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RESUMEN

Los Mycoplasmapertenecen a la clagglollicutes y son los microorganismos
procariotas autoreplicables mas pequefios que exastéa naturaleza. Estos organismos
carecen de pared celular y tienen una limitada aidad biosintética, lo cual hace
necesario una estricta dependencia del huésped spamautricion y refugio. Los
Mycoplasma son habitantes de las superficies mucosas ré&sjéa urogenital,
conjuntival, el tracto gatrointestinal y glandulammaria, pudiendo causar enfermedad
respiratoria, otitis, mastitis, artritis, enfermdd&productiva, meningitis y conjuntivitis
en bovinos. Existen mas de once especiddydmplasmajue se han aislado de bovinos,
entre ellasM. bovisse considera la mas prevalente en los EE.UU. 3l@mos paises
de Europa. Por lo tanto, la mayoria de la infor@aactual proviene de reportes de
casos Y trabajos de investigacion realizados segieeespecie.

El objetivo general de este trabajo fue determiasirespecies dilycoplasmaque
producen infecciones en el ganado bovino en Arganyi desarrollar un método de
identificacion de las especies prevalentes. Péoas# realizd una blusqueda del agente
infeccioso en muestras de leche de tanque, leeheada individual y 6rganos de
terneros. Posteriormente se llevd a cabo la puastaunto de dos técnicas de
MULTIPLEX-PCR para la identificacion dd. bovis M. californicum M. canadense
M. leacchi Es la primera vez que se reportan el aislamidatd. leacchien Argentina.
Este desarrollo facilitara la identificacion de laspecies deMycoplasma mas

frecuentemente aisladas de infecciones en ganelderte



SUMMARY

Mycoplasmabelong to the class Mollicutes and are the sntale#-replicating
prokaryotic microorganisms that exist in naturee3én organisms lack the cell wall and
have a limited biosynthetic capacity, which detersi a strict dependence on the host
for their nutrition and shelteMycoplasmaare inhabitants of the respiratory, urogenital,
conjunctival mucosal surfaces, gatrointestinaltteaed mammary gland; being able to
cause respiratory disease, otitis, mastitis, dishnieproductive disease, meningitis and
conjunctivitis. There are more than eleven speckesviycoplasma that have been
isolated from cattle, among thei, bovisis considered the most prevalent in the USA
and in some European countries. Therefore, mogteoturrent information comes from
case reports and research work on this species.

The general objective of this work was to deterntireespecies dflycoplasmahat
produce infections in dairy cattle in Argentina @anddevelop a method of identification
of the most prevalent species. For this purpossgaach of the infectious agent was
carried out on samples of bulk tank milk, indivileaw's milk and calf organs. Then,
the organisms were identified to species leveltaradtechniques of MULTIPLEX-PCR
were developed, through whish. bovis M. californicum, M. canadensendM. leacchi
could be identified in a simple way. This is thesffireport of isolation oM. leacchi
from diseased cattle in Argentina. This developmwititfacilitate the characterization

of Mycoplasma species most frequently isolated from infectioms dairy cattle.
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[. INTRODUCCION

I.1. Agente etiologico

Los microorganismos del genekdycoplasmapertenecen a la cladéollicutes
del latinMolli: blando ycutes piel (“piel blanda”) y son los procariotas auéplicables
mas pequefios que existen en la naturaleza. Logutel son considerados parésitos en
el hombre, animales, plantas y cultivos de célulagialmente fueron llamados
organismos tipo pleuroneumonia (PPLO por su siglanglés) en vista de su similitud
con el agente causante de la perineumonia consagmsna (PCB) (Hayflick, 1965).
Estos organismos se distinguen de los demas potasipor carecer de pared celular, lo
que explica algunas propiedades que les son Urdoa®) la susceptibilidad al choque
osmatico, la gran plasticidad celular, que da lwgéa formacién de las tipicas colonias
en forma de “huevo frito” y la extrema sensibilidadcambios de pH, temperatura,
presidn osmotica, rayos ultravioletas, agentesostvos, anticuerpos y complemento.
Ademas presentan una marcada resistencia a lanadei@ntimicrobianos, como R—
lactamicos que interactuan directamente en la sintdel peptidoglucano. Son
habitantes de las superficies mucosas respiratar@genital, conjuntival, el tracto
gastrointestinal y glandula mamaria, pudiendo aausa bovinos enfermedad
respiratoria, otitis, mastitis, artritis, enfermdd&productiva, meningitis y conjuntivitis
(Browning, 2010).

Los Mycoplasma son los mas pequefios microorganistaogda libre conocidos, se
diferencian de los virus por su capacidad paraecren medios libres de células,

multiplicAndose por fision binaria y son distintds las bacterias por carecer de pared
12



celular; sin embargo poseen una membrana celulaesle&apas que contiene esteroles,
sustancia no hallada en bacterias ni virus, qeendere soporte estructural. Su biologia
molecular es intrigante debido a un genoma inuserten pequefio y una economia
genética que requiere una dependencia estrictaugsped para su nutricion y refugio.
Debido a su pequefio tamafio (150 a 250 nm) y pldeticle la membrana, son capaces
de pasar a través de membranas de filtros con poesgetienen bacterias. Se considero
por un tiempo que lodlycoplasmaeran formas L bacterianas (bacterias con pared
celular defectuosa); sin embargo estas formas écearde esteroles en su membrana y
bajo ciertas condiciones pueden revertir a sus dermriginales con pared celular

(Razin, 1985).

|.2 Clasificacion taxonémica

La taxonomia de la clagdollicutes esta basada en criterios de requerimientos
nutritivos, actividades bioquimicas, morfologiaayacteristicas serolégicas. Tabla 1.

El término Mycoplasmaso mollicutesha sido utilizado indistintamente desde
hace tiempo para nombrar cualquier especie inckenda clasélollicutes

En la familia Mycoplasmatacegelos génerosMycoplasmay Ureaplasma
presentan gran importancia por encontrarse asxiadmfermedades en el hombre y
animales y en la familiAcholeplasmataceaeon el génerdcholeplasmalas especies
Acholeplasma laidlawiy Acholeplasma ocufiorman parte de la microbiota normal del
hombre, siendo a su vez capaces de producir erdadas de caracteristicas inciertas en

los animales (Carter, 1985)
13



Tabla 1. Clasificacién taxondémica de la clase Mollicutes (Brown, 2007).

DOMINIO: Eubacteria
PHYLUM: XVI Tenericutes
CLASE I Mollicutes
ORDENT Familia T- Género I Mycoplasma
Mycoplasmatales Mycoplasmataceae GE-IIE'I'O IT: Eperyrirozoon .
Género I Haemobartorella
Género IV: Ureaplasma
ORDEN II: Familia I: Género I Entomoplasma
Entomoplasmartales Entoplasmataceae Género IL. Mesoplasma
Familia II: : .
] Genero I: Spiroplasma
Spiroplasmataceae
ORDEN IIIL: Familia I:
Achaoleplasmarales Acholeplasmataceae Género I Acholeplasma
ENER S ) EE— Género I: Anaeroplasma
Anaeraplasmatales Anaeropasmataceae Género I1: Asteroleplasma
ORDEN V: Familia I- Género I: Enysipelothriv
Incertae sedis Erysipelofrichaceae G_-e.‘ne-]'o L B.w.'?m’m :
Género IIT: Holdemania
Género IV: Solabacterium

El géneroMycoplasmacuenta con alrededor de 125 especies, de ella®ri2 s
encontradas en los animales. Las especies con rimgortancia en el ganado vacuno
son: Mycoplasma bovigMb), Mycoplasma californicung Mycoplasma bovigenitalium
(Garrity, 2007). Sin embargo, en los ultimos afi@s e 20 especies d&ycoplasma,
Ureaplasmay Acholeplasméaan sido aisladas de ganado bovino de diferentadras
infecciosos. En general se considera queMgsoplasmguegan un papel secundario al
exacerbar infecciones pre — existentes. Sin embaesgba demostrado qi#ycoplasma
bovis puede tener el rol de agente primario. Si bien édbconsiderada una de las
especies mas patdgenas y la mas frecuentemeradaasslpartir de neumonias, mastitis

y artritis causadas por este género en el ganadmuaexisten otras especies, coivio
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californicum M. canadense M. bovigenitalium M. alkalescens M. arginini, M.
bovirhinis M. dispar, grupo bovino 7Nl. leachii) y F-38, que pueden causar infecciones
en vacas lecheras. La presencia de estas espauis problemas en el diagnostico de
rutina, ya que no pueden ser diferenciadas solatla morfologia de la colonia y
realizar una identificacion basada en caracteaistienotipicas tales como tests para
catabolismo de glucosa y arginina, hidrélisis deayactividad fosfatasa y formaciéon de
pelicula y mancha (Film and spot). Estas pruebasestremadamente laboriosas con

resultados pocos satisfactorios y certeros (Jatp8d,, GonzaleZ1996).

I.3. Cultivo y caracteristicas fisiolégicas.

Los miembros de la familidMycoplasmataceaese distinguen por presentar
caracteristicas morfolégicas vy fisiologicas propiass Mycoplasmasarecen de pared
celular y presentan una membrana citoplasmatitaminar rica en esteroles que les
confiere una gran sensibilidad a las variacionegrdsion osmoética, accion de solventes
organicos, alcoholes de cadena larga y otros agepie afecten la composicion de la
membrana celular e inducen a la célula a un chogmético (Brown, 2007)

La presencia de esteroles en la membrana de estwsorganismos y su
incapacidad de biosintetizar los mismos, condiciama® de sus requerimientos
nutricionales mas relevantes que es la necesidacblésterol para su crecimiento y
desarrollo, el cual debe estar incorporado en ledios de cultivo libres de células

(Razin, 1978). Ademas de ser incapaces de sintetstaroles, loMycoplasmagarecen
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de las vias biosintéticas necesarias para la Hrtesacidos grasos y precursores de los
acidos nucleicos (Brown, 2007); es por ello quesanmayoria se presentan como
parasitos de organismos eucariotas asociados antdrana, tanto a la célula como a los

organulos citoplasmaticos (Tang, 2000).

|.4. Caracterizacion e identificacion

Los Mycoplasmasson microorganismos muy exigentes desde el pumteidda
nutricional. Sus requerimientos culturales son @itgs; la mayoria de lddycoplasmas
patégenos se desarrollan en medios libres de séluts medios de cultivo se elaboran
adicionandole a la base nutritiva los diferentqdesuentos y suero equino, siendo este
ultimo la fuente de colesterol requerida para ssadello. Estos organismos requieren
una atmésfera de 5 - 10% de £@ara su cultivan vitro. Las colonias son pequefias
(0,02 — 0,5 mm de diametro), con el centro gramu#filtrado en el agar, recordando
la apariencia de un “huevo frito” (Hayflick, 1965).

Entre los métodos para el diagndstico de la infecporMycoplasmase dispone
desde el cultivo, prueba de anticuerpos fluoregsefiA- ensayo), ELISA, hasta sondas
de ADN (Razin, 1994; Hopert, 1993) y cada uno desepresenta ciertas ventajas y
desventajas. El cultivo de estas especies consumehantiempo debido a las
condiciones exigentes para su desarrollo, requiciemedios selectivos como Friis o
medio TMycoplasmade Hayflick para obtener los primo aislamientoay(fick, 1965).

Por otra parte, la identificacion de las princigalespecies deMycoplasma por

16



metodologia clasica requiere del uso de técnicag laboriosas con la adicion de
suplementos para facilitar el crecimiemovitro (Cerda, 2000, Mufioz, 1990).

Con el fin de superar estas limitaciones se hanarddado variados
procedimientos basados en la tecnologia de lo®scidcleicos. Los métodos basados
en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)l@aleteccion de ciertas regiones de
ADN del genoma deMycoplasmahan demostrado ser rapidos y especificos para la
confirmacion de identidad y diferenciacion entrpesses (Cremonesi,2006; Sung, 2006;
Thomas, 2004). En una comparacion realizada simedt@ente con otros cuatro
métodos de deteccion utilizados comunmente (hibidtiade ADN-ARN en solucion,
DAPI tincion de fluorescencia de ADN, la inmunotint con un anticuerpo monoclonal
y un ELISA) se demostré que la PCR produjo sigatfimamente menos resultados
falsos negativos o falsos positivos que los otrésodos. (Hopert, 1993). Sin embargo,
la existencia de varias especies Mgcoplasmadetermina que deban amplificarse
secuencias de ADN muy especificas para poder dif@reentre ellas. Por lo tanto, es
necesario usar cebadores (primers) que hayan sgecialmente disefiados para
amplificar la region conservada del ARN ribosom@E1o las regiones de rRNA 16S-
23S encontradas en las especiesvigeoplasma(Baird, 1999, Sung, 2006, Wilmotte,

1993).
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.5 Biologia molecular y filogenia de la clas#lollicutes

Los miembros de la clas®lollicutes son los microorganismos procarioticos mas
pequefios capaces de autoreplicarse, conteniendofdemacién genética minima
esencial para el desarrollo de la vida (Razin, 1&8&ss, 2006).

El genoma circular de doble cadena de estos migao®mos, con un tamano
promedio de 500 MDa en los géneMygcoplasma y Ureaplasmae caracteriza p&u
bajo contenido de guanina més citosina (G + C)apela entre el 24 - 40 % (Garrity,
2007). La replicacion del material genético oculeeforma similar a otros procariontes,
reconociéndose un solo sitio de iniciacion y ot términacion a lo largo del
cromosoma bacteriano (Razin, 1985, Fadiel, 2007).

Los ribosomas de estos microorganismos presensacalacteristicas tipicas de
las eubacterias, con un coeficiente de sedimemtai@6/0S, tres ARN ribosomal (ARNr
5S, 16S y 23S), alrededor de 50 proteinas, lagsymesentan un perfil fisico-quimico
similar a las proteinas ribosémicas de los bacdomm positivos. Esto esta dado por el
alto grado de conservacion que poseen los gendasdgroteinas ribosomicas en el
genoma de loMycoplasmassin importar la pequefia capacidad genética demmi
(Razin, 1985).

Los genes mejor caracterizados en la cMebicutesson los del ARNTr, lo cual
se explica por varias razones: los genes del ARNsuy productos estan muy
conservados, lo cual los convierte en excelentesadares para estudios de filogenia;

la seleccion y amplificacion de los mismos es neatente facil, por lo cual la
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amplificacion de los genes ribosomales sirve comelpa de deteccion e identificacion
de losMycoplasma®n las muestras clinicas. Ademas, el hecho desjoe genes no se
encuentren repetidos en el genoma, permite szadién para estudios de mecanismos
de control de sintesis de los ARNr. La amplificacte la secuencia del espacio 16S-
23S es una secuencia altamente conservada enntkferdivisiones y susceptibles de
conservarse en la misma familia (Kiyoso, 1993;iR&l998).

La secuenciacion de los genes, tanto del ARNr, ARMNiteinas estructurales y
genes de enzimas claves en el metabolismo dé@®plasmashan brindado una
informacién Util a la hora de establecer las relaes filogénicas de estos
microorganismos (Rocha y Blanchard, 2002). El modiébgénico mas aceptado en la
actualidad, establece como antecesores de los iagoogs a microorganismos del
géneroClostridium,los cuales eventualmente perdieron la pared cejusalfrieron una
reduccién del genoma (Razin, 1985). Algunos miemoi® la clase perdieron los genes
de las enzimas de vias biosintéticas claves patasarrollo del metabolismo de lipidos
y acidos nucleicos, por lo que comenzaron a ewvahaci como simbiontes de otros
organismos (Brock y Madigan, 2001).

A traves de la reaccion en cadena de la polimeasantetiza muchas veces un
fragmento de ADN utilizando una polimerasa que eBva a temperaturas muy
elevadas, ya que proviene de la bactefizermus aquaticusque vive a altas
temperaturas, 79°C a 85°C, de ahi su nombre coahends conocidotaq polimerasa
La realizacién de una reaccion de PCR simula losygede en una célula cuando se

sintetiza el ADN, mezclandose en el tubo de reacmdos los componentes necesarios

19



para hacerlo: la polimerasa, el ADN del organismestudiar, donde se encuentra el
fragmento que queremos sintetizar; los oligonuaest dinucledtidos y las condiciones
para que la enzima sintetice adecuadamente: gettodeterminadas cantidades de
magnesio en forma de MgCIKCI. Esta técnica tiene diversas aplicaciones yha
convertido en underramienta muy importante en la biologia molegudglicandose
desde el campo de la genética de poblaciones,@dnlmolecular y gendmica hasta la
medicina forense (Bej, 1991).

Existen diferentes métodos de PCR en funcion dqule interesa investigar,
como son los RAPDSs, AFLPs, ISSRs, SSCP, y otiaderRos dividir la técnica en dos
categorias: 1) PCRs para la amplificacion de ua siblo conocido del genoma (locus),
estos requieren conocer la secuencia que se trgmj@&jemplo cuando amplificamos
un gen especifico como el 16S, en cuyo caso seautibligonucleétidos disefiados a
partir de la secuencia de ese gen y se obtieneolonfreagmento de un tamafio ya
conocido. Con este tipo de PCRs es posible hdogefias y para obtener los datos hay
distintos caminos: desde hacer geles especialedajaetan cambios hasta de una sola
base entre las secuencias (SSCP), hasta utilizamas de restriccion para generar
patrones de bandas de cada individuo.

2) PCRs en los que no es necesario conocer lanregié se estd amplificando, se
amplifican regiones no conocidas, como zonas hgyables del genoma, por lo cual no
se sabe el tamafio del fragmento/s. Estos se uatilizeia determinar polimorfismos

gendmico y son los mas comunes dargerprint, ya que es sencillo obtener los datos,

se observan varios loci simultdneamente y la in&miom de las zonas variables permite
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inferir los datos necesarios para analisis de genéle poblaciones. Existen zonas
repetidas hipervariables del ADN que pueden argpliie de esta manera, como los
sitios que sirven para iniciar la sintesis de ADNI@ cromosomas conocidos como

micro satélites (Bej, 1991 y Dieffenbach, 1995).

[.6 Diagndstico de infecciones causadas pbtycoplasma

En general, en el ganado lechero se puede preseasttis clinica resistente a la
terapia antibiotica con la participacion de vamosirtos mamarios, a veces los cuatro,
acompafiado de una marcada caida de produccidéa Maecreciones anormales de la
glandula mamaria que pueden variar desde lechealgpmos coagulos hasta aspecto
tipo calostro. Las vacas cronicamente infectadasd@u tener una secrecion con
sedimentos arenosos, secreciones purulentas quierpuwirar varias semanas. Las
vacas que siguen en lactacion producen menos techeesperado para la lactancia en
curso, por lo general con apariencia normal pero atios recuentos de células
somaticas. Pueden detectafglycoplasmaen forma intermitente durante periodos
variables (Gonzalez, 1996).

El contagio se efectia de un animal a otro y emralgunto el animal se
convierte en portador de la bacteria, transforméaden fuente de eliminacion de la
misma en el tambo. Durante el ordefie el contagigpregluce de vaca a vaca,

comportandose como una bacteria contagiosa. (Gamz003; Fox, 2005).
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Estos organismos no son exclusivos de la glandamarma y pueden causar
afeccion tanto en terneros como en vacas. Normadmeabitan en las superficies
mucosas, incluyendo las de los sistemas respiwatorogenital y gastrointestinal, los
ojos y la glandula mamaria. En terneros puede capsablemas respiratorios,
articulares, nerviosos y otitis. La infeccion reafwria se trasmite por medio de
secreciones respiratorias infectadas y el gernega lal tracto respiratorio a través de
pequefias gotas aerosolizadas procedentes de @ctoocercano. Las enfermedades por
Mycoplasmagdienen un periodo diecubacion de aproximadamente 2 a 3 semanas. En
casos de cuadros de artritis, estos pueden afeciarsola articulacion o varias
(Maunsell, 2009).

En vacas también produce problemas reproductivdiepdo llegar a dar abortos,
vulvovaginitis con granulaciones o papulas en l@asa vaginal y descarga que puede
ser hasta purulenta en vacas adultas. Los Mycoplggmden causar infecciones de los
organos reproductivos del toro y aislarse del seerefiorma intermitente (Gonzalez,

2003).

[.7 Mastitis por Mycoplasma

La prevalencia de mastitis asociaddMgcoplasmaha sido reportada en todo el
mundo tendiendo a ir en aumento (Fox, 2003). Laremédad es altamente contagiosa,
generando dafio al tejido mamario, disminucion dadauccion de leche, alteracion en
la secrecion lactea y eventual descarte de losadesminfectados. Con frecuencia, este

tipo de infecciones mamarias no son adecuadam@&gaasticadas y reconocidas, con
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la posible difusion de este organismo a travésadeshta de vacas infectadas. Ademas,
el tratamiento de enfermedades pycoplasmaes dificil, ya que estos organismos al
carecer de pared celular, resisten a los antib®tieta lactamicos, cuyo uso es muy
frecuente en medicina veterinaria (Gonzéalez and il 2003).

El aislamiento délycoplasma bovifue informado por primera vez en Argentina en
el aflo 2000 partir de un brote de mastitis queespandia a la terapia antibiotica en un
tambode la provincia de Buenos Aires (Cerda, 2000), aarsplo recientemente se ha
comenzado a realizar diagnostico de esta infeamidiorma rutinaria en nuestro pais. Si
bien existen mas de once especiesdviyeoplasmaaisladas de bovinod. bovis se
considera la mas prevalente en los EE.UU. y emalgpaises de Europa. Por lo tanto,
la mayoria de la informacion actual proviene deoregs de casos y trabajos de
investigacion realizados sobre esta especie. Sbaeyn, solamente alrededor del 30%
de los aislamientos que se han obtenido en lomdagtitres afios en nuestro pais
pertenecen a esta especie (Ned2013). Esto determina la necesidad tanto de
profundizar los estudios acerca de las especiddydeplasmacausantes de infeccion
intramamaria en nuestro pais como de desarrollaoduolgias diagnosticas que

contribuyan a una adecuada identificacion de |assnas.

La mastitis poMycoplasmaproduce alto impacto econémico en los rodeos,ug q
es altamente contagiosa, no existen tratamientasaces en los animales y su
prevalencia en los rodeos no esta claramente estdhl Por lo tanto, una identificacion

rapida es critica para permitir la segregacionodeahimales infectados a los efectos de
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prevenir la propagacion de la infeccion y preseriarsalud del rodeo lechero.
Consecuentemente, contar con un método de diagnGsfiectivo para diferenciar las
especies prevalentes en nuestro pais permitirdrand@s programas de control de esta
enfermedad y fortalecera los estudios epidemiot®gique se realicen sobre este

organismo
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[.8.0Dbjetivos

Objetivo general:

Determinar la presencia de especies Migcoplasmaque producen infecciones en
ganado bovino en Argentina y desarrollar métodosddatificacion de las especies

aisladas

Objetivos especificos:

Obtener aislamientos ddycoplasmaspp provenientes de muestras de leche de
tanque, de vacas con mastitis clinica, subclipida distintas patologias en terneros.

Identificar las distintas especiesMgcoplasmaaisladas por metodologia molecular.

Desarrollar un método de PCR-simple para laeagdn de la familia
Mycoplasmataceae

Desarrollar una metodologia de multiplex PCRaptpificar las distintas especies

aisladas con mayor frecuencia de bovinos

[.9.Hipotesis

Existe escasa informacion acerca de las especidglydeplasmaspp. que causan

infeccion en el ganado lechero en Argentina. Ebdelio de pruebas tipo multiplex
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PCR facilitaréa la identificacion de las especies generoMycoplasmascon elevada

frecuencia de aislamiento de infecciones en galethe@ro
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

Los Mycoplasma son los microorganismos mas pequefios de vida libre
conocidos, carecen de pared celular y se difererd®alos virus por su capacidad para
crecer en medios libres de células. Poseen un gemamualmente pequefio que va de
600 a 2300 kb y una economia genética que requieaedependencia estricta del
hospedador para su nutricion y refugio. El pequfioafio de su genoma impone
requerimientos nutricionales complejos, asi comdelgendencia de fuentes externas de
precursores biosintéticos tales como aminoacidedeatidos, acidos grasos y esteroles
(Razin, 1978). La composicion de las bases del Amicoplasmico es también
excepcional, poseen un bajo contenido de dominioaniga- citosina (G+C) a
semejanza de sus ancestrales bacterias Gram pesiresentan ademas diferencias en
la composicidn de sus codones, resaltando la piesdal codon TGA para codificar el
triptéfano a una frecuencia 10 veces mayor a lalU&azin, 1978). Filogenéticamente
derivan de un subgrupo de bacterias Gram positi{Bacillus Lactobacillus
Clostridiumy, principalmenteStreptococcusde las que divergieron hace 600 millones
de aflos mediante un largo proceso de evoluciorctigdugue llevé a la pérdida de la
pared celular y a una acusada reduccion graduagetedma. Este proceso reductivo
determind las caracteristicas bioldgicas que lose hanicos entre el resto de las

bacterias, asi como su comportamiento con el hasioedHayflick, 1965).

Las infecciones relacionadas con la esp&tyeoplasmapueden inducir a una

variedad de problemas en los organismos vivos¢c@sb en los cultivos celularés
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vitro. La infeccion porMycoplasmapuede difundirse por secreciones respiratorias via
aerosoles, y contacto entre hocicos de ternerestados (Madoff, 1979; Maunsell,
2011) o puede ocurrir por via interna desde unaosaicolonizada o transmision entre
animales (Fox, 2004, Maunsell, 2011). La posibdidde transmision de este
microorganismo a través del consumo de leche bawileatada es otra posibilidad de

infeccion (Butler, 2000, Maunsell, 2011).

Existen mas de 11 especiesMgcoplasmague se han aislado de bovinos, entre
ellas, M. bovisse considera la mas prevalente en los EEUU y amafgpaises de
Europa. Otras especies Mycoplasmahan sido también aislados de casos de mastitis;
entre ellasMycoplasma alkalescens, M arginini, M canadensegaiffornicum y M.
bovigenitalium La identificacion de las especiesMgcoplasmacausantes de infeccion
mamaria requiere de pruebas de PCR que se readizgartir de las colonias
presuntamente identificadas comitycoplasmaspp (Hirose, 2001)Mycoplasma bovis
es la especie patdgena causante de pérdidas ecasoésignificativas en el ganado
bovino que ha sido aislada en los paises librggedeeumonia contagiosa bovina. Por
su participacion en distintos cuadros infeccioddgcoplasma bovies un patdégeno
trascendente; sin embargo, su prevalencia es subdst por falta de diagnostico. Se
encuentra difundido en todo el mundo y su presdmisido diagnosticada en Irlanda y
paises de Ameérica del Sur en la ultima década. Eop&, es responsable de al menos

un cuarto a un tercio de los casos de neumoniaraerds, aunque estas cifras puede
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estar subestimadas, ya que pocos laboratorios hdiegmostico regularmente para
MycoplasmgNicholas, 2003).

Aunque los mecanismos de patogénesis, son pocccidose la adhesion, la
variacion antigénica, y la invasion son impresditel para el éxito de la colonizacién
deM. bovis Las infecciones padvl. bovisa menudo siguen un curso crénico (Browning,
2010). Las lipoproteinas variables de superficiSRY juegan un papel crucial en la
evasion del sistema inmune. Estas VSPs exhibemudntes cambios de tamafio y
variacion de fase que contribuyen a la naturale@maica de las infecciones pbt. bovis

(Beier, 1998).

La presencia de mastitis asociaddgcoplasmaha sido reportada en todo el
mundo, en nuestro pais se han aislado organisnh@gderoMycoplasmaen casos de
neumonias en terneros (Almeida, 1982) y en bowaodtos a partir de casos de mastitis
y semen (Cerd4, 2000; Bigatti, 2010). En un estueaizado en Bélgica en leche de
tanque, sobre 200 tambos que pertenecian a unacgybbe 6.287 productores de leche
de Flandes, MB fue aislado de tres tambos (1.5%3¥9¢hyn, 2012). En un ensayo
bianual realizado en los EEUU también en lecheatigue el porcentaje de muestras
positivas parecié aumentar de forma constante teigrperiodo de tiempo del estudio,
de 2% a 6% (Fox, 2003) y se lo ha detectado en sndab1% de los tambos en el
sudoeste de Francia utilizando 345 muestras de leettanque (Arcangiolia, 2011). En
71 muestras de leche de tanque provenientes desamebsur de Chile, se lo detect6 en

un 7% (Sickles, 2000) y en un estudio realizadoPertugal en 164 explotaciones
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lecheras, cinco tambos fueron positivos en la letsthéanque; en cuatro de los cuales
(2,4 %) se aislo MB, mientras que en el restant %) Mycoplasma capricoluraubsp.
capricolum Los tamafios de los establecimientos ganaderos dendetectd presencia
de Mycoplasmaspp variaron de 37 vacas en lactacion a 143 caeauento de células
somaticas del tanque entre 180.000 células/ml @8R&¢élulas/ml (Pinh@®013).En un
relevamiento realizado sobre 129 establecimiergolelros seleccionados ubicados en
los Departamentos Castellanos y Las Colonias &ed@incia de Santa Fe, no se detecto
este patdgeno en las muestras de leche de tangaer(N2014). Sin embargo en los
ultimos afios en Argentina se han informado aislatogetanto de muestras de leche de
tanque, cuartos mamarios y O0rganos de ternerosrte ga casos en los cuales se
sospechaba la presencia de este organismo (All@2€8id; Neder, 2013). En muestras
de cuartos mamarios provenientes de casos de isadiitica bovina en el norte de
Grecia, se detect®l. bovis en 18/219 (8,2%) de los casos (Filioussis, 20&i.
embargo, en un estudio realizado en Austrdflabovisse detectdé en el 77% de las
vacas, de las cuales el 19% solo tiWobovissin asociacion con otra bacteria, el 17 %
tuvieronM. bovisen combinacion con los principales patdogenos caesale mastitis y
el 40 % tuvieronM. bovis en combinacion con bacterias ambientales (Ghalierso
1999). Paralelamente, en los Paises bajos se obslencremento de infecciones pdr
bovis,detectandolo en el 71% de las vacas, de las celbk&96 eran vacas lecheras y el

80 % restante eran vacas de engorde (Laak, 1992).
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Existen otras especies déycoplasma sppue causan enfermedades en los
bovinos; como se evidencia en el estudio evaluad®mho (2013) en el cual se detectd
en forma simultanea la presencia Mgcoplasma bovigenitaliuny Mycoplasma
canadensen 2/164 muestras de leche de tanque, mientrasmuea de las 164 (0.6%)
se hall6Mycoplasma capricolum subsp. capricoluAdemas,Mycoplasma mycoides
subesp. mycoides, M. bovis, M. alkalescens, M.gkaitalium, M. disparson los
agentes causantes de diversas enfermedades en yataseros, como mastitis,
neumonia, artritis, desordenes genitales y abovtgsoplasma bovirhini®s un agente
problemético como invasor secundario en las enfgaohes respiratorias y es el mas
cominmente aislado de la cavidad nasal de ganadincbacon enfermedades

respiratorias (Hirose, 2001, Miles, 2004).

Hasta la fecha, el cultivo sigue siendo el “estanigaoro” para el diagndstico de
Mycoplasmaspp.; sin embargo pocos laboratorios realizan u#ivo debido a la
naturaleza exigente del microorganismo, la necdsi@aagregar un 5-10% de £@el
mayor tiempo de incubacion. Para superar las lowitees del cultivo se ha utilizado la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) paiaghdabtico; sin embargo los ensayos
de PCR desarrollados tienen poca sensibilidad giéegenciar entre especies cuando

éstas estan estrechamente relacionadas (Baird, H8#88e, 2001).
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lIl - Materiales y Métodos

I11.1 . Muestras

Se procesaron un total de 1548 muestras, de ldsscil@7 procedieron de leche de
tanque de frio, 1412 de leche de vacas individua3 de diversos érganos de terneros
de casos sospechosos de infecciones Ndpcoplasmaspp. Estas muestras fueron
remitidas al Laboratorio de Microbiologia de la ERAfaela de INTA durante enero de
2009 a julio de 2016 por sospechar la presenciesie organismo como agente
etiologico de casos de enfermedad en ganado bolmm.muestras provinieron de
establecimientos ganaderos ubicados en la cuemnterse central de la Republica
Argentina; Santa Fe (Clason, Carlos Pellegrini,efspza, Humboldt, Arrufé), Cordoba

(Balnearia, Marcos Juarez), y Buenos Aires (Bakarandil)

[ll. 2 Cepas deMycoplasma

[ll. 2.1 Cepas bacterianas:Se utilizé cepa de referencia de la “Coleccion déis

Tipo Americano” (ATCC, siglas en inglés) tk bovis(ATCC 25025).

[ll. 2.2 Condiciones de cultivo: Para su procesamiento las muestras se sembraron en
medio de cultivo Hayflick’'s modificado (Merck) a &7, en atmdésfera de G@l 10%
durante 7 a 10 dias (Hayflick, 1965). Se preparddiame disolucibn de sus

componentes en agua bidestilada y se esteriliz@waclave a 121°C durante 15
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minutos. Los componentes sensibles al proceso w@eilieacion fueron adicionados
luego de esterilizar el medio baggcoplasmalLa composicion y utilidad del medio se

detalla en la tabla 2.

Tabla 2. Medio de cultivo de Hayflick's modifica¢g0 ml).

Ingredientes Cantidades
Medio Mycoplasma deshidratado 12.5¢r.
Suero de caballo 100 ml.
Extracto de levadura 18% 50 ml.
DNA Calf Thymus 0.2% 6 ml.
Acetato de Talio 1% 5ml.
Penicilina 200.0001U 2.5ml.
Agua destilada 350 ml.

[ll. 2.3 Conservacion de cepas dblycoplasma

Las colonias sospechosas Mgcoplasmaidentificadas sobre la base de su
morfologia observada al microscopio con un aumdatdx, se transfirieron a crioviales
de 2 ml que contenian un volumen igual de medioidim de Hayflick's modificado

suplementado con glicerol 15% (v/v). Se mezcldnseovo a -80°C (Vyletelova, 2010).

[ll. 2.4 Extraccion de ADN gendémico

Se realiz6 la extraccion de ADN a partir de unaualia de 200 pl del primo

cultivo conservado a -80°C, mediante el proceditoietescripto por Thomas y col
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(2004) modificado y por Hernandez y col. (2009) pEimer paso consistié en reactivar
la cepa en 2 ml de caldo de Hayflick’'s modificadwashte 24-48hs a 37°C en atmaosfera
controlada de CPal 10%, seguidamente concentrar por centrifugaeid%.000 xg
durante 10 minutos, lavar dos veces sucesivas @loicién de PBS con el objeto de
eliminar componentes del medio de cultivo cuyagmem pudiera afectar la reaccion de
PCR posterior. Centrifugar nuevamente y re suspegldeellet de células en 40 pl de
PBS. El producto fue sometido a calentamiento 2a@®r 10 minutos, seguido de un
enfriamiento a — 20°C por 10 minutos, luego seoloetid nuevamente a centrifugacion
a 12.000 xg por 2 minutos, permitiendo la formaai@ndos fases. Una fase superior
acuosa donde se encuentran presentes acidos pagjeima fase inferior en la cual se
encuentran presentes fragmentos celulares. La g$aperior fue cuidadosamente
recuperada y trasvasada a un microtubo estérié lie nucleasas, en el cual se

conservaron a -20 °C hasta su uso.

[11.2.5. Purificacion de ADN para secuenciar

La purificacion de los productos de PCR para segaese efectud afiadiendo un
volumen igual de solucién de union de membranaadycto de amplificacion de PCR.
Mediante el uso de una minicolumna de montaje, raesfirio el preparado a la
minicolumna incubandose a temperatura ambientd poinuto. Seguido, se centrifugo
a 16.000 xg por 1 minuto. Se adicionaron 700 usalecion de lavado de membrana
(que contiene etanol), nuevamente se centrifug® @0 xg por 1 minuto, se descarto el

liqguido, se repitio el lavado con 500 pl de solacde lavado y se centrifugd por 5
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minutos. Se vacié el tubo colector y se centrifpgd 1 minuto con tapa abierta para
permitir la evaporacion de algun residuo de etaBel.transfirid cuidadosamente la
minicolumna a un tubo de centrifuga limpio de 15 s8 adicionaron 50 ul de agua
libre de nucleasas y se incub6 a temperatura atebjgor 1 minuto, posteriormente
centrifugando a 16.000 xg por 1 minuto. Luego sseded la minicolumna, y se retuvo
el liquido en la parte inferior conteniendo el ANrificado, el cual se conservé a 4°C

0 -20°C (Figura 1).

Colocar el trozo de gel o producto
de PCR

Agregar la mezcla del gel disuelto o
producto de PCR preparado al
ensamble de la Minicolumna SV

Centrifugar

Lavar, remover la solucién por
centrifugacion

Eluir el ADN

Figura 1: Esquema del dispositivo comercializado por Promega para purificar ADN.
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[11.2.6. Secuenciacion de los fragmentos amplificaus.

Para determinar la secuencia de los fragmentodi¢ @btenidos por PCR (Ver
[11.3.1.1), luego de su purificacion, se procedidaasecuenciacion de ADN, de siete
cepas en el Instituto de Biotectnologia del C.I.@. X INTA Castelar (Bs. As), en un

secuenciador ABI3130x! (Applied Biosystems).

[11.2.7. Andlisis de las secuencias y Disefo de prers

Las secuencias obtenidas se analizaron en BIODd$.domparaciones con las
secuencias existentes se hicieron en una inteda¥Vohdows para el programa de
alineacién de secuencias multiples Clustal X. Gdnlas secuencias de interés, se

procedio al disefio de primers con FastPCR, corosgd forma manual (Ver Anexo ).

111.2.8. Soluciones utilizadas en los estudios malalares

- Solucioén reguladora TAE 50 X (1000ml): Pesar 242 Tris base, 18.6 grs EDTA,
ajustar el pH a 7.7 con Ac. Acético glacial. Enradavolumen a 1 It con agua destilada.
- Solucién de reguladora TAE 1X (500ml): Tomar 10da la solucion TAE 50X y
llevarlo a volumen final 500 ml con agua destilada.

- Buffer fosfato PBS pH 7.4 (1000ml): Pesar 8 gitaC 0.2 grs KCI, 1.44 grs

NaHPOQ,, 0.24 grs. KHPO,, ajustar a pH 7.4 con HCIl y llevar a volumen final
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- Gel Red™ 10.000X: 1: 10.000 en gel de agarosa, colocar@Gel Red™ 10.000X

en 30 ml de solucion de gel.

[ll. 3 Procedimientos para la amplificacion del ADN
[ll. 3.1 Método de la PCR-Simple para la deteccioule la claseMollicutes

111.3.1.1 Primers

Para realizar la PCR genérica de la cladellicutes se seleccionaron los
cebadores Flank F1 y Flank R1, complementarios faagmento del gen ARNr 16S de

la claseMollicutesdescripto por Wilmotte y col. (1993) y Baird y c(1999). Tabla 3.

Tabla 3: Secuencias de oligonucledtidos usados @setéacion déycoplasma

Especificidad | Cebadores| Secuencia de nucleétidos m Peso del
5 -3) (€9 fragmento
(pb)
Clase FlankF1 ACACCATGGGAGCTGGTAAT 56.2
Mollicutes | FlankR1 CTTCATCGACTTTCAGACCCAAGGCAT 60.6 488

Tm: temperatura deelting

pb: pares de bases

[ll. 3.1.2 Programa de amplificacion

Segun lo descripto por Baird y cqlLl999) se siguio el siguiente programa de

amplificacion que se detalla en la Tabla 4, pa@R@R especifica a la cldg®llicutes.
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Las amplificaciones se realizaron en un termocariddyGene L Series Peltier Thermal

Cycler (Long Gene).

Tabla 4: Programa PCR para amplificar un fragmeéet@&DN especifico de la claséollicutes.

Etapas Temperaturas y tiempo Ciclos
Desnaturalizaciéon 94°C por 45 segundos 1
Desnaturalizaciéon 94°C por 30 segundos

Hibridacion 55°C por 2 minutos 35
Extension 72°C por 1 minutos

Extension 72°C por 5 minutos 1

[1l. 3.1.3 Mezcla de reaccién

Las reacciones se realizaron en un volumen final28leyl conteniendo la
siguiente mezcla de reactivos (Productos Bio-L&)ic®.5ul de buffer termofilico 10X,
2 mM de MgC}, 0,2mM de cada dNTP, 0,GaV de cada uno de los oligonucledtidos
sentido y anti sentido, 1,25 U de Tag ADN polimargs50 ng de ADN gendmico,
siguiendo el programa de ciclado detallado en lblard. En todas las reacciones se
realizaron controles negativos utilizando una neeZormulada de igual manera a lo
descripto anteriormente, pero reemplazando el veturde ADN molde por agua

bidestilada estéril.
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[ll. 3.1.4 Andlisis de los productos de amplificadin

Para la evaluacion de los productos de ADN obtensgosembraron las muestras
en la proporcion correspondiente de buffer de maest en geles al 1,5% de agarosa.
Los geles fueron preparados en buffer TAE 1X, ad@&ndose GelRedTM 10.000X
(Biotium, Inc) a una concentracion final 1X. Lagradas electroforéticas se realizaron
en cubas horizontales (BioRad) en el mismo bufféf &/ (Voltaje constante). Como
marcadores de tamafio se utiliz6 una mezcla de é&ags de ADN de tamafio
escalonado (50 pb plus ladder, Productos Bio-L&ichos fragmentos de ADN
resueltos en el gel se visualizaron en un trangilador de luz UV X 255 nm) (DNR,

Bio - Imaging Systems).

[ll. 3.2 Método de la PCR-Simple para la identifica&ion deM. bovis.

l1l. 3.2.1 Primers

Para este método fueron seleccionados juegos @elaas MBOUVR C2-L y

MBOUVR C2-R previamente reportados por Thoraasl, (2003); que amplifican una

region conservada del genrC, el cual es especifico pavh bovis Tabla 5.
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Tabla 5: Secuencias de oligonucleétidos usadoa dateccion délycoplasma bovis.

Especificidad Cebadores Secuencia de nucleétidos Tm Peso del
5 -3) (o039 fragmento
(pb)
Mycoplasma | MBOUVR TTACGCAAGAGAATGCTTCA 56.2
bovis C2-L 1626
MBOUVR TAGGAAAGCACCCTATTGAT 60.6
C2-R

Tm: temperatura de fusiomeélting)

pb: pares de bases.

lll. 3.2.2 Programa de amplificacion

Segun lo descripto por Thomas al (2003) se siguid el siguiente programa de

amplificacién que se detalla en la Tabla 6, para B€R especifica 8. bovis. Las

amplificaciones se realizaron en un termocicladgGine L Series Peltier Thermal Cycler

(Long Gene).

Tabla 6: Programa PCR para amplificar un fragmedet&DN especifico d&ycoplasma bovis

Etapas Temperaturas y tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94°C por 2 minutos 1
Desnaturalizaciéon 94°C por 30 segundos

Hibridacion 52°C por 30 segundos 35
Extension 72°C por 90 segundos

Extension 72°C por 5 minutos 1
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I1l. 3.2.3 Mezcla de reaccién

En todas las reacciones las mezclas se realiza&rogudl manera a lo descripto
en el apartado 111.3.1.3., siguiendo el programecideado detallado en la tabla 6. En
todas las reacciones se realizaron controles negatitilizando una mezcla formulada
de igual manera a lo descripto anteriormente, peemplazando el volumen de ADN
molde por agua bidestilada estéril y controlestp@s usando el ADN molde dév.

bovisATCC 25025.

[ll. 3.2.4 Andlisis de los productos de amplificadin

Para la evaluacién de los productos de ADN obtensgosembraron las muestras
en la proporcion correspondiente de buffer de maeést en geles al 1,2% de agarosa.
Los geles fueron preparados en buffer TAE 1X, adi@&ndose GelRedTM 10.000X
(Biotium, Inc) a una concentracion final 1X. Lagratas electroforéticas se realizaron
en cubas horizontales (BioRad) en el mismo buffé® &. Como marcadores de tamafio
se utiliz6 una mezcla de fragmentos de ADN de tamestalonado (100 bp ladder,
Productos Bio-Ldgicos). Los fragmentos de ADN réeseen el gel se visualizaron en

un transiluminador de luz UM 255 nm) (DNR, Bio - Imaging Systems).

[ll. 3.3 Método de Multiplex-PCR para la identificacion deM. bovisy M. canadense
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l1l. 3.3.1 Primers

Para este método fueron seleccionados dos juegushdeores complementarios

(Tabla 7), el UVRf — UVRr par8l. bovisy el canadF y candR pakd canadenselLos

pares de primers parBl. canadensefueron diseflados a partir de la secuencia

seleccionada de la region conservada del 16S sgdtem 1112.6 y 111.2.7.

Tabla 7: Secuencias de oligonucleétidos usadosaedeteccion deM. bovis — M.

canadense
Especificidad Cebadores Secuencia de nucleétidos m Peso del
(5-3) (€9 fragmento(pb)
Mycoplasma UVR F TTACGCAAGAGAATGCTTCA 56.2
bovis UVR R TAGGAAAGCACCCTATTGAT 60.6 1626
Mycoplasma CANDf GCGGAACATTAGTTAGTTGGTA 58.9
canadense CANDr CGTTAGCTGCGTCAGTGAATT 60.6 623

Tm: temperatura dmelting

pb: pares de bases.

[ll. 3.3.2 Programa de amplificacion

Conociendo el tamafio de los fragmentos a amplifidas Tm de cada cebador,

se disefo el siguiente programa (tabla 8), pardifiap por una PCR-Multiplex las dos

especies en estudio. Las amplificaciones se realizan un termociclador MyGene L

Series Peltier Thermal Cycler (Long Gene).
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Tabla 8: Programa PCR pdvh bovis — M. canadense.

Etapas Temperaturas y tiempo Ciclos
Desnaturalizaciéon 94°C por 2 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C por 30 segundos

Hibridacion 54°C por 30 segundos 30
Extension 72°C por 60 segundos

Extension 72°C por 5 minutos 1

I1l. 3.3.3 Mezcla de reaccién

En todas las reacciones se realizaron las mezelagudl manera a lo descripto
en el apartado 111.3.1.3 siguiendo el programaidiado detallado en la tabla 8. En todas
las reacciones se realizaron controles negativiigando una mezcla formulada de
igual manera a lo descripto anteriormente, peronpégzando el volumen de ADN

molde por agua bidestilada estéril.

[ll. 3.3.4 Andlisis de los productos de amplificadin

Para la evaluacion de los productos de ADN obtensgosembraron las muestras
en la proporcion correspondiente de buffer de maest en geles al 1,5% de agarosa.
Los geles fueron preparados en buffer TAE 1X, ad@&ndose GelRedTM 10.000X
(Biotium, Inc) a una concentracion final 1X. Lagradas electroforéticas se realizaron
en cubas horizontales (BioRad) en el mismo buffé® &. Como marcadores de tamafio

se utiliz6 una mezcla de fragmentos de ADN de tamestalonado (100 bp ladder,
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Productos Bio-Ldgicos). Los fragmentos de ADN réeseen el gel se visualizaron en

un transiluminador de luz UM 255 nm) (DNR, Bio - Imaging Systems).

[l .3.4 Método de Multiplex-PCR para la identificaciéon de M. californicum y M.

leachii.

Il .3.4.1 Primers

Para este método fueron seleccionados dos juegmhdeores complementarios

(Tabla 9), el CalifF — CalifR pard. californicumy el mycoF - mycoR paril. leachii

Tabla 9: Secuencias de oligonucleétidos usadoa dateccion d&l. californicum — M.

leachii
Especificidad Cebadores Secuencia de nucleétidos Tm Peso del
(5-3) (C9) fragmento
(pb)

Mycoplasma Calif F CCACCAAGGCAATGATGTT 58 490
californicum Calif R TGTCAGTATATGTCCAGTTAGC 58.9 407
Mycoplasma MycoF GCCGAACTGAGAGGTTGAT 60.2

leachii MycoR ATAACGCTTGCCACCTATGT 58.4 266

Tm: temperatura deelting

pb: pares de bases.

[ll. 3.4.2 Programa de amplificacion

Conociendo el tamafio de los fragmentos a amplifidas Tm de cada cebador,

se disefio el siguiente programa (tabla 10), pa@ifear por una PCR-Multiplex las

dos especies en estudio. Las amplificaciones $ieaemn en un termociclador MyGene

L Series Peltier Thermal Cycler (Long Gene).
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Tabla 10: Programa PCR pavh californicum — M. leachii.

Etapas Temperaturas y tiempo Ciclos
Desnaturalizaciéon 94°C por 2 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C por 20 segundos

Hibridacion 59°C por 30 segundos 30
Extension 72°C por 60 segundos

Extension 72°C por 5 minutos 1

[ll. 3.4.3 Mezcla de reaccion:En todas las reacciones las mezclas se realidarayual

manera a lo descripto en el apartado 111.3.1.3yuishdo el programa de ciclado
detallado en la tabla 9. En todas las reaccioneseakzaron controles negativos
utilizando una mezcla formulada de igual manera adscripto anteriormente, pero

reemplazando el volumen de ADN molde por agua bidda estéril.

[ll. 3.4.4 Andlisis de los productos de amplificadn.

Para la evaluacién de los productos de ADN obtensgdosembraron las muestras
en la proporcion correspondiente de buffer de maeést en geles al 1,5% de agarosa.
Los geles fueron preparados en buffer TAE 1X, adi@&ndose GelRedTM 10.000X
(Biotium, Inc) a una concentracion final 1X. Lagradas electroforéticas se realizaron
en cubas horizontales (BioRad) en el mismo buffé® &. Como marcadores de tamafio
se utiliz6 una mezcla de fragmentos de ADN de tamestalonado (100 bp ladder,
Productos Bio-Ldgicos). Los fragmentos de ADN réeseen el gel se visualizaron en

un transiluminador de luz UM 255 nm) (DNR, Bio - Imaging Systems).

47



IV RESULTADOS
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IV. RESULTADOS

IV.1 Aislamiento e identificacion preliminar.

Del total de muestras procesadas 41 cepas fueeotifidadas comdlycoplasmaspp.,

el origen de las muestras de las cuales se Ias faiston: de 10 leches de tanque, 26
muestras de leche de vaca, 1 liquido articularad@,vl absceso mandibular de vaca, 1
liquido articular de ternero y 1 muestra de tarswiierdo de ternero.

A partir de los primos cultivos en el medio de Hiaifs modificado, las colonias tipicas
de microorganismos pertenecientes al género Myspyaa, son muy pequefias con un
tamafo de 20 a 100 um, casi imperceptibles en dianeevidenciadas como cabezas
de alfiler. Microscépicamente tienen una aparienipeca semejante a "huevo frito"
debido a que las bacterias crecen dentro del mddiocultivo. En base a las
caracteristicas microscopicas y macroscopicas slecddonias los microorganismos

fueron identificadas como pertenecientes al géNrmpplasmaligura 2 y 3.
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Figura 2: Microfotografia de colonias Mycoplasmacon la tipica formacién en “huevo frito”.
Aumento 4X.

&/ Colonias de
L Mycoplasma

Figura 3: Placa con medio de cultivo con crecintatd bacteriaMycoplasma spp.
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IV. 2. Identificacion molecular mediante PCR genéga.

La identificacion preliminar de los aislamientoscemfirm6 mediante la técnica
molecular de PCR genérica (Tabla 3).
Todos los aislamientos fueron confirmados comoepexientes al géneiycoplasma
por presentar un producto de amplificacion de 488cprrespondiente a la Clase

Mollicutes (Figura 4).

1000
750
500

488

250

Figura 4: Productos de amplificacion de los aistartos correspondientes a la clddalicutes.
Linea 1: Marcadores de tamafio de fragmento (50ysblgdder, Productos Bio-logicos), Linea
2-3 y 5: aislamientos 13, 14 y 33; Linea 4: Contredjativo; Linea BMycoplasma bovi&TCC
25025
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IV.3.Identificacion molecular de Mycoplasma bovis por amplificacion de su

secuencia conservada.

La amplificacion de la secuencia del gem de Mycoplasma bovipermitio diferenciar
del ensayo aquellos aislamientos nativos cuyo pdeaotipico fue idéntico al de la
cepa de referencidycoplasma boviaTCC 25025.

De las 41 cepas evaluadasyrga banda correspondiente a la amplificacion deluye,

coincidente con el exhibido por la cepa de refaeettigura 5).

1 2 345 6

1626

Figura 5:Productos damplificacion del fragmento codificanter de Mycoplasma

Lineas 1: Marcadores de tamafio de fragmento (hd@duler, Productos Bio-Logicos); Linea
2, 3 y 4: producto de la reacciéon de PCR a pagidA®N gendmico de cepas incognitas de
Mycoplasmaspp; Linea 5: producto de la reaccion de PCR tir plar ADN gendmico de la cepa
Mycoplasma boviaTCC 25025; Linea 6: control negativo.

IV.4. Identificacion molecular de aislamientos difeentes aMycoplasma bovis.

Treinta y siete aislamientos fueron identificadosiel de especie, 31 pertenecieron a
M. leachii y 6a M. californicum, segun lamplificacion de sus regiones conservadas

(Figura 6).
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1000
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1000
750

500 500

250 250

50 50

Figura 6: Productos de aplicacion de los produdeoBPCR-Mdltiple. Lineas 1 y 12: Marcadores
de tamafio de fragmentos (100 pb ladder, ProductodoBicos), Lineas 2 a 8: muestras
incégnitas deMycoplasma sp266 bp), Linea 9: control negativo de reacciomehi 10:
control internaM. californicum(490 bp), Linea 11: control interm. leachii

Del total de aislamientos, uno de ellos fue ida@do comoM. canadense
(Figura 7), segun el método de Multiplex PCR digefipara la identificacion dil.

bovisy M. canadense.
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1626 bp
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&00
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300
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Figura 7: Amplificacion de los productos de PCR-fiflé uvr-canadense. Linea 1:
Marcador molecular (100 pb ladder, Productos Bgelos), Linea 2: control internd.

bovis Linea 3: control internbl. canadensgelinea 4: control negarivo.

En la tabla 11 se presenta la frecuencia de espdeMycoplasmaaisladas y su origen

clinico.
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Tabla 11. Frecuencia y origen de las especiddyd®plasmaaisladas

U7y

Especie d NUmero y porcentaj Origen (numero de aislad:
Mycoplasma sobre total de aislados
M. bovis 3 (7,32% Leche de tanque (2), artritis
M. californicun 6 (14,64% Infeccion mamria (4), leche di
tanque (2)
M. canadens 1(2,44% infeccion mamari
M. leachi 31 (75,6% Infeccion mamaria (21), leche
tanque (6), artritis (3), absce
mandibular (1),
Total 41 (100%
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se informan los aislamien®glistintas especies de
Mycoplasmaaislados de afecciones que afectan al ganado devirla cuenca lechera
central Argentina. Los especimenes clinicos coomdigron a un muestreo de
conveniencia, basado en muestras remitidas porcogdeterinarios que sospechaban la
presencia de infecciones plltycoplasmaen establecimientos visitados, por lo cual la
determinaciéon de la prevalencia de infeccidon errdoleos supera los objetivos de este
trabajo. La identificacion de microorganismos nag¢ino solo es una herramienta (Util
para conocer las especies que habitualmente estédenpes en una region, sino que
también es de gran importancia para el desarreliokestigaciones sobre el mecanismo
de infeccion y para estudios de epidemiologia mb#éc que determina la relacion
genética de los aislamientos, su asociacion a uwte bde enfermedad o el
reconocimiento de cepas virulentas.

Dentro de las especies d&ycoplasmaM. bovises un importante patégeno que
causa enfermedades respiratorias, mastitis yiserntel ganado. Se encuentra en todo el
mundo y se ha extendido a nuevas areas incluyelaohaléd y algunos paises de Ameérica
del Sur en la dltima década. En Europa es resptendalal menos un cuarto de todas las
neumonias en teneros (Nicholas, 2003). Uno de &bsep pioneros en la busqueda e
identificacion de este patdgeno es E.E.U.U de Marégica donde se ha aislado con
frecuencia aM. bovistanto de vacas como de terneros, alcanzando un d0%s

aislados (Maunsell, 2009; Boonyayatra, 2011); dasa cuales se han desarrollado
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metodologias analiticas moleculares tanto de P@Retwional como de polimorfismos
de fragmentos de restriccion (Boonyayatra, 2011).

La variabilidad en la prevalencia de este patogam@l mundo es diversa, en
Bélgica se observo que solo el 1,5% de las vachelas excretaba. bovisen leche
(Passchyn, 2012), mientras en Portugal la previaeac leche de tanque fue del 2,4%
(Pinho 2013) y en Japon el 2,56% hallado entresdttycoplasma(Higuchi, 2011). En
el presente estudio, el hecho de tratarse de urstreoede conveniencia no permite
efectuar comparaciones acerca de la prevalenciestie patdgeno. El organismo fue
aislado a partir de muestras de leche de tanque ynd vaca con artritis en un
establecimiento lechero. En nuestro pais, la po@seie M. bovisfue descripta por
Cerda y col. (2000) como causante de un brote dditmmaclinicas refractarias a la
terapia antibidtica en un establecimiento lechee ld Prov. de Buenos Aires.
Posteriormente, Tamiozzo y col. (2104) informarque en un total de 14 aislamientos
obtenidosa partir de leche de cuartos mamarios y tanqueidecéracterizados como
Mycoplasmaspp, la mitad fueron identificados corvh bovis Considerando quil.
bovises la especie dklycoplasmamas frecuentemente aislada a partir de bovinos en
otros paises (Maunsell, 2011), seria deseablezaeadstudios sistematicos en nuestro
pais para determinar su prevalencia en los estatigttos lecheros.

Mycoplasma californicunes una de las especies mas frecuentemente aigada d
casos de mastitis bovina (Gonzalez y Wilson, 2088)han descripto casos tanto en los
EE.UU. de Norteamérica, como en Japon (Jasper, 1e84, 2014). Recientemente fue

descripta su presencia en Argentina a partir destragede leche de cuartos mamarios y
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tanque de frio, aunque no se brindo informaciénestds casos (Tamiozzo, 2014). La
presentacion de esta especie ha sido descriptarema fde brotes de mastitis clinicas,
posiblemente originados a partir de descargas oitades en vacas infectadas en forma
subclinica (Fox, 2005). En el presente estudio e@ganismo fue aislado a partir de un
brote de mastitis refractarias a la terapia artitap asi como de leche de tanque del
mismo establecimiento. Si bien por tratarse de stabéecimiento comercial no se

pudieron realizar estudios posteriores, el métaelalidgnostico desarrollado, permitira

en el futuro realizar estudios para determinarnipartancia de esta especie en los
rodeos lecheros.

En el aflo 1976, se describe una nueva especMydeplasmaque afecta el
tracto genital bovino y siendo también causantmdstitis en el rodeo, problemas en las
articulaciones y onfalitis en terneros, conocidmod/ycoplasma canadengeangford,
1976). En forma similar av. californicum esta es una de las especies mas
frecuentemente asociadas a brotes de mastitis &Bxanyg Wilson, 2003; Fox, 2005). En
el presente estudio se aislé solamente una cepa daso de mastitis. Recientemente
Tamiozzo et al. (2014) informaron el aislamientoedta especie a partir de muestras de
leche en nuestro pais.

Existe en el universo de especies, auster de Mycoplasma mycoidesuyo
origen del grupo se remonta a 10.000 afios atr&gidsugiere que el establecimiento y
difusion delclustercoincide con la domesticacion del ganado (Fiscf@t?2), el mismo
consiste en seis tipos ddycoplasmapatogénicos que causan enfermedades en los

rumiantes. Este cluster esta compuesto por cin@més reconocidos y tres subclusters,
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los cuales correspondenMycoplasma mycoidesubespeciedylycoplasma caprilicum
subespecies y la nueva espddigcoplasma leachi{Manso-Silvan, 2009), este ultimo
también conocido anteriormente corwtycoplasmasp. Bovine grupo 7 (Djordjevic,
2003; Tardy, 2009), por lo tantd. leachii es una nueva designacion de la especie
Mycoplasmasp. Bovino grupo 7, el cual fue inicialmente hddlale fluidos articulares
de terneros artriticos en Australia e informadoamlamiento en el ganado de China
(Chang, 2011). En el presente estudio, se idedfificleachiien muestras tanto de leche
de tanque, infecciones mamarias, artritis y unedms@erimandibular. Los especimenes
clinicos pertenecian a distintos animales de ummmisstablecimiento. Cabe destacar
que, de acuerdo con la bibliografia consultadae est el primer informe sobre
aislamiento dé/. leachiien Argentina.

El diagndstico microbioldgico que se realiza a ésade métodos moleculares,
como la amplificacion del ADN por la técnica de AP sus variantes, demuestra ser
una herramienta eficaz por su alta sensibilidaoe@&8fcidad y rapidez, sobre todo en la
deteccion de patdgenos extremadamente exigentss eiabilidad y multiplicacionn
vitro, como lo son las especies de la clikslicutes. Numerosos autores utilizan los
métodos de diagnostico de PCR para la identificaclé especies dBlycoplasma
considerandolo como un método rapido y sensibla |@adeteccion de estos patdgenos
(Miles, 2004; Amores, 2010; Sung, 2006; Chavez @taxz 1995; Takashi, 1992;
Higuchi, 2011); sin embargo, no hay informacionrsola aplicacion y desarrollo de
Multiplex PCR como la desarrollada en este estufliobien es deseable lograr una

técnica de Multiplex PCR que amplifique la mayant@#ad de fragmentos distintos para
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discriminar entre cepas, debe considerarse quen@miun solo target de amplificacion
como fue el gen especificavrC, estas posibilidades se ven limitadas. Esto podria
lograse con tecnologias mas sofisticadas, pero avex de mayor costo.
Consecuentemente, con el uso de dos reaccioneSRles® puede discriminar entre las
especies aisladas con mayor frecuencia en el psia 8l momento.

Los resultados de esta investigacion confirmandagncia de estos patdgenos en
muestras tanto de leche de tanque y cuartos manaomo de liquido articular de
vacas y terneros y abscesos mediante técnicas utarkes al alcance de laboratorios de
complejidad mediana. Este nivel de identificaciGrasde gran utilidad para la
realizacion de estudios epidemiolégicos que peritigenerar informacién sobre la

prevalencia y difusién de estos patégenos en so®mlecheros.

61



VI CONCLUSIONES

62



VI. CONCLUSIONES

La amplificacion de la region 16S de los aislanmasrdeMycoplasmagyermitio la
identificacion a nivel de género, confirmando laritidad de los aislados obtenidos por

metodologia clasica de cultivo.

La prueba de PCR para la detecciéivddovis dirigida al geruvr, mostré una buena

especificidad.

La amplificacion y secuenciacion de la region 1BSIAr de las cepas ddycoplasma
permiti6 desarrollar los primers para la realizacide dos Multiplex PCR para

identificar las especies aisladas a partir de ésym®es obtenidos de rodeos lecheros.

La implementacion de las dos técnicas de Multif©R permitié identificar a nivel de
género y especie de aislamientos pertenecientély@plasma bovis, M. californicum,
M. canadense y M. leachipntribuyendo al estudio de las especies y comystiido una

herramienta eficaz para futuros estudios epidemicds.
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APENDICE I: ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS PARA LASCEPAS 13, 14,

15 33, 4E y 66.
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TCAGGATGAACGCTAGCTATGTGCCTAATACATGCATGTCGAGCGAAG  TACTTGTACTT AGCGGCGAATGGGTGAGTAACACGTACT CAACGTACCCTTCAGATTGGCATAGCGGT TGGAAACAACCGATAATTCCAAAT
GECTGTGTGCCTAATACATGCATGTCGAGCGAAG  TACTTGTACTT AGCGGCGAATGGGTGAGTAACACGTACT CAACGTACCCTTCAGATTGGCATAGCGGTTGCAAACAACCOATAATTCCAAAT
CTGTGTGCCTAATACATGCATGTCGAGCGAAG TACTTGTACTT AGCGGCGAATGGGTGAGTAACACGTACT CAACGTACCCTTCAGATTGGCATAGCGGT TGGAALCAACCGATAATTCCAAAT
GTGCCTAATACATGCATGTCGAGCGAAG TACTTGTACTT AGCGGCGAATGGGTGAGTAACACGTACTCAACGTACCCTTCAGATTGGCATAGCGGTTGCAAACAACCGATAATTCCAAAT
AATACATGCATGTCGAGCG ARG NG CNMINRCET AGCGGCGAATGGGTGAGTAACACGTACTCAACGTACCITTIAGAT TGGBATAGCGGNTGGAAACAICCGATAATRCCGAAT
GECTGTGTGCCTAATACATGCATGTCGAGCGAGGIMENTTGRACET AGCGGCGAATGGGTGAGTAACACGTACTHAANETACCCT GATTGGHATABCEANTGG AAACATRGGET A ATGCCGGAT
ERTGCCTAATACATGCARGTCGABCGEGGE TACTTGRACETEAGNGE CGALMGEGTGAGTAACACGTAMMERAACET AC (I TAMAGEGGE GEA TANCIIT TAGAAACGARNG AT A ATHC CGRAT
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ACTCGTTTTTATCGCATGATAATTACGTAAAAG ACGCCTTTAAAGCGTCGCTGGAGGAGCGGGGTECGCAACATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCCCACCAAGECAATGATGTT TAGCGGGGTTGAGAGAC THAACTG
ACTCGTTTTTATCGCATGATAATTACGTAAAAG: ACGCCTTTAAAGCGTCGCT GGAGGAGCGGGGTOCGCAACATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCCACCAAGECAATGATGTT TAGCGGGETTGAGAGACTGAACLE
ACTCGTTTTTATCGCATGATAATTACGTAAAAG ACGCCTTTAAAGCGTCGCTGGAGGAGCGGGGTEOGCAACATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCCCACCAAGECAATGATGTT TAGCGGGETT GAGAGAC TG AACDG
ACTCGTTTTTATCGCATGATAATTACGTAAAAG. ACGCCTTTAAAGCGTCGCT GGAGGAGCGGGGTECGCAACATTAGE TAGTTGGTGAGGTAACGGCCCACC ARGECARTGATGTT TAGCGGGETTGAGAGAC TG AACCS
ACTERTTRTTETEGCATGANAGTRARMTAAAAGEANGCETTT- -~ GOTCGCTRMANG AMCGGRGTOCGCAACATTAGCTAGTTGGTGAGG TAACGGCCCACCAAGE CRATGATGTT TAGCGGGG TT GAGAG AIRTG AICEG
ACGCHTG - BEAT CGCATGATH GTGAAAG. GEGCCETTAAAGCIECHCTRRAGG ANGAGGG TECGGAACATT AGTAGTTGG THGGG TAANGGCCIACC At GHCEATGATGTT TAGCHGGE THGAGAGAC TG AR CEG

GEAGETETTHTTATCGCATGAGAANNGETEA AAAG ABBCAETTT- -- GERTCNCTREGHG ARGGG GHTG CGGEGMATT AGC TAGTRGGTG A GETA AMMGC CCACCIAGGCBA TG A TREIGTA G CBGREET G4 GAGGRTG ATCES
250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420

CCACACTGEGACTGAGATACGGLCCAGAC TCCTACGGEAGG CAGCAGTAGGGAATAT TCCACAATGEACGAAAGTC TGATGGAGCGACACAGCOTGCAGCATGAAGGCCCTATGGGT TGTAAACTGCTGTGGTAAGGGAATAL
CCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTCCACAATGGACGAAAGTCTCATGOAGCGACACAGCGTGCAGEATGAAGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTGTOGTAAGGGAATAL
CCACACTGGGACTGAGATACGGECCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGEGACACAGCGTGCAGEATGAAGGCCCTATGGGTTGTAAACTGETGTGGTAAGGGAATAA
CCACACTGGGAC TGAGATACGGCCCAGAC TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT AT TCCACAATGOACGALAGTC TGATGGAGCGACACAGCGTGCAGGATGAAGGCCCTATGGGTTOTAAACTGCTGTGGTAAGGGAAT AL
CCACACTGGGAC TOAGATACGGCCCAGAC TOCTACGGEAGGCAGCAGTAGGGAATATTCCACAATGOACGAAAGTCTOATGGAGCGACACAGCGTGEAGGATGAAGGCCCTATGGETTATAAACTGC TGTOGTINAG GG AAGAA
CCACAMTGEGAC TGAGATACG GLCCARAC TCCTACGGEAGGCAGCAGT AGGGAATATTCCACAAT GEGCGAAAGEITCA TGGAGLGACACAGCGTGCANGATGAAGE - BC THEEG GIRT TG TAAAGTGC TG THERT A GG GHAAGAL
GOGACTGAGATACGGECCAGAC TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATIRT TIRCACAATGGAC GAAAGTC TG A TGHA GCHAMGCEGE GT GH ATGAGGG -CCTHMBG GOT TGTA A AGIRC TG THIGT A AG GG AAGAA
130 ddﬂ 450 dﬁﬂ dTEI ﬂSﬂ 490 500 Elﬂ 520 53D 540 EEU SEﬂ ETO

AMLACAGTGTAGGAAATGCCACTGTATTGAATGTACCTTAT TAGAAAGCAAC GG TARCTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGT TGCAAGCOTTATCCGGAAT TAT TGGGCGTALAGCGTCTGTAGGTTGTTTGTTA
AAAACAGTGTAGGAAATGCCACTGTATTGAATGTACCTTATTAGAAAGCAACGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGEGGTAATACATAGGT TGCAAGCGTTATCCGGAATTAT TGGGCGTAAAGCGTCTGTAGGTTGTTTGTTA
AMARCAGTGTAGGAAATGCCACTGTATTGAATGTACCTTAT TAGAAAGCAACGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGETAATACATAGGT TGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCTGTAGETTGTTTGTTA
AR ACAGTGTAGGAAATGCCACTGTATTGAATGTACCTTAT TAGAAAGCAAC GECTAACTATGTGCCAGCAGCCGEGGTAATACAT AGGT TGCAAGCGTTATCCGRAAT TAT TGGGCGTALAGCGTCTGTAGGTTGTTTGTTA
AMAGHAGERTAGGAAA T GRING C TREIETT G ABBGTACCTGAT TAGAAA GCAAC GGCTAACTATATGCCAGCAGCCGC GO TAATACATAGGT TGCAAGCGTTATCCGMAAT TAT TGGGCGT ALAGCGTCTGTAGGTTGTTTGTTA
BAEENGC THGAGGAAA TGN CRANGET G AHGG TACCRTGTRAGAAAGCEARGGC TAACTATGTGCCAGCAGCCGCGE TAATACAT AGGTIGCAAGCGTTATCCGGAATTAT TGGGCGTALAGCGTIMG TAGGRTGTT THTTA
AAAAMANEG TAGGA AL TGRCTR TR TETTC ABRGTACCT TARMA GA AA GOBACGGCTAACTATGTGCC AGCAGCCGE GG TAATACATAGGTBGCAAGCSTTATCCOGART TATTGGGCGT ANA GEGTGREG TA GGEGE TT TRGEA
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AGTCTGGCGTTAARTT T TGGGGCT CAACCCCAAA CCGLGT TGGATAC TG CAAACTAGAGTTATGTAGAGGT TAGCGGAATTCCTTGTGAAGCGETGAAATGLGTAGAT ATAAGGAAGAACACCAACATGECGARGGCAGCTA
AGTCTGGCGT TAAATT T TGGGGCT CAACCCCAAACCGCGT TOGATACTGGCAAACTAGAGTTATGTAGAGGT TAGCGGAATTCCTTGTGAAGCGOTGAAATGCGTAGATATAAGGAAGAACACCAACATGECGARGGCAGCTA
AGTCTGGCETTAAATT TTGGGGCTCAACCCCAAACCGCGTTOGATACTGGCAAACTAGAGTTATGTAGAGET TAGCGEAATTCCTTGTGAAGCGGTGAAATGLGTAGATATAAGGAAGAACACCAACATGGCGAAGGCAGCTA
AGTCTGGCGTTAARTT T TGGGGCTCAACCCCAAACCGCGT TGGATACTGGCAAACTAGAGTTATGTAGAGGT TAGCGGAATTCCTTGTGAAGCGGTGAAATGLGTAGATATAAGGAAGAACACCAACATGECGAAGGC AGCTA
AGTCTGECET TAAATTTTAGGGCTCAACC CCAAARCGEGT TGGATAC TG CABACTAGAG TTATGTAGAGGET TAGC GEAATTCCTTGTGAAGCGGTGAAATGCOTAGAT ATAAGGAAGAAC AMCAAAT GOCGAAGGEAGCTA
AGTCTGGHG TRAAA THEENGG GCTCAACC CINGGEEIC GCIiT TGGATACTGGIAAACTAGAG TTAGETAGAGGTHAGCGGAAT TCCRTGTGAAGCGGTGAAATGCGTAGAT ATATIGGAAGAAC ACC ALK GCGAAGGCAGCTH
AGTHTGEGSTTAALGTIERGGHGCTCAACHCCGEIMC GO T GNARNAC T GIIINAC TAGANTGEARGA GAGG THAGC GG AAT TCCHTGTGRAGCGETGAAATGCOTAGAT ATAMGGAAGAAC A CCIRGT! GCEAABGCGECTH
TZU ?30 ?40 TSU TEU ?J’U FSU ?BU EUU BIU EZU 830 EAIU BEU

ACTGGACATATACTGACACTOAGAGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGTTGATCATTAGCTGATGGGEG AACTCATCGGLGCAGCTAACGCATTAAATGAT CCGCCTGAG
ACTGOACATATACTGACACTGAGAGACGA AAGCOGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGOTAGTCCACGCCCTAAACGTTGATCATTAGCTGATGGGG AACTCATCGGCGCAGCTAACGCATTAAATGAT CCGCCTGAG
ACTGGACATATACTGACACTGAGAGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGTTGATCATTAGCTGATGGEG-AACTCATCGGCGCAGCTAACGCATTAAATGAT CCGECT GAG
ACTGGACATATACTGACACTGAGAGACGA AAGCGTGGGEGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGLCCTAAACGTTGATCATTAGCTGATGGEG AACTCATCGGCGCAGCTAACGCATTAAATGAT CCGCCTGAG
ACTGGGCATABACTGACACTGAGAGACGAAAGCGTGGEGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGATAGT COACGCCCTARACGNTGATCATTAGNTGATGGGG AACTCATCGNCGCAGCTAACGCATTAAATGAT CCGCCT GAG
ACTGGGEMET ATACTGACBCTGAGEGACGA AAGCGTGGEGAGCAAACAGCATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCETAAACGINTGATCATTAGERGETGGNG A ATC ABRIGNCGCAGCTAACGCATTAAATGAT CCGCCTGAG
ACT GGENMEGIITAMT GACGC TGAGGEACGA AAGCGTGGEGAG CARANIA GGATTAGATACCC THGTAGT CCACGCCGT AR ACGNT GAGHART ARG TG TG GG GIA AC TCAGC GG CAGCT AACGCATTALGTRET CCGCCTGAG
BEU ETU 280 EBU BUU ElU azo BEU BdU BSU BEU ETU BEU SBU 597

TAGTACGTTCGCAAGAATAAAACT TAAAGGAAT TGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT TGAAGATACGCGTAGAACCTTACCCACTCTTGACATCT TCTGCAAAGCTATAGA
TAGTACGTTCGCAAGAATAALACT TAAAGGALTTGACGGGGACCCGCACAAGCGOTGGAGCATGTGOTTTAATTTGAAGATACGCGTAGAACCTTACCCACTCTTGACATCT
TAGTACGTTCGCAAGAATAAAACT TAAAGGAAT TGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGATACGCGTAGAACCTTACCCACTCTTGACATCTTCTGCAAAGCTATAGAGA
TAGTACGTTCGCAAGAATAAAACT TAAAGGAAT TGACGGLGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGATACGCGTAGAACCTTACCCACTCTTGACATCT TCTGCAAAGC TATAGAGA
TAGTACGTTCGCAAGAATAAAACT TALAGGAAT TGACGGGGAMICCGCACAAGCGETGGAGCATGTGGTTTAATT TGAAGETACGCGTAGAACCTTACCCACTCTTGACATCTTCTGCAAAGCTATAGAGARAT &
TAGTARCET CGCAAGABTEAAACT TAAAGGAAT TGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGATACGCGEAGAACCTTACCCACTCTTGACA TCRTIMGCAARGCTATAGAGATATAGCGGA
TAGTARCHET CGCAAGAGTGAAACTEALAGGAAT TGACGGGGAC CCGCACAAGGETGGAGCATGTGGTT TAATTIEG AS GERACHCGRAGAACCTTACCHGGEC TTGACA TOEEGT GCAAAGC TATAGAGATAT A
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