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RESUMEN

La contaminacion de los cultivos celulares por Mycoplasma spp. dificulta tanto la
investigacion basica como el desarrollo y produccion de productos bioldgicos. Los efectos
de esta bacteria en las células cultivadas son cambios en el metabolismo, propiedades
inmunoldgicas y bioquimicas, crecimiento, viabilidad, etc.

La infeccion de cultivos celulares con Mycoplasma spp. puede no ser detectada por
inspeccion visual o microscopia coman, por lo tanto, es importante realizar evaluaciones
periddicas de rutina con un método rapido, altamente sensible y especifico.

En consideracion a lo anterior, esta memoria de titulo se basé en el diagnostico molecular
de Mycoplasma spp., mediante la deteccion del gen 16S rRNA utilizando la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa convencional, en muestras procedentes de cultivos
celulares de distintos laboratorios de la Universidad de Chile y del Instituto de Salud
Publica de Chile.

Los resultados obtenidos tanto en los controles positivos como en los controles negativos,
permitieron validar este método en la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias vy al
aplicarlo en muestras sospechosas, se logro la deteccion positiva en una muestra procedente
del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Chile.

Este hallazgo, fue confirmado por alineamiento de secuencias nucleotidicas respecto de
datos oficiales del GenBank®, utilizando los programas Clustal W y BLAST, ambos de
acceso gratuito on line que entregaron un 97% de porcentaje de identidad nucleotidica

respecto de Mycoplasma spp.
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ABSTRACT

Contamination of cell cultures with Mycoplasma spp. complicates the basic investigation
and the development and production of biological products. The effects of these bacteria on
cultivated cells are changes in the metabolism, immunological and biochemical properties,
growth, viability, etc.

The Mycoplasma spp. infection on cell cultures might not be detected by visual inspection
or common microscopy. Hence, it is important to go through routine periodic evaluations
with a highly sensible and highly specific fast method.

Regarding the previous statement, this memoir was based on the molecular diagnosis of
Mycoplasma spp., by detecting the 16S rRNA gene through the conventional polymerase
chain reaction technic, on cell culture samples from different laboratories of the University
of Chile and the Institute of Public Health of Chile.

The results obtained in positive controls as in negative controls, allowed the validation of
this method in the Faculty of Veterinary Sciences and by applying it on suspicious samples
from the Institute of Biomedical Sciences of the University of Chile, one positive result was
obtained.

This finding was verified by alignment of nucleotidic sequences, with reference to official
data from the GeneBank®, using the Clustal W and BLAST software, both online freeware,

giving a 97% of the percentage of nucleotidic identity respect to Mycoplasma spp.

Keywords: Cell cultures, Mycoplasma spp., 16S rRNA gene, PCR.



INTRODUCCION

Los micoplasmas estan ampliamente distribuidos en la naturaleza como parésitos de
mamiferos, aves, reptiles, peces, artrépodos y plantas (5). La mayoria pertenece a la
microbiota normal de sus hospederos, sin embargo, algunos son patégenos primarios y
muchos de caréacter oportunista (16).

En medicina veterinaria constituyen un problema al generar cuadros de neumonia,
pleuroneumonia,  pleuritis, aerosaculitis, conjuntivitis, vulvovaginitis, mastitis,
condrodistrofia, otitis y eritrodermatitis tanto en especies domésticas como animales de
laboratorio (5).

Varias especies de micoplasmas han sido descritas como contaminantes habituales de
cultivos celulares, lo que representa un grave problema, ya que causan diversas alteraciones
en el metabolismo celular y privan a la célula hospedera de nutrientes esenciales (15).

La deteccion de estos microorganismos en los cultivos celulares constituye actualmente un
requerimiento indispensable para alcanzar los estandares de calidad de los laboratorios (15).
Se han usado multiples métodos para su deteccidn, es asi como Uphoff y Drexler en 2011
plantean la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) como el método mas recomendado
por su sensibilidad y especificidad.

El uso del PCR no s6lo permite la deteccion temprana de la contaminacién por
micoplasmas en cultivos celulares, sino que también entrega datos Utiles para determinar
caracteristicas epidemiologicas y filogenéticas (1).

En este contexto, la implementacion de esta técnica como procedimiento de rutina para la
evaluacion de la calidad de cultivos celulares resultaria Gtil ademaés para el diagnostico de
estos microorganismos en muestras de origen veterinario.

Los micoplasmas pertenecen a la clase Mollicutes (del latin: mollis, suave; cutis, piel),
orden Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae, género Mycoplasma y Ureaplasma,
con numerosas especies integrantes (13). Corresponden a uno de los organismos vivientes
mas pequerios existentes, tanto en tamafio (300 a 800 nandmetros (nm)) como en genoma
(580 kilobases (kb)). Carecen de pared celular, son sensibles a agentes lipoliticos, se
desarrollan en medios artificiales complejos, poseen un metabolismo principalmente

fermentativo y la mayoria son anaerobios facultativos (5).



Cabe destacar su marcado tropismo por las membranas citoplasmaticas de las células
eucaridticas, de las cuales obtienen colesterol que incorporan en su propia membrana
celular para darle mayor estabilidad. Esta propiedad los hace ubicuos, habiendo sido
aislados en cerca de 120 especies animales y vegetales (15)

Los micoplasmas usualmente infectan hospederos especificos pero, en el caso de animales,
algunas especies pueden encontrarse en diferentes hospederos. La barrera humana de
hospederos raramente es cruzada por micoplasmas de origen animal. Sin embargo, en
cultivos celulares pueden encontrarse especies tanto de origen humano como animal (16).
Actualmente, la contaminacion de cultivos celulares con bacterias, hongos y levaduras
representa un problema mayor en los laboratorios. En general, estos organismos son
facilmente detectados mediante la turbidez del cultivo y observacion bajo microscopio
invertido, pero los micoplasmas corresponden a una clase de bacteria que regularmente
evade la deteccion (17).

Los micoplasmas, a diferencia de otras bacterias, crecen lentamente y no producen cambios
apreciables en los cultivos. Sin embargo, producen alteraciones en el metabolismo celular,
lo que va en detrimento de los procesos de investigacion, diagnostico y produccion. En
otras palabras, la contaminacién de cultivos celulares por Mollicutes es un hecho frecuente
en los laboratorios, reportandose hasta un 80% de cultivos contaminados, lo que resulta en
ensayos experimentales poco confiables y en productos bioldgicos poco seguros (15).

En la mayoria de los casos la infeccion se origina desde suero animal contaminado y su
diseminacion en el laboratorio es a través de aerosoles. La frecuencia de infeccion en
cultivos celulares es de aproximadamente un 30% (16) y su variacion depende del origen y
tipo de cultivo celular, duracion del periodo de evaluacion y la eficiencia de los
procedimientos aplicados (17).

Las especies contaminantes dominantes de Mycoplasma se han mantenido a lo largo de los
afios. M. hyorhinis, M. orale, M. arginini, M. fermentans y Acholeplasma laidlawii
constituyen el 95% de las especies identificadas. De éstas, M. orale y M. fermentans
forman parte de la microbiota comensal orofaringea y genital humana, mientras que las
otras especies tienen un origen animal (5, 15).

Estos microorganismos usualmente se adhieren a las células, pero dependiendo de la

especie, pueden fusionarse con la célula hospedera e incluso invadirla, generando multiples
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consecuencias. En primer lugar, se describe una modulacion de la respuesta inmune, que se
explica por la capacidad de los micoplasmas tanto de estimular como suprimir a linfocitos
T y B. La estimulacién es mediada por la induccion de las citoquinas proinflamatorias 1L-1,
IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a, INF-a, INF- e INF-y que aumentan la toxicidad de macrofagos,
células NK, linfocitos T y B junto a la activacion de la cascada del complemento. Por otro
lado, la supresion esta dada por la induccion de las citoquinas IL-10 e IL-13 que suprimen
la proliferacion de linfocitos T y la excesiva produccién de citoquinas proinflamatorias por
parte de macrdfagos. La modificacion de la morfologia celular es producto de la union de
adhesinas del micoplasma a componentes de la matriz extracelular de la célula hospedera y
también por la generacion de sefiales que producen cambios especificos en el citoesqueleto.
La interferencia con la replicacion viral se debe a los INF-a e INF-f inducidos por muchas
especies de micoplasmas, los cuales promueven la actividad citotoxica de linfocitos T y
células NK contra células infectadas por virus. Las modificaciones cromosémicas son
producto de la liberacion de enzimas hidroliticas como endonucleasas, las cuales sugieren
dafio cromosomal. Por ultimo, la interrupcién del metabolismo celular considera la suma de
todos los efectos anteriores junto a la liberacion de componentes citotéxicos como peroxido
de hidrogeno en la célula hospedera provocando un dafio oxidativo y la alteracion de la
funcionalidad de genes producto de la generacion de cascadas de sefiales desde la
membrana citoplasmatica al nacleo (13,16).

Entre los métodos de deteccion de micoplasmas como contaminantes de cultivos celulares
se han empleado la tincion fluorescente del DNA, 4,6-diamidino-2-fenilindol
dihidrocloruro (Tincion de Hoechst o DAPI) y las técnicas inmunoldgicas, como la
inmunofluorescencia directa (IFD). Estas técnicas son rapidas y simples de efectuar, pero
en el caso de la tinciébn DAPI su sensibilidad y especificidad es limitada y en la IFD
requieren un panel de anticuerpos monoclonales dificiles de obtener (15). Desde luego, el
aislamiento es siempre la “prueba de oro” para confirmar positividad. Sin embargo, es
técnicamente muy compleja y lenta, ya que este microorganismo posee caracteristicas muy
particulares, siendo exigente desde el punto de vista nutricional y sensible a variaciones de
pH, temperatura y presion osmética. Por lo tanto, se deben garantizar condiciones éptimas

para su desarrollo en medios de cultivo para mantener o aislar cepas (9).



En los ultimos afios, el PCR ha sido empleado como una alternativa altamente sensible para
la deteccion de estos microorganismos en cultivos celulares y sus insumos (15). Esta
técnica ha demostrado ser un método muy especifico y sensible que permite la
amplificacion de bajas cantidades de acidos nucleicos hasta un nivel que puede ser
facilmente detectado (1).

Dada la gran cantidad de especies que es posible detectar como contaminantes, los
partidores mas utilizados estan disefiados para reconocer el gen 16S rRNA (14), teniendo
en cuenta su caracter constitutivo y altamente conservado (6).

El 16S rRNA corresponde a un polirribonucleétido codificado por el gen rrs o DNA
ribosémico (16S rDNA) e incluido en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Su
secuencia presenta en forma aproximada 1.500 pares de bases (pb) y se compone por zonas
variables especie-especificas y zonas conservadas (8). Los mismos autores sefialan que los
partidores universales elegidos son complementarios a las zonas conservadas del inicio y
final del gen. Por otro lado, las zonas variables comprendidas entre estas zonas conservadas
son las regiones utilizadas para realizar una taxonomia comparativa. Actualmente,
GenBank® es la base de datos con mayor informacion ya que contiene mas de dos millones
de secuencias depositadas de este gen, sin embargo, aquellas relevantes estan disponibles
para sélo un nimero limitado de Mollicutes.

Hace algunos afios atras, se desarroll6 un protocolo de PCR especifico para el género
Mycoplasma utilizando el partidor inverso especifico MGSO (18) en combinacion con un
nuevo partidor denominado GPF, con el fin de amplificar un producto de PCR de mayor
tamafio, resultando un fragmento de 1013 pb. El disefio de GPF se realizé en base a la
comparacion y alineamiento al gen 16S rRNA de numerosas especies conocidas de
Mycoplasma con el uso del programa Clustal W (11).

La especificidad de este PCR fue confirmada por Lierz y colaboradores (11) utilizando
como referencia 35 especies distintas de Mycoplasma y otras 9 bacterias con pared celular.
Como resultado, se amplifico un fragmento de DNA del tamafio esperado en el 100% de
los aislados de Mycoplasma testeados y en ninguna de las otras bacterias. Finalmente, su
sensibilidad fue evaluada por medio de 10 diluciones seriadas de DNA de M. synoviae y M.
gypis, asi como también cultivos de estas mismas especies, entregando un valor de 1 pg de
DNA (1 UFC).



En términos generales, los mismos autores describen al PCR género-especifico para
Mycoplasma como una buena herramienta diagnostica debido a que no presenté riesgo de
contaminacion, la modificacién de la técnica inicial no redujo su sensibilidad y el tamafio
del producto amplificado permitio la diferenciacion por especie de esta bacteria a través de
su secuenciacion.

De acuerdo a estos antecedentes, en esta memoria de titulo se desarroll6 un protocolo de
PCR dirigido a la deteccién del gen 16S rRNA ya que se considera un procedimiento util
para el diagndstico de estos microorganismos en cultivos celulares. Sin embargo, si bien la
deteccion de un fragmento de 1013 pb es necesaria, no es suficiente para garantizar la
presencia de Mycoplasma spp. en una muestra. Por ello, la etapa siguiente contemplé la
secuenciacion del amplificado y la incorporacion de esta secuencia en un software on line
de libre disposicion denominado BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para la
obtencion de un Porcentaje de Identidad Nucleotidica (PIN) respecto a la base de datos
oficial Genbank®. De esta forma, si dos genes se consideran diferentes uno del otro frente
a un valor de identidad de secuencia menor o igual a 79% (8), un valor de PIN en las
muestras de este estudio mayor a 80% garantizaba la presencia de Mycoplasma spp.

En sintesis, se detectd6 mediante el PCR género-especifico un fragmento constitutivo del
gen 16S rRNA de Mycoplasma spp., validado por la secuenciacion nucleotidica realizada.
De esta forma, se establecié un procedimiento de rutina rapido y eficaz para detectar la
contaminacion precoz de esta bacteria, evitando asi futuros problemas relacionados con el
quehacer cientifico tanto en los laboratorios de los Departamentos de Medicina Preventiva
Animal y de Patologia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la

Universidad de Chile, como en otras dependencias que lo requieran.



MATERIALES Y METODOS

Muestras y Controles

Este estudio se realizd en los laboratorios de Microbiologia y de Virologia del
Departamento de Medicina Preventiva Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias (FAVET), Universidad de Chile.

Para la implementacion del PCR se utiliz6 como control positivo DNA de M. pneumoniae
cepa FH procedente de la Unidad Académica de Parasitologia del Instituto de Ciencias
Biomeédicas (ICBM), Universidad de Chile y como controles negativos se utilizaron medios
de cultivo libres de suero fetal bovino y DNA de origen viral y bacteriano (Virus Herpes
Canino tipo 1, Staphylococcus intermedius y Enterococcus faecium) mantenidos a -20°C en
los laboratorios de Microbiologia y Virologia de FAVET, Universidad de Chile.
Adicionalmente, como control de reactivos se utilizé agua libre de nucleasas.

Una vez establecido el protocolo de PCR se incorpordé a este estudio 20 muestras
procedentes de cultivos celulares positivos (Laboratorio de Virologia (ICBM), Unidad
Académica de Parasitologia (ICBM), Unidad de Virologia del Instituto de Salud Publica
(ISP) y 20 muestras procedentes de muestras sospechosas (Laboratorios de Patologia de
Peces y de Virologia, ambos de FAVET) de infeccion por Mycoplasma spp. y en estos
casos, para la extraccion del DNA bacteriano a partir de los cultivos celulares se procesé
una alicuota de 500 pL del sobrenadante de cada uno, mediante el kit comercial Wizard SV
Genomic DNA® (Madison, USA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
cantidad de DNA obtenido se cuantificoé mediante medicion de absorbancia a 260 nm (13)
en un espectrofotémetro (UNICAM UV/vis ®) del Laboratorio de Bioquimica de FAVET.
Para verificar posibles diferencias en la deteccion mediante PCR, cada muestra sospechosa
fue estudiada con y sin extraccion del DNA correspondiente. Como controles negativos se
contemplé el uso de 20 muestras procedentes de medios de cultivos celulares libres de

suero fetal bovino y de uso rutinario en los laboratorios mencionados.

Deteccion del gen 16S rRNA de Mycoplasma spp. mediante PCR género-especifico
a) Partidores: En la reaccién de PCR se utilizaron los partidores GPF 5 -GCTGGCTGT
GTGCCT-3" y MGSO 5-TGCACCATCTGTCACTCTGGTACCCTC-3" que generan un



b)

c)

d)

fragmento de 1013 pb (9). Ambos partidores fueron sintetizados por el Centro de
Equipamiento y Servicios de Apoyo Tecnoldgico (Cesat) del ICBM, Universidad de Chile.

Mezcla de la reaccion (en triplicado): Para lograr la mezcla de amplificacion del DNA

purificado, se utilizé un kit 2X PCR Master Mix Fermentas®, que incluye la polimerasa
termoestable, los desoxinucledtidos trifosfatos (ANTPs), el buffer de reaccion y MgCly, del
que se extrajeron 15 pLL que se vertieron en un tubo Eppendorf de 0,2 mL, junto a 5 puL de
cada uno de los partidores, y 5 uL de la muestra de DNA molde, obteniendo un volumen
total de 30 uL.

Amplificacion del DNA: El protocolo estuvo definido por una incubacion inicial a 94°C

por 4 minutos, seguida de 35 ciclos de denaturacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento
a 56°C por 30 segundos y sintesis a 72°C por 30 segundos. Una vez completados los
ciclos, se realiz6 una elongacion final a 72°C por 10 minutos (11).

Visualizacion del producto amplificado: Se realiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa (Winkler®) al 2% en buffer Tris Acetato EDTA (TAE) (Fermentas®), el cual se

sometié luego de la electroforesis a inmersion en bromuro de etidio (0,5 pg/mL)

(Fermelo®). El producto de PCR se mezcld con 6 pL del producto comercial de carga, 6X
“Mass Ruler Loading Dye Solution” (Fermentas®), que posee glicerol para dar densidad a
la muestra y azul de bromofenol para chequear el progreso de la migracion de las bandas
de DNA. Una alicuota de 5 pL de esta mezcla se deposito en el pocillo respectivo del gel.
La electroforesis se llevé a cabo a 90 V por 90 minutos. Se utilizé 5 pL de Hyperladder™
IV (Bioline®) como marcador de tamafio molecular (MTM), que contiene fragmentos de
DNA entre 100 y 1.000 pb para facilitar la deteccion de los fragmentos amplificados.
Finalizado el procedimiento, el gel fue incubado en bromuro de etidio (0,5 ul/ml) por 30
minutos y una vez tefiido se visualizo en el transiluminador ultravioleta (Transiluminator

UVP®), para finalmente ser fotografiado con una camara digital.

Determinacion del PIN respecto del GenBank®

a)

Secuenciacién: Los fragmentos de DNA obtenidos mediante el PCR se enviaron a la

empresa Genytec para la determinacién de su secuencia nucleotidica.

b) Anélisis: Las secuencias obtenidas se alinearon usando el programa Clustal W 2.2.012

inicialmente para obtener una secuencia consenso y posteriormente se utilizo el programa
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BLAST para establecer el PIN respecto a secuencias oficiales del gen 16S rRNA

disponibles en el GenBank®.

Anélisis de resultados
Toda muestra que en la visualizacion bajo luz UV origin6 un fragmento de DNA cercano a
1.000 pb se considero sospechosa de provenir de Mycoplasma spp., y también positiva si el

PIN respectivo fuese mayor o igual a 80% (PIN>80%).

Medidas de bioseguridad

Las medidas de bioseguridad asociadas a este estudio consistieron en el acceso limitado a
las instalaciones, uso de un gabinete de bioseguridad al momento de la extraccion del DNA
bacteriano, uso de mechero Bunsen para delimitar una zona de trabajo biolimpia y uso de
delantal.

Cabe destacar que tanto los controles positivos como negativos correspondian a DNA
extraido previamente y conservado a -20°C. En el caso de las muestras de cultivos
celulares, los tubos Eppendorf que las contenian fueron sometidos a 80° C por diez minutos
antes de procesarlas.

Para la realizacion del PCR, se requiri6 delimitar una zona limpia y exclusiva para evitar la
contaminacion con material genético no proveniente de la muestra y la utilizacion guantes
de latex para realizar los procedimientos.

Para la visualizacién del producto del PCR fue necesario el uso de guantes, debido a que se
utiliz6 bromuro de etidio, el cual tiene propiedades mutagénicas. Al momento de utilizar el
transiluminador de luz ultravioleta se requirié contar con gafas con filtro UV y una placa de
acrilico situada entre el equipo y el operador.

Finalmente, el gel fue incinerado en FAVET junto con los guantes que se utilizaron para su

manipulacion.
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RESULTADOS

PCR genero-especifico de Mycoplasma spp.

Al realizar el PCR tanto en 20 muestras de DNA procedentes de cultivos celulares positivos
como en otras 20 de distinto origen (viral y bacteriano) y de medios de cultivos celulares
libres de suero fetal bovino, fue posible verificar su estado. A modo de ejemplo, la Figura 1
grafica el resultado obtenido por cuatro muestras positivas y cuatro muestras negativas.
Asi, luego de la incubacién del gel en bromuro de etidio, en los pocillos que incluian
muestras positivas se visualizé un fragmento de DNA, de un tamafio cercano a 1.000 pares

de bases, representado por una banda Unica, nitida y ancha.

1 2345 67 89 10

Figura 1. Deteccion del gen 16S rRNA
de Mycoplasma spp. mediante PCR
género-especifico. Electroforesis en gel
de agarosa al 2%.

pb

Carrill  : MTM (100-1.000 pb).
Carril 2-5 : muestras positivas
Carril 6-9 : muestras negativas
Carril 10 : MTM (100- 1.000 pb).

el MT: Marcador de tamafio molecular:
Hyperladder™ IV (Bioline®)

500

200

Al aplicar esta metodologia a las 20 muestras de DNA sospechosas de infeccion por
Mycoplasma spp., s6lo una de ellas resulté positiva y a modo de ejemplo se grafica en la
Figura 2 junto al control positivo. Esta muestra, procedente de un sobrenadante de cultivo

de células MDCK resulto positiva con y sin extraccion de DNA, observandose en ambos
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casos un fragmento de DNA de tamafio molecular alrededor de 1.000 pares de bases e igual
calidad de visualizacion.

Figura 2. Deteccion del gen 16S rRNA
1 2 3 458 6 7 89 19 .

de Mycoplasma spp. mediante PCR
género-especifico. Electroforesis en gel
de agarosa al 2%.

Carril 1 : muestra negativa’

Carril 2 : muestra negativa®

Carril 3 : muestra negativa’

Carril 4 : muestra negativa’

Carril 5 : muestra positiva’

Carril 6 : muestra positiva’

Carril 7 : control positivo
(M. pneumoniae cepa FH)

Carril 8 : control negativo (VHC-1)

Carril 9 : control negativo
(Staphylococcus intermedius)

Carril 10 : MTM (100- 1.000 pb,
Bioline ®).

1000

500

200

: con extraccion de DNA
: sin extraccion de DNA

Andlisis del fragmento de DNA secuenciado
Los amplificados procedentes de la muestra positiva fueron enviados en quintuplicado a

secuenciar a Genytec Ltda. y se recepcionaron cinco secuencias de alrededor de 500 pb.

>CL1
ACCTTATTAGAAAGCGACGGCAAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTCGCAAGCGTT
ATCCGCAATTATCGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTTTTTCGCTAAGTCTGGAGTTAAATGCTGAAGC
TCAACTTCAGTCCGCTTCGGATATTGGCAAAATAGAATTATAAAGAGGTTAGCGCAATTCCTAGTG
AAGCGGTGGAATGCGTAGATATTAGGAAGAACACCAATAGGCGAAGGCAGCTAATTGGTTATATAT
TGACACTAAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGATCATTAGTTGGTGGAATAATTCCACTAACGCAGCTAACGCGTTAAATGATCCGCCTGAGT
AGTATGCTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGCAATTGACGGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGATACGCGTAGAACCTTACCCAA
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>CL2
TACGGTACCCCTCCTGAAAGCGACGGCAAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAGGGCGGGGGTCGCA
AGCGCCTTCCGGAACCAAAGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGAAATTCGCTAAGTCTGGAGCCTAATGC
TGAAGCTCAACTTCAGTCCGCTTCGGGGGTTGGCAAAGGGGAACCTTAAAGAGGCCTGCGCAATTC
CTAGTGAAGCGGTGGAATGCGTAGGGGCCTGGAAGAACACCAGGGGGCGAAGGCAGCTAATTGGCC
TTGGGTTGACACTAAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGACCTGGGGCCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGATGATCACCTGTTGGTGGAGGGATTCCACTAACGCAGCTAACGCGCCTAATGATCCGC
CTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGTGAAACCCTAAGCAATTGACGGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTCCTATTCGAAGGGGCGCGTAG

>CL3
CGTACCTTATTAGAAAGCGTTAGCAAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTTTAACATAGGTCGCAAGC
GTTATCCGGTTATATCGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTTTTTCGCTAAGTCTGGAGTTATTAGCTGA
AGCTCAACTTCAGTCCGCTTCGGATATTGGCAATTAAGTTATATAAAGAGGTTAGCGGTTATCCTA
GTGAAGCGGTGGTTAGCGTAGATATTAGGAAGAACACCTTAAGGCGAAGGCAGCTTTATGGTTATA
TATTGACACTAAGGGTTAAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCTTACCGT
TTATTTAGATCATTAGTTGGTGGTTATTATCCACTATTACAGCTATTACGTTATTAGATCCGCCTG
AGTAGTATGCTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGGTTATGTTAGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTTTATCGAAGATTTACGTAGAACCTA

>CL4
CCCTTATTAGAAAGCGACGGCAAACTATGTGCCAGCAGATACGGTTACGCATAGGTCGCAAGCGTT
ATCCGCAATTATCGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTTTTTCGCTAAGTCTGGAGTTAAATGCTGAAGC
TCAACTTCAGTCCGCTTCGGATATTGGCAATACGGAATGATAAAGAGGTTAGCGCAATTCCTAGTG
AAGCGGTGGAATGCGTAGATATTAGGAAGAACACCTACGGGCGAAGGCAGCTAATTGGTGATATAT
TGACACTAAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGATATAAA
CGATGATCATTAGTTGGTGGTACGATTCCACTAACGCAGCTAACGCGTTAAATGATCCGCCTGAGT
AGTATGCTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGCAATTGACGGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGATACGCGTAGAACCTTACCCA

>CL5
AGGTACCTTATTAGAAAGCGACGGCAAACTAGATTATAGCAGATTCGGTAATACATAGGTCGCAAG
CGTTATCCGCAATTATCGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGGATTACGCTAAGTCTGGAGTTAAATGCTG
AAGCTCAACTTCAGTCCGCTTCGGATATTGGCARAAATAGAATTATAAAGAGGTTAGCGCAATTCCT
AGTGAAGCGGTGGAATGCGTAGATATTAGGAAGAACACCAATAGGCGAAGGCAGCTAATTGGTTAT
ATATTGACACTAAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGATT
TAAACGATGATCATTAGTTGGTGGGATTATTCCACTAACGCAGCTAACGCGTTAAATGATCCGCCT
GAGTAGTATGCTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGCAATTGACGGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGCAG
ATTGTTTAATTCGAAGATACGCGTATC

Estas secuencias fueron alineadas mediante el programa Clustal W 2.2.012 para obtener una

secuencia consenso.
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CLUSTAL W 2.2.012 Multiple sequence alignment

CL1
CL5
CL4
CL3
CL2

CL1
CL5
CL4
CL3
CL2

CL1
CL5
CL4
CL3
CL2

CL1
CL5
CL4
CL3
CL2

CL1
CL5
CL4
CL3
CL2

CL1
CL5
CL4
CL3
CL2

-—-——-ACCTTATTAGAAAGCGACGGCAAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAG
AGGTACCTTATTAGAAAGCGACGGCAAACTAGATTATAGCAGATTCGGTAATACATAG
-—-——-CCCTTATTAGAAAGCGACGGCAAACTATGTGCCAGCAGATACGGTTACGCATAG
-CGTACCTTATTAGAAAGCGTTAGCAAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTTTAACATAG

CGGTACCCCTCCTGAAAGCGACGGCAAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAGGGCGGGG
* % *hkkkkk *hkkkkkkk  * *kkkk %Kk ok * *

GTCGCAAGCGTTATCCGCAATTATCGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTTTTTCGCTAAGTCT
GTCGCAAGCGTTATCCGCAATTATCGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGGATTACGCTAAGTCT
GTCGCAAGCGTTATCCGCAATTATCGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTTTTTCGCTAAGTCT
GTCGCAAGCGTTATCCGGTTATATCGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTTTTTCGCTAAGTCT

GTCGCAAGCGCCTTCCGGAACCAAAGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGAAATTCGCTAAGTCT
*hkkkkkkkkk %k ok ok *  kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk * kkkkkkkkkk

GGAGTTAAATGCTGAAGCTCAACTTCAGTCCGCTTCGGATATTGGCAAAATAGAATTATA
GGAGTTAAATGCTGAAGCTCAACTTCAGTCCGCTTCGGATATTGGCAAAATAGAATTATA
GGAGTTAAATGCTGAAGCTCAACTTCAGTCCGCTTCGGATATTGGCAATACGGAATGATA
GGAGTTATTAGCTGAAGCTCAACTTCAGTCCGCTTCGGATATTGGCAATTAAGTTATATA

GGAGCCTAATGCTGAAGCTCAACTTCAGTCCGCTTCGGGGGTTGGCAAAGGGGAACCTTA
%k ok ok dhkkkhkhkhhhkhkkhkhhkhkhkkkhkkhhkkkkk dkkkkkk * * %

AAGAGGTTAGCGCAATTCCTAGTGAAGCGGTGGAATGCGTAGATATTAGGAAGAACACCA
AAGAGGTTAGCGCAATTCCTAGTGAAGCGGTGGAATGCGTAGATATTAGGAAGAACACCA
AAGAGGTTAGCGCAATTCCTAGTGAAGCGGTGGAATGCGTAGATATTAGGAAGAACACCT
AAGAGGTTAGCGGTTATCCTAGTGAAGCGGTGGTTAGCGTAGATATTAGGAAGAACACCT

AAGAGGCCTGCGCAATTCCTAGTGAAGCGGTGGAATGCGTAGGGGCCTGGAAGAACACCA
%k kokokok * kK ok ko ke ke ok %k kokokok ok ok ok ok ke ok

ATAGGCGAAGGCAGCTAATTGGTTATATATTGACACTAAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCA
ATAGGCGAAGGCAGCTAATTGGTTATATATTGACACTAAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCA
ACGGGCGAAGGCAGCTAATTGGTGATATATTGACACTAAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCA
TAAGGCGAAGGCAGCTTTATGGTTATATATTGACACTAAGGGTTAAAAGCGTGGGGAGCA

GGGGGCGAAGGCAGCTAATTGGCCTTGGGTTGACACTAAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCA
ok ok ke ok * kK * ok ok ok ke ok e ko ok ok ok o o o ke ok

AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATCATTAGTTGGTGGA-AT
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGATTTAAACGATGATCATTAGTTGGTGGG-AT
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGATATAAACGATGATCATTAGTTGGTGGT-AC
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCTTACCGTTTATTTAGATCATTAGTTGGTGGTTAT

AACAGGACCTGGGGCCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATCACCTGTTGGTGGA-GG
*kkkkkk * *hkkkkkkkhkkk *  *x *kkkk *hkkkkkk

54
58
54
57
60

114
118
114
117
120

174
178
174
177
180

234
238
234
237
240

294
298
294
297
300

353
357
353
357
359
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CL1 AATTCCACTAACGCAGCTAACGCGTTAAATGATCCGCCTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGT 413
CL5 TATTCCACTAACGCAGCTAACGCGTTAAATGATCCGCCTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGT 417
CL4 GATTCCACTAACGCAGCTAACGCGTTAAATGATCCGCCTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGT 413
CL3 TAT-CCACTATTACAGCTATTACGTTATTAGATCCGCCTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGT 416

CL2 GATTCCACTAACGCAGCTAACGCGCCTAATGATCCGCCTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGT 419
*k kkkkkk dkkkkk * % dhkkkhkhkhkhkhkkhkhhhkhkhkkhkhkkhkkkkkkkk

CL1 GAAACTTAAAGCAATTGACGGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA 473
CL5 GAAACTTAAAGCAATTGACGGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGCAGATTGTTTAATTCGAA 477
CL4 GAAACTTAAAGCAATTGACGGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA 473
CL3 GAAACTTAAAGGTTATGTTAGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTTTATCGAA 476

CL2 GAAACCCTAAGCAATTGACGGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTCCTATTCGAA 479
*kkkk * %k * % khkkkkhkhkhkkkhkhkkkkkkkkkkkx * %% ok kkk

CL1 GATACGCGTAGAACCTTACCCAA 496

CL5 GATACGCGTA---TC-—=-——-—- 489

CL4 GATACGCGTAGAACCTTACCCA- 495

CL3 GATTTACGTAGAACCTA--—-——- 493

CL2 GGGGCGCGTAG-————==————— 490
* %k ok ok

Secuencia consenso

>CFLF
ACCTTATTAGAAAGCGACGGCAAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTCGCAAGCGTTATCCG
CAATTATCGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTTTTTCGCTAAGTCTGGAGTTAAATGCTGAAGCTCAACTTCAG
TCCGCTTCGGATATTGGCAAAATAGAATTATAAAGAGGTTAGCGCAATTCCTAGTGAAGCGGTGGAATGCG
TAGATATTAGGAAGAACACCTATAGGCGAAGGCAGCTAATTGGTTATATATTGACACTAAGGGACGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATCATTAGTTGGTGGTTATT
ATTCCACTAACGCAGCTAACGCGTTAAATGATCCGCCTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGG
AATTGACGGGAACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGATACGCGTAG

Luego, esta secuencia fue analizada segun el programa BLAST, que determin6 un PIN de
97% respecto del gen 16S rRNA de Mycoplasma spp.
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Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0

:; Alignments
Description

Mycoplasma hyarhinis GOL-1, complete genome

Mycoplasma hyathinis gene for 165 rRMNA, parial sequence, strain: MBRC 14858
Mycoplasma hyopnedmaoniae strain USP14P 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis strain WSPT4T 165 ribosomal RMA gene, partial sequence
Mycoplasma hyorhinis strain WSPT2T 165 ribosomal RMA gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis ATCC 17981 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis strain GOL 163 ribosomal RMA gene, partial sequence; 165-235 ribo
Mycoplasma hyarhinis strain BTSY 165 ribosomal RMA partial sequence =ob|AF412982. 1|4
Mycoplasma hvarhinis strain BTS? 163 ribosomal RMA {rrs) gene, partial seguence
Mycoplasma hyarhinis strain USPT2M 165 ribosomal RMNA gene, parial sequence

Mycoplasma hyarhinis strain USP1200M 163 ribosomal EMA gene, partial sequence

Mycoplasma tyorhinis SKTE, complete genarme

Mycoplasma tyarhinis HUB-1, complete genarme

Mycoplasma tworhinis strain WSPETP 165 ribosomal RMA gene, partial segquence

Mycoplasma hyorhinis MELD, complete genome

Mycoplasma tworhinis strain WSPE3T 163 ribosomal RMA gene, pattial sequence
Mycoplasma tyorhinis strain USP36EP 1685 ribosomal RMNA gene, partial segquence
Mycoplasma hyarhinis strain WSP10T 163 ribosomal RMA gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis strain WSPAT 163 ribosomal RMNA gene, partial sequence
Mycoplasma harhinis 165 ribosomal RMA (s gene, partial sequence
Mycoplasma harhinis 165 ribosomal RMA (s gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis strain WSPAOP 163 ribosomal RMNA gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis strain USPAT 163 ribosomal RMNA gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis strain WSPE0P 163 ribosomal RMNA gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis strain USPET 163 ribosomal RMNA gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis strain WSP35P 163 ribosomal RMNA gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis strain USP2T 163 ribosomal RMNA gene, partial sequence
Mycoplasma hyarhinis ATCC:29052 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence; 165-235 rit

Mycoplasma tyorhinis strain WSPE3P 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence

Mycoplasma tyarhinis isolate LuSlY 1635 ribosomal RMNA gene, pattial sequence; 165-235 i

Mycoplasma twarhinis strain WSP1TR 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence

Mycoplasma conjunctivae strain HRCHEETT (NCTC101473 165 ribosomal RMA, complete se

Mycoplasma conjunctivae HRCMHEE1T complete genorme

Mycoplasma conjunctivae strain Goat 655 165 tibosomal RMNA gene, partial sequence; 165-:
Mycoplasma conjunctivae strain HRC/S83 168 ribosormal RNA, partial sequence =gb|lU4477

Mycoplasma hyopnedmaoniae 232 strain 232 165 ribosomal RMA, complete sequence

I e e e e e e e e e e e e e e s e [ B |

Mycoplasma hyopnedmaoniae strain ATCC 27714 165 ribosomal RMNA gene, partial sequent

Wax | Total Cluery
Score score | cover
822 522 100%
822 522 100%
822 522 100%
822 522 100%
822 522 100%
822 522 100%
822 522 100%
822 522 100%
822 522 100%
819 519 100%
819 519 100%
g7 817 100%
g7 817 100%
817 817 100%
817 817 100%
817 517 100%
817 817 100%
817 817 100%
817 817 100%
817 817 100%
813 5813 100%
813 5813 100%
811 811 100%
811 811 100%
811 811 100%
808 508 100%
805 806 100%
800 800 100%
go0 500 100%
go0 500 100%
780 750 965%
5 745 100%
75 745 100%
745 745 100%
745 745 100%
739 739 100%
739 739 100%

E
value

0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
oo
n.o
n.o
n.o
n.o
oo
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
oo
n.o
n.o
n.o
n.o
n.o
n.o
oo
0o

EYS
ident

97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
a7 %
47 %
97 %
7%
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
97 %
96%
965%
5%
95 %
4%
4%
4%
4%
4%
94%

Accession

CPO03231.1
ABES0GEEE 1
GLI227407 1
GLI227381.1
GU2273TE 1
GU2273T21
EUB59976 1
MR 0418451
AF258792.1
GLIZ227386.1
GU22737T A
CPO03a14.1
CPO02170.1
GLIZ2T383.1
GLIZ227380.1
GUIZ27aTe 1
GUIZ227374 1
GUI2273T31
AF258794.1
AF2587931
GLI227384 .1
GUI2273T5.1
GLI227387 .1
GLI227385.1
GUI227379.1
GU227382.1
EUT14234 1
CPO02ERD 1
GL227400.1
ELIE437AT 1
GLIZ2T402.1
MR 0741351
FhiBfd216.2
FJ226571.1
ME 0447811
MR 0750231
JMY356884 1
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DISCUSION

Los productos de amplificacion se caracterizaron por su gran intensidad y nitidez, no
observandose bandas de amplificacion inespecifica o degradacion de DNA en ningun caso.
Cabe mencionar que el 100% de las muestras controles positivas generaron una banda

Unica cercana a 1.000 pb, consistente con el tamafio del gen 16S rRNA.

Por otro lado, el alto PIN obtenido demuestra que efectivamente el fragmento de DNA
amplificado en la Unica muestra sospechosa positiva corresponderia al gen 16S rRNA de
Mycoplasma spp. Dicha muestra positiva a la contaminacion de Mycoplasma spp., con y
sin extraccion de DNA, corresponde a un cultivo celular de células MDCK que presento
problemas en su crecimiento en el Laboratorio de Virologia de FAVET. Esta situacion se le

informo al proveedor (ICBM), el cual ratificd su estado.

Las bandas generadas en la electroforesis por dicha muestra, tanto del cultivo directo como
del DNA purificado, mostraron similar grado de fluorescencia y sugiere que en ambos
casos fue posible detectar una cantidad de DNA similar en los amplicones. Lo anterior, de
acuerdo a la comparacion de su fluorescencia respecto del MTM, el cual no sélo
proporciona informacion del tamafio de banda sino que también entrega una aproximacion
acerca de la cantidad de DNA (4).

El alto PIN obtenido indica la presencia de Mycoplasma spp., sin embargo, el programa
BLAST indicaria que se trata de M. hyorhinis o M. hyopneumoniae. Para la identificacion de
la especie de Mycoplasma en particular, se necesitaria secuenciar un mayor nimero de
bases, es decir secuenciar mas de 500 bases, que es el maximo que secuencia el equipo de
Genytec. No obstante, lo recién sefialado no tiene incidencia para los efectos de esta

Memoria de Titulo, ya que los objetivos han sido alcanzados con creces.

Cabe destacar, en relacion a la informacion otorgada por el software BLAST, que M.
hyorhinis y M. hyopneumoniae corresponden a una de las especies contaminantes mas
comunmente identificadas (5,15). En base a esto, se infiere que la contaminacion del unico

cultivo celular afectado seria producto de la utilizacion de suero animal infectado con la
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bacteria (7). Por ello, es necesario el uso de medidas de control especificas, tal como el
PCR género-especifico utilizado en este estudio.

En esta memoria de titulo se evidencio que la deteccion de Mycoplasma spp. mediante el
PCR geénero-especifico no requeriria de la purificacion del DNA bacteriano a partir del
sobrenadante del cultivo celular, sino que puede realizarse en forma directa con la
condicion previa de someter la muestra a 80° C por diez minutos para evitar el riesgo de
infeccion. Esto, ademas de influir en el tiempo y costos implicados, evita la posibilidad de
obtener falsos negativos por accion de inhibidores del PCR. Una amplia gama de
sustancias, que en su mayoria son parte de la muestra y otras afiadidas a la mezcla de
reaccion, pueden inhibir fuertemente la actividad de la polimerasa limitando asi el empleo
de la técnica del PCR. Entre estos inhibidores se incluyen los reactivos usados durante el
paso de extraccion y purificacion del DNA, tales como el fenol y detergentes i6nicos que
pueden desnaturalizar dicha enzima (2,3). Lo anterior, junto con la propia tasa de error de la
enzima Taq polimerasa, justifica la secuenciaciéon de la muestra positiva en quintuplicado
que se hizo en esta investigacion. Finalmente, aquellos posibles errores son minimizados al

alinear los resultados de la secuenciacion y generar una secuencia consenso.

El objetivo general de esta memoria consistié en implementar el diagnostico molecular de
Mycoplasma spp. en cultivos celulares experimentales mediante el PCR. En relacion a esta
técnica, se describe al PCR anidado como una modificacion del PCR y que es utilizada para
incrementar la sensibilidad del ensayo en hasta 10 &rdenes con respecto al PCR
convencional. En un protocolo tipico para un PCR anidado, una primera ronda de PCR es
ejecutada con un par de partidores externos. Luego, una pequefia cantidad del producto de
esta primera ronda es transferida a un nuevo tubo de reaccion para una segunda ronda en la
que se emplea un par de partidores interiores. La disminucion del ndmero de falsos
negativos que se logra con el empleo del PCR anidado, le confiere mayor confiabilidad al
método de monitoreo y reduce las posibilidades de cometer errores en la valoracién de los
resultados (1). Sin embargo, lo anteriormente expuesto no atenta contra el PCR género-
especifico utilizado en este estudio, ya que en el PCR anidado existe un riesgo sustancial de

contaminacion cruzada por parte de los productos de la primera ronda de amplificacion que
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son usados en la segunda ronda, resultando en la transferencia de material entre los
distintos tubos de PCR (12).

Relacionado también a la contaminacion en los laboratorios, una vez que se detecta un
cultivo celular infectado con Mycoplasma spp., es recomendable su inmediata eliminacion.
Sin embargo, aquellos con especial valor de investigacion pueden ser tratados (16). La
eficacia de la eliminacion de los micoplasmas de los cultivos celulares contaminados varia
entre 71-86%, segun el esquema antimicrobiano que se emplee. No obstante, la eficacia
global de la descontaminacion empleando mas de un esquema si se produce una falla en la
erradicacion de los microorganismos frente a un tratamiento es de un 96%. Las fallas en
erradicar los micoplasmas se deben a resistencia antimicrobiana (3-20%) o al efecto
citotoxico del antimicrobiano empleado (3-11%). Los antimicrobianos mas empleados
corresponden a las tetraciclinas, las quinolonas y los macrolidos, teniendo en consideracion
que la sensibilidad a los distintos macrolidos difiere entre las especies de Mollicutes (1). Lo
anterior, hace imprescindible a la etapa de secuenciacién basandose en su diferenciacion

por especie en los cultivos celulares afectados.

Por ultimo, pero no menos relevante, las 6 semanas de congelacion a -20°C de las muestras
controles no influyeron en la deteccidén de Mycoplasma spp. mediante PCR, dado que todos

los cultivos celulares positivos y negativos procesados resultaron como tal.

CONCLUSIONES
La amplificacion del gen 16S rRNA resulté adecuada para el diagnoéstico de micoplasmas

en cultivos celulares.

El PIN obtenido de un 97% permite indicar que la prueba es especifica para la deteccion de

Mycoplasma spp.

Esta técnica de diagndstico tuvo los mismos resultados, ya sea usando extraccién de DNA o
aplicandola sin este procedimiento, lo que ofrece una variante mas répida, barata y simple

de esta metodologia de deteccion de micoplasmas.
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