reverse). Estos autores presentaron como hipotesis que si
con este par de cebadores se conseguia la amplificacion de un producto eso seria sefial
de que el gen ARNr 5S se encontraba posicionado a continuacién del gen ARNr 23S; en
caso contrario, si no se amplificaba ninguno, indicaria que el gen ARNr 5S estaba
localizado en otra region del genoma y no inmediatamente a continuacion del 23S. Tal
hipotesis fue probada en micoplasmas aviares y mostré que las especies pertenecientes
al grupo M. pneumoniae (ver Seccion 1.3.1.2 “Taxonomia vy filogenia”) si amplificaban un
producto que corresponderia a la ISR2 y a parte del gen ARNr 5S, sin embargo, aquellas
pertenecientes al grupo M. hominis, no amplificaban producto ninguno, indicando asi que
en este grupo el gen ARNr 5S no seria adyacente al 23S. Tal hip6tesis y la localizacién
de este gen ARNr 5S de acuerdo al grupo filogenético ha sido confirmada en estudios
realizados con diversas especies (Taschke et al., 1986; Chambaud et al., 2001; Jaffe et
al., 2004; Calderon-Copete et al., 2009). En nuestras especies se observé que en Myc-
POTA fue amplificado el producto correspondiente a la ISR2 y parte del gen ARNr 5S,
sin embargo, esto no fue asi en Myc-PULPO, mostrando que en esta especie dicho gen
no estaria localizado a continuacion de los genes ribosémicos 16S y 23S. Esto es muy
curioso, considerando la similitud y parecido de ambas especies en el gen ARNr 16S e
ISR, ademas de sus condiciones de crecimiento en cultivo y hospedadores, ya que este
resultado situaria estas especies en grupos filogenéticos diferentes, Myc-POTA dentro
del grupo M. pneumoniae y Myc-PULPO en el grupo M. hominis. Todavia no tenemos
una explicacién para esto, existiendo dos puntos de vista que podrian explicarlo. Podria
considerarse el hecho de que realmente ambas especies procedieran de grupos
filogenéticos distantes y que por evolucion convergente, debido a la adecuacion al
mismo medio ambiente y condiciones de vida marina en hospedadores similares hayan
llegado a ser tan parecidos, un mecanismo que ha sido observado en algunas especies
(Thompson et al., 2011; Stern, 2013). La otra explicacion, por el contrario, podria ser que

ambas especies derivaran de un ancestro comin y que ellas fueran parte de los
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mollicutes ancestrales que hubieran originado los grupos filogenéticos que conocemos
hoy, por lo que serian muy similares, pero variarian en algunos aspectos que con el
tiempo hubieran derivado en diferentes grupos de especies. Ambas explicaciones son
sblo tedricas y sin pruebas practicas concretas. Actualmente, hemos enviado a
secuenciar el genoma completo de ambas especies, lo que ayudara a comprender

mucho mas la distribucion de sus genes y puede darnos indicios de la posicién de estas.

En GenBank estan disponibles las secuencias correspondientes a los mollicutes
identificados por lehata y colaboradores (2013) del pulpo Octopus mimus,
correspondiéndose con fragmentos de diferentes tamafios del gen ARNr 16S. La
comparacién entre las 14 secuencias disponibles mostr6é valores de similitud que iban
desde el 89,2 al 100%, indicando que estas secuencias probablemente correspondian a
mas de una especie. Al compararlas con Myc-PULPO los porcentajes de similitud
oscilaron entre el 85,7 y el 99,5%, de las cuales 11 muestras mostraron valores
superiores al 95%. Al comparar el mismo fragmento del gen entre Myc-PULPO con Myc-
POTA la similitud fue del 99,0%. Mientras que al hacer un Blast search de las secuencias

mas cercanas a esos fragmentos fue del 90%.

A modo de curiosidad fue comparada la secuencia del gen ARNr 16S entre Myc-
POTA, Myc-PULPO y “Candidatus Mycoplasma corallicola” (GenBank: AM911412)
(Neulinger et al., 2009), un micoplasma marino encontrado en los tentaculos del coral
Lophelia pertusa. La similitud entre “Candidatus Mycoplasma corallicola” y Myc-POTA
fue del 80,6%; y con Myc-PULPO, del 81,3% (Anexo V.4.2).

Por otro lado, también fueron estudiados algunos parametros relacionados con el
cultivo de Myc-POTA y Myc-PULPO. Ambas especies fueron aisladas utilizando el medio
SP4-Il al 1,5% de cloruro sédico, en condicion anaerébica y a una temperatura de
incubacién de 18 °C, de acuerdo a nuestra experiencia, a lo encontrado en literatura 'y a
las recomendaciones del Grupo de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia del

IUSA que posee una gran y valiosa experiencia en cultivo de bacterias marinas. Una vez
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gue se observo el buen crecimiento de ambas especies se hizo la caracterizacion de sus
condiciones de cultivo cambiando la temperatura de incubacidn, la salinidad del medio y
ambos simultdneamente. Se observo que el crecimiento de ambas especies no variaba
entre aquellas cultivadas con anaerobiosis y aquellas que no, por lo tanto, comenzaron
a ser cultivadas en forma aerébica, sin poner parafina sobre el medio de cultivo. Esto se
hizo con el fin de no gastar material ni tiempo, asi como para manipular lo menos posible
las muestras, disminuyendo asi el riesgo de contaminacién. Se comprobd, ademas, que
ambas especies pueden crecer a temperaturas de incubacion de 4 y 25 °C,
correspondiendo el menor crecimiento con la temperatura mas baja, y mostrando uno
mas rapido a 25 °C. El cultivo no crecié a 30 °C. Esto puede ser explicado considerando
el habitat de sus hospedadores, que viven en aguas cuya temperatura nunca aumenta
de 25 °C (Fernandez-Gil et al., 2006), manteniéndose, inclusive, a temperaturas muy
bajas, como es el caso de pota que puede encontrase a 400 y 800 m de profundidad
(Pierce et al.,, 2010). Otra observaciéon interesante fue su crecimiento a diferentes
salinidades y a dos temperaturas de incubacion: el rango de salinidad en que crecieron
ambas especies fue dependiente de la temperatura a la que se mantenian. Se notd que
a 18 °C Myc-PULPO y Myc-POTA, crecian en los medios al 0,5y 1% de cloruro sodico,
respectivamente, y que ambas lo hacian muy bien hasta el 4,5% de cloruro sddico. A 25
°C, por otra parte, ambas especies crecian en los medios que contenian entre 1% y 5%
de cloruro sédico. En ambas temperaturas el mejor crecimiento fue observado con la
salinidad de 3%. En los medios con 0, 5,5 0 6% de cloruro s6dico no hubo crecimiento a
ninguna de las dos temperaturas. Llama la atencién que a 18 °C el limite de crecimiento
se encuentre al usar 4,5% y que a 25 °C, lo puedan hacer hasta con 5% de cloruro
sédico en el medio. Asimismo se observa que Myc-POTA a 18 °C pueda crecer con solo
un 0,5% de salinidad, pero a 25 °C, su limite inferior sea de 1% de cloruro sddico. Esta
relacion entre crecimiento y temperatura-salinidad ha sido observada en otras bacterias
marinas. Vibrio marinus, por ejemplo, tenia valores méximos de crecimiento
dependiendo de la temperatura y salinidad con que se cultivaba: a valores menores de
salinidad y temperatura (7%o. a 10 °C) alcanzaba su menor valor, pero si se aumentaban

ambos factores, el crecimiento observado era mucho mayor (35%. a 20 °C). Si se
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mantenia una sola salinidad y se variaba la temperatura el efecto era igual, a menor
temperatura el crecimiento era menor y mayor a mas temperatura, siempre que se
encontrara dentro del rango de salinidad y temperatura soportado por el organismo
(Stanley y Morita, 1968). En la misma especie se observo que la sintesis de proteina era
inhibida a 22 °C y 25 %., pero si se aumentaba la temperatura a 24 °C, tendria que
aumentarse la salinidad a 35%. para obtener la misma inhibicion, verificandose asi la
importancia de la relacion temperatura-salinidad en los procesos metabdlicos de esta
bacteria (Cooper y Morita, 1972). La explicacion facilitada por los autores para este
fendmeno esta relacionada con que muchos de los procesos fisioldgicos de las bacterias
marinas son dependientes de Na' ademas de existir sistemas regulatorios
termosensibles que permitirian a la bacteria sobrevivir a los cambios de salinidad y/o
temperatura que generalmente van asociados. El caso mas claro de esto ocurre en las
bacterias que habitan estuarios o manglares, las cuales por las variaciones de
temperatura y salinidad del medio deben tener una maquinaria metabdlica de control de
osmosis, permeabilidad de la membrana y maquinaria enzimatica que pueda actuar
cuando cambian esas condiciones. Por ejemplo, una bacteria que habita un manglar
debe soportar altas temperaturas y aumento de la salinidad debido a la retirada del agua
en los ciclos de baja marea, y al mismo tiempo, crecer adecuadamente en los ciclos de
marea alta en que la temperatura y salinidad disminuyen por causa de la inundacion de
agua. Una adaptacién similar podria estar presente en los micoplasmas de cefalépodos,
cuyos hospedadores pueden migrar entre masas de agua de diferentes temperatura y
salinidad, ya sea verticalmente en migraciones nocturnas como la pota, o viviendo cerca
de la costa o en el area intermareal, como el caso del pulpo. Seria interesante ahondar
en este tema y conocer cual es el mecanismo que utilizan estos micoplasmas para
compensar tales cambios, sobretodo de salinidad, pensando que carecen de pared
celular por lo que seguramente tienen estrategias particulares para ello. Debido a que a
18 °C y 25 °C el crecimiento mas rapido fue observado en los medios que contenian 3%
0 3,5% de cloruro sodico, se opt6é por continuar el cultivo con SP4-1l al 3% de cloruro

sodico a una temperatura de 25 °C.
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El resultado de las pruebas bioguimicas empleadas para caracterizar ambas
especies fue muy similar. Todas las muestras de ambas especies fueron positivas a la
hidrélisis de glucosa y manosa, y negativas a la hidrolisis de urea y la reduccion de
tetrazolium, ademas de no presentar el efecto de peliculas y cristales en cultivos en
placas de medio soélido. La Unica diferencia observada fue que Myc-PULPO no reduce la
arginina, en cuanto que Myc-POTA si lo hace. Ademas, entre las tres muestras de esta
ultima hubo una (5H) que difirid de las otras dos y fue negativa a la reduccion de
arginina, quedando con un perfil igual que Myc-PULPO. Esta prueba fue repetida tres
veces y siempre fueron observados estos mismos resultados. Hay que destacar ademas
gue 5H crecia en cultivo liquido mucho mas rapidamente que 6H y 7H, amarilleando el
medio en 24 h, cosa que pasaba con las otras dos muestras aproximadamente a las 48 h
de sembradas (una vez que los tres aislamientos se adaptaron al medio). Tal vez en el
momento de clonar esta muestra fue escogida una colonia de individuos que utilizaban
mas eficientemente los azlcares como fuente de energia, caracteristica que se mantuvo
en los sucesivos subcultivos hasta a utilizar exclusivamente esta via metabdlica, y no

utilizar el aminoéacido arginina como dicha fuente.
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En la presente tesis se consiguié detectar la presencia de microorganismos de la
Clase Mollicutes en 103 (11,5%) de las 894 muestras obtenidas de animales (o
grupos en el caso de las medusas) marinos. De un total de 285 animales
analizados, se detectaron mollicutes en 87 (30,5%). De estos 87 positivos, se pudo
identificar mollicutes en 66 de ellos, identificAndose 13 especies diferentes de
mollicutes. De los 76 mollicutes identificados, se pudo cultivar 68 de ellos,

agrupados en 10 especies.

En la deteccién de microorganismos de la Clase Mollicutes destaca la aplicacion a
tiempo real de la PCR de Van Kuppeveld y colaboradores (1992) por su eficiencia,

presentando una alta sensibilidad y una especificidad del 100%.

El andlisis de la secuencia de la regién intergénica entre los genes ARNr 16S y 23S
(ISR) ha sido una herramienta practica para la rapida identificacion especifica de
Mollicutes, excepto aquellos pertenecientes al género Acholeplasma que presentan
copias diferentes de ISR, lo que hace imposible su analisis. La ventaja de esta
region es que con una Unica PCR se obtiene el 100% de la secuencia y existe una
base de datos de ella en internet con la que comparar los resultados. En el caso de
no poder utilizar la ISR, el andlisis del fragmento del gen ARNr 16S amplificado por
la PCR convencional de Spergser y colaboradores (2002) es muy util. La desventaja
de la PCR de estos autores es que se obtiene s6lo una secuencia parcial del gen
ARNr 16S, en cambio sus cebadores son muy sensibles y permiten la amplificacién
de productos hasta cuando la concentracion de ADN de la muestra utilizada es tan

baja como 1,5 pg/ pl.

El medio de cultivo SP4-lIl permite el crecimiento adecuado de mollicutes
provenientes de mamiferos marinos, mientras que el mismo medio con un 3% de
cloruro de sodio es adecuado para el crecimiento de mollicutes provenientes de
cefalépodos y medusas. Sin embargo, este medio no fue adecuado para el

crecimiento eficaz de los mollicutes detectados en peces.
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En el 30,5% de los cetaceos estudiados fueron detectados microorganismos de la
Clase Mollicutes, en los que fue posible identificar Mycoplasma sp. Phocoena C-
264-GEN (97% - ISR); Mycoplasma sp. CSL7529-conjuctiva (99% - gen ARNr 16S);
Mycoplasma sp. AB703210 (98% - gen ARNr 16S); Acholeplasma axanthum
(AJ311394) (93% - gen ARNr 16S). Siendo este acholeplasma el Gnico mollicute

gue se pudo cultivar.

Es la primera vez que se estudia la presencia de microorganismos de la Clase
Mollicutes en los pinnipedos de la Antartica. Fueron aisladas, cultivadas e
identificadas seis especies: M. zalophidermidis (99% - ISR), M. sp. CSL7529-
conjunctiva (99% - ISR), M. sp. Mirounga ES2805-ORL (99% - ISR), M. sp.
Mirounga ES2774-NASSP4 (91% - ISR), M. lipofasciens ATCC 35015 (78% - ISR) y
M. zalophi (99% - ISR).

La dorada, Sparus aurata, es una especie hospedadora de microorganismos de la

Clase Mollicutes, sin embargo, no fue posible identificarlos ni cultivarlos.

La medusa Pelagia nocticula es una especie hospedadora de un microorganismo de
la Clase Mollicutes: Spiroplasma sp. Es la primera vez que se detecta un mollicutes

en medusas.

El pulpo coman, Octopus vulgaris, es el hospedador de un microorganismo de la
Clase Mollicutes, correspondiente a una nueva especie no descrita y diferente a las
ya conocidas. Fue detectado en el eséfago y glandula digestiva de un ejemplar y se
consiguié su aislamiento, cultivo y caracterizacion genética y bioquimica. Fue
denominado Myc-PULPO.
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11.

12.

La pota, Todarodes sagittatus, es hospedadora de un microorganismo de la Clase
Mollicutes, correspondiente a una nueva especie no descrita y diferente a las ya
conocidas. Fue detectado en el intestino y branquias de dos ejemplares y se
consiguié su aislamiento, cultivo y caracterizacion genética y bioquimica. Fue
denominado Myc-POTA.

Los requerimientos de cultivo de Myc-PULPO y Myc-POTA son similares: pueden
crecer en condiciones aerébicas o0 anaerébicas y en un rango de temperaturas de 4
°C a 25 °C. Existe un efecto conjunto de temperatura y salinidad sobre su
crecimiento, soportando salinidades de hasta 5% a 25 °C y de 0,5% a 18 °C. El
mejor crecimiento se obtiene a 25 °C en medio de cultivo SP4-11 al 3% de cloruro de
sodio. Sus perfiles bioquimicos son similares, con excepcion de una muestra de

Myc-POTA que es la Unica que reduce la arginina.

Myc-PULPO y Myc-POTA estan genéticamente relacionados, mostrando
porcentajes de similitud de 98,6, 72,1, y 94,4% para el gen ARNr 16S, ISR y gen
ARNr 23S, respectivamente. Myc-POTA, ademas, presenta el gen ARNr 5S a
continuacién del gen ARNr 23S, sin embargo, Myc-PULPO no. Por todo esto
consideramos que Myc-POTA y Myc-PULPO, aunque estan relacionadas, son dos
especies diferentes y nuevas del Género Mycoplasma.
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V.1 MOLLICUTES EN ORGANISMOS ACUATICOS

V.1.1 MOLLICUTES EN BRIOZOOS, CNIDARIOS Y CTENOFOROS.

TIPO .
HOSPEDADOR LOCALIZACION MOLLICUTES (CEPA, CLON) N° GENBANK / ANO REFERENCIA
BRIOZOOS
a 5 Acholeplasma sp
Matersipora arcuata Superide corporal - scopia electrinice) Boyle et al. (1967)
Matersipora cucullata Mollicutes e
y Woollacott
et (MoSiohe) & 2 (1983)
CNIDARIOS
Corales de aguas someras Coral entero Mollicutes clone ctg_CGOCAG6 DQ395509/2006 Penn et al. (2006)
(Mycoplasmataceae)
Caryophylliidae Candidatus Mycoplasma  clone D11_CW02_full Neulinger et al. (2008,
N e Téntaculos o Mo AM911412/2008 ol
Porcion corporal Mollcutes clone 4753K3-115 FJ041552/2009 Kellogg et al. (2009)
. C clone 4753K5-116 FJ041722/2009 .
. . clone 4753K3-117 FJ041597/2009 -
. . clone 4753K3.123 FJ041561/2009 .
. . clone 4753K3-126 FJ041576/2009 .
. : clone 4753K3-166 FJ041579/2009 .
. . clone 4753K3-181 FJ041563/2009 .
. . clone 4753K4-98 FJ041611/2009 .
. . clone 4753K4-152 FJ041677/2009 .
. . clone 4753K5-32 FJ041787/2009 .
. . clone 4753K5-85 FJ041794/2009 .
. . clone 4753K5-117 FJ041742/2009 .
. . clone 4753K5-122 FJ041744/2009 .
. : clone 4753K5-183 FJ041733/2009 .
. . clone 4753K5-184 FJ041740/2009 .
m’:fn“" " Coral entero Mycoplasma sp clone ME156 DQ917899/2007 Ranzer et al. (NP)
. clone ME154 DQY1789812007 .
clone ME140 DQ91789412007
clone ME139 DQY17893/2007
clone ME110 DQ91788412007
clone MES7 DQ91788312007
clone MET0 DQY17875/2007
clone MES2 DQ917865/2007
clone ME10 DQ91786212007
clone ME4 DQ9178592007
clone ME3 DQY1785812007
clone BME162 DQ917846/2007
clone BME4 DQY17813/2007
cone BMEST 009178092007
CTENOFOROS
. Individuo entero Spiroplasmasp  clone B0310-20 IN6531332012 Daniels y Breitbart (2012)
o s O Indwiduo entero sy MOS8 ING532732012 Daniels y Breitbart (2012)
* Disponible en hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/
NP: No publcado
= : Desconocido

195



Capitulo V: Anexos

V.1.2 MOLLICUTES EN MOLUSCOS.

HOSPEDADOR LOCALIZACION MOLLICUTES (ca'lpgl.om N° GENBANK' / ANO REFERENCIA
“Cardiidae ‘Mollicutes
/Ceratoderma edule Branquias (‘tipo-micoplasma’) - - Azevedo (1993)
(microscopia electronica)
adloticies Tracto Mycopl clone A9 AY720906/2004 Tanaka et al.(2004)
[Hallotis discus hannai 9 Y » .
- - clone C30 AY720915/2004 '
S 2 BS58 AY720915/2004 o
/Haliotis diversicolor Intestino Mollicutes clone GB96 GU070687/2011 Huang et al.(2010)
/Haliotis gigantea Tracto digestivo sp un AB621840/2011 lehata et al. (NP)
= ui9 AB621843/2011 =
& e uP27 AB621871/2011 o
8 = UCc16 AB621878/2011 e
%%’gf&m Tracto dig Mycoplasma sp 14 dlones AB703180/2012 lehata et al. (2012)
® Spiroplasma sp clone CMI85 AB703207/2012 <
"Ostreidae Tracto di Mol clone 150C2 JF827443/2012 eries
/[Crassostrea gigas v (2012)
2 s clone 154G1 JF827477/2012 g
/Crassostrea virginica Mollicutes
“ (‘tipo-micoplasma”) - - Harshbarger et al. (1976)
(microscopia electrénica)
Similar 93% a
Estémago Mycoplasma sp - Mycoplasma mobile King et al. (2012)
(gen ARNr 16S)
/Saccostrea glomerata Similar 93% a
Glandula dige Molli - Mycoplasma h; Green y Bames (2010)
(gen ARNF 165)
Pectinidae Mollicutes
/ Chlamys delicatula Tracto dig (*tipo-micopl - - Hine y Diggles (2002)
(microscopia electronica)
Musculo aductor (‘tipo-micoplasma’) - - Bower y Meyer (1991)
(microscopia electronica)
/Pecten novaezelandiae Tracto dig pe Mollicutes . R R Hine y Diggles (2002)
(microscopia electronica)
Placobranchidae 2
5 Tracto digestivo Mycoplasma sp 11 clones - Davis et al.(2013)

* Disponible en http//www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/

NP: No publicado
- : Desconocido
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V.1.3 MOLLICUTES EN CRUSTACEOS

TIPO s
HOSPEDADOR LOCALIZACION MOLLICUTES (CEPA, CLON) N° GENBANK / ANO REFERENCIA
Alvinocarididae . :
[Rimicaris exoculata Tracto digestivo i fm::;;arao clone 61 AJ515719/2003 Z';Z::';Jac(gg‘o%c;"'
clone 42 AJ515720/2003 g
clone 2 AJ515721/2003 “
" clone 69 AJ515722/2003 i
Cambaridae Hemolinfa, musculos,
IProcambarus larkii nervios y tejido Spiroplasma eriocheiris ~ CRAYFISH DQ917754/2008 Bi et al.(2008)
conectivo _
Nephropldae Similar 88% a clone
/Nephrops norvegicus Tracto digestivo Mollicutes Lo_Hep1.15 Meziti et al.(2012)
(EU646198)
Palaemonidae Hemolinfa, tejido
/Macrobrachium rosenbergii conectivo( tracto
digestivo, Spiroplasma sp P HQ692058/2011 Liang et al.(2011)
hepatopancreas y
musculo cardiaco)
Parastacidae Mollicutes
/Cherax quadricarinatus Cuticula (‘tipo-micoplasma’) - Jiménez et al.(1991)
{micmsc«_)gla electronica)
Penaeldae Mollicutes
/Penaeus chinensis Hepatopancreas lasma’) - - Yang y Wu (1992)
(microscopia electronica)
/Penaeus japonicus Mollicutes
("tipo-micoplasma”) - Choi et al.(1991)
(microscopia electronica)
/Penaeus monodon Traco digestivo Uccol P ) Chu:'lam‘?a et
Cembro,qb;:nqdas y Ao ) AF042194/1998 Ghaders&l:;' Owens
. Ghadersohi y Owens
Mycoplasma sp MP1 - (1999)
. . MP2 ) .
. Chaiyapechara et
Tracto digestivo = . al.(2011)
/Penaeus vannamei Mollicutes
Hepatopancreas ("tipo-micoplasma’) - Krol et al.(1991)
(microscopla electronica)
Hemolinfa Spiroplasma eriocheiris ~ SHRIMP DQ917755/2008 Bi et al.(2008)
i Spiroplasma penaei SHRIMP EU544545/2010 Nunan et al.(2011)
Spiroplasma sp
Hepatopancreas (microscopla electrénica) - Krol et al.(1991)
Portnicee Branquias Acholeplasma 2J2005 GU985440/2011 Chen et al.(2011)
/Scylla semat q P :
Varunidae Hemolinfa, ganglios
[Eriocheir sinensis pector:l::1 iya ;ﬂsculo Spiroplasma eriocheiris ~ CRAB 32%21()7%25?/";%%% Wgr gtea‘ITZ{)ZOOB(r)

* Disponible en http:/www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/

NP: No publicado
= : Desconocido
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V.1.4 MOLLICUTES EN PECES

2014

HOSPEDADOR LOCALIZACION MOLLICUTES o N° GENBANK' / ANO REFERENCIA
Bagridae Mollicutes
/Pelteobagrus fuvidraco Estémago (Mycoplasmataceae) SC24 GU293190/2012 Wu et al. (2012)
Estémago " SC38 GU293201/2012 e
Estémago * SC57 GU293212/2012 '
Estémago Spiroplasma sp SC63 GU293217/2012 .
Cyprinidae : 701172006 Kirchhoff et al. (1987)
[Tinca tinca Branquias Mycoplasma mobile AY737011 Volokhov et al. (2006)
lae Mollicutes
/Gadus hoa Bazo M lasmataceae) T2110 DQ318957/2006 Nylund et al. (2006)
Similar 95% a
Larva entera Mycoplasma sp - Mycoplasma moatsii Mcintosh et al. (2008)
(gen ARNr 16S)
m S Tracto digesti Mycoplasma sp clone TP-2 DQ340193/ 2007 Bano et al, (2007)
Tracto digestivo - clone C9 DQ340194/ 2007 *
4 e clone SM-1 DQ340195/ 2007 g
. = clone C10 DQ340196/ 2007 g
- - clone WC-1 DQ340197/ 2007 -
: : Gione G12 D401 2007 :
Kyphosidae o Mollicutes .
Kvbhosils Sydheranis Tracto digestivo (Acholeplasma?) AY590187/2004 Moran et al. (2005)
Similar 95% a
/ Notothenia coriiceps Tracto digestivo Mycoplasma sp - Mycoplasma snsnarsu Ward et al. (2009)
(gen ARNr 16S)
f;g‘r"o"m’;,‘z?n",‘,’;;ms Tracto digestivo Mycoplasma sp 8 clones JX453991/2012 Tetlock et al. (2012)
. Ureaplasma sp 36 clones JX453994/2012 2
“Pleuronectidae 3
Tarokis bicoloralis Intestino Mycoplasma sp clone K.b-1 HMO031446/2011 Wang (2011)
/M kitt Branquias Mycoplasma sp 3 = Windsor et al. (2010)
: Bf’;c‘,’,'}',',‘,’,;;m i Intestino Mycoplasma sp - - Sukhanova et al. (2014)
m‘” levaisiiis Intestino Mycoplasma sp - - Sukhanova et al. (2014)
/ Coreqonus migratorius Intestino Mycoplasma sp clone M3-6 FR799680/2014 Sukhanova et al. (2014)
;cc‘”"""“s e o x Intestino Mycoplasma sp clone M7-6 FR799684/2014 Sukhanova et al. (2014)
Coregonus lavaretus
- Similar 95,3%
imilar 95,3% a
/Oncorhynchus mykiss Intestino Mycoplasma sp - DQ340193 Kim et al. (2007)
/Prosopium cilindraceum Intestino foon AR 159) Sukhanova et al. (2014)
/Salmo salar Intestino Mycoplasma sp. BHJA AY065998/ 2003 Holben et al. (2002)
- - clone 3 FJ560444/ 2009 Dione et al. (2009)
u - clone A KC169759/ 2013 Green et al. (2013)
/Thymallus baicalensis Intestino Mycoplasma sp clone X4-5 FR799681/2011 Sukhanova et al. (2011)
" 5 clone X7-1 FR799682/2011 "
- - clone XA-9 FR799683/2011 -
. . 11 clones FR799624-FR79%34/ g\ khanova et al. (2014)
« c 17 dlones FR99635-FR799651/ =
- . 2 dones FR799652-FR799653/ -
. “ 9 tonee FR799670-FR799678/ -
/lhymelus beicalensis Intesti M clone F48-06 FM897201/2008 Sukh al. (2011
nigrescens estino lycoplasma sp lone anova et al. (. )
3 - clone F62-07 FM897202/2008 i
. ’ clone F66-04 FM897203/2008 .
ll * - - Sukhanova et al. (2014)
/Thymallus sp Intestino Mycoplasma sp clone LX3-1 FR799679/2011 Sukhanova et al. (2011)
s - 16 clones PR799654-FR799669/  Sukhanova et al. (2014)
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HM489893/2010

7 P’s‘:u’g;;b e Intestino Mycoplasma sp 5(9-1)(5.21) Zhang y Feng (NP)
B Ureaplasma sp 1.8-1 HM446526/2010 =
/SNG%E ocellatus Intestino i clone S.o0-1 HMO031425/2011 Wang (2011)
Se -e Similar 7% a Svanevik y Lunestad
/Scomber scombrus Intestino Mycoplasma sp - Mycoplasma iguanae (28'1 1)
(gen ARNr 16S)
Intestino Mycoplasma sp - AB649427/2011 Lin et al. (NP)

Tetraodontidae
/Takifugu obscurus
* Disponible en http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/
: No publicado

NP: No

- : Desconocido
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V.1.5 MOLLICUTES EN PINNIPEDOS Y SIRENIDOS

TIPO .
HOSPEDADOR LOCALIZACION MOLLICUTES (CEPA, CLON) N° GENBANK' / ANO REFERENCIA
PINNIPEDOS
Otarlidae
IArctocephalus pusilus :;f:;n':sg';) Mycoplasma phocae - . Lynch et al. (2011)
doriferus
Nadulos linfaticos, i .
pulmones Mycoplasma phocicerebrale - -
Fosas nasales, Mycoplasma sp CSL7503-lung EU714238/ 2008 =
nodulos linfaticos,
pulmones
Similar 98% a
. M, lasma .
Pulmones (feto) . (w"“;%m i ;”008)
(gen ARNr 16S)
Similar 94% a
Pulmones (feto) " L Mycopmama 8p .
(FJ876266/ 2009)
(gen ARNr 16S)
Foses)iuswen, Mycoplasma zalophi - - 5
nédulos linfaticos
R T Sangre Candldalus Mycopiasma  ceoe GU904997/2011 Volokhov et al. (2011)
S = CSL 7822 GU904999/2011 %
- - CSL 7758 GU905000/2011 -
- - CSL 7801 GU905001/2011 -
" ¢ C795 GU905002/2011 2
. B CSL 7897 GU905003/2011 =
- - CSL 7783 GU905004/2011 -
= . CSL 7755 GU905005/2011 &
£ E CSL 7860 GU905006/2011 >
- - CSL 7881 GU905007/2011 “
= . CSL 7666 GU905008/2011 %
= e CSL 7873 GU905009/2011 &
- “ CSL 7871 GU905010/2011 -
- - C739 GU905011/2011 “
5 S C796 GU905012/2011 ®
Muestra
faringea Mycoplasma phocidae CSL 7498 EU827597/2008 Volokhov (NP)
Pulmones Mycoplasma phocirhinis CSL7520-lung EUB59982/2008 '
Conjuntiva E CSL 74754 EUB827598/2008 2
Pulmones Mycoplasma sp. CSL7503-lung EU714238/ 2008 Volokhov (NP)
Pulmones 2 CSL7491-lung EU859981/ 2008 :
. CSL7529- .
Conjuntiva conjunciva EU859984/ 2008
Oral . CSL7489-oral EUB59985/ 2008 %
- Mycoplasma zalophi M.zalophi AF493543/ 2004 Brown et al. (NP)
- “ CSL 4296 DQ530426/ 2006 Volokhov (NP)
- ! CSL 5346 DQ530427/ 2006 &
- & CSL 5195 DQ840494/ 2006 ®
Muestra . .
nasclaringea CSL 7476 EU719606/ 2008
i ! CSL 7485 EU859970/ 2008 2
Oral “ CSL 7492 EU908860/ 2008 -
Oral 5 CSL 7520 FJ226581/ 2009 i
- * CSL 7640 FJ876268/ 2009 &
- Mycoplasma zalophidermidis CSL 4779 DQ840512/ 2008 “
Pulmones Mycoplasma zalophidermidis CSL7518-lung EU714239/ 2008 -
Genital Ureaplasma sp CSL7590-GEN HQ438042/ 2010 Volokhov (NP)
- - CSL7644-GEN HQ377518/ 2010 -
- - CSL7743-GEN HQ377519/ 2010 -
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Phocidae § X Volokhov y Gulland
/Mirounga angusth ’ Genital Mycoplasma sp. Mirounga  ES2806-GEN GU905023 /2010 (NP)
Mudsira . ES2806-NAS GU905024. 2010 .
nasofaringea
Muestra - .
nasofaringea ES2774-NAS GU905026/ 2010
Muestra . .
nasofaringea ES2774-NASSP4 GU905029/ 2010
- - ES2805-ORL GU905031/ 2010 -
- e ES2783_AG_GEN JN644768/ 2012 Volokhov et al. (2012)
- * ES2714_AG_GEN JN644767/ 2013 "
Vagina Ureaplasma sp. ES2783-GEN JF731007/ 2011 Vm“"?‘;‘g)su""“d
/Phoca vitulina Tracto respiratorio Mycoplasma phocae AF304325/2011 Konigsson et al. (2001)
- Mycoplasma phocidae CSL 5364 DQ521597/2006 Volokhov (NP)
- 2 CSL 5410 DQ521596/2006 .
- “ CSL 5263 DQ521595/2006 -
- - CSL 4693 DQ521594/2006 -
- b CSL 4949 DQ523534/2006 =
- £ CSL 4957 DQ523533/2006 =
- - CSL 4945 DQ523532/2006 -
- - CSL 4956 DQ523531/2006 -
- 2 CSL 4801 DQ523530/2006 S
- “ CSL 4998 DQ523529/2006 -
- . CSL 5259 DQ523528/2006 4
Tracto respiratorio o 105 JN935863/2012 Konigsson et al. (2001)
Muestra - Volokhov y Gulland
nasofaringea C264-NAS GU905028/2010 (NP)
Cerebro, Fosas Mycoplasma phocicerebrale 1049 NR_025133/2009 Giebel et al. (1991)
nasales, garganta, , Konigsson et al. (2001)
pulmones, corazon
Pulmones (pus) - CSL 519582 DQ840513/2006 Volokhov (NP)
- “ ATCC 51405 JN935879/2012 Volokhov et al. (2012)
- o Cheryl JN935876/2012 Volokhov et al. (2012)
9:“‘:. ¥ 852/ ATCC 49639 NR_025134/2009 Giebel et al. (1991)
puimones, corazon AY973567/2006 Kénigsson et al. (2001)
SIRENIDOS
Trechidae 5
[Trichechus ~ manatus . Acholeplasma sp. DM-2009  Ariel FJ590759/2009 V°'°””‘(’Jp?"‘"ds°"
latirostris
- o Holly FJ590760/2009 -
- i Oakley FJ590761/2009 X
- = Lorelei FJ590762/2009 2

* Disponible en http/www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/

NP: No publicado
- : Desconocido
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V.1.6 MOLLICUTES EN CETACEOS

- TIPO . e
HOSPEDADOR LOCALIZACION MOLLICUTES (CEPA, CLON) N°® GENBANK / ANO REFERENCIA
Delphinidae
JSlfno rediinengs Abertura genital Mycoplasma opa.lescens" - - Poveda et al. (2009)
Utero Mycapiasma phocirhinis - -
Phocoenidae
{Neophocaena Heces Mycoplasma sp. PLYFP48 JNT92314/2012 McLaughlin et al. (2012)
phocaenoides asiaeorientalis
Heces PLYFP49 JN792315/2012
Heces Ureaplasma sp 47 Clones erv(l]?1$£231 SR
#Pbacoens phocosna Pulmones Mycoplasma ATCC 51405 JNg35B7912012 Foster et al. (2011)
phocicerebrale
McLaughlin et al. (NP)
Pulmones Mycoplasma sp M1/05 FJ233097/ 2009 Foster etal (2011)
Bazo, pulmones M49/06 FJ233098/ 2009 ‘
Pulmones M74/06/1 FJ233098/ 2009
Pulmones ME9/07/1 FJ233100/ 2009
Rifidn, pulmones MB66/96 Foster et al. (2011)
Vagina Mycoplasma sp. Phocoena  C-269 FJB76266/ 2009 Volokhov y Gulland (NP)
- - C-264-GEN GU305021/ 2010 ‘
Ziphidae 5 Relacionado con
R Rifidn Mycoplasma sp M35/08 sma sp 131 Foster et al. (2011)
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* Disponible en hitpAvwww.nobinim. nih.gov/nuccore/

NP: No publicado
- : Desconocido

*: Probable contaminacion al momento del muestreo
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V.21

oA wW

V.2 PROTOCOLOS Y MATERIALES

PROTOCOLO: TOMA DE MUESTRAS EN CETACEOS PARA LA
IDENTIFICACION DE MOLLICUTES
Desenvolver un extremo de la platina del hisopo.
Arrastrar o introducir el hisopo por el area de muestreo, siendo prioritarias:
En caso de NO ABRIR el animal:
e EL AREA GENITAL: INTRODUCIR EL HISOPO EN EL
ORIFICIO UROGENITAL.
e ANO: INTRODUCIR EL HISOPO EN EL ANO
e ESPIRACULO: INTRODUCIR EL HISOPO EN EL
ESPIRACULO

En caso de ABRIR el animal:

e EL AREA GENITAL: PASAR EL HISOPO POR LAS
PAREDES DEL UTERO O TESTICULOS.

e PULMONES: PASAR EL HISOPO POR DENTRO DE
LOS PULMONES

e EN CASO DE MAMITIS: PASAR EL HISOPO POR
DENTRO DE LAS MAMAS

e EN CASO DE ARTRITIS: PASAR EL HISOPO POR EL
LIQUIDO ARTICULAR

Introducir el hisopo en el tubo de medio de cultivo.
Cortar el hisopo por la mitad (tijeras).
Tapar el tubo de muestreo dejando la mitad del hisopo con la muestra dentro.
Marcar cada tubo indicando:

e CODIGO DE IDENTIFICACION

e TIPO DE MUESTRA
Los tubos son mantenidos a temperatura ambiente hasta el momento de poder
ser puestos a 37°C.
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V.2.2 MEDIOS DE CULTIVO

V.2.2.1 Medio de colectay transporte

RPMI-1640 Medium (R8758, Sigma) suplementado con suero de caballo al 10% v/v.

V.2.2.2 Medios de aislamiento:

V.2.2.2.1 ERIIS (Ross y Whittlestone, 1983)

204

FRIIS
Fase A
Bacto PPLO broth 5g
Brain Heart Infusion (BHI) 489
Solucién balanceada de Hanks A (1) 25 ml
Solucién balanceada de Hanks B (2) 25 ml
Agua bidestilada 500 ml

Se ajusta el pH a 7,4 y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 30 min

(Para el medio sélido se incluyen en esta fase 16 ml de solucién de Dextran al 1% y
11,4 g de Agar Bacteriolégico)

Fase B

Extracto fresco de levadura (25% p/v) (3) 38 ml
Solucién de ampicilina (100 mg/ml) 5 ml
Solucién de extracto de levadura (5 g/ 250 ml) 120 ml
Solucion de rojo fenol (0,2%) 7,5ml
Agua bidestilada 229,5 ml

Se ajusta a pH: 7,4. Se prefiltra a través de papel de filtro y se filtra por una membrana

Millipore de 0,22 um.

Fase C
Suero de caballo estéril inactivado (4) 85 ml
Suero porcino estéril inactivado (4) 85 ml

Asépticamente se agrega a la fase A, las fases B y C. El medio liquido se distribuye en
tubos estériles de 5 ml, a razén de 2 ml/tubo y se guardan a -20 °C hasta su uso. En el
caso del medio sélido, antes de mezclar las tres fases, se atemperan a 45 °C, para
distribuirse inmediatamente después de mezclarse en placas de Petri estériles de 15
mm de diametro, las cuales se conservan a 4 °C
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V.2.2.2.2 PH (Kirchhoff y Rosengarten, 1984)

PH
Fase A
Bacto PPLO broth 16,8 g
Agua destilada 700 ml

Se ajusta el pH a 7,4 y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 30 min

Para el medio sdlido se incluyen en esta fase 28 g de Bacto PPLO agarosa en vez de
Bacto PPLO Broth

Fase B

Extracto fresco de levadura (25% p/v) (3) 18 ml
Solucion de penicilina (100.000 Ul/ml) 6 ml
Solucion de DNA (0,4% p/v) 4,4 ml
B-NAD 0,19
L-cisteina hidroclorhidrica 0,19
Agua bidestilada 91 mil

Se ajusta a pH: 7,4. Se filtra por una membrana Millipore de 0,22 um.

Fase C

Suero de caballo estéril inactivado (4) 178 mil

Asépticamente se agrega a la fase A, las fases B y C. El medio liquido se distribuye en
tubos estériles de 5 ml, a razén de 2 ml/tubo y se guardan a -20 °C hasta su uso. En el
caso del medio sdlido, antes de mezclar las tres fases, se atemperan a 45 °C, para
distribuirse inmediatamente después de mezclarse en placas de Petri estériles de 15
mm de diametro, las cuales se conservan a 4 °C
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V.2.2.2.3 SP4-ll (Ramirez et al., 1997).

Adicionalmente, fue utilizado SP4-1l con sal (desde 0,5 a 6%) para el aislamiento y

pruebas anexas con los mollicutes provenientes de invertebrados acuaticos.

SP4-ll
Fase A
Bacto PPLO broth 429
Bacto peptona 6,49
Bacto tryptona 129
Agua destilada 535 ml

(Para los medios con salinidad se les incluye la sal en esta fase)

Se ajusta el pH a 7,8 y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 30 min

(Para el medio soélido se incluyen en esta fase 7.0 a de Agar Bacteriol6gico)

Fase B

Extracto fresco de levadura (25% p/v) (3) 42 ml
Solucién de ampicilina (100 mg/ml) 2.5 iml
Solucién de extracto de levadura (5 g/ 250 ml) 120 mi
Solucion de DNA (0,4% p/v) 5,5ml
Piruvato sodico 2,5ml
B-NAD 0,125¢g
L-cisteina hidroclorhidrica 0,125¢
CMRL 1066 (10X) 60 ml
Solucién de rojo fenol (0,1%) 24 ml
Agua bidestilada 207,5 mi

Se ajusta a pH: 7,2. Se prefiltra a través de papel de filtro y se filtra por una membrana
Millipore de 0,22 um.

Fase C
Suero de caballo estéril inactivado (4) 251 mi

Asépticamente se agrega a la fase A, las fases B y C. El medio liquido se distribuye en
tubos estériles de 5 ml, a razén de 2 ml/tubo y se guardan a -20 °C hasta su uso. En el
caso del medio solido, antes de mezclar las tres fases, se atemperan a 45 °C, para
distribuirse inmediatamente después de mezclarse en placas de Petri estériles de 15
mm de diametro, las cuales se conservan a4 °C
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1. Solucién balanceada de Hanks A

Cloruro Sddico (NaCl) 80 g
Cloruro Potasico (KCI) 49
Sulfato de magnesio heptahidrato (MgS0,.7H,0) 1g
Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,.6H;0) 19
Cloruro Calcico (CaCly) 1449
Agua destilada 500 ml

2. Solucién balanceada de Hanks B

di-sodio hidrogeno fosfato dodecahidrato

(Na,HPO,.12H,0) 80g
Fosfato monopotasico (KH,PO,) 49
_Agua destilada 500 ml

3. Preparacion del extracto de levadura (Saccharomyces cerevisiae) al 25% p/v:
En un bano atemperado a 45 °C se calientan 500 ml de agua bidestilada. Se
anaden 500 g de levadura de panaderia fresca en pequenos fragmentos y se
aumenta la temperatura del bario a 80 °C durante 90 min. Se retira la solucién
del bafio y se deposita en agua fria durante aproximadamente 15 min.
Transcurrido este tiempo y con acido clorhidrico concentrado se ajusta el pH
a 4,5. Se mantiene la suspensién a la misma temperatura durante mas 30
min. Se centrifuga dicha suspensién a 3.000 x_g durante 30 min, se recoge el
sobrenadante y se afade el mismo volumen de agua bidestilada. Por ultimo,
se filtra por filtros estériles de diametro de poro de 0,22 um. El extracto de

levadura puede conservarse 6 meses en congelacion a -20°C.
4. La inactivacion del suero (de caballo o porcino) se realiza calentandolo

(descongelado) en barfio Maria a 56 °C durante 30 min. Posteriormente tal
suero descomplementado es mantenido a -20 °C.

207



Capitulo V: Anexos

V.2.2.3 Medios para la caracterizacion bioquimica de mollicutes (Poveda, 1998)

Todos los componentes de los medios para determinar la bioguimica de mollicutes
son esterilizados antes de mezclarse, y conservados a -20°C. La solucion de HIB (Heart
infusion broth) y la de HIA (Heart infusion agar) se esterilizan en autoclave y el resto
por filtracion (0,20 um), a excepcién del suero de caballo que se comercializa ya estéril.
Una vez realizada la mezcla, se ajusta al pH adecuado y se esteriliza por filtracion
(0,20 pm). Los medios liquidos son distribuidos en tubos de plastico estériles a razon de
2 ml por tubo y se congelan hasta su uso.

Medio liquido estandar (20% de suero)
Solucidn de HIB (2,5% piv) 296 ml
Solucion de ADN (0,2% p/v) 4 ml
Suero de caballo inactivado 80 ml
Solucion de extracto de levadura (10% p/v) 20 ml
pH: 7,6

Medio liquido estandar (10% de suero)

Solucidn de HIB (2,5% piv) 336 ml

Solucion de ADN (0,2% plv) 4 ml

Suero de caballo inactivado 40 ml

Solucion de extracto de levadura (10% p/v) 20 ml
pH: 7,6

Medio para la prueba de la fermentacion de glucosa
Solucion de HIB (2,5% plv) 146 ml
Solucién de ADN (0,2% p/v) 2ml
Suero de caballo inactivado 20 ml
Solucién de extracto de levadura (10% p/v) 10 ml
Solucién de glucosa (10% p/v) 20 ml
Solucién de rojo fenol (0,5%p/v) 2ml
pH: 7,6
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Medio para la prueba de la fermentacion de manosa

Solucién de HIB (2,5% p/v) 146 ml
Solucion de ADN (0,2% p/v) 2ml
Suero de caballo inactivado 20 ml
Solucién de extracto de levadura (10% p/v) 10 ml
Solucién de manosa (10% p/v) 20 ml
Solucién de rojo fenol (0,5% p/v) 2ml
pH: 7,6
Medio para la prueba de la hidrélisis de urea
Solucién de HIB (2,5% p/v) 146 ml
Solucion de ADN (0,2% p/v) 2ml
Suero de caballo inactivado 20 ml
Solucion de extracto de levadura (10% p/v) 10 ml
Solucién de urea (10% p/v) 20 ml
Solucién de rojo fenol (0,5% p/v) 2ml
pH: 7,6
Medio para la prueba de la hidrélisis de arginina
Solucion de HIB (2,5% p/v) 146 ml
Solucion de ADN (0,2% p/v) 2ml
Suero de caballo inactivado 20 ml
Solucion de extracto de levadura (10% p/v) 10 ml
Solucién de arginina (10% p/v) 20 ml
Solucién de rojo fenol (0,5% p/v) 2ml
pH: 7,6
Medio para la prueba del tetrazolium
Solucién de HIB (2,5% p/v) 146 ml
Solucién de ADN (0,2% p/v) 2ml
Suero de caballo inactivado 40 ml
Solucién de extracto de levadura (10% p/v) 10 ml
Solucion de 2,3,5-trifeniltetrazolium (2% p/v) 20 ml

pH: 7,6
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V.2.3 REACTIVOS Y SOLUCIONES

V.2.3.1 Solucién protectora para liofilizacion

Para la preparacion de la solucion protectora de liofilizacion se disuelven 6,67 g

de myo-Inositol en 33,3 ml de agua destilada. Se filtra por una membrana “Millipore” de

0,22 um y se afiade 100 ml de suero de caballo inactivado.

V.2.3.2 Reactivos de la electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion

a)

b)

V.2.4
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(DGGE)

Solucién de acrilamida al 60% de urea: “High” (H):

Se mezclan 126 g de urea con agua estéril hasta obtener una solucién con
un volumen de 200 ml.

Se afiaden 125 ml de acrilamida (30% v/v) a la solucion anterior mas 120
ml de formamida desionizada y 10 ml de buffer 50X TAE [Tris acetato 2 M +
Na,EDTA 100mM].

Se rellena una cubeta con agua estéril hasta alcanzar un volumen de 500 ml.

Se mezclan suavemente ambas soluciones.

Solucién de acrilamida al 30% de urea: “Low” (L):

Se mezclan 63,1 g de urea con agua estéril hasta obtener una solucién con
un volumen de 200 ml.

Se afiadieron 125 ml de acrilamida (30% v/v) a la solucién anterior mas 60
ml de formamida desionizada y 10 ml de buffer 50 x TAE.

Se rellena una cubeta con agua estéril hasta alcanzar un volumen de 500 ml.

Se mezclan suavemente ambas soluciones.

EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

Para la extraccion y purificacién de ADN fueron utilizados dos kits

comerciales de la casa OMEGA bio-tek (www.omegabiotek.com)
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a) Extraccion de ADN: E.Z.N.A.® Tissue DNA kit D3396-02
b) Purificacion de ADN: Cycle Pure Kit D6492-02
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V.3 PCR’s
V.3.1 PCR’S ESPECIFICAS PARA LA DETECCION DE MOLLICUTES.

V.3.1.1 Hotzel y colaboradores (2003). Fragmento del gen ARNr 23S.

Myc23F172 (5-CTA AGG TDA GCG AGW DAA CTA TA-3))

Cebadores: Myc23R184 (5-CCC CYC WTS YTT YAC TGM GGC-3')
Amplicén: 102-110 pb
Protocolo: Ciclo Temperatura (°C) Tiempo
| 94 1’
94 15"
Il (x 35) 48 307
72 307
1] 72 1’

Hold: 16 °C

V.3.1.2 Spergsery colaboradores (2002). Fragmento del gen ARNr 16S.

MW28 (5'- CCA GAC TCC TAC GGG AGG CA-3)

Cebadores: MW29  (5- TGC GAG CAT ACT ACT CAG GC-3)
Amplicon: 580 pb
Protocolo: Ciclo Temperatura (°C) Tiempo
| 94 1
94 80"
Il (x 35) 55 80"
72 2,5
Il 72 B

Hold: 16 °C
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V.3.1.3 Mc Auliffe y colaboradores (2005). Fragmento del gen ARNr 16S.

GC341F (5-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG

Cebadores: GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG-3)
R543 (5-ACC TAT GTATTA CCG CG-3))
Amplicon: 340 pb
Protocolo: Ciclo Temperatura (°C) Tiempo
I 94 5
95 1
Il (x 29) 56 45"
72 1
1] 72 10’
Hold: 16 °C

V.3.1.4 Van Kuppeveld y colaboradores (1992). Fragmento del gen ARNr 16S.

MGSO (5'-TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC-3)

Cebadores: GPO3 (5-G GGA GCA AAC AGG ATT AGA TAC CCT-3)
Amplicén: 270 pb
Protocolo: Ciclo Temperatura (°C) Tiempo
| 94 2
94 307
Il (x 40) 60 30”
72 30”7
1] 72 30”
Hold: 16 °C
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V.3.1.5 Botesy colaboradores (2005). Fragmento del gen ARNr 16S.

Cebadores:

Amplicén:

Protocolo:

MGSO (5-TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC-3)
GPO3F (5'-TGG GGA GCA AAC AGG ATT AGATAC C-3)

270 pb

Ciclo Temperatura (°C) Tiempo
| 94 2
94 30"
Il (x 40) 60 30”
72 30"
1 72 30"
Hold: 16 °C

V.3.2 GENES RIBOSOMICOS Y REGIONES INTERGENICAS.

V.3.2.1 Yavari (2010). Gen ARNr 16S.

Fragmento

Cebadores

Fragmento A

16S — Start pos (5'-GAG AGT TTG ATC CTG CGT CAG G-3))
16S — 550 neg (5'-CCC AAT AAA TCC GGA TAACGC TTG C-3))

Fragmento B

16S — 510 pos (5-CTG ACG CGT AAC TAT GTC CCA GCA G-3))
16S — 1050 neg (5'-GCT GAC GAC AAC CAT GCA GC-3)

Fragmento C

16S — 980 pos (5-CGA AGA ACC TTA CCC ACT CTT GAC ATC-3")
16S — end neg (5'-GGT AAT CCA TCC CCA CGT TCT CG-3’)

Amplicéon:

Protocolo:

214

~ 1500 pb
Ciclo Temperatura (°C) Tiempo

| 94 2
94 15”

Il (x 35) 60 30"
72 30"

11 72 30"

Hold: 16 °C
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V.3.2.2 Poveda (2012). Gen ARNr 23S.

Fragmento

Cebadores

Fragmento A

23S - 1F (5-GTT CTT TGA AAA CTG AAT ATT A -3))
23S - 1R (8-CTT TTCACC TTT CCC TCA CGG TAC-3)

Fragmento B

23S - 2F (5-GCG AAATCG GAA GAG GCC AAA C-3)
23S — 2R (5'-CAC CGC TAG CCA CAAGTC ATC C-3)

Fragmento C

23S — 3F (5-GGT GAT CTA GCC ATG AGC AG-3))
23S - 3R (5'-CCATCG GCTACG CTT TTC AGC C-3)

Fragmento D

23S —4F (5-GTAACG TTT CGA AGT GAG AAT C-3))
23S —4R (5'-CCG TTATAG TTA CGG CCG CCG TTC-3)

Fragmento E

23S - 5F (5'-GAC ACC TGC CCA GTG CCG GAA GG-3))
23S — 5R (5'-CCG TCG ATG TGA ACT CTT GGG-3')

Fragmento F

23S — 6F (5'-GAA AGT AGG ACT TAG TGA TCC GG-3))

23S — 1F (5'-GTT CTT TGA AAA CTG AAT ATT A-3’) (reverse)

Amplicén:

Protocolo:

= 2902 pb
Ciclo Temperatura (°C) Tiempo

1 94 2’
94 15"

Il (x 35) 45 6 55° 30”
72 2

1l 72 1

Hold: 16 °C

2 Para los fragmentos A y F se utiliza 45°C; para los restantes, 55°C.
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V.3.2.3 Ramirez y colaboradores (2008). ISR - Regién intergénica entre los genes
ARNr 16Sy 23S.

Cebad . 16S+C (5-CGT TCT CGG GTC TTG TAC AC-3')
ebadores: 23S-B (5'-CGC AGG TTT GCA CGT CCT TCA TCG -3))
Amplicén: 400-600 pb
Protocolo: Ciclo Temperatura (°C) Tiempo
| 94 2
94 15"
Il (x 35) 60 30"
72 30"
1]} 72 30"
Hold: 16 °C

V.3.2.4 Ramirezy colaboradores (2010). ISR2 - Regi6n intergénica entre los genes
ARNr 23Sy 5S.

, 235+5 (5-GCT CTT AGT ACG AGA GG-3)
e 55-A (5- GCT TAA CTT CTG TGT TCG GAA TGG G -3)
Amplicén: ~ 100 pb
Protocolo: Ciclo Temperatura (°C) Tiempo

| 94 2
94 15"
Il (x 35) 45 30"
72 2
i 72 T
Hold: 16 °C
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V.4 OTROS

V.4.1 ANTECEDENTES DE LOS CETACEOS UTILIZADOS.
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? Sexo: H= Hembra: M= Macho.

" Estado de desarrollo: N/C= Neonato/Cria; J/S= Juvenil/Subadulto; A= Adulto. La clasificacién esta

basada en el largo corporal total y la apariencia de las gdnadas de los ejemplares seglin Geraci y
Lounsbury (1993).

® Isla del varamiento: GC= Gran Canaria; GO= La Gomera; GR= La Graciosa; HI= El Hierro;
FV=Fuerteventura; LZ= Lanzarote; TN= Tenerife; *=ejemplar fue encontrado vivo.

“ Tiempo congelado: d= dias; m= meses; nc= no congelado.

¢ Estado de conservacién del cuerpo al momento de la toma de muestras: 1= Muy fresco; 2= Fresco;
3=Autolitico; 4= Muy autolitico. Clasificacion basada en Kuiken y Garcia-Hartmann (1991).

"La determinacion de las muestras positivas fue mediante una PCR a tiempo real especifica para la clase
Mollicutes, adaptada de Van Kuppeveld y colaboradores (1992). La identificacién de las especies de
mollicutes fue conforme a la similitud que presentaban del gen ARNr 16S y/o la region entre los genes
ARNr 16S y 23S (ISR) con especies ya conocidas.

9 ND: No determinada debido a la poca cantidad de ADN disponible.

" Sin informacion adicional del ejemplar.
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V.4.2 ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DEL GEN ARNR 16S ENTERO DE

MYC-POTA 5H Y MYC-PULPO PE.

“CANDIDATUS MYCOPLASMA CORALLICOLA”

=

0dme i
¥1043n
s> smeppieg, B
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V.43 CORTES HISTOLOGICOS DE POTA (TODARODES SAGITTATUS).

Corte tranversal (40x) de la pared del es6fago. Muy autolitico.

Corte tranversal (100x) de la glandula digestiva.
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Corte tranversal (40x) de la pared del estbmago.

Corte tranversal (40x) de la pared del intestino.
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V.44 COMUNICACIONES ORIGINADAS

e Vega-Orellana O.M.; Poveda J.B.; Garcia-Pefia, F.J.; Garcia-Parraga, D.;
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Brasil. Programs and Abstracts. (Pdster).

e Vega-Orellana O.M.; Poveda J.B.; Mederos-Iriarte, L.E.; Poveda, C.; Suarez-
Pérez, A.; Ramirez, A.S. 2014. “A putative Spiroplasma isolated from jellyfish
(Pelagia nocticula) in Canary Islands (Spain)”. 20" International Congress of
the International Organization for Mycoplasmology — IOM.1-6 de Junio. Blumeau,
Brasil. Programs and Abstracts. (Pdster).

e Vega-Orellana O.M.; Poveda J.B.; Estefanell, J.; Socorro J.; Rosell6-Moéra, R.;
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International Congress of the International Organization for Mycoplasmology —
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