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RESUMEN GENERAL

Mycoplasma es una bacteria de tamafo reducido, pleomorfica que carece de pared celular.
En la actualidad se han identificado mas de 100 especies a nivel mundial, colonizando
humanos, mamiferos, peces, reptiles, artrépodos y plantas. El presente estudio se dividid
en dos partes, el objetivo de la primera parte fue identificar la presencia de especies de
Mycoplasma en mucosas y sangre de animales silvestres y domésticos de Costa Rica.
Mediante un estudio transversal descriptivo se analizaron un total de 529 muestras de
ADN de sangre, semen, hisopados bucotraqueales de animales silvestres y domésticos,
recolectados entre enero y septiembre del 2023 (n=75) o provenientes de bancos de ADN
(n=454) mediante cinco técnicas moleculares (reaccion en cadena de la polimerasa
[PCR]) para la deteccion del gen ARNr 16S de la clase Mollicutes y de Mycoplasma
canadense, del gen rpo f de Mycoplasma californicum 'y de Mycoplasma bovigenitalium,
y del gen uvrC de Mycoplasma bovis y secuenciacion. Un total de 11,2% (59/529)
muestras resultaron positivos en el PCR que amplifico el gen ARNr 16S de la clase
Mollicutes. Los resultados de secuenciacion identificaron cuatro especies de
Mycoplasma; Mycoplasma salivarium en 22,2% (6/27) de primates no humanos,
Mycoplasma hyorhinis en 84,6% (11/13) de cerdos, “Candidatus Mycoplasma turisencis”
en 3,1% (5/161) de gatos domésticos y Mycoplasma haemocanis en 9,0% (1/11) de
mapaches. Ademas, se establecio la presencia de especies de Mycoplasma en un 30,0%
(21/70) de muestras de semen bovino; M. canadense en 33,3% (7/21), M. californicum
en 19,0% (4/21), y M. bovigenitalium en 47,6% (10/21) muestras, dos bovinos mostraron
infeccion mixta de M. bovigenitalium - M. canadense y un bovino de M. californicum —
M. bovigenitalium. El presente estudio establecio por primera vez la presencia de siete
especies de Mycoplasma en animales silvestres y domésticos de Costa Rica y
Centroamérica. Se recomienda estudiar su impacto sobre la salud de los animales

infectados.

El objetivo de la segunda parte fue estimar la frecuencia de especies de Mycoplasma 'y de
otras bacterias aisladas, mediante técnicas moleculares y cultivo tradicional,
respectivamente, a partir de leche de vacas con mastitis y leche de tanque de fincas
lecheras especializadas de Costa Rica. Se analizaron un total de 695 muestras de leche y
132 muestras de leche de tanque, las cuales fueron recolectadas entre marzo y junio de
2023. Para la deteccion de Mycoplasma spp. y M. canadense se amplificaron los genes

ARNTr 168, para M. californicum y M. bovigenitalium los genes rpo 'y para M. bovis el
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gen uvrC. Ademas, se obtuvo la siguiente informacion de cada muestra de leche
individual: especies de bacterias aisladas en el cultivo y resultado del antibiograma para
cada aislamiento. Se detectd por primera vez en Costa Rica la presencia de M.
californicum en una muestra compuesta de leche de vaca, las demas muestras analizadas
resultaron negativas. En las muestras de leche con mastitis se evidencio la presencia de
66 especies de bacterias, agrupadas a conveniencia en 11 grupos diferentes,
identificandose Staphylococcus no aureus, Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus,
v Escherichia coli como las bacterias mas frecuentemente aisladas. Se observo una alta
resistencia de S. aureus a enrofloxacina (96%) y de S. uberis a penicilina (15,6%), lo que
subraya la importancia de considerar la resistencia bacteriana en el tratamiento de la
mastitis. Este estudio demuestra que, aunque Mycoplasma tiene una presencia baja en
Costa Rica, no debe dejar de pensarse como una causa de mastitis pudiendo causar
impacto en la salud del ganado y la produccion lechera, especialmente en casos de vacas
con mastitis refractarias a tratamientos que han demostrado eficacia para casos similares

en fincas.
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Introduccion general
Historia

Las bacterias del género Mycoplasma se identificaron por primera vez como agentes
causales de pleuroneumonia en bovinos en 1898 (Rufo et al., 2021). Inicialmente se
consideraron agentes virales, sin embargo, en 1935, se lograron aislar colonias en forma
de "huevo frito" contaminando un cultivo de Streptobacillus moniliformis (Harwick et al.,
1972). Mycoplasma es una bacteria con gran dispersion en fauna y flora, ya que hasta la
fecha se han aislado en méas de 100 especies de mamiferos, aves, reptiles, plantas e
insectos, unos considerados comensales y otros patdgenos, y algunos con potencial
zoonotico (Sawicka-Durkalec et al., 2021).

Mycoplasma se dividen en dos grupos, de acuerdo a sus caracteristicas bioldgicas y
filogenéticas; un grupo se denomina Mycoplasma de las mucosas y el otro hemoplasmas,
por su tropismo para mucosas y globulos rojos, respectivamente (Rodriguez-Mirabal et
al., 2021). El grupo de Mycoplasma de las mucosas tienen un mayor potencial patdgeno
e impacto econémico, y afectan la salud de los animales de produccion (Deeney et al.,
2021); en contraste con los hemoplasmas, que parecen ocasionar anemia (Peters et al.,
2008).

Mycoplasma bovis es una micoplasma de mucosas que ocasiona un gran impacto
econdmico en la produccién. Esta bacteria fue aislada por primera vez en Estados Unidos
en 1961, a partir de un caso de mastitis, y se cree que se distribuyé a nivel mundial
mediante la exportacion de ganado (Dudek et al., 2020). Existen otras especies como
Mycoplasma canadense, Mycoplasma californicum, Mycoplasma arginini, Mycoplasma
bovigenitalium, Mycoplasma bovirhinis, y Mycoplasma alkalenses, que también se
relacionan con enfermedad clinica (Sosa et al., 2018). Las enfermedades que ocasionan
estos micoplasmas son enfermedades respiratorias y reproductivas, mastitis, artritis y
otitis media (Nicholas & Ayling, 2003). El control es dificil, debido a la presencia de

portadores sanos y a la falta de métodos de diagndstico (Malmberg et al., 2020).

Etiologia

Mycoplasma es una bacteria que pertenece al filo Firmicutes, clase Mollicutes, orden
Mycoplasmatales y familia Mycoplasmatacea. Filogenéticamente estan relacionados con
las bacterias Gram positivas (Minion, 2002), se caracterizan por no poseer pared celular
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y por tener un bajo contenido de guaninay citocina. Debido a la carencia de pared celular,
poseen resistencia natural a los antibidticos que actdan sobre la sintesis de la pared. Se
consideran ademas, los organismos procariotas auto replicativos con los genomas mas
pequefios (500 a 1000 genes), y se caracterizan por poseer una cantidad minima de
organelas para el crecimiento y la replicacion, que hacen que su cultivo sea dificil debido

a su complejo requerimiento nutricional (Gautier-Bouchardon, 2018).

Las bacterias del genero Mycoplasma son microrganismos intracelulares facultativos, y
de acuerdo con sus capacidades bioquimicas se pueden dividir en dos grupos:
fermentadores de glucosa o hidrolizantes de arginina. La mayoria de micoplasmas se
consideran comensales, las patdgenas son las que poseen un organulo terminal que les
ayuda adherirse e interferir con el metabolismo de las células que infectan (Meseguer-
Peinado et al., 2012). Este se considera el principal factor de virulencia. Las cepas
mutantes que carecen de adhesinas se consideran avirulentas. El invadir células no
fagociticas y permanecer en forma intracitoplasmatica alrededor del nucleo les brinda

proteccién del sistema inmunoldgico y de algunos antibioticos (Rottem, 2003).
Transmision

Las micoplasmas de las mucosas se transmiten por contacto directo con animales
infectados. En los animales infectados las bacterias se diseminan via linfatica, para ser
eliminadas en secreciones y excreciones, por ejemplo, en secreciones oculares, nasales,
vaginales, orina y heces. La bacteria ingresa a una finca generalmente por animales
portadores asintomaticos. Animales con infeccion crénica (neumonia) pueden transmitir
las micoplasmas mediante aerosoles, y las vacas pueden pasar el agente a sus terneros
mediante la leche (Gelgie et al., 2022; Pijoan et al., 2006). En Finlandia se determino el
semen como fuente de infeccion para vacas que desarrollaron mastitis. EI agente se logro
aislar de semen congelado y se determino que sobrevivia procesos de fertilizacion in vitro,
infectando los embriones y reduciendo la capacidad de penetracion de los espermas
(Garcia-Galan et al., 2020).

Los hemoplasmas se transmiten principalmente por el contacto con sangre infectada y
ademas pueden ser transmitidos por artropodos y vectores hematofagos (Prullage et al.,
1993; Westmoreland et al., 2017). También se ha establecido transmision vertical
(intrauterina o por el contacto con sangre o secreciones durante el parto), sobre todo en
cerdos, estas micoplasmas muestran tropismo por eritrocitos (Stadler et al., 2019).
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Un estudio realizado por Dhondt y colaboradores (2007) investigo la transmision de
micoplasmas de aves a través de fomites. El estudio demostré que una contaminacion
experimental de comederos y posterior exposicion de aves, ocasiond signos clinicos en
las aves durante 24 horas y una temperatura de 21 a 23 °C, sin embargo, la enfermedad
fue mas leve que en aves infectadas por contacto directo, posiblemente por la pérdida de

la capacidad de infectividad de la bacteria en los fomites (Dhondt et al., 2007).
Patogénesis

Los principales factores de virulencia de las micoplasmas son las adhesinas, ademas,
producen desechos metabdlicos toxicos (peroxido de hidrégeno y anidn superoxido) que
afectan las células del huésped, y tienen la caracteristica de que inhiben la capacidad
catalasa de las células, de esta forma aumentan los niveles de perdxido de hidrégeno. El
sistema inmune del huésped favorece la patogenesis, activando macréfagos, linfocitos, y
la produccién de citocinas (Hund, 2015). Un ejemplo de esto es el reclutamiento de
celulas epiteliales con células inflamatorias en las vias aéreas, lo que genera infiltracion
celular, por accién de la interleucina 8, una potente quimiocina de neutréfilos (Gonzalo
de Liria & Hernandez, 2013).

En la actualidad se han identificado tres adhesinas de importancia en la patogénesis de
Mycoplasma: a-enolasa, NADH oxidasa (NOX) y metilentetrahidrofolato-ARNt-(uracil-
5-)-metiltransferasa (TrmFQ), que se unen al plasmindgeno y la fibronectina, lo que sirve
como puente entre las adhesinas bacterianas y los receptores en la célula huésped (Guo et
al., 2017; Hao et al., 2022; Josi et al., 2018). En el caso de las micoplasmas con tropismo
por los glébulos rojos, inducen una muerte celular programada (Sonalio et al., 2021). El
cambio que ocurre en los eritrocitos es llamado eriptosis, que se caracteriza por el
encogimiento de las células, a causa de la formacion de ampollas en la superficie de la
membrana, lo cual activa las proteasas. La exposicion de fosfatidilserina en la membrana

ocasiona la fagocitosis por macrofagos (Lang et al., 2006).
Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas varian segun la especie de Mycoplasma infectante. Las
micoplasmas que afectan las mucosas generalmente presentan una alta gama de
manifestaciones clinicas (Tardy et al., 2020), en animales son causal de enfermedades

respiratorias como neumonia (Clavijo et al., 2021), ademds se han asociado a
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enfermedades como artritis, conjuntivitis y poliseritis (Ferreira et al., 2021). En el caso
de las micoplasmas hemotrdpicas, afectan tanto a animales silvestres como domésticos
(Felder etal., 2011). Ademas, causan enfermedades que van desde anemias asintomaticas
a cronicas por la ruptura del glébulo rojo por la accion de la adhesina del micoplasma
(Ikeda et al., 2017).

En bovinos, Mycoplasma se ha identificado como agente causal del complejo de
enfermedades respiratorias y de mastitis (Register et al., 2018). En recientes
investigaciones también se ha asociado con endocarditis, debido a su diseminacién por
via hematdgena (Kanda et al., 2019). Ademas, se relaciona con la aparicién de artritis
(Hananeh et al., 2018), otitis media severa (Foster et al., 2009), y se ha identificado como
causal de neumonias cronicas (Fox, 2012). En bovinos machos la infeccion del tracto
urinario podria conllevar a una infeccion testicular que se puede manifestar con orquitis
(Nicholas & Ayling, 2003).

Diagnostico

El diagnostico directo se realiza mediante cultivo y es considerado como el estandar de
oro. Dada la cantidad minima de organelas que poseen, se deben utilizar medios
especiales para satisfacer los requerimientos nutricionales de estas bacterias (Gautier-
Bouchardon, 2018). Los medios mas comunes utilizados para el aislamiento de
Mycoplasma son el medio Hayflick (Cerda et al., 2000), medio SP-4 Tully (Meseguer-
Peinado et al., 2012), medio Mycoplasma Base Medium con el suplemento Selective
Mycoplasma — MM (Cantén et al., 2022). Ademas, se recomienda realizar adicionalmente
pruebas bioquimicas, como prueba de sensibilidad a la digitonina, util para diferenciar las
micoplasmas del género Acholeplasma, y las pruebas de fermentacion de la glucosa,

hidrolisis de la arginina y reduccion del tetrazolium (Cerda et al., 2000).

Para lograr el aislamiento de las micoplasmas, estas se inoculan en los medios antes
mencionados y se incuban durante 7 a 10 dias a 37 °C y 5% a 10% de CO.. El cultivo
tiene la ventaja de ser un método tradicional, simple y de bajo costo, pero tiene la
desventaja de ser lento y de baja sensibilidad, es por eso que el diagndstico para
Mycoplasma se basa principalmente en el uso de técnicas moleculares, principalmente la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Meseguer-Peinado et al., 2012).
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El diagnostico molecular de Mycoplasma se realiza generalmente amplificando partes de
los genes 23 S ARNr (Hotzel et al., 2003), 16 S ARNr (Ramirez et al., 2008), las regiones
16S-23S rADN, vy la region del espacio intergénico (ISR) (Vega-Orellana et al., 2017).
Para el diagnostico de M. bovis se amplifica ademas el gen conservado uvrC (proteina de
reparacion) (Thomas et al., 2004). También se ha reportado el uso de otras técnicas
diagndsticas directas como la inmunohistoquimica y la hibridacion in situ (Dudek et al.,
2020).

El diagndstico indirecto se realiza detectando anticuerpos tipo IgG, IgM e IgA en sueros,
que suelen ser diagnosticados alrededor de los siete dias después del inicio de la
enfermedad (Zhang et al., 2011). Aunque el diagndstico seroldgico es mas sensible que
el cultivo, pueden ocurrir resultados falsos positivos y reacciones cruzadas (Haaheim et
al., 2001). La medicion de anticuerpos solo tiene utilidad en estudios epidemioldgicos
(Maunsell et al., 2011).

Tratamiento y profilaxis

Mycoplasma es naturalmente resistente a los antibidticos betalactamicos, glucopéptidos,
fosfomicina, rifampicina, polimixinas, sulfonamidas, quinolonas de primera generacion
(&cido nalidixico) y trimetoprima (Gautier-Bouchardon, 2018; Taylor-Robinson &
Bébéar, 1997). El tratamiento de eleccién es doxiciclina (Murray et al., 2014) y
fluoroquinolonas (Diaz et al., 2005), también se realiza con eritromicina y tetraciclina.
Actualmente existen vacunas contra algunas especies de Mycoplasma, pero tienen una
baja efectividad (Dudek et al., 2021). Las vacunas vivas atenuadas contra especies de
micoplasmas que infectan a los cerdos, utilizan proteinas de superficie, de envoltura y
adhesinas, su uso ha sido autorizado en paises como China y México, pero s6lo inducen
una proteccion parcial (Maes et al., 2021). Para M. bovis se utilizan vacunas inactivadas,
pero tienen la desventaja de que su costo de produccion es muy elevado, debido a que el
cultivo de la cepa vacunal es dificil, ademas no muestra un alto nivel de proteccién
(Dudek et al., 2021).

Epidemiologia

Las diferentes especies de Mycoplasma (Cuadro 1) tienen distribucion mundial (Murray
et al., 2014), y pueden generar patologia, independientemente de la estacion del afio o de
condiciones geograficas como altura y clima (Atkinson et al., 2008). Sobre todo en
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Europa y Asia se han reportado la presencia de especies de Mycoplasma en animales

domeésticos y silvestres, asi, por ejemplo, en Letonia se encontraron tres especies de

Mycoplasma hemotropicas en gatos (‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’,

Mycoplasma haemofelis, y ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’) (Berzina et al., 2021),

mientras que en Tailandia se establecié un 27,7% (64/231) de gatos positivos a

hemoplasmas mediante la técnica de PCR amplificando el gen ARNr 16S y confirmando

mediante secuenciacion la presencia de M. haemofelis (9/231), “Ca. M. haemominutum”
(53/231), y “Ca. M. turicensis” (2/231) (Kaewmongkol et al., 2020).

Cuadro 1. Especies de Mycoplasma que afectan a los animales, manifestaciones clinicas,

tropismo y riesgo zoon6tico

Especie Mycoplasma Manifestaciones  Tropismo Potencial Referencia
clinicas zoonotico
Bovinos M. bovis Bronconeumonia  Mucosa No Gautier-
M. canadense enzootica Bouchardon,
M. californicum infecciosa, 2018
M. bovigenitalium mastitis, artritis, Neder et al.,
M, bovirhinis otitis 2022
Pollos, Mycoplasma Enfermedad Mucosa No Gautier-
pavos gallisepticum respiratoria Bouchardon,
Mycoplasma sinoviae  crénica, sinusitis 2018
infecciosa
Aves Mycoplasma sturni Infecciones Mucosa No Sawicka-
silvestres Mycoplasma buteonis  respiratorias, Durkalec et
Mycoplasma artritis al., 2021
corogypsi
Mycoplasma falconis
Mycoplasma gypsis
Cerdos Mycoplasma Neumonia Mucosa No Gautier-
hyopneumoniae enzodtica Bouchardon,
Mycoplasma Poliserositis, Mucosa No 2018
hyorhinis artritis, neumonia
Mycoplasma Artritis, Mucosa No
hyosinoviae poliartritis
Mycoplasma suis Anemia Eritrocitos Si Hoelzle et al.,
hemolitica aguda 2014
0 crénica
Gatos Mycoplasma Anemia Eritrocitos No Braga et al.,
haemofelis infecciosa 2012; Kewish
etal., 2004;
‘Candidatus Novacco et al.,
Mycoplasma 2013
haemominutum’
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‘Candidatus

Mycoplasma
turicensis’
Mycoplasma felis Conjuntivitis, Mucosa No Kinoshita et
artritis al., 2020;
Liehmann et
al., 2006

Perros Mycoplasma Anemia Eritrocitos No Barbosa et al.,
haemocanis hemolitica 2021
‘Candidatus Anemia Eritrocitos No Roblejo-Arias
Mycoplasma infecciosa etal., 2022
haematoparvum’

Mycoplasma cynos Enfermedad Mucosa No Day et al.,
respiratoria 2020

Tortugas Mycoplasma Enfermedad del Mucosas No Cozad et al.,

agassizii tracto respiratorio 2020
superior

Mycoplasma Rinitis crénica y Mucosa No

testudineum conjuntivitis

Serpientes Mycoplasma caviae Enfermedades Mucosas No Schmidt et al.,

respiratorias 2013

Mycoplasma

fermentans

Murcielagos  ‘Candidatus Anemia Eritrocitos No Millan et al.,
Mycoplasma 2015
hemominiopterus’

‘Candidatus Anemia Eritrocitos Si
Mycoplasma
hemohominis’

Monos ‘Candidatus Anemia Eritrocitos No Ramalho et
Mycoplasma al., 2017
kahanei’

‘Candidatus

Mycoplasma

hemomacaque’

‘Candidatus

Mycoplasma aoti’
Ovejasy Mycoplasma ovis Anemia Eritrocitos Si Martinez-
cabras Hernandez et

al., 2019
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Venados M. ovis Anemia Eritrocitos Si André et al.,

2020
Mapaches Mycoplasma Anemia Eritrocitos No Volokhov et
hemocanis al., 2017
M. haemofelis
‘Candidatus
Mycoplasma
erythrodidelphis’
Jaguares ‘Ca. M. turicensis’  Anemia Eritrocitos No Furtado et al.,
2018
M. haemofelis

‘Candidatus M.
haemominutum’

Un estudio en China encontré Mycoplasma suis en un 86,0% (148/172) de muestras de
cerdo y en un 49,2% (32/65) de muestras de humanos, mediante PCR, amplificando un
fragmento del gen ARNr 16S. El analisis filogenético establecié un 98,0% de identidad
nucleotidica entre las secuencias amplificadas de cerdos y humanos, demostrando su

potencial zoonotico (zoonosis ocupacional) (Yuan et al., 2009).

En Estados Unidos se han reportado un 11,9% de perros (40/345) y un 10,6% de felinos
(5/47) positivos a micoplasmas hemotropicas, confirmados mediante PCR (Levy et al.,
2011). Por otro lado, un estudio en Chile determiné un 9,2% de camélidos (8/87) positivos
a Mycoplasma spp. (Ramos et al., 2021), y en Brasil un 17,8% (78/437) de caninos con
hemoplasmas, diagnosticados mediante PCR en tiempo real amplificando el gen ARNr
16S (Barbosa et al., 2021). En Centroamérica solo se encontr6 un reporte en Costa Rica,
de Fritschi et al. (2020), que encontraron Mycoplasma spp. en el bazo de un murciélago
(Glossophaga commissarisi), de un total de 13 animales investigados, utilizando un PCR
que amplifico el gen ARNr 16S. El hallazgo se confirmd mediante secuenciacion, sin

embargo, no permitio identificar la especie (Fritschi et al., 2020).

M. bovis también ha sido reportado a nivel mundial, sin embargo, no se considera una
especie zoondtica (Sulyok et al., 2018). En Estonia se reportaron positividades entre 0,4%
y 12,3% en cuatro grandes rebafios (509 a 1633 animales) utilizando un PCR en tiempo
real (QPCR). Los investigadores analizaron muestras compuestas de leche de cinco a cien
vacas, esto por la baja prevalencia esperada (Timonen et al., 2020). En Bélgica se
determiné una positividad de 1,9% de M. bovis en 17 rebafios, analizando un total de 368

muestras individuales de leche (Gille et al., 2020).
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En un estudio en Estados Unidos se logro aislamientos en un 1,7% (2757/214518) de
muestras de leche, que provenian de 2757 rebafios utilizando medio Hayflick modificado.
Un total de 889 aislamientos se analizaron mediante PCR y secuenciacion,
determinandose un 96,2% como Mycoplasma spp. y un 3,8% como Acholeplasma spp.,
siendo M. bovis la especie con mayor presencia (75,1% de los casos) (Gioia et al., 2021).
En Argentina, Cerda et al. (2000) analizaron 276 muestras de leche individual, realizando
cultivo, pruebas bioquimicas y anélisis de proteinas, y lograron identificar a M. bovis
como agente causal de mastitis en 10 muestras individuales, ademas se asocié como un
importante agente causal de la enfermedad respiratoria bovina (Cantén et al., 2022). De
igual manera en Argentina se logro el aislamiento de micoplasmas a partir de lavados
bronquiales de terneros sanos o con problemas respiratorios, muestras de leche de vacas
con mastitis subclinica o clinica, leche de tanque, y raspados prepuciales de toros sanos.
Las colonias se sometieron a pruebas de PCR determindndose la presencia de M.
bovirhinis, M. californicum, M. bovigenitalium, M. alkalescens, y M. arginini en estas
muestras (Sosa et al., 2018). En Brasil se analizd mediante PCR muestras de leche de
tanque de 67 hatos, determinandose un 16,0% y un 1,4% de muestras positivas para
Mollicutes y M. bovis, respectivamente (Manzi et al., 2018). Finalmente, en Chile se
estableci6 un 7,0% (5/71) de muestras de leche de tanque positivas a M. bovis mediante
cultivo bacteriolégico (Sickles et al., 2000).
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Articulo I
Especies de Mycoplasma en animales domésticos y silvestres de Costa Rica: un

estudio transversal (2023).
Resumen

Mycoplasma es una bacteria de tamafio reducido, pleomorfica que carece de pared celular.
En la actualidad se han identificado mas de 100 especies a nivel mundial, colonizando
humanos, mamiferos, peces, reptiles, artropodos y plantas. El objetivo del presente
estudio fue identificar la presencia de especies de Mycoplasma en mucosas y eritrocitos
de animales silvestres y domésticos de Costa Rica. Mediante un estudio transversal
descriptivo se analizaron un total de 529 muestras de ADN de sangre, semen, hisopados
bucotraqueales de animales silvestres y domésticos, recolectados entre enero y
septiembre del 2023 (n=75) o provenientes de bancos de ADN (n=454) mediante cinco
técnicas moleculares (reaccion en cadena de la polimerasa [PCR]) para la deteccion del
gen ARNr 16S de la clase Mollicutes y de Mycoplasma canadense, del gen rpo f de
Mycoplasma californicum y de Mycoplasma bovigenitalium, y del gen wuvrC de
Mycoplasma bovis y secuenciacion. Un total de 11,2% (59/529) muestras resultaron
positivos en el PCR que amplificé el gen ARNr 16S de la clase Mollicutes. Los resultados
de secuenciacion identificaron siete especies de Mycoplasma; Mycoplasma salivarium en
22,2% (6/27) de primates no humanos, Mycoplasma hyorhinis en 84,6% (11/13) de
cerdos, “Ca. Mycoplasma turisencis” en 3,1% (5/161) de gatos domésticos y
Mycoplasma haemocanis en 9,0% (1/11) de mapaches. Ademas, se establecio la presencia
de especies de Mycoplasma en un 30,0% (21/70) de muestras de semen bovino; M.
canadense en 33,3% (7/21), M. californicum en 19,0% (4/21), y M. bovigenitalium en
47,6% (10/21) muestras, dos bovinos mostraron infeccion mixta de M. bovigenitalium -
M. canadense y un bovino de M. californicum — M. bovigenitalium. El presente estudio
establecid por primera vez la presencia de siete especies de Mycoplasma en animales
silvestres y domésticos de Costa Rica y Centroamérica. Se recomienda estudiar su

impacto sobre la salud de los animales infectados.
Palabras claves

Reaccion en Cadena de la Polimerasa, biologia molecular, secuenciacion, bacteriologia,

tropico, Mycoplasma spp.



Abstract

Mycoplasma is a small, pleomorphic bacterium that lacks a cell wall. Over 100 species
have been identified worldwide, colonizing humans, mammals, fish, reptiles, arthropods,
and plants. This study aimed to determine the presence of Mycoplasma species in mucous
membranes and erythrocytes of wild and domestic animals in Costa Rica. Through a
descriptive cross-sectional study, a total of 529 DNA samples from blood, semen, and
orotracheal swabs of wild and domestic animals, collected between January and
September 2023 (n=75) or from DNA banks (n=454), were analyzed using five molecular
techniques (polymerase chain reaction [PCR]) for the detection of the 16S rRNA gene of
the Mollicutes class and Mycoplasma canadense, the rpo B gene of Mycoplasma
californicum and Mycoplasma bovigenitalium, and the uvrC gene of Mycoplasma bovis
and sequencing. A total of 11.2% (59/529) of the samples were positive in the PCR that
amplified the 16S rRNA gene of the Mollicutes class. The sequencing results identified
seven Mycoplasma species: Mycoplasma salivarium in 22.2% (6/27) of non-human
primates, Mycoplasma hyorhinis in 84.6% (11/13) of pigs, “Candidatus Mycoplasma
turisencis” in 3.1% (5/161) of domestic cats, and Mycoplasma haemocanis in 9.0% (1/11)
of raccoons. In addition, the presence of Mycoplasma species was established in 30.0%
(21/70) of bovine semen samples; M. canadense in 33.3% (7/21), M. californicum in
19.0% (4/21), and M. bovigenitalium in 47.6% (10/21) samples, two bovines showed
mixed infection of M. bovigenitalium - M. canadense and one bovine of M. californicum
- M. bovigenitalium. The present study established for the first time seven species of
Mycoplasma in wild and domestic animals of Costa Rica and Central America. It is

recommended that their impact on the health of infected animals be studied.
Keywords

Polymerase Chain Reaction, molecular biology, sequencing, bacteriology, tropics,

Mycoplasma spp.



1. Introduccion

El género Mycoplasma pertenece al filo Firmicutes, clase Mollicutes, orden
Mycoplasmatales, y familia Mycoplasmataceae (Gautier-Bouchardon, 2018). Mediante
analisis moleculares del gen ARNr 16S se logréo demostrar que se derivan de bacterias
Gram positivas (Sirand-Pugnet et al., 2007). Es la bacteria mas pequefia, con un genoma
de 0,6 a 1,35 Mb (Arfi et al., 2021), pleomorfica, que carece de pared celular (Dudek et
al., 2021). Debido a su limitada capacidad metabodlica suele comportarse como un parasito
obligado para producir los metabolitos necesarios para su supervivencia (Arfi et al.,
2021). Este grupo de bacterias contiene una cantidad minima de organelas para el
crecimiento y replicacion (solamente membrana plasmatica y ribosomas), algo que hace
que su cultivo en el laboratorio sea dificil debido a su complejo requerimiento nutricional

(Gautier-Bouchardon, 2018).

En la actualidad se han logrado identificar mas de 100 especies del género Mycoplasma
(Sawicka-Durkalec et al., 2021), ampliamente distribuidas a nivel mundial, las cuales se
presentan en la naturaleza como comensales o patdgenos oportunistas. Las micoplasmas
se encuentran presentes en humanos, mamiferos, reptiles, peces, artropodos y plantas,
algunas especies se consideran con potencial zoonotico. De acuerdo con sus
caracteristicas biologicas y filogenéticas se dividen en dos grupos: micoplasmas de las
mucosas y hemoplasmas, por su tropismo por las mucosas y globulos rojos,
respectivamente (Rodriguez-Mirabal et al., 2021). El grupo de micoplasmas de las
mucosas ocasionan cuadros clinicos y pérdidas econdmicas en granjas de produccion
(Deeney et al., 2021), mientras que las hemoplasmas infectan globulos rojos de animales
domésticos, silvestres e incluso humanos sin graves consecuencias (Peters et al., 2008;

Correia dos Santos et al., 2020).

El diagnostico de las micoplasmas se basa en el cultivo bacterioldgico (estandar de oro),
sin embargo, es de alta complejidad, caro, lento y poco sensible (Matas Andreu et al.,
2006). El diagnostico de hemoplasmas mediante frotis de sangre periférica se torna dificil
porque debe de ser realizado por un experto (Congli et al., 2011). Debido a su alta
sensibilidad y especificidad, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha sustituido
las técnicas de cultivo y frotis sanguineo (Sawicka et al., 2020). El tratamiento de eleccion
para las especies de Mycoplasma son todos aquellos antibidticos que inhiben la sintesis
proteica y de acidos nucleicos como tetraciclinas, fluoroquinolonas, aminoglucésidos,
anfenicoles, macrolidos y lincosamidas, no se recomienda el uso de B-lactamicos, esto
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debido a la carencia de pared celular, los que los hace intrinsicamente resistentes a esta

familia de antibioticos (Klein et al., 2022).

Los reportes sobre la presencia de micoplasmas en América son escasos. Hasta la fecha
se ha reportado ADN de Mycoplasma spp. en sangre de perros (11,9%, 40/345) y gatos
(10,6%, 5/47) en los Estados Unidos (Levy et al., 2011, Marcondes et al., 2018); en Brasil
se ha encontrado un 8,9% (8/90) de Mycoplasma spp. en médula O6sea de gatos
(Marcondes et al., 2018). Ademas, se ha detectado Mycoplasma hyopneumoniae y
Mycoplasma hyorhinis como agentes causales de la neumonia enzodtica en granjas
porcinas de Brasil, México y Argentina (Dos Santos et al., 2015; Moiso et al., 2020).
Finalmente se ha establecido la presencia de siete especies de Mycoplasma ocasionando
enfermedades respiratorias, mastitis, artritis e infertilidad en bovinos de Argentina

(Canton et al., 2022, Tamiozo et., al 2014).

En animales silvestres se ha encontrado hasta la fecha la presencia de Mycoplasma
haemocanis en 56,6%, (47/80) de muestras sanguineas de zorros de Darwin (Lycalopex
fulvipes) (Di Cataldo et al., 2020). En un 13% (22/146) de félidos salvajes viviendo en
cautiverio en Brasil, se encontré mediante PCR convencional y secuenciacion, especies
estrechamente relacionadas con “Candidatus Mycoplasma haemominutum” 'y
Mycoplasma haemofelis, mientras que en cuatro canidos salvajes se determiné la

presencia de Mycoplasma haematoparvum y “Ca. M. haemominutum” (André et al.,

2011).

En Costa Rica y la regidon centroamericana son mas escasos aun los estudios sobre
micoplasmosis. Solamente en Costa Rica se reporta la presencia de Mycoplasma spp. en
murci¢lagos (Fritschi et al., 2020), y de M. haemominutum en gatos domésticos (6/36,
15,7%) (Arguedas-Herrera, 2023). El objetivo de la presente investigacion fue detectar y
caracterizar mediante técnicas moleculares las especies de Mycoplasma presentes en

mucosas, sangre y semen de animales domésticos y silvestres de Costa Rica.

2. Materiales y métodos

2.1 Tipo de estudio y poblacion

Se realiz6d un estudio transversal descriptivo, no probabilistico y por conveniencia, para
determinar la presencia y diversidad de especies de Mycoplasma spp. en mucosas,
eritrocitos y semen de animales silvestres y domésticos. Para esto se analizaron hisopados

(bucotraqueales, cloacales, conjuntivales) remitidos por hospitales y centros de rescate
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durante nueve meses (enero a octubre 2023), asi como ADN de muestras de sangre, semen

e hisopados recolectados en diversos proyectos de investigacion, que se encontraban

conservados a -20 °C.

2.2 Tamafio y tipo de muestra

Se analizaron un total de 529 muestras, de las cuales 75 fueron remitidas al Laboratorio

de Zoonosis y Entomologia durante los nueve meses que durd la investigacion, y 454

provenian del banco de ADN del laboratorio antes mencionado ubicado en la Escuela de

Medicina Veterinaria, Campus Benjamin Nufiez, de la Universidad Nacional de Costa

Rica. Un total de 305 (57,6%) muestras provenian de animales domésticos y 224 (42,4%)

de animales silvestres (Cuadro 1).

Cuadro 1. Desglose de las muestras analizadas, por especie animal, tipo de muestra y

procedencia.

Especie

Muestras remitidas al

laboratorio

Banco ADN

Hisopado Sangre Semen Total

Hisopado Sangre Semen Total n (%)

Felino (Felis catus) 2 7 0 9 0 152 0 152 161 (30,4)
Canino (Canis

lupus familiaris) 0 2 0 2 0 59 0 59 | 61 (11,5)
Bovino (Bos

taurus) 0 0 0 0 0 0 70 70 | 70 (13,2)
Cerdo (Sus scrofa

domestica) 13 0 0 13 0 0 0 0 13 (2,5)
Sub Total 15 9 0 24 0 211 70 281 (305 (57,6)
Boa (Boa

constrictor) 0 1 0 1 0 0 0 0 1(0,2)
Caiman (Caiman

crocodilus) 2 0 0 2 0 0 0 0 2(0,4)
Danta (Tapirus

bairdii) 0 0 0 0 0 1 0 1 1(0,2)
Jaguar (Panthera

onca) 0 1 0 1 0 0 0 0 1(0,2)
Lechuza (Tyto

alba) 0 1 0 1 0 0 0 0 1(0,2)
Mapache (Procyon

lotor) 0 2 0 2 0 9 0 9 11 (2,1)




Mono ardilla

(Saimiri oesrtedii) 0 0 0 5 10 15 15 (2,8)
Mono aullador

(Alouatta palliata) 0 0 0 5 8 13 13 (2,5)
Mono arafa

(Ateles geoffroyi) 0 0 0 3 8 11 11(2,1)
Mono cara blanca

(Cebus capucinus) 0 0 0 8 25 33 33 (6,2)
Mono titi

(Callithix jacchus) 0 0 0 6 10 16 16(3,1)
Ocelote

(Leopardus

pardalis) 0 1 1 0 0 0 1(0,2)
Perezoso (Barypus

variegatus) 1 6 7 0 0 0 7 (1,3)
Rana de vidrio

(Esparadana

prosoblepon) 0 0 0 6 0 6 6 (1,1)
Rana de vidrio

(Hyalinobatrachiu

m fleishmanni) 0 0 0 8 0 8 8 (1,5)
Rana cafetalera

(Agalichnis annae) 0 0 0 1 0 1 1(0,2)
Venado

(Odocoileus

virginianus) 0 0 0 0 60 60 | 60 (11,3)
Murciélago

(Quiroptero) 16 16 32 0 0 0 32 (6)
Zorra gris

(Lycalopex griseus) 1 1 2 0 0 0 2(0,4)
Zarigueya

(Didelphis

marsupialis) 0 2 2 0 0 0 2(0,4)
Subtotal 20 31 51 42 131 173 |224 (42,4)
Total 529 (100)

2.3 Extraccion de ADN de muestras de sangre e hisopados

La extraccion de ADN de las muestras de sangre e hisopados remitidas al laboratorio se

realizo utilizando el ensayo comercial DNeasy Blood® & Tissue (QIAGEN), siguiendo

las instrucciones del fabricante y fueron conservadas a -20°C hasta su andlisis. La calidad
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y cantidad de ADN en las muestras a analizar se establecié con el equipo NanoDrop ®

ONE de la casa comercial Thermo Scientific antes de someterlas a PCR.
2.4 Deteccion molecular de especies de Mycoplasma

2.4.1 PCR convencional para la deteccion un fragmento del gen ARNr 16S

Para identificar la presencia de especies de Mycoplasma (Clase Mollicutes) se amplifico
un fragmento del gen ARNr 16S mediante PCR convencional, utilizando los iniciadores
GPO-1 F 5- ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA-3> y MGSO R 5’-
TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3’(Kong et al., 2001; van Kuppeveld et al.,
1994). Se prepard una mezcla con volumen final de 12,5 pL, utilizando 6,25 pL. de mezcla
maestra DreamTaq (1X) de la casa comercial Thermo Scientific™, 1 pL de cada primer,
en concentracion de 10 uM, 1,75 pL de H>O libre de nucleasas y 2,5 uL. de ADN. La
amplificacion se llevo a cabo en un termociclador de punto final de la marca ProFlex TM
3 x 32 Well (Applied Biosystem) con las siguientes condiciones de ciclado:
desnaturalizacion inicial de 95 °C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30 s, 55
°C por 30 s, 72 °C por 30 s, y una extension final a 72 °C por 5 min. Los productos
amplificados se visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%, con
buffer TBE, se utiliz6 buffer de carga 6X con el colorante Gel Red y un marcador de peso
molecular de la marca GeneRuler 100pb plus DNA Ladder, de la casa comercial Thermo
Scientific, aplicando corriente de 90 voltios durante 55 minutos. Las muestras que
presentaron un fragmento aproximadamente de 780 pb se consideraron positivas y se

prepararon para su envio para secuenciar.

2.4.2 PCR convencional para la determinacion de M. canadense, M. californicum y
M. bovigenitalium en bovinos

Para la identificacion de especies de Mycoplasma en muestras de origen bovino se utilizd
un PCR convencional que amplificé un fragmento del gen ARNr 16S de M. canadense
(470pb), un PCR convencional dirigido al fragmento del gen rpo B de M. bovigenitalium
(416pb) y un PCR que amplifico el gen rpo B de M. californicum (404pb), utilizando los
siguientes iniciadores: para M. canadense. 16SF 5’ATTCCACAATGAGCGAAAGC-3’,
16SR 5’-CCACCGACTAATGATCATCG-3’, para M. bovigenitalium MbvgRpoBF 5'-
CATGGACCAAATCAACCCAC-3' MbvgRpoBR, 5'-GTCAATTTCGTCAGCTGAGG-
3, y para M. californicum McalRpoBF 5'-ACTCGGCACTTAGACGAAAG-3',
McalRpoBR 5'-TCAACTGGCGTACCATCTTC -3'. Los iniciadores fueron disefiados en
la Escuela de Medicina Veterinaria, con ayuda del Dr. Alberto Alberti, Universidad de
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Sassari, Italia. Para la reaccion se prepard una mezcla con volumen final de 12,5 pL,
utilizando 6,25 pL de mezcla maestra DreamTaq (2X) de la casa comercial Thermo
Scientific™, 1 puL de cada primer, en concentracién de 10 uM, 1,75 pL de H>O libre de
nucleasas y 2,5 uL de ADN. Para la amplificacion de ADN de M. canadense y M.
californicum se realiz6 una desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos seguido de 35
ciclos de 95°C por 30 s, 56°C por 30 s, 72°C por 45 s y una extension final a 72°C por 5
min. Para la deteccion de ADN de M. bovigenitalium se realizd una desnaturalizacion
inicial a 95°C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 1 min, 72°C
por 45 s y una extension final a 72°C por 5 min. Los amplicones fueron visualizados en
geles de agarosa al 2% en un transiluminador. Las muestras que presentaron un fragmento
aproximado de 470pb, 416pb, y 404 pb se consideraron positivas para M. canadense, M.
bovigenitalium y M. californicum, respectivamente, y se enviaron a secuenciar para

confirmacion.

2.4.3 PCR en tiempo real para la deteccion de M. bovis

Para detectar M. bovis en muestras bovinas, se utilizo un PCR en tiempo real (qPCR),
utilizando  los  iniciadores  5-AAGTTGAAGTTGACCGGTTTG-3" 'y 5'-
TCCATATTTGGACCTAGTCCTTT-3', que amplifican un segmento de 106 pb del gen
de reparacion uvrC (Thomas, 2004). Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador
QuantStudio 3 de Applied Biosystems, usando el protocolo de Behera et al. (2018) con
algunas modificaciones: se us6 0,5 puL de cada primer, en concentracion de 10 uM, 1 pL
de ADN, 5,2 pL del super mix SoFast EvaGreen con Low ROX, de la casa comercial Bio
Rad, 2,8 puL de agua libre de nucleasas, para un volumen final de reaccion de 10 pL. Las
condiciones de ciclados consistieron en una desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 1
minuto, seguidos de 40 ciclos de 95 °C durante 1 minuto, 60 °C durante 10s, y finalmente

un estado de disociacion de 55-95 °C.

2.4.4 Secuenciacion

Muestras seleccionadas, que resultaron positivas en los PCR convencionales, se enviaron
a Macrogen en Seoul, Corea del Sur para realizar secuenciacion utilizando el método de
Sanger. Las secuencias obtenidas fueron alineadas y editadas con el programa BioEdit y
se compararon con las secuencias disponibles en la base de datos de GenBank mediante
la utilizacion del programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

3. Resultados

De las 529 muestras analizadas, 59 (11,2%) resultaron positivas en el PCR de ARNr 16S,
6/27 (22,2%) muestras bucotraqueales de monos, 4 cariblancas (Cebus capucinus), 1
mono ardilla (Saimiri oesrtedii) y 1 mono arafia (Ateles geoffroyi), 11/13 (84,6%)
hisopados de cerdos, 5/161 (3,1%) muestras sanguineas de gatos, y 1/11 (9,0%) muestra
sanguinea de mapache, de las cuales se enviaron a secuenciar 23, pudiéndose establecer
la especie de Mycoplasma presente en un 82,6% (19/23) de los casos. Se determind la
presencia de Mycoplasma salivarium en muestras de monos, M. hyorhinis en hisopados
de cerdos, “Candidatus Mycoplasma turicensis” y M. haemocanis en sangre de gatos y

de mapache, respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Secuencias de los productos amplificados con el PCR del fragmento del gen

ARNTr 16S de la clase Mollicutes, a partir de muestras de animales domésticos y silvestres.

Muestra Cepa patron (Codigo Similitud nucleotidica
GenBank) (pb)
Gato 1 (Felis catus) 100% (242/242) Ca. M. turicensis (KR905459)

Gato 2 (Felis catus) 99,6% (255/256) Ca. M. turicensis (MN543638)

Gato 3 (Felis catus) 100% (242/242) Ca. M. turicensis (KR905458)
Gato 4 (Felis catus) 99% (200/202) Ca. M. turicensis (KR905459)
Gato 5 (Felis catus) 99,1% (233/235) Ca. M. turicensis (KM275258)
Cerdo 1 (Sus scrofa 99,5% (236/237) M. hyorhinis (CP035041)
domestica)

Cerdo 2 (Sus scrofa 99,6%0 (248/249) M. hyorhinis (LS991950)
domestica)



Cerdo 3 (Sus scrofa 99,6% (309/310) M. hyorhinis (CP006849)
domestica)

Mono ardilla 99,6% (246/247) M. salivarium (LR214939)
(Saimiri oesrtedii)

Mono arafa (Ateles 99,1% (237/239) M. salivarium (LR214939)
geoffroyi)
Mono cara blanca 1 100% (231/231) M. salivarium (MG932670)

(Cebus capucinus)

Mono cara blanca 2 100% (228/228) M. salivarium (OR053665)
(Cebus capucinus)

Mono cara blanca 3 99,5% (239/240) M. salivarium (LR214939)
(Cebus capucinus)

Mono cara blanca 4 1009% (239/239) M. salivarium (LR214939)
(Cebus capucinus)

Mapache (Procyon 99% (542/547) M. haemocanis (MN294708)
lotor)

El andlisis de las muestras de semen de bovinos con el PCR, que amplifica un fragmento
del gen ARNr 16S de la clase Mollicutes detectd 37/70 (52,8%) muestras como positivas,
la secuenciacion de un total de 16 muestras identificé una como Ureaplasma diversum,
mostrando una identidad nucleotidica de 97,6% (565pb/579pb) con la secuencia
JN935894.1 depositada en GenBank, mientras que las restantes 15 no se lograron asociar

con ningln agente infeccioso.

Debido a estos resultados se estandarizaron PCR especificas para detectar especies de
Mycoplasma, determinandose un total de 21/37 (56,7%) muestras positivas a tres especies
de Mycoplasma bovinos, de las cuales tres fueron confirmadas mediante secuenciacion
(Cuadro 3). La presencia de M. bovigenitalium se encontrdo en 10/21 (47,6%), M.
canadense en 7/21 (33,3%), y M. californicum en 4/21 (19,0%) de las muestras. En un
toro se encontr6 infeccion mixta M. californicum — M. bovigenitalium y en dos animales
coinfeccion de M. canadense - M. bovigenitalium. No se determiné la presencia de M.

bovis.
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Cuadro 3. Especies de Mycoplasma determinadas en semen de bovinos mediante el uso

de PCR especificos para M. californicum, M. bovigenitalium, M. canadense.

Especie Tipo PCR Total de Cepa patrén Similitud
muestra positivos  (Cédigo nucleotidica (pb)
GenBank)

5;""”0 10 semen  PCRARNI16S o 99,8% M. californicum
os M. californicum (402/403) (AP018944)

taurus)

?Bovmo 67 Semen PCR gen rpo 3 2137 99,8% M. canadense
0s M. canadense (461/462) (LC158835.1)

taurus)

Bovino 5 o bovigenitali

(Bos Semen PCR gen rpo B 10/37 99,5% M. bovigenitalium

taurus) M. bovigenitaium (466/468) (AY121096)

4. Discusion

El presente estudio reporta por primera vez la presencia de siete especies de Mycoplasma
en animales silvestres y domésticos de Costa Rica y Centroamérica. En el grupo de
animales domésticos se encontraron un 17,4% (53/305) de muestras positivas, el
porcentaje de positividad reportado para hemoplasmas en gatos domésticos (3,1%) fue
mucho menor que el reportado en los Estados Unidos (10,6%) (Levy et al., 2011,
Marcondes et al., 2018) y en Brasil (8,9%) (Marcondes et al., 2018). En el 2023 Arguedas
y colaboradores (2023) reportaron la presencia de “Ca. M. haemominutum” en gatos de
Costa Rica, una especie diferente a la encontrada en la presente investigacion. La especie
de micoplasmas encontradas en gatos es hemotrdpica, transmitidas principalmente por
vectores bioldgicos como pulgas y garrapatas (Levy et al., 2011). Gatos adultos, sin raza
definida, infestados con pulgas y garrapatas e infectados con el virus de la
inmunodeficiencia felina son los que generalmente se encuentran infectados (Rosenqvist

et al., 2016; Duarte et al., 2015).

Ademas, se reporta por primera vez el hallazgo de M. hyorhinis en cerdos con enfermedad
respiratoria en Costa Rica (Lin et al., 2006). Este agente ha sido reportado como agente
causal de la neumonia enzodtica porcina, ademas puede ocasionar poliseritis, artritis, y
meningitis (Clavijo et al., 2017; Biinger et al., 2020). En México se ha reportado un alto
porcentaje de positividad (51,8%) (Miranda Morales et al., 2020), comparado con paises

europeos como Alemania y Suiza (18,5% y 10,0%, respectivamente) (Luehrs et al., 2017).
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En estudios futuros se recomienda determinar la prevalencia de M. hyorhinis y la
afectacion en las piaras de Costa Rica, como también identificar la circulacion de otras
especies de micoplasma asociadas con enfermedades en porcinos como M.

hyopneumoniae o Mycoplasma suis (hemoplasma).

Enun 30,0% (21/70) de muestras de semen proveniente de toros utilizados como padrotes
en hatos de carne se detectd por primera vez en Costa Rica y Centroamérica la presencia
de M. californicum, M. canadense y M. bovigenitalium. Mycoplasma canadense y M.
californicum han sido reportados presentes en EEUU (Gioia et al., 2021), en México
(Infante-Martinez et al., 1999), y en Argentina (Tamiozzo et al., 2014) ocasionando
mastitis, mientras que M. bovigenitalium tiene una mayor distribucidén en regiones de
EEUU, Africa del Norte y Europa, ocasionando enfermedades respiratorias, artritis,
neumonia, y mastitis en bovinos. En América Latina solo se habia reportado hasta la fecha

en Argentina (Sosa et al., 2018).

Estos micoplasmas ocasionan en bovinos machos infeccion del tracto urinario,
ocasionando eventualmente una infeccidn testicular que se podria manifestar con orquitis
e infertilidad (Nicholas & Ayling, 2003). Como estas bacterias son de dificil diagnéstico
y aislamiento, pueden pasar desapercibidas en hatos ganaderos y convertirse en agentes
infecciosos desatendidos, por lo que se debe de descartar la presencia de éstos al
inseminar vacas o cruzarlas con un macho infectado (Hata et al., 2017). En tres (8,1%) de
los 37 bovinos se encontraron coinfecciones, que no han sido reportadas anteriormente

en otros estudios.

En la presente investigacion, se utilizo inicialmente la amplificacion del fragmento del
gen ARNr 16S para la clase Mollicutes identificando ademas de Mycoplasma,
ureaplasmas, sin embargo, se disefiaron y estandarizaron PCRs convencionales especie
especifico para las micoplasmas bovinas, esto con el fin de aumentar la sensibilidad en la
identificacion de las especies causales de enfermedades en bovinos, los cuales resultaron
especificas y se recomiendan utilizar. En la presente investigacion se detectd U. diversum
en semen de un bovino, lo cual se ha reportado como causal de infertilidad, pérdida de
peso y disminucion de la calidad de leche en bovinos en Brasil, USA y Argentina,
ocasionando importantes pérdidas econdmicas, por lo que se recomienda estudiar este

agente en futuras investigaciones (Santos Junior et al., 2021, Sosa et al., 2018).
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En seis (22,2%) de 27 hisopados bucales de monos de tres especies (mono cariblanco,
mono titi y mono ardilla) se encontrd la presencia de M. salivarium, una especie de
bacteria causal de gingivitis en humanos y primates no humanos (David Engel & Kenny,
1970), aunque también se ha reportado en liquido sinovial de pacientes con artritis
(Johnson et al., 2007). Los primates positivos eran animales que se encontraban en
cautiverio en cuatro centros de rescate diferentes (Manuel Antonio, Canas, Barra del
Colorado y Alajuela), indicando una amplia distribucion del agente en el pais. Este es el
primer reporte de esta especie de Mycoplasma en la cavidad oral de primates no humanos
del Nuevo Mundo y concuerda con la especie reportada en Japoén por Koshimizu y

colaboradores (1975).

En uno (9,1%) de 11 mapaches (Procyon lotor) que residian en el Parque Nacional
Manuel Antonio y alrededores se logré identificar la presencia de M. haemocanis, 1o que
coincide con reportes en EEUU (Volokhov et al., 2017), y en Brasil, en mapaches
cangrejeros (Procyon cancrivorus) (Fagundes-Moreira et al., 2023). Esta especie de
Mycoplasma es causal de anemias que pueden ser de leves a cronicas en canidos, félidos
y especies de vida silvestre, y es el primer reporte en mapaches de Costa Rica. Este
hallazgo es de gran importancia, debido a que estos animales se logran adaptar con gran
facilidad a entornos urbanos, y pueden pasar los patogenos a otros animales (como
caninos) o al ser humano o viceversa (Bradley & Altizer, 2007; Volokhov et al., 2017).
Se recomienda continuar con una busqueda activa y mantener un constante monitoreo de
micoplasmas en las poblaciones domésticas y silvestres de Costa Rica, para evitar el paso
de patdgenos entre estos grupos de animales, y evitar asi la aparicion de enfermedades

emergentes (Dacak et al., 2021).

5. Conclusiones

e Se reporta por primera vez en Costa Rica y Centroamérica la presencia de siete
especies de Mycoplasma en mucosa y sangre de animales silvestres y domésticos.

e Se reporta por primera vez la presencia de M. salivarium, agente causal de la gingivitis
en primates no humanos (mono cariblanco, mono titi y mono ardilla) de Costa Rica.

e Se reporta por primera vez la presencia de M. hyorihinis, agente causal de la neumonia
enzootica en piaras de cerdos de Costa Rica.

e Se reporta por primera vez la presencia de Ca. M. turicensis, representando asi la
segunda especie de micoplasma hemotrdpica encontrada en gatos domésticos de Costa

Rica.
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e Sereporta por primera vez la presencia de M. haemocanis en mapaches (Procyon lotor)
de Costa Rica.
e Se reporta por primera vez la presencia de M. canadense, M. californicum y M.

bovigenitalium en semen de toros de Costa Rica.

6. Recomendaciones

e Continuar con una busqueda activa y mantener un constante monitoreo de
micoplasmas en las poblaciones domésticas y silvestres de Costa Rica.

e Controlar en granjas porcinas la presencia de M. hyorhinis, y otras especies de
micoplasmas para prevenir pérdidas econdmicas por enfermedad.

e [Estudiar especies de micoplasmas en bovinos y su asociaciéon con enfermedades

reproductivas, mastitis, y artritis en diferentes hatos ganaderos nacionales.
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Articulo I
Baja frecuencia de Mycoplasma spp. y analisis de otras bacterias aisladas a partir

de leche de vacas con mastitis y leche de tanque de Costa Rica.

Resumen

La mastitis bovina un problema econdémico significativo en la industria lechera, y es
causada principalmente por bacterias como Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis
v Escherichia coli. Sin embargo, también se han reportado especies de Mycoplasma, que
se destacan por su alta contagiosidad, siendo Mycoplasma bovis la especie mas relevante
a nivel mundial. Esta bacteria frecuentemente causa mastitis subclinica, lo que dificulta
su diagnostico, ademas, es resistente a antibioticos que afectan la pared celular, como los
B-lactamicos. El objetivo de este estudio fue estimar la frecuencia de especies de
Mycoplasma mediante técnicas moleculares y de otras bacterias mediante técnicas de
cultivo tradicional a partir de leche de vacas con mastitis y leche de tanque de fincas
lecheras especializadas de Costa Rica. Se analizaron un total de 695 muestras de leche y
132 muestras de leche de tanque, las cuales fueron recolectadas entre marzo y junio de
2023. Para la deteccion de Mycoplasma spp. y Mycoplasma canadense se amplificaron
los genes ARNr 168, para Mycoplasma californicum y Mycoplasma bovigenitalium los
genes rpo f 'y para Mycoplasma bovis el gen uvrC. Ademas, se obtuvo la siguiente
informacion de cada muestra de leche individual: resultado del cultivo bacteriano y
resultado del antibiograma. Se detectd por primera vez en Costa Rica la presencia de M.
californicum en una muestra compuesta de leche de vaca, las demés muestras analizadas
resultaron negativas. En las muestras de leche con cultivadas, se evidenciaron 66 especies
bacterianas, siendo S. no aureus, S. uberis, S. aureus y E. coli las mas frecuentemente
aisladas. Se observo una alta resistencia de S. aureus a enrofloxacina (96%) y de S. uberis
apenicilina (15,6%), lo que subraya la importancia de considerar la resistencia bacteriana
en el tratamiento de la mastitis. Este estudio demuestra que, aunque Mycoplasma tiene
una presencia baja en Costa Rica, no debe dejar de pensarse como una causa de mastitis
pudiendo causar impacto en la salud del ganado y la produccion lechera, especialmente
en casos de vacas con mastitis refractarias a tratamientos que han demostrado eficacia

para casos similares en fincas.

Palabras claves: Mastitis, Reaccion en Cadena de la Polimerasa, secuenciacion,

epidemiologia, lecheria, biologia molecular, resistencia antimicrobiana.
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Abstract

Bovine mastitis remains a significant economic problem in the dairy industry. This
disease is mainly caused by bacteria such as Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis
and Escherichia coli. However, mastitis caused by Mycoplasma spp. has been highlighted
for its severity and high contagiousness with Mycoplasma bovis, being the most relevant
species worldwide. This bacterium frequently causes subclinical mastitis, which makes
its diagnosis difficult. In addition, it is resistant to antibiotics that affect the cell wall, such
as B-lactams. This research aimed to estimate the frequency of Mycoplasma species and
other bacteria isolated by traditional culture from mastitis milk from cows and tank milk
from specialized dairy farms in Costa Rica. The study included 695 milk samples from
cows diagnosed with mastitis and 132 bulk-tank milk samples collected between March
and June 2023. Mycoplasma californicum was detected for the first time in Costa Rica in
a composite sample of cow's milk; the other samples analyzed were negative. A total of
66 bacterial species were isolated in the milk samples with mastitis, establishing S. non-
aureus, S. uberis, S. aureus, and E. coli as the most frequently isolated bacteria and high
resistance was established, and a high resistance of S. aureus to enrofloxacin (96%) and
of S. uberis to penicillin (15.6%) was established, which underlines the importance of
considering bacterial resistance in the treatment of mastitis. This study demonstrates that,
although Mycoplasma has a low presence in Costa Rica, it should be considered as a cause
of mastitis and that can cause an impact on the health of livestock and milk production,
especially in cases of cows with mastitis refractory to treatments that have proven

effective for similar cases on farms.

Keywords: Mastitis, Polymerase Chain Reaction, sequencing, epidemiology, dairy,

molecular biology, antimicrobial resistance.
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1. Introduccion

La mastitis bovina es una enfermedad multifactorial, ocasionada principalmente por
agentes bacterianos que pueden ser de origen infectocontagioso o ambiental, se
consideran como microorganismos causales de mastitis contagiosa aquellos que son
transmitidos durante el ordefio de una vaca a otra, como Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae y especies de Mycoplasma, que son capaces de vivir dentro de
la glandula mamaria y ocasionar enfermedades subclinicas. Ademas, existen bacterias
Gram negativas y Gram positivas como Streptococcus uberis, Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae, que se encuentran en el medio ambiente, considerados como

invasores oportunistas que generan respuesta inmune, pero se eliminan rapidamente.

La mastitis es una patologia de mucha importancia, que ocasionan muchas pérdidas
econdmicas en la industria lechera (Bradley, 2002, Sharun et al., 2021), segin Hogeveen
et al. (2019) las pérdidas por vaca se calcularon en USD 147 anualmente, lo que supone
una merma en la produccion lechera que oscila entre 94$ y 157% por 1,000 kg de leche, y

representa un 11-18% de la produccion total de las granjas lecheras.

A lo largo del tiempo se han identificado méas de 137 patdgenos como causales de esta
enfermedad, incluyendo bacterias, levaduras, y algas (Watts, 1988), la relacion entre
agente infeccioso y mastitis se establecié aproximadamente en 1880, pero no fue hasta la
década entre 1950-1960 que se identificaron los principales microorganismos patégenos
causales de esta enfermedad (Kour et al., 2023). En la actualidad la mastitis representa
una enfermedad comun en el &mbito lechero donde el control es de vital importancia,
aunque debido a su naturaleza multifactorial es considerada de dificil control y
erradicacion (Ashraf & Imran, 2020). Para los seres humanos controlar esta patologia es
de suma importancia debido a que puede representar un problema a nivel de salud publica
dado al alto consumo leche y sus derivados, que pueden contener bacterias con genes de

resistencia antibiotica, generando un impacto negativo en la salud (Sharun et al., 2021).

La mastitis ocasionada por Mycoplasma spp. €s menos comun, pero mas grave y
contagiosa que las ocasionadas por patogenos tradicionales, debido a su resistencia
natural a antibidticos que actiian sobre la pared celular (Andrade-Becerra et al., 2014;
Nicholas et al., 2016). Mycoplasma bovis es la especie de mayor importancia en casos de
mastitis a nivel mundial, sin embargo, existen otras especies de este género relacionadas

con el complejo de enfermedades respiratorias y mastitis en bovinos, entre ellas
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Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma canadense, Mycoplasma californicum,
Mycoplasma arginini, Mycoplasma alkalense, y Mycoplasma bovihirhinis (Bushnell,
1984; Sosa et al., 2018).

El primer caso de mastitis bacteriana reportada fue en el afio 1917 en New York, Estados
Unidos de América, siendo Streptococcus la bacteria encontrada con mayor frecuencia
(Breed & Brew, 1917). En el caso de la mastitis ocasionada por Mycoplasma el primer
caso reportado fue en Inglaterra en la década de 1960, identificando a M. bovigenitalium
como la especie causal (Andrade-Becerra et al., 2014). En el continente americano el
primer brote de mastitis por Mycoplasma fue reportado en EEUU en 1961 (Hale et al.,
1962), identificando a M. bovis como el agente etioldgico de la enfermedad (Fox, 2012),
después de los reportes en EEUU en 1960, la mastitis por Mycoplasma en rebafios bovinos
comenzd a reportarse en otras partes del mundo, incluidos Espafia, Francia, Israel,
Australia, Gran Bretafia y Alemania (Nicholas & Ayling, 2003).

La principal forma de ingreso de Mycoplasma en los rebafios es por la entrada de animales
infectados (Dudek et al., 2021). Los bovinos pueden excretar la bacteria durante meses y
en forma intermitente con la leche (Suzuki et al., 2024). El agente se considera altamente
contagioso, y la mastitis se caracteriza por que afecta a mas de un cuarto mamario, se
disminuye significativamente la produccion de leche, aumenta el conteo de células
somaticas, y se altera el porcentaje de proteina de la leche y en algunos casos se puede

presentar de manera subclinica (Gelgie et al., 2022; Nicholas et al., 2016).

El estandar de oro para el diagnostico bacterioldgico es el cultivo tradicional, sin
embargo, en el caso de Mycoplasma debido a su complejidad y comportamiento
fastidioso, el cultivo suele resultar caro, lento y poco sensible, ademas de requerir
personal altamente capacitado, siendo lo ideal que el diagnostico sea temprano, rapido y
certero ( Kour et al., 2023, Matas Andreu et al., 2006). Actualmente la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) ha sustituido las técnicas de cultivo tradicional dado su alta

sensibilidad y especificidad (Sawicka et al., 2020).

El tratamiento antibidtico de eleccion para la mastitis clinica por agentes bacterianos
comunes debe basarse tomando en cuenta principalmente la historia clinica, la bacteria
identificada y los resultados del perfil de sensibilidad antibiotica (Sharun et al., 2021), en
el caso de las diferentes especies de Mycoplasma se usan antibidticos que inhiben la

sintesis proteica y de 4acidos nucleicos como tetraciclinas, fluoroquinolonas,
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aminoglucoésidos, anfenicoles, macrolidos y lincosamidas, debido a la carencia de pared
celular de las micoplasmas, no se recomienda el uso de B-lactamicos, ya que son

resistentes a esta familia de antibioticos (Klein et al., 2022).

Los patdgenos aislados con mayor frecuencia en casos tipicos de mastitis son los S. no
aureus, S. aureus, S. agalactiae y S. uberis (Sharun et al., 2021, Vakkaméki et al., 2017).
Un estudio realizado por Abebe y colaboradores (2016) en rebafios lecheros en el sur de
Etiopia, utilizando técnicas de cultivo tradicional establecieron una prevalencia del 51,2%
de S. aureus en el 73,2% de los rebafios analizados, mientras que en Colombia Andrade-
Becerra y colaboradores (2014), detectaron mediante técnicas de cultivo tradicional la
presencia de M. californicum y M. alkalenses en un 1,5% y un 3,0% de muestras de leche
mastitica, respectivamente. Este estudio se realizd durante de tres afios analizando la
leche, mediante cultivo con medio Hayflick y pruebas bioquimicas para diferenciar las
especies de Mycoplasma. En contraste, los estudios realizados por Velasco-Bolafios y
colaboradores (2022), en el que analizaron la leche de tanque de 220 lecherias
comerciales en Colombia utilizando el cultivo en medio Hayflick y técnicas moleculares
amplificando la region ITS 16S — 23S ARNr no logré aislar ninguna especie de

Mycoplasma.

En Costa Rica y Centro América no existen estudios que demuestren la presencia de
especies de Mycoplasma ocasionando mastitis en la industria lechera, esto debido a la
dificultad de aislarlas e identificarlas, sin embargo en Costa Rica Solano y colaboradores
(2009) analizaron 750 muestras compuestas de animales con mastitis clinica y subclinica
con el fin de identificar los agentes bacterianos causantes de la mastitis y su patron de
sensibilidad a los antibioticos, encontrando predominio S. agalactiae (16.6%), S. aureus
(16.4%), Corynebacterium spp. (12.5%), S. uberis (12.2%), S. no aureus (10.8%) y S.
dysgalactiae (7.4%). Con respecto a las pruebas de susceptibilidad a los antibioticos, S.
agalactiae mostré una alta resistencia al grupo de los aminoglucoésidos (igual que S.
uberis), tetraciclinas, macrolidos, lincosamidas y fluoroquinolonas. Los estafilococos,
distintos de los estreptococos, presentaron su mayor resistencia al grupo de los
betalactamicos. Los bacilos Gram negativos mostraron una alta resistencia al grupo de
los betalactdmicos y las cefalosporinas, en contraste, la gentamicina, apramicina y la
colistina fueron los antibidticos ante los que se presentd menor resistencia (Solano, 2009).
El objetivo de este trabajo fue estimar la frecuencia de especies de Mycoplasma y otras

bacterias aisladas, mediante técnicas moleculares y cultivo tradicional, respectivamente,
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presentes en leche de vacas con mastitis y en leche de tanque de fincas lecheras

especializadas, ademads, establecer la resistencia a antibidticos de las bacterias aisladas.
2. Materiales y métodos

2.1 Tipo de estudio, tipo de muestra e informacion de las muestras

Se realizd un estudio transversal descriptivo, no probabilistico y por conveniencia, en dos
grupos de muestras: el primer grupo eran muestras de leche de vacas diagnosticadas con
mastitis, y el segundo grupo, muestras de leche de tanque de donde provenian las vacas
con mastitis. Las muestras fueron remitidas durante tres meses (marzo a junio 2023) por
el Laboratorio de Analisis de Calidad de la Leche de la Cooperativa de Productores de
Leche Dos Pinos R. L. Cada una de estas muestras venia acompafiada de los resultados
individuales de cultivo bacteriano (obtenidos en placas de Agar Sangre, MacConkey y
Manitol Sal), identificacion del género y especie de las bacterias aisladas y resultado del
antibiograma para cada aislamiento. Los resultados de identificacion y antibiograma
fueron obtenidos mediante el equipo automatizado VITEK®2 (BioMeériux) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la identificacion de las bacterias se utilizo las tarjetas
GP y GN para bacterias Gram positivas y Gram negativas respectivamente. Los
antibiogramas utilizaron tres tarjetas de susceptibilidad antimicrobiana, AST-ST03, AST
GP80 y AST-GNO97: para Streptococcus spp., Gram positivas y Gram negativas

respectivamente.

Para Streptococcus spp. se probaron 8 antibidticos: Tetraciclina (TCY), Gentamicina
(GEN), Trimetoprima/Sulfametoxazol (SXT), Eritromicina (ERI), Bencilpenicilina (PG),
Ampicilina (AMP), Amoxicilina (AMX), Amoxicilina/Acido clavulanico (AMC), para
Gram positivas 16 antibioticos: PG, GEN, ERI, SXT, TCY, Oxacilina (OXA), Ceftiofur
(EFT), Kanamicina (KAN), Enrofloxacino (ENR), Marbofloxacino (MAR),
Pradofloxacina (PRA), Clindamicina (CLI), Doxiciclina (DOX), Cloranfenicol (CHL),
Neomicina (NEO), Cefovecina (CVN) y para Gram negativas se probaron 18 antibioticos:
CVN, PG, TCY, DOX, AMC, ENR, GEN, PRA, AMP, EFT, CHL, SXT, NEO, MAR,
Cefalotina (CEP), Cefpodoxima (CPD), Nitrofurantoina (NIT), Amikacina (AK). Los
resultados de los antibiogramas se interpretaron de acuerdo con la guia del Instituto de
Guias de Estandares Clinicos y Laboratoriales (CLSI M100) para uso veterinario del afio

2023 (CLSI, 2023). En el caso de las muestras de leche de tanque se proporcionaron los
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resultados del conteo de células somaticas, las cuales se determinaron por medio

citometria de flujo con el equipo Fossomatic ™ 7.

2.2 Tamafo y tipo de muestra

Se remitieron un total de 695 muestras de leche individual, las cuales se analizaron para
Mycoplasma spp. mediante PCR en grupos de cinco muestras, para un total de 139
muestras compuestas. Las muestras compuestas que resultaron positivas en PCR se
analizaron en forma individual. Ademas, se analizaron 132 muestras de leche de tanque

de manera individual. Las muestras se conservaron a -20°C hasta su procesamiento.

2.3 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las muestras de leche se realizo con el kit comercial QIAGEN,
utilizando el protocolo descrito por Volk et al. (2014), con las siguientes modificaciones:
las muestras de leche se dejaron sedimentando toda la noche a 4 ° C, se centrifugaron a
6800 g durante 5 minutos a 4 °C, y el boton de células se resuspendié con 500 pL de
solucion salina estéril (0.9%) para eliminar el exceso de proteinas y grasa. Seguidamente
se centrifugd de nuevo como descrito arriba, se descarté el sobrenadante y se agregd 250
pL de PBS (0,1M, pH 7,2), 225 puL de buffer de lisis AL de QIAGEN y 25 pL de proteinasa
K, y se incub6 durante 3 horas a 50 °C. Seguidamente se agregd 250 puL de fenol, 240 pL
de cloroformo y 10 pL de alcohol isoamilico a cada muestra (extraccion fenol
cloroformo), se centrifug6 a 14,000 g durante 5 minutos a 4 °C, se recolectd 300 pL del
sobrenadante el cual se depositod en un tubo con 200 pL de etanol absoluto. Finalmente se
continud con los lavados del kit comercial de QIAGEN siguiendo los protocolos del
fabricante. E1 ADN extraido se cuantific6 en el equipo NanoDrop (Thermo Scientific) y
se almaceno a -20°C hasta su procesamiento. Las muestras se analizaron posteriormente
mediante técnicas de biologia molecular (PCR y secuenciacién) para establecer la

presencia de especies de Mycoplasma.

2.4 Deteccion molecular de especies de Mycoplasma

2.4.1 PCR en tiempo real (qPCR) para la deteccion de M. bovis

La deteccion de M. bovis se realizd6 mediante un qPCR con los iniciadores Forward 5'-
AAGTTGAAGTTGACCGGTTTG-3' y Reverse 5'-
TCCATATTTGGACCTAGTCCTTT-3', que amplificaron un segmento de 106 pb del gen
de reparacion uvrC (Thomas, 2004) y usando el protocolo de Behera y colaboradores

(2018) con algunas modificaciones: se us6 0,5 puL de cada primer, en concentracioén de 10
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uM, 1 uL de ADN, 5,2 uL del super mix SoFast EvaGreen con Low ROX, de la casa
comercial Bio Rad, 2,8 puL de agua libre de nucleasas, para un volumen final de reaccion
de 10 pL. Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador QuantStudio 3 de Applied
Biosystems, Las condiciones de ciclados consistieron en una desnaturalizacion inicial de
95 °C durante 1 minuto, seguidos de 40 ciclos de 95 °C durante 1 minuto, 60 °C durante
10 segundos, y finalmente un estado de disociacion de 55-95 °C. Se consideraron
positivas todas las muestras que amplificaron antes de los 35 ciclos y cuya temperatura

de disociacion concordara con la del control positivo.

2.4.2 PCR para deteccion de Mycoplasma spp.

Para identificar la presencia de alguna especie de Mycoplasma se amplificé un fragmento
del gen ARNr 16S de tamano 780 pb mediante PCR convencional, utilizando los
iniciadores GPO-1 F 5’- ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA-3> y MGSO R 5’-
TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3’(Kong et al., 2001; van Kuppeveld et al.,
1994). Se prepar6 una mezcla con volumen final de 12,5 ul, utilizando 6,25 puL de mezcla
maestra DreamTaq (1X) de la casa comercial Thermo Scientific™, 1 pL de cada primer,
en concentracion de 10 uM, 1,75 pL de H2O libre de nucleasas y 2,5 pL de ADN. La
amplificacion se llevo a cabo en un termociclador de punto final de la marca ProFlex TM
3 x 32 Well (Applied Biosystem) con las siguientes condiciones de ciclado:
desnaturalizacion inicial de 95 °C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30 seg, 55

°C por 30 seg, 72 °C por 30 seg, y una extension final a 72 °C por 5 min.

2.4.3 PCR para deteccion de M. canadense, M. californicum y M. bovigenitalium

Para la deteccion de especies seleccionadas de Mycoplasma se disenaron iniciadores y se
estandarizaron tres PCR convencionales de la siguiente manera: Para M. canadense se
disefiaron los iniciadores 16SF 5’ATTCCACAATGAGCGAAAGC-3" y 16SR 5°-
CCACCGACTAATGATCATCG-3’ para amplificar un fragmento del gen ARNr 16S de
470pb de tamaio, para M. bovigenitalium se utilizaron los iniciadores MbvgrpoBF 5'-
CATGGACCAAATCAACCCAC-3' y MbvgrpoBR, 5'-
GTCAATTTCGTCAGCTGAGG-3' para amplificar un fragmento de 416pb del gen rpo
By para M. californicum se disefiaron los iniciadores: McalrpoBF 5'-
ACTCGGCACTTAGACGAAAG-3' y, McalrpoBR 5'-TCAACTGGCGTACCATCTTC
-3' para amplificar un fragmento del gen rpo B con un tamafio de 404pb. Para las
reacciones se prepard una mezcla con volumen final de 12,5 pL, utilizando 6,25 pL de

mezcla maestra DreamTaq (1X) de la casa comercial Thermo Scientific™, 1 puL de cada
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primer, en concentracion de 10 uM, 1,75 puL de H>O libre de nucleasas y 2,5 uLL de ADN.
Para la determinacion de ADN de M. canadense y M. californicum se realizd6 una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 seg,
56°C por 30 seg, 72°C por 45 seg y una extension final a 72°C por 5 min. Para la deteccion
de ADN de M. bovigenitalium se realiz6 una desnaturalizacion inicial a 95°C por 3
minutos seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 seg, 52°C por 1 min, 72°C por 45 seg y una

extension final a 72°C por 5 min.

2.4.4 Visualizacion de productos amplificados y secuenciacion

Los productos amplificados en los PCR convencionales se visualizaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2%, con buffer TBE, que utiliz6 buffer de carga 6X
con el colorante Gel Red y un marcador de peso molecular de la marca GeneRuler 100pb
plus DNA Ladder, de la casa comercial Thermo Scientific, aplicando corriente de 90
voltios durante 55 minutos. Las muestras que presentaron un fragmento
aproximadamente de 780 pb, 470 pb, 416 pb, y 404 pb se consideraron positivas por
Mycoplasma spp., M. canadense, M. bovigenitalium y M. californicum, respectivamente
y fueron enviados a la compaiiia Macrogen en Seoul, Corea del Sur, para secuenciacion
utilizando la técnica de Sanger. Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa
BioEdit y se compararon con las secuencias disponibles en la base de datos de GenBank
mediante la utilizacion del programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) de
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3. Analisis estadistico

Para este estudio se realiz6 estadistica descriptiva, cuyo objetivo fue organizar y resumir
los resultados del cultivo bacteriano, VITEK®2, antibiograma, conteo de células
somaticas y de las técnicas moleculares realizando una base de datos en Excel
(Microsoft®), determinando la frecuencia de las bacterias aisladas y el patron de
resistencia a antibioticos, estos analisis se realizaron por medio del programa de coémputo

jamovi 2.6.13.

4. Resultados

El total de las 139 muestras compuestas (grupos de 5 leches individuales de vacas con
mastitis) y las 132 muestras de tanque de leche resultaron negativas en el PCR
convencional de Mycoplasma spp. y en el qPCR de M. bovis. Con los tres PCR especie

especificos desarrollados en el presente trabajo solamente se detectd en una muestra de
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las 139 muestras compuestas la presencia de M. californicum. Las demas muestras
compuestas y muestras de tanque resultaron negativas a M. californicum, M.
bovigenitalium y M. canadense. La secuencia de la muestra compuesta P13 positiva a M.
californium mostr6 una identidad nucleotidica de 99,4% (322pb/324pb) con la secuencia
AP018943.2 depositada en GenBank y aislada de una muestra de leche de vaca con
mastitis en la ciudad de Hokkaido, Akan, Japon. El anélisis de las muestras individuales

de P13 dieron resultados negativos en PCR de M. californicum.

La informacion recopilada de las muestras individuales de leche de vacas con mastitis fue
la siguiente: de un 70,5% (490/695) de las muestras analizadas se logr6 obtener resultados
de aislamiento bacteriano y antibiograma, de las cuales un 19,6% (96/490) de las muestras
presentaron coinfecciones, obteniéndose un total de 586 aislamientos. El analisis
mediante VITEK®2 logro identificar 66 especies de bacterias, estableciéndose S. no
aureus, S. uberis, S. aureus, y E. coli como las bacterias méas frecuentemente aisladas.
También se establecio la presencia de otras bacterias como: bacterias Gram positivas otros
Streptococcus, K. pneuominae, Pseudomona aeruginosa y otras bacterias Gram negativas
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Bacterias aisladas en muestras de leche de vacas con mastitis clinica, marzo a
junio 2023 en fincas de lecheria especializada de Costa Rica.

Bacterias . To_t al de Porcentaje
aislamientos
Staphylococcus aureus 52 8,9
Staphylococcus no aureus 279 47,6
Streptococcus uberis 83 14,2
Streptococcus dysgalactiae 10 1,7
Streptococcus agalactiae 2 0,3
Otros Streptococcus 27 4,6
Escherichia coli 35 6,0
Klebsiella pneumoniae 8 1,4
Pseudomonas aeruginosa 6 1,0
Otras bacterias Gram positivas 10 1,7
Otras bacterias Gram negativas 74 12,6
Total 586 100,0

De las especies de Streptococcus aisladas, S. uberis mostré mayor resistencia a Penicilina
(PG,13/83, 15,7%), mientras que los demds Streptococcus presentaron resistencia a

diferentes antibioticos (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Resistencia a antibioticos determinada en cepas de Streptococcus spp. aisladas
de muestras de leche de vacas con mastitis clinica, marzo a junio 2023, en fincas de

lecheria especializada de Costa Rica.

ANTIBIOTICO
BACTERIA TCY GEN SXT ERI PG AMP AMX AMC
Streptococcus uberis (n=83) 4 4 2 7 13 2 1 0
Streptococcus agalactiae (n=2) 1 1 0 0 0 0 0 0
Streptococcus dysgalactiae (n=10) 0 0 0 0 0 0 0
Otros Streptococcus (n=27) 13 10 9 10 11 7 10 5

Abreviaturas: Tetraciclina (TCY), Gentamicina (GEN), Trimetoprima/Sulfametoxazol (SXT), Eritromicina
(ERI), Bencilpenicilina (PG), Ampicilina (AMP), Amoxicilina (AMX), Amoxicilina/Acido clavulanico
(AMC).

En el grupo de bacterias Gram positivas, S. aureus presentd mayor resistencia a
Enrofloxacino (ENR,50/52, 96,1%) y de igual manera presentaron resistencia a otros
antibioticos, la mayor resistencia en cepas S. no aureus se encontrd para PG (162/279,
58,1%), seguido de ENR (130/272, 46,6%), ademads se encontrd resistencia en los demas
antibidticos analizados. Para las otras bacterias Gram positivas se encontrd mayor
resistencia para ERI y PG (7/10, 70,0% en ambos antibidticos), la resistencia a Oxacilina
encontrada en nuestro estudio para S. aureus y S. no aureus fueron de 23,1% (12/52), y

29,8% (83/279), respectivamente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resistencia a antibioticos determinadas en cepas de Staphylococcus spp, y
otras bacterias Gram positivas aisladas de muestras de leche de vacas con mastitis clinica

marzo-junio 2023, en fincas de lecheria especializada de Costa Rica.

ANTIBIOTICO

BACTERIA PG OXA EFT KAN GEN ENR MAR PRA ERI CLI DOX TCY CHL SXT NEO CVN
S. aureus 20 12 12 7 12 50 1 1 2 9 12 13 1 1 4 12
(n=52)

S.noaureus 162 83 96 28 20 130 4 3 69 79 0 68 70 17 17 93
(n=279)

Otras bacterias

Gram positivas 7 0 0 0 0 2 1 0 7 0 0 2 1 0 0 2
(n=10)
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Abreviaturas: PG: Bencipenicilina, OXA: Oxacilina, EFT: Ceftiofur, KAN: Kanamicina, GEN:
Gentamicina, ENR: Enrofloxacina, MAR: Marbofloxacino, PRA: Pradofloxacina, ERI: Eritromicina, CLI:
Clindamicina, DOX: Doxiciclina, TCY: Tetraciclina, CHL: Cloranfenicol, SXT:

Trimetoprima/Sulfametoxazol, NEO: Neomicina, CVN: Cefovecina.

Para el grupo de las bacterias Gram negativas, E. coli mostré mayor resistencia para ENR
(35/35,100%), los aislamientos de K. peumoniae y P. aeruginosa de igual manera
presentaron resistencia a ENR 87,5% (7/8) y 83,3% (5/6), respectivamente, las demas
bacterias Gram negativas mostraron resistencia principalmente a Cefalotina (CEP, 41/74,

55,4%) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resistencia a antibidticos determinadas en cepas de bacterias Gram negativas
aisladas de muestras de leche de vacas con mastitis clinica marzo-junio 2023, en fincas

de lecheria especializada de Costa Rica.

ANTIBIOTICO
BACTERIA CVN PG TCY DOX AMC ENR CEP AMP EFT NEO GEN PRA CHL CPD NIT SXT AK MAR
E. coli
(n=35) 4 0 10 8 0 35 1 12 4 0 0 2 6 1 0 7 0 2
K.
pneumoniae 2 0 5 2 0 7 2 3 2 0 2 0 1 2 0 2 0 0
(n=8)
P.
aeruginosa 2 0 1 1 0 5 - 1 2 0 - 0 2 0 - 3 1 0
(n=6)
Otras
bacterias
Gram 11 1 39 32 31 40 41 20 9 6 3 1 10 23 10 7 0 0
negativas
(n=74)

Abreviaturas: CVN: Cefovecina, PG: Bencilpenicilina, TCY: Tetraciclina, DOX: Doxiciclina, AMC:
Amoxicilina, ENR: Enrofloxacino, CEP: Cefalotina, AMP: Ampicilina, EFT: Ceftiofur, NEO: Neomicina,
GEN: Gentamicina, PRA: Pradofloxacina, CHL: Cloranfenicol, CPD: Cefpodoxima, NIT: Nitrofurantoina,
SXT: Trimetoprima/Sulfametoxazol, AK: Amikacina, MAR: Marfloxacino, -: ATB no analizado.

La informacion recopilada de la leche de tanque fue el recuento de células somaticas, que
arroj6 como resultado un promedio de 10,400 cs/cm?, el maximo de animales presentes

en los hatos era de 80 animales.

5. Discusion

El presente trabajo investigd por primera vez la presencia de especies de Mycoplasma en
muestras de leche de vacas con mastitis clinica, encontrandose solamente en una muestra
de leche compuesta positiva M. californicum. Este representa el primer reporte del agente

en leche de Costa Rica y Centroamérica, el cual ha sido asociado a mastitis bovina en
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México (Infante-Martinez et al.,1999) y Argentina (Tamiozzo et al., 2014), siendo asi el

tercer hallazgo de esta bacteria en casos de mastitis de Latinoamérica.

No se encontrd otra especie de Mycoplasma en la presente investigacion, aunque
recientemente se establecid la presencia de M. californicum, M. bovigenitalium y M.
canadense en semen de toros reproductores de la zona atlantica del pais (Varela-Amador
et al., 2024), lo que supone un riesgo de infeccion para el ganado lechero. Aun asi, la
frecuencia de Mycoplasma en leche de animales con mastitis parece ser sumamente baja,
asi los resultados negativos de todas las muestras de leche de tanque analizadas
concuerdan con lo reportado en Colombia por Velasco-Bolafios y colaboradores (2022),
donde los micoplasmas no parecen ser actualmente agentes importantes en casos de
mastitis. Los resultados coinciden ademas con reportes de Francia y Nueva Zelanda,
donde se reportaron prevalencias menores al 1% (Arcangioli et al., 2011; McDonald et

al., 2009).

Mediante el cultivo bacterioldgico se logréd identificar al grupo de los S. no aureus
(47,6%) como agentes predominantes, a diferencia de los resultados obtenidos por Solano
(2009) en Costa Rica, que encontrd S. no aureus en un porcentaje mucho menor (10,8%).
En un trabajo realizado en Ruanda (Ndahetuye et al., 2019) se utiliz6 espectrometria de
masas de tiempo de vuelo con desorcion por ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-
TOF MS), obteniendo resultados similares a los nuestros aislando S. no aureus en 40,2%.
Estos resultados concuerdan ademas con los reportados por Vakkaméki y colaboradores
(2017) en Finlandia, donde identificaron mediante técnicas moleculares un 43,3 % de S.
no aureus en casos de mastitis. Estos agentes (S. no aureus) se aislaron en mayor cantidad

en mastitis clinicas (47,0%) y subclinicas (28,0%) en Ecuador (Bonifaz et al., 2024).

El presente estudio contrasta ademas con el de Solano (2009) indicando que en Costa
Rica las bacterias comunes del ambito lechero siguen siendo los agentes aislados con mas
frecuencia en la leche mastitica, aunque los porcentajes de aislamientos de S. agalactiae,
S. dysgalactiae, y S. aureus en el presente trabajo fueron menores que los reportados en
el 2009. A diferencia de paises altamente industrializados como Estados Unidos de
América y paises europeos como Inglaterra donde se reporta S. aureus como el patégeno
mas frecuente en mastitis (Osterds et al., 1999) en nuestro estudio se aislé6 en menor

frecuencia.
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Las diferencias en los aislamientos bacterianos de 2009 en Costa Rica a los actuales
pudieran deberse a la implementacion de buenas medidas de higiene en los ultimos afios
en los hatos ganaderos, siendo las medidas de salud e higiene en las personas encargadas
del ordefio un pilar fundamental en la disminucion de la propagacion de estas bacterias
(Bonifaz et al., 2024). En el caso de las bacterias Gram negativas E. coli es considerada
uno de los patégenos causales de mastitis mds comunes a nivel mundial en el ambito
lechero (Zaatout, 2022), sin embargo, nuestros resultados mostraron una baja prevalencia
de esta bacteria en leche de vacas con mastitis en Costa Rica, resultados similares a lo

reportado por Solano y colaboradores (2009).

El género Streptococcus se considera un género bacteriano emergente de importancia
critica en casos de mastitis (Diana et al., 2024), y fue el que presento resistencia al grupo
de las penicilinas, a diferencia con lo reportado en el 2009, donde mostraba una alta
susceptibilidad (Solano., 2009). Esta diferencia podria deberse al uso inadecuado de
antibidticos para el tratamiento de la mastitis. Por otro lado, S. aureus mostré6 una
resistencia elevada para ENR, una fluoroquinolona de tercera generacion desarrollado
exclusivamente para uso veterinario (Idowu et al., 2010). Un total de 96,1% (50/52)
aislamientos resultaron resistentes a este antibidtico, lo cual podria deberse a su uso
desmedido en la industria ganadera para tratar enfermedades bacterianas respiratorias,

gastrointestinales, y mastitis (Grabowski et al., 2022).

La resistencia a oxacilina encontrada para S. aureus (23,1%) fue mayor a la reportada por
Solano (2009), y podria representar un problema para la salud publica, por el consumo de
leche cruda con presencia de cepas de S. aureus Resistentes a Meticilina (SARM) (Horna
et al., 2015). Sin embargo, no se realizo6 el analisis para confirmar si el gen mecA estaba
presente en las cepas aisladas, por lo que no se puede asegurar de forma definitiva la
circulacion de SARM en leche de vacas con mastitis en Costa Rica. Aunque los S. no
aureus son consideradas menos agresivas que S. aureus, tienden a presentar mayor
resistencia antimicrobiana, sobre todo por presencia de B-lactamasas (Taponen & Pyoréla,
2009), lo que concuerda con nuestros resultados. Ademas, se observd un porcentaje de
resistencia mas elevado a la oxacilina que lo reportado por Solano (2009) en este grupo

bacteriano.

A diferencia de lo descrito por Solano (2009) donde el mayor porcentaje de resistencia a

antibioticos para Gram negativos se presentd principalmente en el grupo de los
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betalactamicos, en el presente estudio se encontrd que E. coli presentd resistencia a los
antibidticos principalmente para ENR (35/35, 100%), debido probablemente por el uso
excesivo de este antibidtico, mientras que en paises como Brasil, E. coli presentd mayor
resistencia a tetraciclina (92,2%) y en China a kanamicina y ampicilina en un 87,1% para

ambos antibioticos (Zaatout, 2022).

Este trabajo realza la importancia de realizar vigilancia continua en los aislamientos de
agentes infecciosos en casos de mastitis y su perfil de sensibilidad, permitiendo evaluar
de manera constante la resistencia antibiotica y la presencia de tratamientos refractarios.
Esto facilita la seleccion de un adecuado tratamiento. Ademas, la vigilancia contribuye a
establecer medidas de higiene y salud en los hatos ganaderos, reduciendo la propagacion
de bacterias contagiosas y ambientales, lo que favorece el bienestar en la salud animal.
Aunque Mycoplasma present6 una baja frecuencia en casos de mastitis en Costa Rica, no
debe descartarse como una causa de mastitis, ya que puede impactar tanto la salud del

ganado como la produccion lechera.

6. Conclusiones

e Se establecio una muy baja frecuencia de Mycoplasma spp. en muestras de leche de
vacas con mastitis

e Se reporta por primera vez la presencia de M. californicum en una muestra de leche
compuesta de vacas con mastitis en Costa Rica y Centro América.

e El grupo de los S. no aureus fueron las bacterias que se aislaron con mayor frecuencia
en la leche de vacas con mastitis en Costa Rica.

e Enrofloxacina fue el antibiotico que presentd mayor resistencia a las bacterias aisladas

de la leche de vacas con mastitis en Costa Rica.

7. Recomendaciones

e A pesar de la baja frecuencia de Mycoplasma en la leche de vacas con mastitis se
debe de seguir investigando como agente causal, especialmente en casos de vacas
con mastitis refractarias a tratamientos que han demostrado eficacia para casos
similares en fincas.

e Confirmar la circulacion de S. aureus resistentes a meticilina en leche de vacas con
mastitis en Costa Rica.

e Mantener las medidas de higiene necesarias al momento de realizar el ordefio para
evitar el contagio de un animal infectado a uno sano.
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e Evitar el uso de antibioticos de manera inadecuada y sin previo analisis realizado por
un médico veterinario, para evitar el mal uso de estos medicamentos y el aumento de
la resistencia antibidtica.

e Continuar con los andlisis de perfiles de resistencia antibidtica e implementar el
analisis a nivel molecular en futuras investigaciones para identificar genes de

resistencia.
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Discusién general

La primera parte del trabajo investigd por primera vez la presencia de siete especies de
Mycoplasma en animales silvestres y domésticos de Costa Rica y Centroamérica. En el
grupo de animales domésticos se encontraron un 17,4% (53/305) de muestras positivas,
el porcentaje de positividad reportado para hemoplasmas en gatos domésticos (3,1%) fue
mucho menor que el reportado en los Estados Unidos (10,6%) (Levy et al., 2011,
Marcondes et al., 2018) y en Brasil (8,9%) (Marcondes et al., 2018). En el 2023 Arguedas
y colaboradores (2023) reportaron la presencia de “Ca. M. haemominutum” en gatos de
Costa Rica, una especie diferente a la encontrada en la presente investigacion. La especie
de micoplasmas encontradas en gatos es hemotrdpica, transmitidas principalmente por
vectores biologicos como pulgas y garrapatas (Levy et al., 2011). Gatos adultos, sin raza
definida, infestados con pulgas y garrapatas e infectados con el virus de la
inmunodeficiencia felina son los que generalmente se encuentran infectados (Rosenqvist

et al., 2016; Duarte et al., 2015).

Ademas, se reporta por primera vez el hallazgo de M. hyorhinis en cerdos con enfermedad
respiratoria en Costa Rica (Lin et al., 2006). Este agente ha sido reportado como agente
causal de la neumonia enzodtica porcina, ademdas puede ocasionar poliseritis, artritis, y
meningitis (Clavijo et al., 2017; Biinger et al., 2020). En México se ha reportado un alto
porcentaje de positividad (51,8%) (Miranda Morales et al., 2020), comparado con paises
europeos como Alemania y Suiza (18,5% y 10,0%, respectivamente) (Luehrs et al., 2017).
En estudios futuros se recomienda determinar la prevalencia de M. hyorhinis y la
afectacion en las piaras de Costa Rica, como también identificar la circulacion de otras
especies de micoplasma asociadas con enfermedades en porcinos como M.

hyopneumoniae o Mycoplasma suis (hemoplasma).

Enun 30,0% (21/70) de muestras de semen proveniente de toros utilizados como padrotes
en hatos de carne se detectd por primera vez en Costa Rica y Centroamérica la presencia
de M. californicum, M. canadense y M. bovigenitalium. Mycoplasma canadense y M.
californicum han sido reportados presentes en EEUU (Gioia et al., 2021), en México
(Infante-Martinez et al., 1999), y en Argentina (Tamiozzo et al., 2014) ocasionando
mastitis, mientras que M. bovigenitalium tiene una mayor distribucién en regiones de
EEUU, Africa del Norte y Europa, ocasionando enfermedades respiratorias, artritis,
neumonia, y mastitis en bovinos. En América Latina solo se habia reportado hasta la fecha

en Argentina (Sosa et al., 2018).
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Estos micoplasmas ocasionan en bovinos machos infeccion del tracto urinario,
ocasionando eventualmente una infeccidn testicular que se podria manifestar con orquitis
e infertilidad (Nicholas & Ayling, 2003). Como estas bacterias son de dificil diagnodstico
y aislamiento, pueden pasar desapercibidas en hatos ganaderos y convertirse en agentes
infecciosos desatendidos, por lo que se debe de descartar la presencia de éstos al
inseminar vacas o cruzarlas con un macho infectado (Hata et al., 2017). En tres (8,1%) de
los 37 bovinos se encontraron coinfecciones, que no han sido reportadas anteriormente

en otros estudios.

En la presente investigacion, se utilizé inicialmente la amplificacion del fragmento del
gen ARNr 16S para la clase Mollicutes identificando ademas de Mycoplasma,
ureaplasmas, sin embargo, se disefiaron y estandarizaron PCRs convencionales especie
especifico para las micoplasmas bovinas, esto con el fin de aumentar la sensibilidad en la
identificacion de las especies causales de enfermedades en bovinos, los cuales resultaron
especificas y se recomiendan utilizar. En la presente investigacion se detectd U. diversum
en semen de un bovino, lo cual se ha reportado como causal de infertilidad, pérdida de
peso y disminucion de la calidad de leche en bovinos en Brasil, USA y Argentina,
ocasionando importantes pérdidas econdmicas, por lo que se recomienda estudiar este

agente en futuras investigaciones (Santos Junior et al., 2021, Sosa et al., 2018).

En seis (22,2%) de 27 hisopados bucales de monos de tres especies (mono cariblanco,
mono titi y mono ardilla) se encontr6 la presencia de M. salivarium, una especie de
bacteria causal de gingivitis en humanos y primates no humanos (David Engel & Kenny,
1970), aunque también se ha reportado en liquido sinovial de pacientes con artritis
(Johnson et al., 2007). Los primates positivos eran animales que se encontraban en
cautiverio en cuatro centros de rescate diferentes (Manuel Antonio, Canas, Barra del
Colorado y Alajuela), indicando una amplia distribucion del agente en el pais. Este es el
primer reporte de esta especie de Mycoplasma en la cavidad oral de primates no humanos
del Nuevo Mundo y concuerda con la especie reportada en Japon por Koshimizu y

colaboradores (1975).

En uno (9,1%) de 11 mapaches (Procyon lotor) que residian en el Parque Nacional
Manuel Antonio y alrededores se logrd identificar la presencia de M. haemocanis, 1o que
coincide con reportes en EEUU (Volokhov et al., 2017), y en Brasil, en mapaches

cangrejeros (Procyon cancrivorus) (Fagundes-Moreira et al., 2023). Esta especie de
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Mycoplasma es causal de anemias que pueden ser de leves a cronicas en canidos, félidos
y especies de vida silvestre, y es el primer reporte en mapaches de Costa Rica. Este
hallazgo es de gran importancia, debido a que estos animales se logran adaptar con gran
facilidad a entornos urbanos, y pueden pasar los patdgenos a otros animales (como
caninos) o al ser humano o viceversa (Bradley & Altizer, 2007; VVolokhov et al., 2017).
Se recomienda continuar con una busqueda activa y mantener un constante monitoreo de
micoplasmas en las poblaciones domésticas y silvestres de Costa Rica, para evitar el paso
de patogenos entre estos grupos de animales, y evitar asi la aparicion de enfermedades

emergentes (Dacak et al., 2021).

En la segunda parte del estudio se investigd por primera vez la presencia de especies de
Mycoplasma en muestras de leche de vacas con mastitis clinica, encontrandose solamente
en una muestra de leche compuesta positiva M. californicum. Este representa el primer
reporte del agente en leche de Costa Rica y Centroamérica, el cual ha sido asociado a
mastitis bovina en México (Infante-Martinez et al.,1999) y Argentina (Tamiozzo et al.,

2014), siendo asi el tercer hallazgo de esta bacteria en casos de mastitis de Latinoamérica.

No se encontrd otra especie de Mycoplasma en la presente investigacion, aunque
recientemente se establecio la presencia de M. californicum, M. bovigenitalium y M.
canadense en semen de toros reproductores de la zona atlantica del pais (Varela-Amador
et al., 2024), lo que supone un riesgo de infeccion para el ganado lechero. Aun asi, la
frecuencia de Mycoplasma en leche de animales con mastitis parece ser sumamente baja,
asi los resultados negativos de todas las muestras de leche de tanque analizadas
concuerdan con lo reportado en Colombia por Velasco-Bolafios y colaboradores (2022),
donde los micoplasmas no parecen ser actualmente agentes importantes en casos de
mastitis. Los resultados coinciden ademas con reportes de Francia y Nueva Zelanda,
donde se reportaron prevalencias menores al 1% (Arcangioli et al., 2011; McDonald et

al., 2009).

Mediante el cultivo bacteriologico se logré identificar al grupo de los S. no aureus
(47,6%) como agentes predominantes, a diferencia de los resultados obtenidos por Solano
(2009) en Costa Rica, que encontrd S. no aureus en un porcentaje mucho menor (10,8%).
En un trabajo realizado en Ruanda (Ndahetuye et al., 2019) se utiliz6 espectrometria de

masas de tiempo de vuelo con desorcion por ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-
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TOF MS), obteniendo resultados similares a los nuestros aislando S. no aureus en 40,2%.
Estos resultados concuerdan ademads con los reportados por Vakkamiki y colaboradores
(2017) en Finlandia, donde identificaron mediante técnicas moleculares un 43,3 % de S.
no aureus en casos de mastitis. Estos agentes (S. no aureus) se aislaron en mayor cantidad

en mastitis clinicas (47,0%) y subclinicas (28,0%) en Ecuador (Bonifaz et al., 2024).

El presente estudio contrasta ademas con el de Solano (2009) indicando que en Costa
Rica las bacterias comunes del ambito lechero siguen siendo los agentes aislados con mas
frecuencia en la leche mastitica, aunque los porcentajes de aislamientos de S. agalactiae,
S. dysgalactiae, y S. aureus en el presente trabajo fueron menores que los reportados en
el 2009. A diferencia de paises altamente industrializados como Estados Unidos de
América y paises europeos como Inglaterra donde se reporta S. aureus como el patdgeno
mas frecuente en mastitis (Osterds et al., 1999) en nuestro estudio se aisl6 en menor

frecuencia.

Las diferencias en los aislamientos bacterianos de 2009 en Costa Rica a los actuales
pudieran deberse a la implementacion de buenas medidas de higiene en los ultimos afios
en los hatos ganaderos, siendo las medidas de salud e higiene en las personas encargadas
del ordefio un pilar fundamental en la disminucion de la propagacion de estas bacterias
(Bonifaz et al., 2024). En el caso de las bacterias Gram negativas E. coli es considerada
uno de los patégenos causales de mastitis mas comunes a nivel mundial en el dmbito
lechero (Zaatout, 2022), sin embargo, nuestros resultados mostraron una baja prevalencia
de esta bacteria en leche de vacas con mastitis en Costa Rica, resultados similares a lo

reportado por Solano y colaboradores (2009).

El género Streptococcus se considera un género bacteriano emergente de importancia
critica en casos de mastitis (Diana et al., 2024), y fue el que presento resistencia al grupo
de las penicilinas, a diferencia con lo reportado en el 2009, donde mostraba una alta
susceptibilidad (Solano., 2009). Esta diferencia podria deberse al uso inadecuado de
antibioticos para el tratamiento de la mastitis. Por otro lado, S. aureus mostré6 una
resistencia elevada para ENR, una fluoroquinolona de tercera generacion desarrollado
exclusivamente para uso veterinario (Idowu et al., 2010). Un total de 96,1% (50/52)
aislamientos resultaron resistentes a este antibidtico, lo cual podria deberse a su uso
desmedido en la industria ganadera para tratar enfermedades bacterianas respiratorias,

gastrointestinales, y mastitis (Grabowski et al., 2022).
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La resistencia a oxacilina encontrada para S. aureus (23,1%) fue mayor a la reportada por
Solano (2009), y podria representar un problema para la salud publica, por el consumo de
leche cruda con presencia de cepas de S. aureus Resistentes a Meticilina (SARM) (Horna
et al., 2015). Sin embargo, no se realizo6 el analisis para confirmar si el gen mecA estaba
presente en las cepas aisladas, por lo que no se puede asegurar de forma definitiva la
circulacion de SARM en leche de vacas con mastitis en Costa Rica. Aunque los S. no
aureus son consideradas menos agresivas que S. aureus, tienden a presentar mayor
resistencia antimicrobiana, sobre todo por presencia de -lactamasas (Taponen & Pyoréla,
2009), lo que concuerda con nuestros resultados. Ademas, se observo un porcentaje de
resistencia mas elevado a la oxacilina que lo reportado por Solano (2009) en este grupo

bacteriano.

A diferencia de lo descrito por Solano (2009) donde el mayor porcentaje de resistencia a
antibioticos para Gram negativos se presentd principalmente en el grupo de los
betalactamicos, en el presente estudio se encontrdé que E. coli presentd resistencia a los
antibiotioticos principalmente para ENR (35/35, 100%), debido probablemente por el uso
excesivo de este antibidtico, mientras que en paises como Brasil, E. coli presentd mayor
resistencia a tetraciclina (92,2%) y en China a kanamicina y ampicilina en un 87,1% para

ambos antibioticos (Zaatout, 2022).

Este trabajo realza la importancia de realizar vigilancia continua en los aislamientos de
agentes infecciosos en casos de mastitis y su perfil de sensibilidad, permitiendo evaluar
de manera constante la resistencia antibidtica y la presencia de tratamientos refractarios.
Esto facilita la seleccion de un adecuado tratamiento. Ademas, la vigilancia contribuye a
establecer medidas de higiene y salud en los hatos ganaderos, reduciendo la propagacion
de bacterias contagiosas y ambientales, lo que favorece el bienestar en la salud animal.
Aunque Mycoplasma present6 una baja frecuencia en casos de mastitis en Costa Rica, no
debe descartarse como una causa de mastitis, ya que puede impactar tanto la salud del

ganado como la produccién lechera.

Conclusiones generales

e Se reporta por primera vez en Costa Rica y Centroamérica la presencia de siete
especies de Mycoplasma en mucosa y sangre animales silvestres y domésticos.

e Sereporta por primera vez la presencia de M. salivarium, agente causal de la gingivitis

en primates no humanos (mono cariblanco, mono titi y mono ardilla) de Costa Rica.
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Se reporta por primera vez la presencia de M. hyorihinis, agente causal de la neumonia
enzootica en piaras de cerdos de Costa Rica.

Se reporta por primera vez la presencia de Ca. M. turicensis, representando asi la
segunda especie de micoplasma hemotropica encontrada en gatos domésticos de
Costa Rica

Se reporta por primera vez la presencia de M. haemocanis en mapaches (Procyon
lotor) de Costa Rica.

Se reporta por primera vez la presencia de M. canadense, M. californicum y M.
bovigenitalium en semen de toros de Costa Rica.

Se establecid una muy baja frecuencia de Mycoplasma spp. en muestras de leche de
vacas con mastitis

Se reporta por primera vez la presencia de M. californicum en una muestra de leche
compuesta de vacas con mastitis en Costa Rica y Centro América.

El grupo de los S. no aureus fueron las bacterias que se aislaron con mayor frecuencia
en la leche de vacas con mastitis en Costa Rica.

Enrofloxacina fue el antibidtico que presentd mayor resistencia a las bacterias aisladas

de la leche de vacas con mastitis en Costa Rica.

Recomendaciones generales

Continuar con una busqueda activa y mantener un constante monitoreo de
micoplasmas en las poblaciones domésticas y silvestres de Costa Rica.

Controlar en granjas porcinas la presencia de M. hyorhinis, y otras especies de
micoplasmas para prevenir pérdidas econdmicas por enfermedad.

Estudiar especies de micoplasmas en bovinos y su asociacion con enfermedades
reproductivas, mastitis, y artritis en diferentes hatos ganaderos nacionales.

A pesar de la baja frecuencia de Mycoplasma en la leche de vacas con mastitis se
debe de seguir investigando como agente causal, especialmente en casos de vacas
con mastitis refractarias a tratamientos que han demostrado eficacia para casos
similares en fincas.

Confirmar la circulacion de S. aureus resistentes a meticilina en leche de vacas con
mastitis en Costa Rica.

Mantener las medidas de higiene necesarias al momento de realizar el ordefo para

evitar el contagio de un animal infectado a uno sano.
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e Evitar el uso de antibioticos de manera inadecuada y sin previo analisis realizado por
un médico veterinario, para evitar el mal uso de estos medicamentos y el aumento de
la resistencia antibiotica.

e Continuar con los andlisis de perfiles de resistencia antibidtica e implementar el
analisis a nivel molecular en futuras investigaciones para identificar genes de

resistencia.

Anexos

Muestras secuenciadas
Muestras felinas

>8F_MG-R 242pb Mycoplasma turicensis

TTTGCAGAGGATGTCAAACCTTGGTAAGGTTTTTCGTGTATTATCGAATTAAG
CAACATGTTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATATT
TGCATATGTACTACCCAGGCGGGGTATTTAACACGTAAGCTACAACGCCGAA
ACTCAAGTCCCGACATCTAATACCCATCGTTTACGGTGTGGACTACTGGGGTA
TCTAATCCCATTTGCTACCCACACTTTCAA

>16F Mycoplasma turicensis

GTGACAGCAAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATAGGTCGCGAGCGT
TATTCGGATTTATTGGGCGTAAAGCAAGCGCAGGGCGGATGAATAAGTTCTGC
ATTAAAAGCAGCTGCTTAACAGTTGTTTGTGCCGAATACTATTCATCTAGAAT
GTGGTAGAAAGTTTTGGAATTAAATATGGAGCGGTGGAATGTGTAGATATATT
TAAGAACACCAGAGGCGAAGGCGAAAACTTAGGCCATTATTGACG

>43F MG-R 242pb Mycoplasma turicensis

TTTGCAGAGGATGTCAAACCTTGGTAAGGTTTTTCGTGTATTATCGAATTAAG
CAACATGTTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATATT
TGCATATGTACTACCCAGGCGGGGTATTTAACACGTAAGCTACAACGCCGAA
ACTCAAGTCCCGACATCTAATACCCATCGTTTACGGTGTGGACTACTGGGGTA
TCTAATCCCATTTGCTACCCACACTTTCAA

>98F MG-R 202 pb Mycoplasma turicensis

AGGAGGTCAAACCTTGGTAAGGTTTTTCGTGTATTATCGAATTAAGCAACATG
TTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATATTTGCATAT

GTACTACCCAGGCGGGGTATTTAACACGTAAGCTACAACGCCGAAACTCAAG
TCCCGACATCTAATACCCATCGTTTGCGGTGTGGACTACTGGG

>153F_MG-R 235 pb Mycoplasma turicensis

AGGAGGTCAAACCTTGGTAAGGTTTTTCGTGTATTATCGAATTAAGCAACATG
TTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATATTTGCATAT
GTACTACCCAGGCGGGGTATTTAACACGTAAGCTACAACGCCGAAACTCAAG
TCCCGACATCTAATACCCATCGTTTGCGGTGTGGACTACTGGGGTATCTAATC
CCATTTGCTACCCACACTTTCAA
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Muestras de hisopados de monos
>HM130 Mycoplasma salivarium

GAGCGACACAGCGTGCACGATGAAGGTCTTATGGATTGTAAAGTGCTGTTGC
AAGGGAAAGAAAAAGTAGTTGAGGAAATGCTTCTACATTGACGGTACCTTGT
TAGAAAGCGATGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTCGC
AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTTCGTAGGCTGTTTATTAAGT
CTGGAGTCAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGCTCGCTTT

>HM138 MG-R 316pb Mycoplasma salivarium

GCAGCCCGCGGTAATACATAGGTCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGTTCGTAGGCTGTTTATTAAGTCTGGAGTCAAATCCCAGGGCTCAACC
CTGGCTCGCTTTGGATACTGGTAAACTAGAGTTGGATAGAGGTAAGCGGAAT
TCCATGTGAAGCGGTGAAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAAAGGCGA
AGGCAGCTTACTGGGTTTATACTGACGCTG

>HM142 Mycoplasma salivarium

GGAAATGCTTCTACATTGACGGTACCTTGTTAGAAAGCGATGGCTAACTATGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGCGTTCGTAGGCTGTTTATTAAGTCTGGAGTCAAATCCCAGGGCTCA
ACCCTGGCTCGCTTTGGATACTGGTAAACTAGAGTTGGATAGAGGTAAGCGG
AATTCCATGTGAAGCGGTGAA

>HM144_MG-R Mycoplasma salivarium

TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGTCAAGTCCTGCAACGAGCGCAACC
CCTATCTTTAGTTACTAACGAGTCATGTCGAGGACTCTAGAGATACTGCCTGG
GTAACTGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCTCTTACGAGT
GGGGCAACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGAGAAGCAATATGGTGA
CATGGAGCAAATCTCAAAAA

>HM147 Mpycoplasma salivarium

GGAGTCAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGCTCGCTTTGGATACTGGTAAACTA
GAGTTGGATAGAGGTAAGCGGAATTCCATGTGAAGCGGTGAAAATGCGTAGA
TATATGGAAGAACACCAAAGGCGAAGGCAGCTTACTGGGTTTATACTGACGC
TGAGGAACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGATCATTAGTCGGCAGAGAA

>HM149_Mycoplasma salivarium

GGGTAACTGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCTCTTACGA
GTGGGGCAACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGAGAAGCAATATGGC
GACATGGAGCAAATCTCAAAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAA
TTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCTATGCTGCGG
TGAATACGTTCTCGGGTCTTGTACACACCGC

Muestras de cerdos
>P1_MG-R 201pb Mycoplasma hyorhinis

CAAAAGCTTTGAATTTGAAGACAAAAAAAATTAGATTACATAATTTCAAAAC
CACTTTTAAAGACAATTGAGAAAGATTTGATAATTTCTTCAATTTCAAACAAG
GTTGTTTACACGAAATTGATTAATTAAAGTTATTTTTAATAAATTTACAAAAAA
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ATATTTTATTAAAAAACCTAAAGAAAAAGCTTCTTTTTGCTTCTTCTTTAGGTT
TTTTCAATACACAAATGTGGTAAA

>P2_MG-R 230pb Mycoplasma hyorhinis

AAATAATTTATTTAAATTTGTAGCAATTGCGATTTTCTTATTTTCTTGAGTAAGT
AGAGTTGTAGTTTTAGAAAGTTATGATTATATTTACAAATGAGAATACTTACCG
CTGCATTTGTGTAGGTTGATGATGGTGGTTGTAGTTGTGGTTTTATTCTTTAAT
AAAATTGAGTATATTCGCTTTTTTGTTATTCCTTCATTTTTAGGTGCATTTTTAG
CTCTATTATTTGCTGATATTTCAAGAACTAA

>P3 MG-R 310pb Mycoplasma hyorhinis

AGAGTGGGTAAGGTTCTACGCGTAGCATCAAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGTTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCACTCTTGCGAGCATACTAC
TCAGGCGGATCATTTAACGCGTTAGCTGCGTTAGTGAAATTATTCCACCAACT
AATGATCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCC
CCACGCTTTCGTCCCTTAGTGTCAATATATAACCAGTTAGCTGCCTTCGCCTAT
TGGTGTTCTTCCTAATATCTACGCATTCCACCGCTTCACTAGGAA

Muestras Bovinos
>Bovinol0_McalifornicumF

GTCTGATGGAGCGACACAGCCGTGCAGGATGAAGGCCCTATGGGTTGTAAAC
TGCTGTGGTAAGGGAATAAAAAACAGTGTAGGAAATGCCACTGTATTGAATG
TACCTTATTAGAAAGCAACGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAT
AGGTTGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCTGTAGGTTGTTT
GTTAAGTCTGGCGTTAAATTTTGGGGCTCAACCCCAAACCGCGTTGGATACT
GGCAAACTAGAGTTATGTAGAGGTTAGCGGAATTCCTTGTGAAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATAAGGAAGAACACCAACATGGCGAAGGCAGCTAACTGGACAT
ATACTGACACTGAGAGACGAAAGCGTGGGGAGCAAAC

>Bovino67 Mycoplasma canadense

GACTAATGATCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTG
CTCCCCACGCTTTCGTCCCTCAGCGTCAGTATAGACCCAGTAAGCTGCCTTCG
CCTTTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTTCACATGGAATTCCG
CTTACCTCTATCTAACTCTAGTTTACCAGTATCCAAAGCGAGCCAGGGTTGAG
CCCTGGTATTTGACTCCAGACTTAATAAACAGCCTACGAACGCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGATAACGCTTGCGACCTATGTATTACCGCGGCTGCTGGCACATA
GTTAGCCATCGCTTTCTGACAGGGTACCGTCAGCTTGGAAGCATTTCCTCAAC
CAAGTGTTCTTTCCCTATAACAGCACTTTACAATCAGAAGACCTTCATCGTGC
ACGCTGTGTCGCTCCATCAAGCTTTCGCTCATTGTGG

>BovinoS55 ureaplasma_diversum

CGATGAAGGTCTATAAGATTGTAAAGTTCTTTTATTTGGGAAGAACCACTAAA
ATAGGAAATGATTTTAGCTTGACTGTACCATTTGAATAAGTATCGGCTAACTAT
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGATGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGG
GCGTAAAACGAGCGCAGGCGGATTTGTAAAGTTAGGTATGAAATCTAGATGC
TTAACGTCTAGCTGTATCAAAAACTACGAATCTAGAGTGTAGCAGAGAGTTG
GGGAACTCCATGTGGAGCGGTAAAATGCGTAGATATATGGAAAGAACACCGG
TGGCGAAGGCACCCAACTTGGACTATTACTGACGCTTAGGCTCGAAAGTGTG
GGGAGCAAATAGGATTAGATACCCCTAGCAGCCCACACCCGTAAACGATCAT
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CATTAAATGGCGGATCGCTTATGAGTCATGTGTTGTAGCTAACGCATTAAATG
ATGTGCCTGGGTAGTACATTCGCAAGAATGAAACTCAAACGGAATTGACGGG
GACCCGCACAAGTGGTGGAGCATGTTGCTTAATTTGACAATACACGTAGAAC
CT

>BovinoS_Mbovigenitalium

ACAGCGTGCAGGATGAAGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTGTGGTANGGGAA
TAAAAAATAGTGTAGGAAATGCCACTATATTGAATGTACCTTATTAGAAAGCA
ACGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTTGCAAGCGTTATC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCTGTAGGTTGTTTGTTAAGTCTGGCGTTAA
ATTTTGGGGCTCAACCCCAAACCGCGTTGGATACTGGCAAACTAGAGTTATG
TAGAGGGTTAGCGGAATTCCTTGTGAAGCGGTGAAATGCGTAGATATAAGGA
AGAACACCAACATGGCGAAGGCAGCTAACTGGACATACACTTCACTGAGAG
ACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTA
AACGTTGATCATTAGCTGATGGGGAACTCATCGGCGCAGCTAACGCATT

Muestras Mapache
>Mapache-Mycoplama haemocanis

CATGTGAACGATGAAGGCCTTTTTGGTTGTAAAGTTCTTTTACGAGGGATAAT
TATGATAGTACTTCGTGAATAAGTGACAGCAAACTATGTGCCAGCAGCTGCGG
TAATACATAGGTCGCAAGCATTATTCGGATTTATTGGGCGTAAAGCAAGCGCA
GGCGGATGTGTAAGTTCTGTGTTAAATGCAGCTACTCAATAGTTGTATGCACC
GAATACTACATGTCTAGATTGTGGTAGGGAGTTTCGGAATTAAGCATGGAGCG
GTGGAATGTGTAGATATGCTTAAGAACACCAGAGGCGAAGGCGGAAACTTAG
GCCATAAATGACGCTTAGGCTTGAAAGTGTGGGGAGCAAATGGGATTAGATA
CCCCAGTAGTCCACACCGTAAACGATGGGGTATTAGATATTAGGGCTTTAGCT
TTAGTGTTGTAGCTTACGCGTTAAATACCCCGCCTGGGGTAGTACATATGCAA
ATATGAAACTCAAAAGGAATTGACGGGACCTGAAACAAGTGGTGGAGCATG
TTGCTTAATTCGATAATACA

>MUESTRA POOLI3LECHE M. californicum (322/324) 99,38%

CTAATTGATACAACACCTTTATTACCGTGACGTCCACTCATTTTATCGCCCACT
TTAATTTTACGTTTAACAGCAATTGATACCTTTACAATTTTGTCAATACCATCTT
CAAGAGCATCTTTGTTTTGGCGATCTAAAATTTCAACACCAATGATAGTACCG
CCATGACCATTTTTAACTTTTAATGATGTATCTTTTACAGGGTGTTGTCTTTGTT
GTAAAACGGCAAGCAATAATTTTTCCTCTTGCGATGGATTATCATCACCTTTG
GGACTTACACGACCAACTAAAACATCGCCTGGAACCACATCCTGAACCAACA
CGTAGCA
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