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1. RESUMEN

La enfermedad respiratoria superior (URTD) en tortugas ha adquirido un papel relevante
en medicina veterinaria y conservacion. Hasta la fecha, se ha identificado Mycoplasma
agassizii y Mycoplasma testudineum como agentes etioldgicos principales de la URTD
en tortugas mora (7estudo graeca) en cautiverio o salvajes. El aumento de las
interacciones humanas con especies silvestres, en contextos domésticos o veterinarios,
sugiere la hipotesis de un posible potencial patogénico de M. agassizii en humanos bajo
un punto de vista “One Health”. Los objetivos que presenta este estudio se centran en la
deteccion mediante PCR en tiempo real (RT-PCR) de Mycoplasma spp. (M. agassizii y
M. testudineum) en tortugas mora y posteriormente, el analisis comparativo de la
lipoproteina de M. penumoniae y M. agassizii mediante el desarrollo de un arbol
filogenético. La seleccion de la lipoproteina en M. pneumoniae se baso6 en la capacidad
que presenta por colonizar el tracto respiratorio superior en humanos, igual que M.

agassizii, pero en tortugas.

El 44% de las muestras fueron positivas sintomaticas para Mycoplasma spp. (M. agassizii
y M. testudineum), respaldando su papel etiologico en la URTD. Sin embargo, no se
encontro ninguna relaciéon evolutiva entre las lipoproteinas de M. agassizii y las M.
pneumomiae, ni entre otras especies Mycoplasma. Por este motivo, este estudio no puede

afirmar el posible potencial patogénico de M. agassizii en humanos.

Palabras clave: Mycoplasma agassizii, Mycoplasma pnuemoniae, lipoproteina, RT-
PCR, andlisis in silico, arbol filogenético.



2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades de género Mycoplasma

En la década de los 90 se conocia muy poco sobre la existencia de micoplasmas. De
hecho, inicialmente se les llamaba “organismos similares a la pleuroneumonia” o
pleuropneumonia-like organisms (PPLO), ya que se les atribuia la etiologia de la
pleuroneumonia bovina en animales vacunados y eran considerados de naturaleza virica.
No fue hasta 1931 cuando, mediante cultivo en medios de agar, se determind que se
trataba de bacterias, debido a la formacion de colonias muy pequeias con crecimiento
denso en el centro y mas tenue en la periferia, con aspecto caracteristico de “huevo frito”

(Rufo et al., 2021).

El género Mycoplasma esta formado por un gran nimero de especies consideradas en su
mayoria, parasitos intracelulares facultativos, con un genoma muy pequefio que alberga
aproximadamente 580~2200 kb (You et al., 2006). Mycoplasma pertenece a la clase de
Mollicutes, los cuales se caracterizan por carecer de pared celular y por tener una
capacidad metabolica muy limitada. Dicha limitacion se explica por la gran ausencia de
genes responsables de sintetizar componentes esenciales, promoviendo la dependencia
metabodlica por su hospedador natural, con el fin de obtener metabolitos como los
aminoacidos, los nucleétidos y el colesterol (Sirand-Pugnet et al., 2007). La ausencia de
pared celular les permite ser resistentes a los antibioticos convencionales como los
betalactdmicos y a la vancomicina. Suelen generar resistencia adquirida a los antibioticos,
por lo que es muy importante administrarlos unicamente cuando se conoce la especie en
cuestion. En muchos casos actuan como comensales de mucosas, pero tienen la capacidad
de inducir patologias en condiciones de inmunodepresion. En este contexto suponen un
riesgo para los humanos, ya que son muy dificiles de detectar, generan resistencias y son

de crecimiento lento (Combaz & Kuhn, 2017).

2.2 Mycoplasma spp. en salud humana

En 1937 se aislo por primera vez Mycoplasma hominis en humanos. Este hallazgo,
permitid conocer que varias especies de Mycoplasma forman parte de la flora bacteriana
humana ya que se comportan como agentes comensales. No obstante, pueden convertirse
en patdgenos oportunistas en ciertas situaciones, sobre todo bajo circunstancias de estrés

o de inmunodepresion (Combaz & Kuhn, 2017). Desde entonces, se han descrito



multiples especies de Mycoplasma implicadas en patologias humanas, especialmente en
los tractos genital y respiratorio. Hasta la fecha, se conocen varias especies capaces de
colonizar el tracto urogenital y ororrespiratorio. A nivel del tracto ororrespiratorio,
aunque existen diversas especies como Mycoplasma fermentans, Mycoplasma orale,
Mycoplasma salivarium y Mycoplasma pirum, sélo Mycoplasma pneumoniae esté
claramente establecido como patdgeno respiratorio en humanos por producir neumonia
atipica. Por otro lado, las especies con diana genital incluyen Mycoplasma hominis,
Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma primatum, Mycoplasma
penetrans y Mycoplasma spermatofilum. De estas, Mycoplasma genitalium y Ureplasma
urealyticum presentan un claro potencial patogénico, mientras que Mycoplasma hominis
y Mycoplasma penetrans se consideran potencialmente patégenas en condiciones

especificas, como en la vaginosis bacteriana (Taylor-Robinson & Furr, 1998).

2.3. Mycoplasma spp. en medicina veterinaria v fauna silvestre

En medicina veterinaria los micoplasmas poseen una alta relevancia tanto en animales de
ganado como en fauna silvestre. Se han reportado casos donde los micoplasmas son
responsables de la mayoria de las enfermedades respiratorias y articulares de alta
morbilidad en cerdos y aves (Baudler et al., 2019). No obstante, el interés por el estudio
de Mycoplasma spp. en reptiles, se centra en las tortugas, especificamente en las del
desierto Agassiz (Gopherus agassizii) y en especies europeas como la tortuga mora

(Testudo graeca) y la tortuga mediterranea (7Testudo hermanni).

Aunque se identificaron diferentes especies de Mycoplasma, todas compartian la
capacidad de causar infecciones respiratorias del tracto superior (URTD), principalmente
M. testudineum. La creciente prevalencia llevd a importantes disminuciones
poblacionales, especialmente en el desierto de Mojave, donde la tortuga del desierto
Agassiz fue declarada especie en peligro. Este contexto propicio el descubrimiento de M.
agassizii como nueva especie responsable de URTD, tanto en tortugas terrestres salvajes
como en cautiverio (Jacobson et al.,, 2014). Las lesiones en las cavidades nasales
originadas por M. agassizii son mas agresivas que las generadas por M. festudineum
(Jacobson et al., 2014). También se ha documentado la presencia de Mycoplasma spp.
mediante la reaccion en cadena polimerasa (PCR) convencional y la RT-PCR en otras

especies de tortugas, como en las tortugas de caja del este (Terrapene carolina carolina)



y en las tortugas de Blanding (Emydoidea blandingii) (Sim et al., 2016) (Winter et al.,
2020). En Europa, también se ha identificado M. agassizii en tortugas mora cautivas, en
concreto en Espaifia, donde se estima que un 6% de los casos positivos corresponde a esta

especie y se sospecha una posible coinfeccion con herpesvirus queléonido (ChHV)

(Salinas et al., 2011).

Una caracteristica esencial de las tortugas terrestres es la excavacion de madrigueras
profundas, lo que proporciona un entorno microclimatico ideal no solo para su refugio,
sino también el de diversas especies de vertebrados; incluyendo serpientes, aves, e
invertebrados; englobando arafias, grillos y escarabajos (Brown et al., 1999). Por este
motivo, no solo presentan un papel relevante en el ecosistema, sino que el comercio de
tortugas como mascotas o la liberacion descontrolada de ejemplares infectados, ha
favorecido la dispersion de M. agassizii entre tortugas y el establecimiento de nuevas
cepas patdgenas en ecosistemas, poniendo en riesgo las poblaciones silvestres (DuPre’ et

al., 2011).

Aunque M. agassizii no se ha identificado como agente infeccioso en humanos, su posible
similitud estructural con otras especies de Mycoplasma humanas, plantea interrogantes
sobre su potencial zoonotico. La realizacion de un andlisis in silico de proteinas
implicadas en la adherencia celular podria evidenciar una semejanza entre estos factores,
resultando en un riesgo emergente. Dicho riesgo, pone en manifiesto la necesidad de
generar una planificacidn sanitaria entorno a la fauna silvestre y cautiva, para prevenir

casos de transmision cruzada entre especies animales y humanas.

2.4. Mecanismos de patogenicidad

El principal mecanismo de patogenicidad de Mycoplasma spp. se basa en su capacidad
de adhesion a distintos epitelios mediante la interaccion especifica de adhesinas y
lipoproteinas de membrana con receptores especificos. Estas proteinas permiten la union
a las estructuras diana y la capacidad de modular la respuesta inmunitaria del hospedador
conllevando a un estado de inflamacion crénica y a un dafio progresivo en las estructuras
colonizadas (Jacobson et al., 2014). Los estudios de los mecanismos virulencia de M.
pneumoniae, han permitido el hallazgo de la presencia de fracciones lipidicas en sus

lipoproteinas. Estas fracciones, conservadas en la mayoria de las especies de



Mycoplasma, actian como potentes inmunoestimuladores, promoviendo la activacion
celular y la expresion del factor nuclear kB (NF- «B) mediante la interaccion con
receptores tipo Toll (TLR), especificamente los heterodimeros TLR1/2 y TLR2/6 (You
et al., 2006). Esta union promueve la liberacion de citoquinas proinflamatorias, como el
factor de crecimiento tumoral alfa (TNF-a), la proteina inflamatoria de macrofagos-13
(MIP-1B), la interleucina-6 (IL-6), la proteina alfa regulada por el crecimiento (GRO-a)
y la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) (Benedetti et al., 2020).
Posteriormente, se produce la activacion de la via NF- kB, la migracion celular y el
reclutamiento de células como los granulocitos, linfocitos y macréfagos. Finalmente,
todos estos eventos conducen a la activacion de la caspasa-3, componente principal de la
via apoptotica, que conlleva a una menor viabilidad celular y a un aumento de la lisis

celular (You et al., 2006) (Zuo et al., 2009) (Saha et al., 2025).

Por otro lado, otro componente clave en la patogenicidad de los micoplasmas, son las
adhesinas, las cuales no solo ejercen un papel fundamental en la adhesion celular, sino
que también son responsables de la inmunogenicidad. Concretamente, la adhesina pl de
M. pneumonaie le permite la adhesion al epitelio respiratorio humano mediante el
reconocimiento especifico de receptores que contienen acido sialico. La proteina pl
interactua con un complejo de adhesion y con proteinas accesorias como p30 y HMWI,
estableciendo un anclaje eficiente formando estructuras citoadhesivas conocidas como
"tip structures” (Chourasia et al., 2014). Estas estructuras permiten la expresion de
toxinas especificas como la toxina CARDS (community-acquired respiratory distress
syndrome), capaces de modular el inflamasoma NLRP3 (NLR family CARD domain
containing 3) y aumentar la produccion de interleucina-1p (IL-1pB), citocina
proinflamatoria clave en la génesis del dafio tisular prolongado (Saha et al., 2025) (Lopez-
Castejon & Brough, 2011). Por otro lado, M. hominis presenta factores de adherencia
como las proteinas p5S0 y p100 claves para su fijacion a células eucariotas (Henrich et al.,
1993), o en el caso de Mycoplasma hyorhinis, contiene la proteina p37 responsable de
incrementar el proceso de invasion y metastasis de células tumorales en diversos tipos de
cancer como el cancer gastrico y el cancer pulmonar (Yang et al., 2010). Asimismo, M.
hominis presenta la proteina Vaa, la cual promueve la diseminacion intracelular y al
mismo tiempo, es capaz de incrementar la toxicidad local al metabolizar la arginina

generando amoniaco (Henrich et al., 1993).



La variedad de adhesinas presentes en las especies de Mycoplasma se relaciona con las
adaptaciones moleculares especificas que se han ido confiriendo en las diferentes
especies, otorgandoles la capacidad especifica de reconocer y unirse a distintos

hospedadores (Rosengarten et al., 2000). En la Tabla 1, se describen las principales

adhesinas presentes en las distintas especies de Mycoplasma.

Especie de | Hospedador | Adhesina(s) Genes Funcion Referencia
Mpycoplasma | principal | principal(es) | involucrados principal
M. Humanos P1 adhesina, | P/ Adhesion al | (Cao et al,
prneumoniae P30, HMW1 epitelio 2011);
respiratorio (Dumke et
humano via | al., 2007)
receptores con
acido sialico
M. genitalium | Humanos MgPa mgpB, mgpC Adhesion a células (Ma et al.,
adhesina urogenitales; 2007)
variacion
antigénica  para
evasion inmune
M. Aves (pollos, | GapA, CrmA | gapA, crmA Adhesion al tracto | (Fujisawa et
gallisepticum | pavos) respiratorio aviar; | al., 2019)
formacion de
estructuras
citoadhesivas
M. agalactiae | Rumiantes Vpma vpma, Adhesion variable | (Cacciotto et
pequefios (Variable regulados por | al epitelio; evasion | al., 2010)
surface xerl del sistema
proteins) inmune mediante
variacion
antigénica
M.  mycoides | Caprinos MIB-MIP mib, mip Unidn y | (Jores et al.,
subsp. capri system degradacion  de | 2020)
(captura de inmunoglobulinas
IgG) caprinas; evasion
de respuesta
inmune
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M. bovis Bovinos Vsp (Variable | vsp family Variacion (Lysnyansky
surface antigénica  para | etal., 1999)
proteins) evasion  inmune;

adhesion al
epitelio
respiratorio y
mamario

M. suis Cerdos Unida a|— Adhesion a | (Hoelzle et
eritrocitos eritrocitos al., 2007)
(proteina  no porcinos;
identificada) mecanismo poco

caracterizado

M. hominis Humanos P120 y otras | pI120, otros | Adhesion a células | (Férandon et
proteinas  de | genes epiteliales al., 2013)
membrana hipotéticos urogenitales;

implicado en
infecciones
oportunistas

Tabla 1. Tabla descriptiva donde se especifican las adhesinas presentes en cada especie de

Mycoplasma, sus genes involucrados, su funcion principal y sus hospedadores

2.5. Posible zoonosis del género Mycoplasma

Como se ha mencionado anteriormente, Mycoplasma spp. se caracteriza por su genoma

de pequeio tamafio, por su ausencia de pared celular y por presentar una alta especificidad

por su hospedador. Sin embargo, se han documentado casos aislados de micoplasmas

especificos de animales en humanos. Por esta razon, se plantea la posibilidad de que

algunos micoplasmas pueden actuar como agentes zoonoOticos en contextos de

inmunosupresion, contacto estrecho con animales domésticos o silvestres, en ambientes

de laboratorio o de protectoras donde los animales estan en cautividad (Rufo et al., 2021).

En la Tabla 2 se exponen los micoplasmas especificos de animales que se han aislado en

humanos.
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Patégeno

Aislamiento en humanos

M. Se aislo por primera vez en un paciente con inmunodepresion y bronquitis
amphoriforme | crénica.
M. arginini Los casos investigados sospechan que el reservorio es de origen animal, ya

que se aislaron en personas que trabajan con fauna animal.

M. arthritidis

Aislado en pacientes con coinfeccion de M. pneumoniea 'y M. hominis. Esta
coinfeccion aumenta la virulencia de M. arthritidis.

M. bovis

Aislado en una mujer que habia estado en contacto con un fertilizante
producido a partir de estiércol de vaca. No obstante, la mujer presentaba
infeccion por M. pneumoniae, lo que sugiere que la infeccion por M. bovis
surgi6o de forma oportunista, caracteristica tipica de infeccion por ganado
bovino.

M. canis

Aislado en un paciente tras sufrir una mordedura de perro.

M. edwardii

Forma parte del tracto respiratorio superior y urogenital de los perros, ya
que se aislo en un nifio con peritonitis polimicrobiana que tenia un perro
como mascota.

M. faucium

Aislado en pacientes con defecto sinusal o dental, en abscesos cerebrales o
abscesos diseminados con inmunodeficiencia primaria, y en procesos de
gastritis cronica.

M. felis

Aislado en una mujer tras sufrir una mordedura de gato.

M. fermentans

Aislamiento por transmision cruzada en ambientes hospitalarios o en
laboratorios, aunque su papel como posibles patogenos zoondticos se
desconoce.

M. hyorhinis

Aislado en pacientes con cancer.

M. maculosum

Sélo existe un unico aislamiento en un paciente inmunodeprimido que con
el tiempo desarrollé meningitis.

M. ovis Aislado en veterinarios y personas que trabajan con animales.

M. Unico patégeno de reservorio animal que afecta regularmente a los

phocicerebrale | humanos, sobre todo al estar en contacto con focas.

M. pirum Aislado en pacientes con SIDA, pero se desconocen sus implicaciones
clinicas.

M. pulmonis Aislado en dos casos con personas con contacto con ratas de forma habitual.

M. suis Aislado en trabajadores de granjas de cerdos.

Tabla 2. Especies de Mycoplasma descritos en posibles casos de infeccion zoonotica (Rufo et al.,

2021)
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El presente estudio se centra en la caracteristica comun que presentan M. pneumoniae y
M. agassizii por colonizar el tracto respiratorio. En este contexto, la reciente
identificacion de la lipoproteina-17 en M. agassizii (Mani et al., 2011), cuyo papel atn se
desconoce, plantea la hipotesis de una posible homologia funcional o estructural con la
lipoproteina presente en M. pneumoniae, extraida de la base de datos GeneBank con
namero de referencia WP_159243969. Dicha hipotesis, podria situar a M. agassizii como

un agente etioldgico con potencial zoonoético, capaz de causar infecciones en humanos.

Los resultados obtenidos en este estudio son interpretados bajo un enfoque “One Health”,
en la que la salud animal, humana y el medio ambiente estan interconectadas. La cercania
de los campos permite establecer nuevos métodos de vigilancia y control de

enfermedades.
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3. OBJETIVOS

La prevalencia de la enfermedad URTD en tortugas mora (7estudo graeca) ha aumentado
durante los ultimos afos. Por esta razon, el presente estudio plantea como objetivo general
la identificacién de M. agassizii, uno de los agentes etioldgicos principales de la URTD,

mediante RT-PCR.

Los objetivos especificos son los siguientes:

- Busqueda de secuencias de lipoproteinas presentes en M. agassizii y M.
prneumoniae para conocer su posible relacion evolutiva.

- Estudio comparativo de la lipoproteina de M. penumoniae y M. agassizii mediante
el desarrollo de un arbol filogenético.

- Explorar la homologia de las lipoproteinas anteriormente descritas con otras
especies de Mycoplasma.

- Interpretacion de los resultados bajo un enfoque “One Health” para evaluar el

posible potencial patogénico de M. agassizii en humanos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Recoleccion de las muestras v extraccion de ADN de tortugas mora

Las muestras fueron obtenidas mediante hisopos nasofaringeos durante el periodo en que
las tortugas mora se encontraban en cautiverio, y se clasificaron en funcion del sitio de
alojamiento que se encontraban. La extraccion del ADN procedente de tortugas se llevod
a cabo empleando el QuickGene DNA Tissue Kit S (Fujifilm). El procedimiento se inicid
con la adicion de 20 pL de la proteinasa K (reactivo EDT), 180 uL del buffer de lisis
(reactivo MDT) y 300 pL de la muestra de ADN en un eppendorf estéril. A continuacion,
se agitd en vortex durante 15 minutos. Posteriormente, se introdujo 250 uL del buffer de
lisis (reactivo LDT), se agitd durante 10 segundos y se afiadieron 3 pL. de ARN carrier
para después volverlo a agitar durante 10 segundos. Seguidamente, se incubod primero en
un bloque térmico a 70 °C durante 10 minutos, y después se sometieron a una segunda
incubacion a 95 °C durante 2 minutos. Una vez finalizadas las incubaciones, se afiadieron
250 pL de etanol absoluto en cada eppendorf y se introdujo en el vortex durante 10
segundos para finalmente transferir la mezcla a una columna de purificacion. El proceso
de lavado consistid en tres adiciones consecutivas de 750 pL del reactivo buffer de lavado
(reactivo WDT). Por ultimo, se desecharon los tubos colectores y las columnas se
introdujeron sobre nuevos tubos eppendorf estériles y se afiadieron 50 pL del buffer de
elucion (reactivo CDT). Se incubd a temperatura ambiente durante 1 minuto y se
presurizo para eluir el material genético. Las muestras fueron almacenadas a -70 °C hasta

la realizacion de los siguientes andlisis.

4.2. Deteccion de M. agassizii y M. testudium mediante RT-PCR

La deteccion de Mycoplasma spp. se llevod a cabo mediante una RT-PCR. Se afiadi6 de
forma consecutiva 10 pL del reactivo Kappa Master Mix 2x (Roche), 0’1 pL de los
primers Mtortoise-F (20 uM) y Mtortoise-R (20 uM) (Condalab) y 5’8 pL de agua libre
de ADN. Finalmente, se afiadi6 4 pL de las muestras biologicas extraidas anteriormente.

Los tiempos para PCR fueron: 3’ a 95°C, 50 ciclos x (15” 95°C, 30”° 65°C).
Se incluyeron controles negativos, los cuales s6lo presentaban agua libre de ADN, para

garantizar la fiabilidad de los resultados. Las muestras se clasificaron como positivas o

negativas, en funcion de la amplificacion del material genético antes del ciclo 37 (CT<
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37). Para la comprension de los resultados, se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:

presencia de secrecion y grupo al que pertenecen.

4.3. Analisis in silico e interpretacion del arbol filogenético

La secuencia de la lipoproteina de M. pneumoniae (también propuesto como
Mpycoplasmoides pneumoniae en recientes revisiones taxonomicas) (codigo GeneBank
WP _159243969) se extrajo de la base de datos publica GeneBank mediante el software
MEGA. Se repitio el mismo procedimiento con la lipoproteina de M. agassizii (c6digo

GeneBank WP_159444234).

El alineamiento entre ambas secuencias se realizo mediante la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) y se buscaron otras secuencias con un porcentaje de
cobertura superior al 50% y con un nivel de similitud suficientemente representativo para
el estudio. Las secuencias de las lipoproteinas seleccionadas en distintas especies fueron
las siguientes: Mycoplasma sp. HU2014 (codigo GeneBank KNG79313), Mycoplasma
crocodyli (codigo GeneBank ADE19925), Mycoplasma feriruminatoris (cédigo
GeneBank UKS53694), Mycoplasma leachii (codigo GeneBank WP_013447919),
Mycoplasma capricolum (c6digo GeneBank WP _158514660), Mycoplasma putrefaciens
KS1 (codigo GeneBank AEM68490), Mycoplasma tauri (co6digo GeneBank QSB(07243),
Mycoplasma todarodis (codigo GeneBank CAM9131788), Mycoplasma putrefaciens
KSI (codigo GeneBank AEMO68991), Mycoplasma yeatsii (cdédigo GeneBank
AIM72103), Mycoplasma cottewii (codigo GeneBank UWD35294), Mycoplasma
mycoides subsp. capri (codigo GeneBank QVKO04793), Mycoplasma mycoides (cddigo
GeneBank WP_080512637) y Mycoplasma marinum (c6digo GeneBank CAM9129023).

Para la estimacion de la fiabilidad estadistica del arbol filogenético se usé el método
bootstrap, estableciendo como valores indicativos aquellos que presentan un valor

superior a 70.

16



5. RESULTADOS/DISCUSION

5.1 Deteccion de Mycoplasma spp. mediante RT-PCR

De las 87 muestras analizadas, el 77% resultaron positivas para Mycoplasma spp. (M.
agassizii y M. testudineum). Entre las tortugas positivas, un 45% presentaban secrecion
nasal con infeccidn respiratoria, mientras que el restante resultaron asintomaticas. En
cuanto a los ejemplares con resultado negativo para Mycoplasma spp., los cuales
abarcaban el 23% del total; un alto porcentaje no presentaban sintomatologia,
concretamente el 75% de ellos. A pesar de esto, un 25%, correspondiente a 5 casos, si

manifestaban signos clinicos.

Los datos obtenidos, reflejados en la Figura 1, respaldan la implicacién de Mycoplasma
spp., en concreto M. agassizii y M. testudineum, en la etiologia de la rinitis en tortugas,
ya que el 77% resultaron positivas. Este porcentaje se asemeja con otros estudios
documentados (Brown et al., 2001) (Benedetti et al., 2020) (Brown et al., 1999). Sin
embargo, el 55% de las tortugas positivas no manifestaron secrecion nasal, lo que plantea
la hipotesis de que la presencia de Mycoplasma spp. no se asocia de forma tinica con la

manifestacion clinica de la enfermedad.

Es importante tener en cuenta que los micoplasmas son comensales oportunistas, es decir,
forma parte de la microbiota de la mayor parte de los animales, como los mamiferos y los
reptiles. Por este motivo, es posible que diversos factores externos, como factores
ambientales o factores interindividuales e intraindividuales, afecten en mayor medida al
crecimiento exponencial de Mycoplasma spp. y, por lo tanto, a la aparicion de los

sintomas (Combaz & Kuhn, 2017) (Sandmeier et al., 2013).

Asimismo, la técnica de RT-PCR detecta tanto M. agassizii como M. testudineum, por lo
que no se puede garantizar que los casos positivos sean causados especificamente por M.
agassizii. Para poder establecer un diagndstico diferencial, se deberian llevar a cabo
pruebas complementarias, como el ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA),

el cual permitiria la deteccion de anticuerpos especificos frente a M. agassizii.

La presencia de casos negativos, pero con secrecion nasal, indica la presencia de otros
agentes etiologicos capaces de producir un cuadro clinico similar. Concretamente, estos

patogenos son otras especies de Mycoplasma (McLaughlin et al., 2000), Herpesvirus
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(Marschang et al., 1997), Pasteurella testudinis spp. (Snipes & Biberstein, 1982) o
Iridovirus (Jacobson & Garner, 2021).

. Mycoplasma

Positivo

.o : 5.2
[ ] H
o o ' ° ©
Negativo o %° '
z o
n=15 | n=5

Asintomético Sintomético

Figura 1. Representacion grafica de la distribucion de los casos positivos y negativos de
Mycoplasma spp., asi como de los casos sintomaticos y asintomaticos

Mediante la Figura 2, se exponen los resultados obtenidos, dividiendo los casos en
funcién de la distribucion de las tortugas en los sectores de las instalaciones de origen.
Los datos sugieren que la distribucion de las tortugas durante la recogida de la muestra
bioldgica podria haber influido en el diagnodstico. Concretamente, las tortugas que se
encuentran en el sector 5.6, a diferencia de los otros sectores, presentan un porcentaje
mayor de casos positivos con manifestacion clinica de la enfermedad. Esta discrepancia
puede indicar la presencia de una cepa mas virulenta de Mycoplasma spp., o ser indicativo
de una mayor sensibilidad por parte de esa poblacion al patdgeno, habiendo podido influir
factores individuales o el entorno. En conjunto, las condiciones de ese determinado sector
predisponen a las tortugas a una mayor vulnerabilidad frente a Mycoplasma spp. Los
resultados obtenidos exponen la necesidad de realizar investigaciones mas exhaustivas

para determinar la causa de esta alta prevalencia.
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Sector || Sector | Sector Sector Sector

Sector 52 | 53 | 54 5.6 s7 | Towl
| TotalPositivas || 13 || 27 | 5 | 10 | 12 | 67 |
‘ Positivas sintomaticas H 6 H 6 H 3 H 8 H 7 H 30 ‘
‘ Positivas asintomaticas H 7 H 21 H 2 H 2 H 5 H 37 ‘
‘ Total Negativas H 3 H 7 H 3 H 2 H 4 H 19 ‘
‘ Negativas sintomaticas H 0 H 2 H 1 H 1 H 0 H 4 ‘
‘ Negativas asintomaticas H 3 H 5 H 2 H 1 H 4 H 15 ‘
| TotalTortugas | 17 | 34 | 8 || 12 | 16 | 87 |

Figura 2. Numero de tortugas positivas y negativas, tanto sintomaticas como asintomaticas,

distribuidas por sectores

5.2. Relacién filogenética de las lipoproteinas en distintos micoplasmas

El arbol filogenético (Figura 3), construido a partir del andlisis in silico de las secuencias
de lipoproteinas presentes en las distintas especies del género Mycoplasma spp., expone
a simple vista un clado con un valor méximo de bootstrap (bootstrap = 100).
Concretamente, se encuentra formado por las bacterias M. leachii y M. capricolum,
indicando una alta similitud entre las secuencias de sus lipoproteinas. Al mismo tiempo,
este grupo presenta relacion con las lipoproteinas de M. cottewii y M. mycoides subsp.
capri, formando asi un subgrupo filogenéticamente proximo (boostrap = 96). Estos
resultados sugieren una posible relacion evolutiva, asi como una funcion biologica de la

lipoproteina secuenciada similar.

Por otro lado, M. pneumoniae y M. putrefaciens KS1 (c6digo GeneBank AEM68490)
forman otro clado totalmente separado del resto de especies, indicando una mayor
divergencia evolutiva. Asimismo, se observan agrupaciones intermedias entre M. tauri,
M. todarodis, M. putrefaciens KSI (c6digo GeneBank AEM68991) y M. yeatsii, pero no
refeljan valores de bootstrap significativos, lo que impide afirmar que presentan un patrén
evolutivo similar de la lipoproteina. Ocurre lo mismo entre Mycoplasma sp. HU2014, M.

crocodyli, y M. feriruminatoris.
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Mycoplasma sp. HU2014/KNG79313

Mycoplasma mycoides/WP 080512637

Mycoplasma crocodyli MP145/ADE19925

] Mycoplasma feriruminatoris/UKS53694
Mycoplasma yeatsii GM274B/AJM72103

Mycoplasmopsis agassizii|/WP 159444234

Mycoplasma tauri/QSB07243

Mycoplasma putrefaciens KS1/ AEM68991

Mycoplasma todarodis/CAM9131788
IMycoplasmoides pneumoniae/ WP 159243969

i

Mycoplasma putrefaciens KS1/ AEM68490
| Mycoplasma mycoides subsp. capri/QVK04793

% Mycoplasma cottewii/lUWD35294
w — Mycoplasma capricolum/WP 158514660
100 Mycoplasma leachii/WP 013447919
| ——1

0.10

Figura 3. Arbol filogenético de las distintas lipoproteinas presentes en Mycoplasma spp. Figura realizada

mediante el software MEGA

El arbol filogenético revela que no existe ninguna relacion evolutiva significativa entre la
secuencia de la lipoproteina de M. pneumoniae con la secuencia de la lipoproteina de M.
agassizii. Aunque ambas especies presentan afinidad por el tracto respiratorio, no se ha
encontrado homologia estructural entre sus lipoproteinas. Sin embargo, ocurre lo
contrario con la lipoproteina de M. leachii y la lipoproteina de M. capricolum, donde
ambas presentan una elevada similitud de secuencias (bootstrap = 100). La homologia
estructural observada, puede deberse al hecho que ambas especies son especificas de
hospedadores bovinos o pequeiios rumiantes (Thankappan et al., 2017). Esto mismo
sucede con M. mycoides subsp. capri, M. cottewii y M. capricolum, ya que las tres

infectan a ganado (Manso-Silvan et al., 2007).

No obstante, las especies de Mycoplasma sp. HU2014, M. crocodyli, M. feriruminatoris
y M. yeatsii, se encuentran representadas en ramas mas externas, formando clados con
valores bajos de bootstrap, sugiriendo que sus secuencias de lipoproteinas divergen
significativamente. Aunque el analisis filogenético expone una diferencia evolutiva entre
las lipoproteinas analizadas de M. feriruminatoris y M. mycoides, la literatura cientifica
ha mostrado que ambas especies comparten caracteristicas y factores de virulencia (Baby
et al.,, 2023). Esta situacion realza la participacion de una gran variedad de factores
esenciales para la colonizacion del tejido diana. La divergencia evolutiva representada de
la especie de M. crocodyli con respecto a las demas (Mycoplasma sp. HU2014, M.
crocodyli, M. feriruminatoris y M. yeatsii), respalda las investigaciones previas donde se
indica que M. crocodyli es un patdogeno de cocodrilos, por su reciente aislamiento en

pulmones y articulaciones (Kirchhoff et al., 1997). En cambio, el resto de las especies
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comparadas, son especificas de mamiferos. Basandonos en la bibliografia, M. yeatsii
junto con M. cottewii y M. putrefaciens, presentan una relacion filogenética con M.
mycoides, formando una agrupacion micoplasmatica (Calcutt et al., 2016). Sin embargo,
se contradice con lo observado en la Figura 3. Esta discrepancia evidencia, una vez mas,
la participacion de un gran numero de genes responsables de la codificacion de distintas
proteinas de superficie implicadas en la adherencia celular y patogenicidad. Al mismo
tiempo, la necesidad de adaptacion al hospedador, asi como el entorno, influyen

directamente en la evolucion de estas proteinas (Sirand-Pugnet et al., 2007).

Cabe mencionar que la agrupacion generada entre M. agassizii y Mycoplasma tauri sp.
nov no es representativa, puesto que no presentan valores de bootstrap significativos para
respaldar su validez. Aunque pudiera existir relacion evolutiva en las secuencias de sus
lipoproteinas, este estudio no puede confirmarla. La especificidad de ambas especies es
totalmente distinta, ya que M. agassizii infecta a tortugas, mientras que M. fauri sp. nov.

se ha aislado en ganado bovino (Spergser et al., 2022).

5.3. Enfoque ODS/sostenibilidad

La exposicion a Mycoplasma spp., responsable de la enfermedad respiratoria superior, ha
incrementado a lo largo de los afios en las poblaciones de tortugas y es responsable de la
presente disminucion de dicha poblacion. Por esta razén, se considera que estd
intimamente relacionada con el objetivo 15 ODS (Vida de ecosistemas terrestres) (Figura
4), pues su finalidad es proteger, restaurar y promover el uso sostenible de los ecosistemas
terrestres, asi como de detener la pérdida de biodiversidad. Ademads, el posible papel
zoondtico de M. agassizii, debido a su afinidad por el mismo tejido que M. pneumoniae,
se asocia con el objetivo 3 ODS (Salud y bienestar), ya que pretende garantizar una vida

sana y promover el bienestar, tanto humano como animal.

SALUD 1 VIDA
Y BIENESTAR DE ECOSISTEMAS
TERRESTRES

4

Figura 4. Objetivo de desarrollo sostenible. De izquierda a derecha: ilustracion ODS 3; ilustracion ODS

15 (Objetivos y Metas de Desarrollo Sostenible - Desarrollo Sostenible, n.d.)
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6. CONCLUSION

La deteccion de Mycoplasma spp. en tortugas mora mediante RT-PCR ha permitido
respaldar la hipotesis de que, tanto M. agassizii como M. testudineum, son dos agentes
relevantes en la etiologia de la enfermedad respiratoria superior (URTD). Los resultados
obtenidos exponen una elevada proporcion de ejemplares positivos sintomaticos, lo que
refuerza la idea inicial. Sin embargo, la presencia de casos positivos asintomaticos,
sugiere que situaciones externas, como factores ambientales, inmunoldgicos o
interindividuales, influyen en la sintomatologia de la enfermedad. Por otra parte, la
presencia de tortugas negativas sintomaticas sugiere la participacion de otros patogenos
como Herpesvirus, P. testudinis spp. o Iridovirus, capaces de producir un cuadro clinico
similar. Es importante tener en cuenta que la recoleccion de las muestras se realizd
mientras las tortugas se encontraban en cautiverio y distribuidas en distintos sectores,
pudiendo influir en los resultados obtenidos, ya que la proximidad entre ellas y su

agrupacion pueden relacionarse con la transmision del patdgeno.

Las diferencias evolutivas representadas mediante el arbol filogenético, evidencian la
necesidad de adaptacion de las proteinas de adhesion celular por su hospedador. Al mismo
tiempo, el andlisis de las diferentes lipoproteinas seleccionadas, demuestra que el
mecanismo de colonizacién de la bacteria, estd compuesto por una gran variedad de
factores moleculares, poniendo en manifiesto la complejidad del estudio entre especies.
Por tanto, la caracterizacion y la identificacion de todas las proteinas implicadas en la

patogenicidad de los micoplasmas supone un gran desafio cientifico.

Al no encontrarse ninguna homologia estructural entre M. agassizii y M. pneumoniae, no
se pudo determinar su posible potencial patogénico en humanos, aunque se propone
realizar futuras investigaciones, con el objetivo de identificar a nivel molecular sus
factores de virulencia y patogenicidad. El presente vacio cientifico de M. agassizii ha
limitado la interpretacion de los resultados, asi como las conclusiones de este estudio,
debido a la escasa bibliografia cientifica. Por esta razon, se incentiva a seguir investigando
y se propone que se lleven a cabo estudios con un enfoque multidisciplinar en el &mbito
de enfermedades infecciosas en la fauna silvestre, y, como en este caso, en especies
vulnerables como es la tortuga mora. El reciente crecimiento de la interaccion animal-

humano, pone en manifiesto la necesidad de llevar a cabo medidas sanitarias especificas

22



para minimizar el riesgo de transmision de enfermedades zoondticas en la poblacion

humana.
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