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Resumen 

Genotipificación y mutaciones asociadas a resistencia antimicrobiana en cepas 

de Mycoplasma gallisepticum y M. synoviae en aves comerciales de Colombia 

 

La micoplasmosis aviar, causada por Mycoplasma gallisepticum (Mg) y Mycoplasma 

synoviae (Ms), afecta principalmente a aves reproductoras y ponedoras comerciales, y en 

menor medida a pollos de engorde, ocasionando cuadros clínicos respiratorios, 

reproductivos y sinovitis infecciosa de curso crónico. El diagnóstico y control de esta 

enfermedad se han visto complicados por la variación antigénica del patógeno. A pesar de 

su alta prevalencia y de la existencia de estrategias de prevención y control, para que estas 

sean efectivas es necesario identificar y caracterizar molecularmente las especies 

circulantes en el país. En este contexto, el objetivo de este estudio fue caracterizar 

genotipos y mutaciones asociadas con resistencia a antimicrobianos de Mycoplasma 

gallisepticum y M. synoviae en aves comerciales de Colombia. A partir de pooles muestras 

de aves comerciales provenientes de diferentes departamentos recolectadas entre 2019 y 

2023, por medio del servicio de diagnóstico del Laboratorio de Biología Molecular y 

Virología, se analizaron 90 pooles de muestras clasificadas como Mg, Ms y detecciones 

simultáneas de Mg-Ms. A partir de genes housekeeping previamente reportados para 

ambas especies, se identificaron las muestras con perfiles alélicos completos mediante 

PCR convencional, seguida de secuenciación y análisis bioinformático. Las secuencias 

obtenidas se compararon con la base de datos PubMLST para asignar los respectivos 

alelos y establecer el perfil alélico de cada cepa. Como resultado, se obtuvieron 10 perfiles 

alélicos en las detecciones Mg, 11 en Ms y 15 en Mg-Ms. En el caso de Mg, el 70 % 

correspondió a una ST vacunal, mientras que el 30 % restante representó nuevas ST no 

reportadas previamente. Para Ms, más del 90 % de los perfiles correspondieron a nuevas 

ST tampoco reportadas anteriormente, mientras que dos muestras se relacionaron con 

aislados de Europa. Adicionalmente, se identificaron 14 ST con genotipos asociados a 

resistencia a fluoroquinolonas, con mutaciones en las regiones QRDR de los genes gyrA 

y parC, lo que evidencia la circulación de genotipos resistentes en cepas de campo. Estos 

hallazgos resaltan la necesidad de relacionar los genotipos identificados con los cuadros 

clínicos, el tipo de unidad avícola y su procedencia, para comprender mejor la 

epidemiología de la enfermedad en Colombia bajo el enfoque de Una Salud. Este estudio 

constituye la primera caracterización de micoplasmas aviares en el país mediante MLST, 

junto con la identificación de genotipos asociados a resistencia a los antimicrobianos 

(RAM). 

Palabras clave: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, MLST, RAM, 

genotipificación
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Abstract 

Genotyping and Antimicrobial Resistance-Associated Mutations in Mycoplasma 

gallisepticum and M. synoviae Strains from Commercial Poultry in Colombia 

 

Avian mycoplasmosis, caused by Mycoplasma gallisepticum (Mg) and Mycoplasma 

synoviae (Ms), mainly affect commercial breeding and laying birds, and to a lesser extent 

broiler chickens, causing respiratory and reproductive clinical symptoms and chronic 

infectious synovitis. The diagnosis and control of this disease have been complicated by 

the antigenic variation of the pathogen. Despite its high prevalence and the existence of 

prevention and control strategies, for these to be effective it is necessary to identify and 

molecularly characterize the species circulating in the country. In this context, the objective 

of this study was to characterize genotypes and mutations associated with antimicrobial 

resistance of Mycoplasma gallisepticum and M. synoviae in commercial poultry in 

Colombia. From pools of commercial poultry samples from different departments collected 

between 2019 and 2023, 90 pools of samples classified as Mg, Ms, and simultaneous 

detections of Mg-Ms were analyzed using the diagnostic service of the Molecular Biology 

and Virology Laboratory. Based on previously reported housekeeping genes for both 

species, samples with complete allelic profiles were identified using conventional PCR, 

followed by sequencing and bioinformatic analysis. The sequences obtained were 

compared with the PubMLST database to assign the respective alleles and establish the 

allelic profile of each strain. As a result, 10 allelic profiles were obtained in Mg detections, 

11 in Ms, and 15 in Mg-Ms. In the case of Mg, 70% corresponded to a vaccine ST, while 

the remaining 30% represented new STs not previously reported. For Ms, more than 90% 

of the profiles corresponded to new STs that had not been previously reported, while two 

samples were related to isolates from Europe. In addition, 14 STs with genotypes 

associated with fluoroquinolone resistance were identified, with mutations in the QRDR 

regions of the gyrA and parC genes, which show the circulation of resistant genotypes in 

field strains. These findings highlight the need to link the identified genotypes with clinical 

pictures, the type of poultry unit, and its origin to better understand the epidemiology of the 

disease in Colombia under the One Health approach. This study constitutes the first 

characterization of avian mycoplasmas in the country using MLST, together with the 

identification of genotypes associated with antimicrobial resistance (AMR). 

 

Keywords: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, MLST, AMR, 

genotyping 
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Introducción 

Los micoplasmas aviares se encuentran dentro de los 25 patógenos de mayor 

preocupación que reporta la Organización Mundial de Sanidad Animal (OMSA), debido a 

que generan afectaciones en la salud de aves de corral que se reflejan en efectos 

económicos negativos y por consiguiente, generan un impacto en los sistemas productivos 

de los países. Las especies más relevantes son: Mycoplasma gallisepticum (Mg), M. 

synoviae (Ms), M. meleagridis (Mm) y M. iowae (Mi) (Ferguson-Noel, 2013; Nascimento et 

al., 2005; OMSA, 2021). El tropismo tisular de este microorganismo varía de acuerdo con 

las especies y los hospedadores, afectando el sistema respiratorio, las articulaciones, el 

tracto reproductivo y generando defectos en la cáscara de los huevos (Ferguson-Noel, 

2013; Nascimento et al., 2005), de esta manera, ocasiona una disminución de los 

parámetros productivos, afecta la viabilidad de lotes y aumenta las penalizaciones en canal 

(OMSA, 2021). Además, se relaciona con la presentación de la Enfermedad Respiratoria 

Crónica (ERC), en primer lugar, porque tiene la capacidad de evadir el sistema inmune 

(Nascimento et al., 2005) y en segundo lugar, al causar una inmunosupresión transitoria 

favorece la entrada de otros agentes infecciosos tanto virales como bacterianos como los 

que ocasionan la Enfermedad de Newcastle, la Bronquitis infecciosa aviar, la 

Laringotraqueitis aviar y/o Colibacilosis, y es en ese momento que los síntomas clínicos se 

hacen evidentes (Kleven, 1998; Michiels et al., 2016; Nascimento et al., 2005). Sin 

embargo, las infecciones crónicas y asintomáticas son consideradas las de mayor 

importancia debido a que pueden no ser diagnosticadas oportunamente, causando efectos 

adversos en la salud y producción de las aves resultando en pérdidas económicas 

(Nascimento et al., 2005). En términos económicos, Mg y Ms son considerados los más 

importantes, resaltando que tienen una distribución mundial (OMSA, 2021), por lo que un 

diagnóstico preciso y rápido es importante para el control de la diseminación de la 

enfermedad (Galluzzo et al., 2022; Salih et al., 2020). Dentro de las estrategias para el 

diagnóstico, el cultivo y aislamiento del patógeno se considera la prueba de referencia; sin 

embargo, debido al tiempo y las condiciones específicas y meticulosas que requieren los 
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micoplasmas para su crecimiento, resulta difícil y, por lo tanto, se han establecido otras 

alternativas para este fin principalmente enfocadas a la detección molecular de este agente 

(Galluzzo et al., 2022). 

 

En Colombia, el diagnóstico de rutina se basa en técnicas serológicas como la de 

Aglutinación Rápida en Placa utilizada como prueba tamiz la cual, en caso de arrojar 

resultados positivos, estos deben ser confirmados mediante el método de Inhibición de la 

Hemaglutinación; como método intermedio entre las dos pruebas mencionadas 

anteriormente se encuentra la ELISA (Bustos et al., 1988; Carrión et al., 2012; OMSA, 

2021).  

 

A pesar de la importancia de esta enfermedad, los estudios sobre Mycoplasma aviar en el 

país son limitados. Un estudio realizado por Ventura et al., (2012), permitió la detección y 

diferenciación por PCR de Mg y Ms y determinó una alta prevalencia de Mg y Ms en el 

país. Aunque estos resultados son importantes, y teniendo en cuenta la utilización de 

vacunas vivas como método de prevención y control, además de la detección es necesario 

diferenciar entre cepas vacunales y de campo, con el fin de aportar el diagnóstico y orientar 

las medidas de control en el país. Adicionalmente, es importante resaltar que debido a las 

características del genoma de Mg y Ms se han reportado variantes genéticas con 

antigenicidad, patogenicidad y transmisibilidad con diferencias muy marcadas entre ellas, 

permitiendo el establecimiento de genotipos con una distribución geográfica específica, lo 

cual muestra la necesidad de implementar metodologías moleculares que permitan la 

caracterización de los Micoplasmas considerando aspectos inherentes a los sistemas de 

producción y condiciones geográficas propias de nuestro país. (Armour et al., 2013; 

Kreizinger et al., 2018).  

 

En términos generales, en Colombia se realiza la vacunación principalmente para M. 

gallisepticum con vacunas vivas atenuadas; sin embargo, el uso de estas no garantiza un 

100% de protección contra la enfermedad y debe ser parte de un programa integral de 

control. Los productos disponibles contienen la Cepa F, Cepa 6/85 y ts-11 (Carrión et al., 

2012), cuyo objetivo es desplazar a las cepas de campo y tratar que se establezcan las 

cepas vacunales en las producciones avícolas (Ventura et al., 2012). Igualmente, para 

poder determinar esto es necesario hacer uso de las técnicas moleculares, aprovechando 

su poder discriminatorio para identificar qué agente es el que está circulando. Por otro lado, 
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vale la pena mencionar que en los últimos años se ha empleado la vacuna MS-H, la cual 

previene el desarrollo de los signos clínicos y por consiguiente las pérdidas económicas 

que estos puedan generar (Omotainse et al., 2022). 

 

De igual manera es importante reconocer que en los micoplasmas existe la problemática 

de la resistencia a antimicrobianos (RAM). Debido a que el diagnóstico por aislamiento es 

difícil, el uso indiscriminado de antibióticos para su control y tratamiento es común por la 

baja disponibilidad de pruebas de fenotipo de susceptibilidad antibiótica en los laboratorios 

veterinarios (Gautier-Bouchardon, 2018). Si bien el uso de antibióticos ayuda a disminuir 

los signos clínicos, reducir pérdidas económicas y es una de las estrategias de control, no 

es una opción única para su uso a largo plazo (Bekő et al., 2020; Limsatanun et al., 2022a). 

Como consecuencia de este uso prolongado, se han identificado genotipos de RAM, en 

donde se destacan los asociados a fluoroquinolonas ya que, junto a los macrólidos son los 

antibióticos que más se utilizan en la avicultura (Gerchman et al., 2011; Roth et al., 2019). 

De esta manera, la caracterización molecular de las regiones determinantes de la 

resistencia a quinolonas (QRDRs) en la ADN girasa y la topoisomerasa IV, 

específicamente de los genes gyrA y parC, se postula como un método preliminar de 

tamizaje rápido para determinar la susceptibilidad de las cepas de campo a 

fluoroquinolonas (Lysnyansky et al., 2012). 

 

Con base en lo anterior el objetivo general de este estudio fue caracterizar genotipos y 

mutaciones asociadas con resistencia a antimicrobianos de Mycoplasma gallisepticum y 

M. synoviae en aves comerciales de Colombia. Teniendo en cuenta como objetivos 

específicos: 1) Aportar al diagnóstico de la Micoplasmosis aviar en Colombia mediante la 

caracterización de genotipos a partir de pooles de muestras detectados como Mg y/o Ms, 

provenientes del servicio de diagnóstico. 2) Determinar la variabilidad genética de cepas 

de Mg y Ms que circulan en granjas avícolas de Colombia mediante la identificación de los 

genotipos presentes. 3) Identificar los genes y sus mutaciones asociadas con la resistencia 

a fluoroquinolonas en detecciones moleculares de Mg y Ms obtenidas de granjas avícolas. 

4) Determinar la frecuencia de presentación de las mutaciones puntuales de nucleótidos o 

genes diana, que pueden estar relacionados con la resistencia a fluoroquinolonas. 
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1.  Micoplasmosis aviar y su impacto en la 

salud de aves comerciales 

Micoplasmosis aviar es una enfermedad bacteriana ocasionada por Mycoplasma. 

Taxonómicamente, el género Mycoplasma pertenece a la clase Mollicutes, orden 

Mycoplasmatales y familia Mycoplasmataceae. Estos microorganismos se caracterizan 

por no tener pared celular, conservando el mínimo de organelas necesarias para 

sobrevivir: una membrana plasmática, ribosomas y un genoma pequeño como resultado 

de una evolución degenerativa (Ferguson-Noel, 2013; Razin, 1992; Razin et al., 1998). 

Este proceso consiste en la pérdida de genes involucrados en el metabolismo, la 

producción de energía, la regulación de la transcripción, la división celular y la respuesta 

al choque térmico. No obstante, han conservado el sistema esencial de síntesis de 

proteínas, llevando una o dos copias del gen del ARNr y un reducido número de genes de 

ARNt (Razin, 1992). 

 

Debido a la reducción del genoma, los micoplasmas se pueden considerar como 

“parásitos” obligados que requieren de condiciones nutricionales específicas como la 

disponibilidad de ácidos grasos, colesterol y vitaminas por parte de los hospederos; de 

hecho, M. gallisepticum requiere de fosfolípidos preformados para su crecimiento (Razin, 

1992; Razin et al., 1998). Adicionalmente, la adhesión de los micoplasmas patógenos a 

su tejido diana es esencial para la colonización por lo que han desarrollado unas proteínas 

llamadas adhesinas y han modificado antígenos de superficie que contribuyen al alto 

grado de interdependencia entre la bacteria y el hospedero, exhibiendo especificidad de 

órganos y tejidos (Ferguson-Noel, 2013; Levisohn & Kleven, 2000; Razin et al., 1998). 

 

Estas bacterias colonizan las superficies mucosas del tracto respiratorio y tracto urogenital, 

ojos, tracto digestivo y articulaciones y se han aislado tanto en humanos como en animales 
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(Ferguson-Noel, 2013; Razin et al., 1998). En las aves las especies más importantes son 

Mg, Ms, Mm y Mi, los cuales son de gran preocupación en la avicultura causando 

enfermedad respiratoria y desórdenes reproductivos (Stipkovits & Kempf, 1996). De las 

anteriores especies, es importante reconocer que Mg y Ms pueden interactuar con otros 

agentes infecciosos del tracto respiratorio como el virus de la Enfermedad de Newcastle 

y el virus de la Bronquitis Infecciosa y con bacterias como Escherichia coli, formando parte 

del complejo respiratorio aviar y observando una sinergia entre ellos (Kleven, 1998). Sin 

embargo, se ha identificado que como agentes únicos pueden causar cuadros clínicos 

respiratorios, disminución en la producción de huevo y eclosión y tener consecuencias de 

decomisos en las carcasas (Armour et al., 2013). 

 

La manera en que los micoplasmas inducen enfermedad involucra la interacción entre el 

patógeno, el hospedero y el ambiente. Se ha reportado que factores como la alta 

densidad, el estrés por calor o frío, el exceso de amoníaco, la acumulación de heces, la 

falta de limpieza en galpones, entre otros, pueden contribuir a la propagación y la 

aparición de la enfermedad (Bradbury, 2005). Otro aspecto importante es la capacidad 

de eludir el sistema inmune del hospedero. Para este fin, los micoplasmas utilizan un 

mecanismo denominado plasticidad fenotípica, que se define como la capacidad de un 

único genotipo para modificar la composición antigénica produciendo diferentes formas 

que son alternativas en morfología, estado fisiológico y respuesta ante condiciones 

ambientales (Bradbury, 2005; Gorbachev et al., 2013; Rottem, 2003). La plasticidad 

fenotípica puede lograrse mediante dos mecanismos, bien sea una respuesta a señales 

ambientales o cambios aleatorios de la expresión de uno o varios genes. El uso de vías 

de transducción de señales para detectarlas en el entorno del hospedador y responder 

en consecuencia expresando productos génicos es necesaria para la supervivencia en el 

hospedador (Rottem, 2003). 

 

Sin embargo, gracias a la aparente escasez de genes reguladores que funcionen como 

sensores de los estímulos ambientales y de genes que codifiquen factores 

transcripcionales, la forma habitual de conseguir plasticidad fenotípica en los 

micoplasmas es mediante la variación antigénica, es decir, la ganancia o pérdida 

reversible de componentes de superficie, la cual es una estrategia de supervivencia 

utilizada por los patógenos bacterianos (Rottem, 2003; Wren, 2000). La mayoría de los 

componentes variables de los micoplasmas son las proteínas de superficie, las cuales 
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son los principales objetivos de la respuesta de anticuerpos del hospedador. Por lo tanto, 

la capacidad de un microorganismo para cambiar rápidamente el repertorio antigénico de 

superficie y, en consecuencia, variar la inmunogenicidad de estos componentes permite 

al microorganismo evitar la detección o superar al sistema inmunitario del hospedador 

(Wren, 2000). 

 

La importancia de esta enfermedad en la avicultura ocasionada bien sea por Mg o Ms, 

radica en diferentes aspectos. Con respecto a Mg, el impacto económico es relevante 

debido a que afecta los parámetros productivos al reducir la ganancia de peso entre el 20% 

y el 30%, disminuir la conversión alimentaria entre el 10% y el 20%, ocasionar tasas de 

mortalidad que pueden estar entre el 5% y 10%, además del decomiso de carcasas entre 

el 10 y el 20%. En cuanto a Ms, los parámetros productivos se ven igualmente afectados, 

pudiendo causar una reducción en la producción de huevo entre el 5% al 10% y de la 

incubabilidad entre un 5% y 7% con un aumento de la mortalidad de más del 5% en pollitos 

sin signos clínicos evidentes (Stipkovits & Kempf, 1996). 

 

1.1 Cuadro clínico de Micoplasmosis aviar 

El cuadro clínico de la infección por Mg en pollos se caracteriza por la presentación de 

signos respiratorios como estertores traqueales, descarga nasal y tos (Stipkovits & 

Kempf, 1996) generando lesiones en tráquea y pulmones (Figura 1-1, A y B); el consumo 

de alimento se reduce, resultando en consecuencia en pérdida de peso. En gallinas 

ponedoras se disminuye la producción de huevos, aunque se mantiene a unos niveles 

mínimos. En pollos de engorde, la mayoría de los casos se presentan después de la 

cuarta semana de edad, observándose signos más marcados en animales adultos 

(Ferguson-Noel, 2013). En cuanto a la transmisión de Mg esta puede darse tanto de forma 

vertical como horizontal, siendo más efectiva durante la fase aguda de la infección e 

influenciada por la habilidad de la cepa de replicarse en el tracto respiratorio (Stipkovits 

& Kempf, 1996). 

 

Por su parte, en el caso de Ms los signos que se pueden observar incluyen cresta pálida 

o rojo azulado, cojera y retardo del crecimiento (Stipkovits & Kempf, 1996). La inflamación 

puede ser evidente en las articulaciones, sobre todo del tarso y las almohadillas. Los 

animales se muestran decaídos y deshidratados, puede haber estertores leves o incluso 
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la presencia de animales asintomáticos lo que complica el diagnóstico de la enfermedad 

(Ferguson-Noel, 2013); estas lesiones pueden observarse en la Figura 1-1. La 

transmisión de Ms es similar a la de Mg al ser tanto vertical como horizontal con tasas 

elevadas entre las primeras cuatro a seis semanas después de la infección; sin embargo, 

Ms se disemina más rápido que Mg (Stipkovits & Kempf, 1996). 

 

Teniendo en cuenta la presentación de la enfermedad en aves comerciales, hay que 

resaltar la importancia de las aves silvestres debido al rol como potenciales reservorios y 

vectores de la infección tanto de Mg como de Ms gracias a su contacto estrecho con las 

aves domésticas. Los mecanismos patogénicos utilizados por los micoplasmas para 

sobrevivir dentro de las células del hospedero, inducir enfermedad y evadir el sistema 

inmunológico del mismo, incluyen la adhesión a las células objetivo del huésped, la 

variación antigénica de las proteínas de superficie, la mediación de la apoptosis y el daño 

a las células del hospedero (Yadav et al., 2022). Además, hay que tener en cuenta que 

la infección por alguno de los dos micoplasmas es una puerta de entrada a otros 

microorganismos, como el virus de la Bronquitis Aviar y el de la Enfermedad de Newcastle 

y de bacterias como E. coli, entre otros (Abdelrahman et al., 2021; Mugunthan et al., 

2023a). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-1 Lesiones macro de Micoplasmosis aviar causada por M. gallisepticum y M. 
synoviae.  A. Congestión leve en tráquea. B. Cambio de coloración en pulmones 
asociados con congestión. C. Cojera progresiva con posturas anormales debido al dolor 
e inflamación de las articulaciones. D. Cápsula articular con exudado viscoso de color 
cremoso. Fuente: Laboratorio de Patología Aviar - UNAL 

B C

D A 
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1.2 Aspectos relevantes del genoma de los 

micoplasmas 

El genoma de los micoplasmas está constituido por un solo cromosoma formado por ADN 

circular de doble cadena, que puede variar entre 580 y 1.800 kb de acuerdo con la especie 

e incluso entre las mismas cepas. Kandavelmani y Piramanayagam (2019) realizaron un 

estudio donde compararon el genoma de 12 especies patógenas de micoplasmas, 

evidenciando diferencias en el tamaño del genoma, el número de genes, el porcentaje 

G+C, las proteínas codificantes y los genes ARNr, ARNt y otros ARN. Este tipo de 

información respecto a Mg y Ms se muestra en la Tabla 1-1. 

 

Tabla 1-1. Información del genoma de Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma 
synoviae. 

Especie 
Tamaño del 

genoma 
(bp) 

Número 
de genes 

G+C 
(%) 

Proteínas 
codificantes 

ARNr ARNt 
Otros 
ARN 

Mg 
996,422 –
1,010,000 

817 31.5 763 7 32 1 

Ms 
800,000 -
818,848 

715 28.5 659 7 34 - 

*Tabla adaptada de (Kandavelmani & Piramanayagam, 2019; Papazisi et al., 2003; Zhu et al., 

2018). 

 

En general, entre 20-30% del número total de genes en los genomas de los micoplasmas 

están involucrados en la transcripción, la traducción y la replicación. Dentro de estos, 

alrededor del 13-20% están implicados en la traducción; entre el 2 y el 4% en la 

transcripción y entre 6-11% del total de los genes participan en mecanismos de 

replicación, recombinación y reparación (Kandavelmani y Piramanayagam, 2019). 

Mientras que el porcentaje de genes a los que se les desconoce su función se encuentra 

entre el 2 y el 5%. Debido a la reducción de los genomas en el curso de su evolución 

degenerativa a partir de bacterias Gram positivas, existe una pérdida general de genes 

funcionales. Los genes implicados en el procesamiento y la modificación del ARN, la 

estructura y la dinámica de la cromatina, la estructura nuclear, la motilidad celular, el 

citoesqueleto y las estructuras extracelulares se han perdido por completo en los 

genomas. Adicionalmente, se observa en Mg una reducción de los genes implicados en 
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la biosíntesis, el transporte y el catabolismo de metabolitos secundarios, mientras que 

estos genes están ausentes en Ms (Kandavelmani & Piramanayagam, 2019). 

 

En la naturaleza, existe una actividad enzimática encargada de preservar la integridad del 

genoma por parte de la dUTPasa. Si la actividad enzimática no se encuentra o es 

deficiente en los microorganismos, los procesos de reparación del ADN pueden verse 

alterados. A pesar de que hay evidencia de la presencia de genes asociados con la 

reparación del ADN en los micoplasmas, se podría considerar que se encuentran 

alterados, por tanto, la falta de detección de la enzima debe tenerse en cuenta al evaluar 

la eficacia del sistema de reparación del ADN, ya que esta deficiencia puede contribuir a 

las elevadas tasas de mutación que presentan los micoplasmas (Razin et al., 1998).  

1.3 Variación antigénica en los micoplasmas 

Como se mencionó anteriormente, la variación antigénica se refiere a la ganancia o 

pérdida de componentes de superficie de alta frecuencia, la cual es una estrategia de 

supervivencia habitual utilizada por los patógenos bacterianos. De esta manera, variar la 

inmunogenicidad de estas estructuras permite evitar eficazmente el reconocimiento 

inmunitario (Razin et al., 1998). 

 

M. gallisepticum posee una gran familia de genes pMGA, actualmente conocida como 

vlhA, los cuales codifican copias variantes de una lipoproteína de superficie principal 

conocida como hemaglutinina. El número de copias del gen que se calcula que están 

presentes en el genoma varía de 32 en la cepa F a 70 en la cepa R, los cuales están 

dedicados exclusivamente a la generación de variantes del mismo antígeno de superficie 

(Razin et al., 1998). Tienen una repetición de trinucleótidos (GAA) que precede al inicio 

de la transcripción, una secuencia líder que codifica un péptido señal, un codón para la 

cisteína aminoterminal y una región rica en prolina hacia el extremo aminoterminal de la 

proteína madura (Benčina, 2002). Cuando están presentes 12 repeticiones GAA se 

permite la transcripción del vlhA, pero el mecanismo por el que este elemento controla la 

transcripción no está claro (Citti et al., 2010). 

 

Un ejemplo de variación de este gen se ha observado en la cepa S6 al expresar un cambio 

del gen vlhA1.1 al gen vlhA1.9. La manera de comprobarlo fue mediante un estudio in 
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vitro, en el cual se evidenció que células cultivadas en un medio que contenía el anticuerpo 

monoclonal 66 (mAb 66), que es específico de vlhA1.1, presentaban secuencias alteradas 

en el extremo 5' a los sitios promotores de ambos genes vlhA1.1 y vlhA1.9. El número de 

repeticiones GAA localizadas aguas arriba de las cajas -35 tanto de vlhA1.1 como 

vlhA1.9. había cambiado en comparación con el de las células parentales S6. 

Concretamente, en las células parentales la región 5' de vlhA1.1 contenía 12 repeticiones 

GAA, mientras que en las células cultivadas con mAb 66 sólo estaban presentes 10 de 

estas repeticiones. Por otro lado, en las células cultivadas en medio que contenía mAb 66, 

pero que tenían 12 repeticiones GAA 5' expresaban vlhA1.9, es decir que carecían de 

vlhA1.1 (Glew et al., 1998), indicando que ambas son antigénicamente distintas (Benčina, 

2002). 

 

Para el caso de M. synoviae, las proteínas de superficie son los mayores objetivos de la 

respuesta inmune del hospedero. Se ha sugerido que una cepa de Ms con 

hemoaglutinación positiva induce con más frecuencia sinovitis aguda que su homóloga 

con hemoaglutinación negativa, indicando el importante papel de la hemaglutinina en la 

patogenicidad de este agente (BenÄina et al., 2001b). A diferencia de los genes vlhA de 

Mg, sólo existe una copia del gen vlhA completo en el genoma de M. synoviae, 

considerado un homólogo del gen de Mg (Citti et al., 2010). Este gen pertenece a una 

familia, donde solo un miembro de la familia de genes Ms vlhA contiene un promotor, 

mientras que el resto de los genes de la familia carecen de uno y se denominan 

pseudogenes. El gen vlhA puede dividirse en tres regiones principales: conservada, 

semivariable y altamente variable. En la región conservada, en el extremo 5’ se ha 

demostrado una “copia única” en el genoma, mientras que el resto de la región 

conservada y las regiones semivariable y altamente variable se han detectado en 

múltiples copias dentro de los pseudogenes. Los pseudogenes carecen de secuencias 

codificantes del extremo terminal 5´. La variación antigénica del producto VlhA de Ms es 

el resultado de la recombinación unidireccional que ocurre entre la copia funcional 

completa de vlhA y los pseudogenes, con duplicación de la secuencia del pseudogen y 

pérdida de la región correspondiente en el gen expresado previamente, como se puede 

observar en la Figura 1-2 (Citti et al., 2010). En la mayoría de las cepas de Ms, la 

hemaglutinina VlhA se escinde para producir un fragmento aminoterminal (MSPB) y un 

fragmento carboxiloterminal (MSPA) (Benčina, 2002). MSPA desempeña un papel 

importante, en donde anticuerpos policlonales y monoclonales inhiben la hemaglutinación 
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de Ms, lo que indica que MSPA media en la unión a eritrocitos (Benčina, 2002). Las 

hemaglutininas tienen que enfrentarse al reto de variar como estrategia de supervivencia, 

al tiempo que deben conservar sus propiedades funcionales. En Ms este papel parece 

atribuirse predominantemente al producto del gen vlhA (Khiari & Mardassi, 2012) 

 

  

Figura 1-2. Esquema de la recombinación unidireccional de la región conservada y 
regiones variables del gen vlhA de M. synoviae. En color azul se representa la región 
conservada del gen vlhA, en morado la región variable donde se encuentran los 
pseudogenes. Cuando un pseudogen (verde y amarillo) por la recombinación 
unidireccional se establece en la región conservada, este empieza a expresarse. Mientras 
el pseudogen se quede en la región variable (naranja) no habrá expresión de este. Esta 
recombinación permite la variabilidad genética de la copia única de vlhA en Ms. Imagen 
adaptada de Citti et al., (2010). 
 

La clave de su éxito en la colonización y supervivencia al hospedero puede estar en la 

capacidad de los agentes para alterar rápidamente la composición antigénica de su 

superficie a través de sistemas genéticos, permitiendo la evasión del sistema inmune (Citti 

et al., 2010). No es casualidad que ensayos de vacunas contra estos patógenos no hayan 

dado resultados efectivos y que la variabilidad antigénica de alta frecuencia contribuya en 

gran medida a la complejidad de la aplicación de medidas preventivas y de control (Citti 

et al., 2010). Además, a partir de los estudios de las hemaglutininas de Mg y Ms, la 

información que se obtiene tiene un potencial de aplicación, en especial en la preparación 

de antígenos mejorados. Aunque el seguimiento de la enfermedad se continuará 

realizando con pruebas serológicas de las aves de corral, será necesario disponer de 

antígenos y vacunas con determinantes antigénicos definidos que permitan desarrollar 

medidas de control coherentes y reproducibles (Benčina, 2002). 
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1.4 Diagnóstico 

La prueba de oro para el diagnóstico de micoplasma es el aislamiento del patógeno 

mediante cultivo; sin embargo, este proceso es largo y lento debido a los requerimientos 

nutricionales y tiempo necesario para su crecimiento, por lo que resulta difícil y no permite 

un diagnóstico oportuno (Kleven, 2008). Por lo tanto, el diagnóstico de micoplasma se 

realiza mediante pruebas serológicas o de biología molecular. 

 

La serología permite un tamizaje inicial mientras que realizar PCR, es una herramienta 

alternativa para el diagnóstico o como un parámetro confirmatorio para el cultivo o la 

detección por serología, los cuales al final pueden ser no concluyentes (Muhammad et 

al., 2018). Además de contribuir al diagnóstico, las pruebas moleculares también permiten 

realizar tipificación de los agentes, detectar genes o mutaciones asociadas con resistencia 

a antimicrobianos, además de la diferenciación de cepas de campo de cepas vacunales 

(Figura 1-3) (Feberwee et al., 2022). Sin embargo, la interpretación de los resultados puede 

estar influenciada por factores, como las reacciones serológicas cruzadas, el tratamiento 

antibiótico, la vacunación contra Mg y/o Ms y la fase de la infección (Bradbury, 2005). 

 

Figura 1-3. Gel de electroforesis con las cepas vacunales de M. gallisepticum y M. 
Synoviae.  Carriles 1 y 8. Marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2. Cepa vacunal 6/85 

de Mg. Carril 3. Cepa vacunal F de Mg. Carril 9. Cepa vacunal MS-H de Ms. Fuente: Laboratorio 
de Biología Molecular y Virología UNAL. 
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Adicionalmente, el diagnóstico va a contribuir al establecimiento de la epidemiología de la 

enfermedad, lo cual es vital para el diseño de programas de control y monitoreo. Gracias a 

esto se pueden establecer rutas de transmisión, supervivencia de Mg y Ms en el ambiente 

y su capacidad de infectar otras especies diferentes a los pollos de engorde, gallinas y 

pavos. En ese orden de ideas, es necesario tener en cuenta que existen diferentes formas 

de transmisión, una de ellas es de manera horizontal, la cual ocurre por contacto directo o 

indirecto con aerosoles o por introducir personas o materiales contaminados y la forma 

vertical a través del huevo, siendo la mayor ruta de diseminación de la infección con 

implicaciones económicas relacionadas a normativas de acuerdos internacionales 

existentes. El pico de transmisión por huevo ocurre a las 3-4 semanas después de la 

infección y es menor en la fase crónica (Feberwee et al., 2017, 2022; Ferguson-Noel, 2013; 

Kleven, 2008; ter Veen et al., 2021). 

1.5 Control de la enfermedad 

1.5.1 Antimicrobianos 

Como parte del control de la enfermedad se hace uso de antibióticos como tratamientos 

profilácticos. Esto consiste en administrar los medicamentos en la primera semana de 

vida para reducir la infección proveniente desde el huevo; o en periodos de mucho estrés 

como vacunación, transporte o reagrupamiento, con el fin de reducir la presencia de 

signos clínicos (Morrow, 2024; Stipkovits & Kempf, 1996). Por otro lado, los micoplasmas 

son intrínsecamente resistentes a todos los antimicrobianos que tienen como objetivo la 

pared celular, como la fosfomicina, los glucopéptidos o los antibióticos betalactámicos 

(Gautier-Bouchardon, 2018). Por lo tanto, solo se utilizan algunos como las tetraciclinas, 

los macrólidos (tilosina y tilmicosina) y más recientemente, las fluoroquinolonas 

(enrofloxacina y difloxacina) y las pleuromutilinas (tiamulina) (Nhung et al., 2017). Sin 

embargo, los micoplasmas han presentado genotipos de resistencia a estos antibióticos 

en donde destacan los asociados a fluoroquinolonas ya que, junto a los macrólidos, son 

los que más se utilizan en la avicultura (Gerchman et al., 2011), a pesar de que en muchos 

países se encuentra prohibida la administración en animales para consumo humano 

(Yadav et al., 2022). 

 

Además de su utilización profiláctica, ante la presencia de signos clínicos también se 



Capítulo 1 14 
 

administran antibióticos; aunque usualmente, no es regular realizar antibiogramas. Estas 

prácticas favorecen la presentación de RAM en las especies de micoplasmas. Aunque no 

existe riesgo de que la resistencia se transfiera directamente a los humanos, hay que 

tener en cuenta que el uso de estos productos genera una presión selectiva sobre todas 

las bacterias presentes en suelos y cuerpos de agua que tengan contacto con los 

antibióticos, al momento de desechar los medicamentos (Morrow, 2021). Ante la 

presentación de RAM, se han establecido estrategias internacionales como la de la OMSA 

para generar conciencia y mejorar la comprensión sobre el concepto de resistencia, 

reforzar los conocimientos a través de la vigilancia y la investigación, apoyar la buena 

gobernanza y el refuerzo de competencias, en donde se capacita a los profesionales para 

mejorar la sanidad y el bienestar animal y hacer un buena administración de sustancias 

antimicrobianas y por último, promover la aplicación de normas internacionales bajo el 

concepto de UnaSalud (OMSA, 2022). En específico para el caso de estos agentes, es 

importante establecer estrategias de control eficientes, teniendo en cuenta la resistencia 

intrínseca a ciertos compuestos y debido a su alta variabilidad genética sería importante 

reducir la administración de éstos. Sin embargo, es necesario invertir en 

investigaciones en este campo y en lo posible poder relacionar genotipos con la 

presentación de RAM. 

1.5.2 Vacunas disponibles para micoplasma aviar 

La vacunación contra la Micoplasmosis aviar en Colombia se basa principalmente en el 

uso de vacunas vivas atenuadas como la cepa F, ts-11 y 6/85 para Mg y la MS-H para Ms. 

Sin embargo, el uso de estas vacunas no garantiza un 100% de protección contra la 

enfermedad y debe hacer parte de un programa integral de control. Adicionalmente, dado 

que con este tipo de vacunas se busca desplazar cepas de campo y tratar de establecer 

las cepas vacunales en las producciones avícolas, se ha reportado la presencia de 

micoplasma en granjas avícolas no vacunadas que proviene posiblemente por su cercanía 

con granjas en que se utiliza vacunación (Feberwee et al., 2022).  

 

Igualmente, para determinar si las cepas vacunales se establecen es necesario hacer uso 

de las técnicas moleculares, aprovechando su poder discriminatorio para identificar qué 

agente es el que está circulando. Por otro lado, vale la pena mencionar que en los últimos 

años se ha empleado la vacuna MS-H, la cual previene el desarrollo de los signos clínicos 
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y por consiguiente las pérdidas económicas que estos patógenos puedan generar 

(Omotainse et al., 2022). 

 

Teniendo en cuenta las limitaciones existentes para un diagnóstico oportuno y certero de 

micoplasmosis aviar en nuestro país, la escasa información disponible en cuanto a las 

características moleculares de los micoplasmas que circulan en las explotaciones avícolas 

y la preocupación creciente por la aparición de microorganismos multirresistentes a 

antimicrobianos a nivel mundial, el objetivo de este trabajo es caracterizar genotipos y 

mutaciones asociadas con resistencia a antimicrobianos de Mycoplasma gallisepticum y 

M. synoviae en aves comerciales de Colombia. Lo anterior constituye un aporte al 

diagnóstico de la enfermedad en el país, mediante la caracterización de genotipos a partir 

de pooles de muestras identificadas como Mg y/o Ms, considerando que actualmente se 

desconoce cuáles cepas circulan, sus características genotípicas y la eficacia real de las 

estrategias de control farmacológico. Asimismo, la información generada contribuirá al 

entendimiento de la problemática a nivel de campo y servirá para la evaluación y/o 

redireccionamiento de las estrategias de control utilizadas. 
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2. Nuevos perfiles alélicos en cepas 

colombianas de Mycoplasma spp. 

identificados mediante MLST 

2.1 Introducción 

La micoplasmosis aviar es una enfermedad que genera pérdidas económicas en granjas 

avícolas, principalmente de aves reproductoras y ponedoras y en menor medida las de 

pollo de engorde. Una primera manifestación es la disminución de los parámetros 

productivos, en donde las aves pueden consumir alimento solo si los comederos se 

encuentran cerca de los animales, de lo contrario, tienden a no moverse por los signos 

clínicos (Ferguson-Noel, 2013). Cuando los animales presentan signos clínicos como 

ruidos respiratorios, tos, descarga nasal o manifestaciones reproductivas (Ferguson‐Noel 

et al., 2020, la primer medida de contención es el uso de antibióticos para ayudar a reducir 

los signos clínicos, en especial porque la enfermedad es la puerta de entrada a otros 

agentes bacterianos y virales (Levisohn & Kleven, 2000; Stipkovits & Kempf, 1996). Sin 

embargo, el control de la enfermedad, que se considera que se puede establecer a largo 

plazo, se basa principalmente en programas de bioseguridad junto con el uso de vacunas, 

especialmente vivas atenuadas, y un monitoreo constante del agente (Bradbury, 2005; 

OMSA, 2021; Yadav et al., 2022). 

 

Lo anterior hace indispensable un diagnóstico oportuno, lo cual representa una 

problemática que deben enfrentar los médicos veterinarios, no solo en campo sino también 

a nivel de laboratorio ya que debido a las características propias del Mycoplasma el cultivo 

in vitro es difícil, por lo que es necesario recurrir a otras alternativas como la serología y la 
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biología molecular. Teniendo en cuenta las limitaciones que tiene el diagnóstico serológico 

para la caracterización y diferenciación de cepas de campo y cepas vacunales de  los 

micoplasmas aviares, particularmente Mycoplasma gallisepticum y M. synoviae, los cuales 

son los más importantes de su género en la avicultura (Ferguson‐Noel et al., 2020; Kleven, 

2008; OMSA, 2021) las técnicas moleculares han tomado fuerza en los últimos años como 

una medida complementaria o confirmatoria de los resultados obtenidos por pruebas  

serológicas, además de brindar resultados más rápidos y no requerir  el cultivo 

microbiológico del Mycoplasma spp. (Khan, 2018). En ese orden de ideas, además del 

diagnóstico, otro reto frente a la enfermedad, en el que las metodologías moleculares 

aportan información valiosa es para diferenciar las cepas vacunales de las cepas de campo 

y establecer la existencia de genogrupos específicos presentes en un país o región. Para 

esto, se han implementado diferentes técnicas moleculares como la secuenciación dirigida 

de genes (GTS) la cual permite determinar secuencias parciales de genes de proteínas de 

superficie como gapA, mgc2 y pvpA para Mg (Limsatanun et al., 2022b) y del gen vlhA 

para Ms (M. M. El-Gazzar et al., 2012; Wetzel et al., 2010). En este sentido, la GTS facilita 

la diferenciación de las cepas y representa una ventaja adicional porque se pueden utilizar 

muestras clínicas directamente sin necesidad de realizar un cultivo del micoplasma 

(Armour et al., 2013). Si bien, aunque este método de tipificación podría no ser adecuado 

para inferir el parentesco evolutivo, si puede identificar cepas relacionadas con cepas 

vacunales, lo cual es fundamental en el monitoreo de programas de control (Matucci et al., 

2020). 

 

Teniendo en cuenta lo anterior, se utilizan genes diana para la identificación tanto de Mg 

como Ms por medio de la GTS. En el caso de Mg, se utiliza principalmente la citoadhesina 

o mgc2, la cual interviene en el mecanismo de adhesión de Mg a su hospedero (Armour et 

al., 2013). De acuerdo con estudios previos este gen es útil para la identificación, pero no 

permite establecer diferencias entre las mismas cepas ni con la cepa vacunal F (M. El-

Gazzar et al., 2017; Gharaibeh et al., 2011). 

 

En el caso de Ms, la diana genómica es el gen de la hemaglutinina A de la lipoproteína 

variable VlhA (M. M. El-Gazzar et al., 2012; Wetzel et al., 2010) se ha demostrado que el 

análisis de la secuencia de ADN del gen vlhA es una herramienta útil para la detección y la 

tipificación inicial de las cepas (BenÄ•ina et al., 2001a). A partir de la región conservada 

de este gen, se han relacionado nueve genotipos (A-I) con infección en las articulaciones, 
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tracto respiratorio y sistema reproductivo, (Kursa et al., 2019). La región correspondiente 

a la “copia única” del gen, la cual es conservada y que se expresa, es fundamental para la 

discriminación entre cepas, dado que concentra las variaciones relevantes para este 

propósito. Por el contrario, las diferencias de secuencia localizadas en las regiones 

variables y que no se expresan, aunque se encuentren dentro de una misma cepa, no 

tienen relevancia para la genotipificación. (El-Gazzar et al., 2012). Es por esto por lo que, 

en muchos casos es complicado establecer el grado de parentesco entre las cepas, porque 

se ha reportado que, aunque están estrechamente relacionadas difieren en la secuencia 

parcial de su gen vlhA. Por lo tanto, es difícil determinar la relación evolutiva entre ellas 

gracias a que el gen tiene una naturaleza variable (El-Gazzar et al., 2017). 

 

Con base en lo anterior, se han implementado técnicas como el esquema de tipificación 

de secuencias multilocus (MLST) de genes conservados, para evaluar el grado de 

parentesco entre los micoplasmas detectados o comparar entre aquellos de diferentes 

brotes, con el fin de rastrear las infecciones y determinar la fuente del patógeno (Bekő et 

al., 2019; M. El-Gazzar et al., 2017). De esta manera, el esquema de MLST ha sido 

ampliamente considerado como un patrón de oro para la tipificación microbiana de una 

manera profunda para Mg y Ms (Matucci et al., 2020). El MLST, se basa entonces en la 

utilización de genes housekeeping o constitutivos para la identificación molecular, los 

cuales no varían tanto como las lipoproteínas de superficie, resultando en una forma 

eficaz de determinar la relación entre las cepas de la especie (Limsatanun et al., 2022a). 

Algunos de los genes que se han empleado para Mg son: atpG, dnaA, fusA, rpoB, ruvB y 

uvrA (Bekő et al., 2019) (Tabla 2-1), Por otra parte, el esquema de MLST para Ms 

considera siete genes constitutivos: adk, atpG, efp, gmk, nagC, ppa y recA (Tabla 2-2), 

distribuidos por todo el genoma, los cuales son menos variables que vlhA (M. El-Gazzar 

et al., 2017). La ventaja de usar genes housekeeping es su lenta diversificación por la 

acumulación aleatoria de variaciones neutras o casi neutras, ya que no están sometidos 

a una presión selectiva inusual, como por ejemplo el sistema inmune de las aves. Esta 

presión selectiva si la tienen las glicoproteínas de superficie como mgc2, vlhA y gapA y, 

por lo tanto, sus altas tasas de mutación tienden a ocultar relaciones entre los aislados, 

mientras que un análisis multilocus de los housekeeping proporciona más información 

respecto a la relación evolutiva de los aislados (Spratt, 1999). 
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Tabla 2-1. Genes housekeeping del esquema MLST de M. gallisepticum. 

Gen Función Referencia 

atpG 
Codifica para la producción de ATPasas que son enzimas que permiten 
la obtención de ATP a partir de ADP en el metabolismo energético. 

Rasmussen et al., 
1992 

dnaA 
Hace parte de un complejo de genes que forman las cajas ADNA, las 
cuales son esenciales para el inicio de la replicación. Estas cajas se 
encuentran cerca del origen de replicación (oriC).  

Papazisi et al., 
2003; Fujita et al., 

1992 

fusA 
Codifica para el factor de elongación G (EF-G) el cual es clave para la 
traslocación del ribosoma durante la traducción. 

Berčič et al., 2008; 
Corona et al., 2013 

rpoB 

Codifica para la subunidad β de la ARN polimerasa la cual está 
involucrada con la transcripción de ADN en ARNm. RpoB participa 
directamente en la elongación de la cadena de ARN durante la 
transcripción. 

Adékambi et al., 
2009; Trinh et al., 

2006 ; Ovchinnikov 
et al., 1981 y 

Volokhov et al., 
2012 

ruvB 
Forma un complejo RuvA-RuvB el cual usa energía a partir de la 
hidrólisis de ATP para movilizar ADN. La actividad del complejo es 
helicasa para el desenrollamiento del ADN para la unión Holliday.  

Burgos & Totten, 
2014; Tsaneva et 
al., 1993 y Chen 

et al., 2002 

uvrA 
Codifica para la proteína UvrA, la cual hace parte de las endonucleasas 
NER ABC, las cuales están relacionadas con la reparación por escisión 
de nucleótidos.  

Fisunov et al., 
2011; Singh et al., 
2010 y Kulkarni et 

al., 2004 

 

Tabla 2-2. Genes housekeeping del esquema MLST de M.synoviae. 

Gen Función Referencia 

adk 
El gen está involucrado en el metabolismo de nucleósidos de purinas. 
Codifica para proteínas que catalizan reacciones de ATP para producir ADP. 

O’brien et 
al., 1981 ; 

Schulz et al., 
1986. 

atpG 
Codifica para la producción de ATPasas que son enzimas que permiten la 
obtención de ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico. 

Nakanishi-
Matsui et al., 

2016. 

efp 

Es un factor de elongación que participa en la formación de enlaces 
peptídicos. Su función principal es actuar en la pausa que realiza el ribosoma 
durante la traducción de aminoácidos específicos como los residuos 
consecutivos de prolina, para acelerar el proceso. 

Hummels & 
Kearns, 

2021 

gmk 
Codifica para la enzima guanilato kinasa (GK). GK se encarga de catalizar 
la transferencia de un fosfato desde el adenosín trifosfato (ATP) al 
monofosfato de guanosina (GMP), para la obtención de energía. 

Choi & 
Zocchi, 2007 

nagC 

Codifica para la kinasa N-acetilmanosamina la cual, junto a otros genes, se 
encargan de una vía metabólica de captura y degradación de ácido siálico, 
conocidas como sialidasas. En cepas Ms de aves sintomáticas hay registro 
de mayor actividad de sialidasas que en cepas de aves asintomáticas; 
sugiriendo un papel de la actividad de la sialidasa en la virulencia del 
organismo. 

May & 
Brown, 2008 

ppa 
Su función se basa en el metabolismo de los lípidos, absorción de calcio, 
entre otras funciones, mediante la producción de pirofosfatasas inorgánicas. 

J. Liu et al., 
2011 

recA 

Se encuentra involucrado en la recombinación y reparación del ADN. La 
proteína se encuentra prácticamente en todas las bacterias y es clave para 
la regulación del genoma. RecA trabaja en la reparación de roturas de ADN 
de doble cadena. 

Dybvig et al., 
1992; Cox, 

2007. 
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Estos métodos tienen como ventaja que no requieren el aislamiento en cultivo puro y 

representan un nuevo enfoque para el estudio de la epidemiologia molecular de los 

agentes bacterianos (Yadav et al., 2022). 

 

Con base en el contexto anterior el objetivo de este trabajo fue caracterizar genotipos de 

Mycoplasma gallisepticum y M. synoviae en aves comerciales como un aporte al 

diagnóstico de la Micoplasmosis aviar en Colombia 

2.2 Materiales y métodos 

2.2.1 Origen y Selección de muestras 

Para este estudio se empleó un muestreo por conveniencia, seleccionando pooles de ADN 

del banco de muestras del servicio de diagnóstico del Laboratorio de Biología Molecular y 

Virología de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional 

de Colombia (UNAL). Las muestras fueron obtenidas de hisopados traqueales, 

pulmonares, de líquido sinovial y de tarjetas FTA. Se revisó la información correspondiente 

a las muestras recibidas entre 2019 y 2023, periodo en el cual el laboratorio procesó 1.755 

para la detección de Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae. Del total, el 27,3% 

(n = 479) correspondió a detecciones de alguno de estos agentes, distribuidas en 40,7% 

(n = 195) para Mg, 47,8% (n = 229) para Ms y 11,5% (n = 55) para ambas especies. 

Con base en esta información, se seleccionaron 90 pooles que contaran con datos 

completos sobre su procedencia a nivel departamental, tipo de producción (reproductoras, 

ponedoras comerciales o pollo de engorde) y edad de las aves (entre pollitos picados no 

nacidos–PIBS y 80 semanas). Estos pooles se distribuyeron en tres grupos: 30 con 

detección de Mg, 30 con detección de Ms y 30 con detección simultánea de ambas 

especies. 

2.2.2 Extracción de ADN y Selección de muestras  

Para la detección de los agentes se realizó la amplificación de genes específicos para 

cada especie a través de PCR a partir del ADN previamente extraído con el kit comercial 

High Pure Viral Nucleic Acid® bajo las condiciones del fabricante y la calidad y cantidad 
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del ADN fue medido con un espectrofotómetro de microvolumen (Nanodrop®). En el caso 

de Mg se empleó como blanco el gen mgc2, el cual corresponde a un marco de lectura 

abierto (ORF) ampliamente conservado del genoma. Para Ms se identificó un segmento 

del gen de la lipoproteína variable, hemaglutinina A (vlhA), el cual posee regiones 

conservadas y variables con repeticiones en tándem ricas en prolina (PRR) y regiones 

altamente polimórficas (RIII). Los primers utilizados y los productos de amplificación 

esperados para estos genes se describen en la Tabla 2-3. La detección se realizó 

siguiendo los procedimientos operativos estándar (POE) establecidos en el Laboratorio 

de Biología Molecular y Virología de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia 

de la UNAL. 

 

Tabla 2-3. Primers para la identificación de M. gallisepticum y M. synoviae mediante PCR 
convencional. 

Agente 
Gen de 
Interés 

Secuencia Tamaño Referencia 

Mg mgc2 
F-CGCAATTTGGTCCTAATCCCCAACA 235-302 

Pb 
(García et 
al., 2005) 

R-TAAACCCACCTCCAGCTTTATTTCC 

Ms vlhA2 
F-CCATTGCTCCTGCTGTTAT 300-395 

Pb 
(Wetzel et 
al., 2010) R-GATTCTGTTGTAGTTGCTTCAA 

 

Para las mezclas mgc2 y vlhA se utilizó la enzima Platinum™ Taq DNA Polymerase, DNA-

free (Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, Lituania). Para Mg, se agregó 7,16 µL 

de agua de grado molecular, 1 µL de buffer, 0,26 µL de MgCl2, 0,2 µL de dNTPs, 0,16 µL 

de cada primer, 0,06 µL de la enzima y 1 µL del ADN para un volumen final de 10 µL. 

Para Ms, se agregó 6,9 µL de agua de grado molecular, 1 µL de buffer, 0,4 µL de MgCl2, 

0,2 µL de dNTPs, 0,2 µL de cada primer, 0,01 µL de la enzima y 1 µL del ADN para un 

volumen final de 10 µL. El programa de PCR consistió en una denaturalización inicial a 

94°C durante 5 minutos; 35 ciclos desnaturalización por 30 segundos a 95°C, anillamiento 

por 30 segundos a 55°C y extensión por un minuto a 72°C; al finalizar una extensión por 

5 minutos a 72°C en un termociclador C1000 (Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU). Los 

productos de PCR fueron revelados en gel de agarosa al 1,5%, observados mediante 

fotodocumentador GelDocXR® (Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU.) y analizados con 

el software Quantity One Analysis 1-D 4.6.3 ® (Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU.). 
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2.2.3 Esquema MLST para Mycoplasma gallisepticum y M. 

synoviae 

Teniendo en cuenta la base de datos de PubMLST, el perfil alélico que se escogió para 

Mg fue de los siguientes genes: atpG, dnaA, fusA, rpoB, ruvB y uvrA. Se utilizó la enzima 

GoTaq® Green MasterMix (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, EE. UU.), en una 

reacción con un volumen final de 10 µL en la que se agregó 5 µL de la mastermix, 0,5 µL 

de cada primer, 3 µL de agua de grado molecular y 1 µL de DNA de la muestra. El 

protocolo de PCR utilizado consistió en una desnaturalización inicial de 2 minutos a 95°C; 

37 ciclos de desnaturalización por 30 segundos a 95°C, anillamiento por 30 segundos a 

56°C y extensión por un minuto a 72°C; al finalizar una extensión por 5 minutos a 72°C 

(Bekő et al., 2019) en un termociclador C1000 (Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU). 

Los productos de PCR fueron revelados en gel de agarosa al 1,5%, observados mediante 

fotodocumentador GelDocXR® (Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU.) y analizados con 

el software Quantity One Analysis 1-D 4.6.3 ® (Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU.). 

 

Para Ms, el perfil alélico seleccionado fue adk, atpG, efp, gmk, nagC, ppa y recA. Se 

utilizó la enzima GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega Corporation, Madison, 

Wisconsin, EE. UU.) y el termociclador C1000 (Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU.). 

Debido a las diferentes condiciones de cada gen, las mezclas de reacción para un 

volumen final de 10 µL, se encuentran descritas en la Tabla 2-4. 

 

Tabla 2-4. Mezclas estandarizadas para los genes del esquema MLST de M. synoviae. 

Gen Agua MgCl2 Primers Buffer dNTP´s TaqPol ADN Vf 

adk 

gmk

ppa 

5,1 1,2 0,5 

1 0,5 0,2 1 10µL atpG 5,5 1,2 0,3 

efp 5,9 0,8 0,3 

nagC 5,5 1 0,4 

recA 5,3 1 0,5 

Vf:Volumen final 

Para la PCR, el protocolo utilizado fue bajo las siguientes condiciones: desnaturalización 

inicial a 95°C durante 3 minutos, 40 ciclos de desnaturalización a 94°C durante 30 
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segundos, el anillamiento a 54°C (adk, atpG, efp, gmk y nagC), 56°C (ppa) y 57°C (recA), 

durante 30 segundos, extensión a 72°C durante 90 segundos y extensión final a 72°C 

durante 5 minutos (M. El-Gazzar et al., 2017). Los productos de PCR fueron revelados en 

gel de agarosa al 1,5%; se emplearon 0.2 μl del buffer de carga EZ VISION® (Promega 

Corporation, Madison, Wisconsin, EE. UU.) y 2 μl de marcador de peso molecular 

GeneRuler 100 pb (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.). Los geles fueron 

observados mediante fotodocumentador GelDocXR® (Bio-Rad, Hercules, California, EE. 

UU.) y analizados con el software Quantity One Analysis 1-D 4.6.3 ® (Bio-Rad, Hercules, 

California, EE. UU.). Los primers que se utilizaron se encuentran en la Tabla 2-5. 

Tabla 2-5 Primers utilizados para los esquemas MLST para Mg y Ms. 

Técnica 
Gen 
de 

interés 
Secuencia 

Tamaño 
del 

producto 
Referencia 

MLST 
Mg 

atpG 
F-TGGAACTAAACTAAATTCGTTTTTAAGA 

395 Pb 

(Bekő et al., 
2019) 

R-TAGCATACTCACACACTTTGGATTCA 

dnaA 
F-GAGCGTCAAAAATTATTCCCAGA 

461 Pb 
R-TTACGAATATCGCCTTCATCAAA 

fusA 
F-CAGTAGCAGTATTAGATGCCCAAATG 

597 Pb 
R-TAGTAGGGATCTGTACTTCTTCACCAA 

rpoB 
F-GTTAATGCTTAAAGAACAACTTGATTTATT 

562 Pb 
R- GGTTAATTGGTGCGTGTTAAAGAA 

ruvB 
F-CAACGACAATGTATGGCAGGAT 

388 Pb 
R-AAACAATCAATTCCACTTATTAGTGAAA 

uvrA 
F-TTTACCAATCTTAATGTGAATAAAGCC 

536 Pb 
R-CCGTTCCCTGGGTGGAGTT 

MLST 
Ms 

adk 
F-GCTTTGGATTAGATTCWGAGCTA 

585 Pb 

(El-Gazzar 
et al., 2017) 

R-TTCTTATGGGAATGCCAGGTT 

atpG 
F-GCTACAATTTCGGTTATTTCTTGAG 

784 Pb 
R-ATGCTATGCAGYTGGTTTCTACTT 

efp 
F-CGACATATTTACCGGTTTCAGTT 

522 Pb 
R-CTGGAATTACATTTCAAGATTCAGGAA 

gmk 
F-TCAATGTCTAACTCCTTGTGAAGA 

563 Pb 
R-TTTACAGGTCCATCAGGTGTT 

nagC 
F-CCGATTATTCCGGCGTTATT 

803 Pb 
R-ATYGGGGGCACTTCTATTAAAT 

ppa 
F-AGTAATTGAAATTCCAAAAGGCTCA 

530 Pb 
R-AACTATATTTCTCTGGATGTTTTTCTT 

recA 
F-CTTTACCTTGCGCTACGTTATT 

847 Pb 
R-TTCGGAAAAGAATCTATTATGGTTC 

Para la secuenciación de ADN realizó primero un proceso de purificación utilizando acetato 

de amonio y etanol absoluto al 80%; la precipitación de ADN se llevó a cabo mediante una 

serie de ciclos de centrifugaciones; el primero durante 30 minutos a 10000 rpm, seguido 

por dos ciclos a 12000 rpm durante 10 minutos cada uno. Posteriormente, se eluyeron las 

muestras con agua de grado molecular, se cuantificó el ADN purificado y se ajustó a la 
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concentración de 7 ng/µL para cada reacción con sus respectivos primers forward y 

reverse. La secuenciación se llevó a cabo en el Instituto de Genética de la Univesidad 

Nacional de Colombia, utilizando el método de Sanger. La información así obtenida se 

analizó mediante programas bioinformáticos como MultAlin, Chromas y Mega 10, 

comparando los resultados de estas secuencias con aquellas disponibles en la base de 

datos PubMLST para identificar los alelos respectivos de cada gen housekeeping y 

establecer los perfiles alélicos y las secuencias tipo (ST). 

2.2.4 Construcción de árboles filogenéticos a partir de MLST 

Para la construcción de los árboles filogenéticos de Mycoplasma gallisepticum y 

Mycoplasma synoviae, se utilizaron las secuencias obtenidas de los loci incluidos en los 

esquemas MLST. Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa MEGA 10 

mediante el algoritmo MUSCLE, y se construyó una concatenación en orden alfabético de 

los genes correspondientes para cada especie. Los árboles filogenéticos se generaron 

utilizando el método de Máxima Verosimilitud (Maximum Likelihood), bajo el modelo de 

sustitución de nucleótidos Kimura 2 parámetros (K2P), con 1000 réplicas de bootstrap para 

evaluar la robustez de las agrupaciones. Se construyeron cuatro árboles, dos para cada 

especie de micoplasma. En el caso de Mg, la construcción del primer árbol se basó en el 

gen atpG que fue el que tuvo más alelos identificados, e incluyó las 17 muestras obtenidas, 

junto con cuatro cepas de referencia: las cepas K 5831 B-19 y 6/85 vacunales y las cepas 

virulentas R(low) y R(high). El segundo árbol Incluyó las secuencias concatenadas de Mg 

y se construyó con las 17 secuencias de las muestras y dos cepas vacunales. En el caso 

de Ms, el primer árbol se construyó con base en el gen nagC que fue el que tuvo más 

alelos identificados e incluyó las19 muestras obtenidas, junto con ocho cepas de 

referencia: cepa 53, la MS-H vacunal, la ATCC 25204 y cepas de aislamientos de otros 

estudios como 86079-7NS, 1968, ULB08/T3, IT2/A (Kursa et al., 2019) y la 

IZSVE/3757/D13/2 (Kreizinger et al., 2018). El segundo árbol incluyó las secuencias 

concatenadas de Ms; este se construyó con 19 secuencias de las muestras y las ocho 

cepas de referencia. 
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2.3 Resultados 

2.3.1 M. gallisepticum y M. Synoviae fueron detectados mediante 

amplificación por PCR convencional de mgc2 y vlhA. 

Se consideró un resultado positivo para detección de Mg y/o de Ms en las muestras que 

revelaron bandas de amplificación en el gel de agarosa con un peso molecular entre 235-

302 pb para el gen mgc2 y entre 300-395 pb para el gen vlhA, de acuerdo con lo esperado 

y como se puede observar en la Figura 2-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2-1. Amplificación de genes mgc2 y vlhA para M. gallisepticum y M. Synoviae. La 
figura muestra productos de amplificación en un gel de agarosa al 1,5%. Carriles 1-3 
Muestras negativas mgc2. Carril 4 Muestra positiva mgc2. Carril 5 C+ mgc2. Carril 6 
Marcador de peso molecular 100 pb Carril 7 C+ vlhA. Carriles 8,9 y 11 Muestras negativas 
vlhA. Carril 10 Detección de vlhA. 

2.3.2 El mayor porcentaje de muestras disponibles para análisis 

provino de aves reproductoras y del departamento de 

Santander 

En relación con el tipo de producción, en el grupo de detección de Mycoplasma 

gallisepticum (Tabla 2-6), la mayoría correspondieron a reproductoras (n=21; 70%), 

seguidas por ponedoras (n=7; 23,3%) y pollo de engorde (n=2; 6,7%). En cuanto a la 

procedencia, el departamento de Santander tuvo una mayor proporción (n=10; 33,3%), 

mgc2 vlhA 

302 Pb 

100 Pb 

235 Pb 
300-395 Pb 
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seguido de Cundinamarca (n=14; 46,7%) y Tolima (n=3; 10%), mientras que Antioquia 

(n=1; 3,3%), Huila (n=1; 3,3%) y Norte de Santander (n=1; 3,3%) tuvieron menor 

representación. Para la edad, se tuvo en cuenta el tipo de producción, por lo tanto, para 

las reproductoras varió entre 1 día (Pibs) y 48 semanas; en ponedoras fue entre 16 a 36 

semanas y en pollo de engorde fue entre 5 días y 3 semanas. Con respecto al tipo de 

muestra, la mayoría correspondió a FTA (n=19; 63,3%), seguida por HT (n=9; 30,0%), HT 

y HO (n=1; 3,3%) y HSA (n=1; 3,3%). 

Tabla 2-6. Muestras de detección de M. gallisepticum seleccionadas para realizar 
esquema MLST. 

Tipo de 
producción 

Procedencia Edad ID 
Tipo de 
muestra 

Año de 
recolección 

Reproductoras 

Santander 35 19012-2 HT 

2019 

Santander 46 19022-1* HT 

Santander 46 19043 HT 

Santander 15 19079 HT 

Cundinamarca Pipbs 19146-2 FTA 

Tolima 30 20008 FTA 

2020 Cundinamarca 26 20009 FTA 

Cundinamarca 48 20048* FTA 

Santander 35 21007 HT 

2021 

Tolima 6 21018 FTA 

Tolima 16 21020 FTA 

Cundinamarca 23 21048 FTA 

Santander PIBS 21136* HT y HO 

Cundinamarca 20 22047 FTA 

2022 

Cundinamarca 22 22117 FTA 

Cundinamarca 48 22179* FTA 

Santander 15 22196 HT 

Cundinamarca 33 22284 FTA 

Cundinamarca 43 22285 FTA 

Cundinamarca 33 23044* FTA 
2023 

Santander 5 23265-1* HT 

Ponedoras 

Antioquia 25 20054 FTA 2020 

Santander 36 21203 FTA 2021 

Santander 34 22005-1* HT 
2022 

Cundinamarca 32 22219* FTA 

N. de 
Santander 

20 23299 FTA 

2023 
Huila 24 23354* FTA 

Cundinamarca 16 23430* FTA 

Pollo de 
engorde 

Cundinamarca 5d 19217 HT 2019 

Cundinamarca 3 20126 HSA 2020 

HT: Hisopos traqueales. FTA: Tarjetas FTA. HO: Hisopo de órganos. HSA: Hisopos de 
sacos aéreos. PIBS: Pollitos picados no nacidos. * Muestras de Mg con perfil alélico 
completo. 
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A todas las muestras de la Tabla 2-6, se les realizó el esquema MLST de seis genes 

reportado para Mg, de las cuales a 10 muestras (en vinotinto) se les pudo obtener el perfil 

alélico completo.  

 

Respecto al grupo de 30 muestras para M. synoviae (Tabla 2-7), la distribución por tipo 

de producción mostró que la mayoría correspondieron a reproductoras (n=24; 80%), 

seguidas por ponedoras (n=5; 16,7%) y pollos de engorde (n=1; 3,3%). En cuanto a la 

procedencia, Santander fue el departamento con mayor proporción (n=7; 23,3%), seguido 

por Cundinamarca (n=6; 20%), Antioquia (n=4; 13,3%), Tolima (n=4; 13,3%) y Valle del 

Cauca (n=4; 13,3%), mientras que Boyacá aportó una muestra (n=1; 3,3%). La edad de 

grupo varió entre 1 día (incluidos Pibs) y 78 semanas para reproductoras y ponedoras y 

el pollo de engorde fue de 1 día. Respecto al tipo de muestra, el 90% correspondió a 

hisopos traqueales (HT) (n=27; 90%), mientras que 2 (6,7%) fueron HT y HSA, y una de 

HT y HSAA (3,3%). 
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Tabla 2-7. Muestras con detección de M. synoviae seleccionadas para realizar 
esquema MLST. 

Tipo de 
producción 

Procedencia Edad ID 
Tipo de 
muestra 

Año de 
recolección 

Reproductoras 

Cundinamarca 80 19034* HT 

2019 Antioquia 64 19118* HT 

Santander 14 19205-2 HT 

Tolima 57 20087-1* HT 2020 

Santander 55 19282 HT 2019 

Cundinamarca 62 20100 HT 

2020 Santander 26 20148 HT 

Santander 53 20183 HT 

Cundinamarca 11 21244 HT 

2021 Santander PIBS 21265 HT y HSAA 

Cundinamarca 78 21342-12* HT 

Tolima 7 22011-1 HT 

2022 

V. del Cauca 71 22050-1 HT 

Tolima 15 22089* HT 

Antioquia 8 22138 HT 

Cundinamarca 35 22160 HT 

V. del Cauca 40 22247 HT 

Santander 40 23047* HT 

2023 

Santander 50 23137 HT 

V. del Cauca 20 23304 HT 

Antioquia 10 23334 HT 

Santander 45 23400* HT 

Boyacá 36 21026* HT 2021 

Tolima 25 22183 HT 2022 

Ponedoras 

V. del Cauca 30 21086 HT 

2021 Antioquia 1d 21270 HT y HSA 

Cundinamarca 78 21342-5* HT 

Santander 48 22029-3* HT 2022 

Santander 55 23510* HT 2023 

Pollo de 
engorde 

Santander 1d 21264-2 HT y HSA 2021 

HT: Hisopos traqueales. HSAA: Hisopos de sacos aéreos abdominales. HSA: Hisopos 
de sacos aéreos. PIBS: Pollitos picados no nacidos. * Muestras de Ms con perfil alélico 
completo. 

A todas las muestras de la Tabla 2-7, se les realizó el esquema MLST de siete genes 

reportado para Ms, de las cuales a 11 muestras (en verde) se les pudo obtener el perfil 

alélico completo. 

 

Finalmente, en el grupo de detección simultánea en la Tabla 2-8, la mayoría 

correspondieron a reproductoras (n=19; 63,3%), seguidas por ponedoras (n=11; 36,7%) 

y no hubo muestras de pollo de engorde. En cuanto a la procedencia, Santander fue el 

departamento con mayor número de muestras (n=14; 46,7%), seguido por Cundinamarca 

(n=6; 20%), Valle del Cauca (n=3; 10%), Antioquia (n=1; 3,3%) y Tolima (n=1; 3,3%). La 
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edad de reproductoras fue entre 14 a 60 semanas y de ponedoras entre 12 y 79 semanas. 

Respecto al tipo de muestra, la mayoría correspondió a HT (n=22; 73,3%), seguidas por 

FTA (n=6; 20%) y HA (n=1; 3,3%). 

Tabla 2-8. Muestras con detección de M. gallisepticum y M. synoviae seleccionadas 
para realizar esquema MLST. 

Tipo de 
producción 

Procedencia Edad ID 
Tipo de 
muestra 

Año de 
recolección 

Reproductoras 

Santander 48 19022-2* HT 

2019 

V del Cauca 21 19052 HA 

Cundinamarca 49 19054* HT 

Santander 28 19088 HT 

Santander 60 19111-2 FTA 

V. del Cauca 26 19160** HT 

V. del Cauca 34 19188 FTA 

Santander 46 20128-1 HT 
2020 

Santander 46 20128-2* HT 

Santander 44 21174* HT 
2021 

Santander 51 21259-2 HT 

Santander 59 22029-5** HT 

2022 Cundinamarca 27 22030 FTA 

Santander 15 22268* HT 

Santander 14 23028* HT 

2023 

Santander 30 23158 HT 

Santander 41 23211 HT 

Santander 40 23232 HT 

Santander 45 23306* HT 

Ponedoras 

Antioquia 34 21119 FTA 

2021 

Cundinamarca 79 21342-4 HT 

Cundinamarca 59 21342-10* HT 

Cundinamarca 58 21342-11 HT 

Santander 79 21344-4* HT 

Santander 17 21353-1 HT 

Santander 36 21353-3* HT 

Santander 24 22005-3 HT 

2022 Santander 20 22005-4* HT 

Santander 12 22075 FTA 

Santander 17 21353-2 HT 2021 

HT: Hisopos traqueales. FTA: Tarjetas FTA. HA: Hisopo de articulaciones. * Muestras 
con perfil Mg completo. * Muestras con perfil Ms completo. ** Muestras con perfil completo 
de Mg y Ms. 
 
En la Tabla 2-8, que corresponde al grupo de Mg-Ms, a las 30 muestras se les realizó 

tanto el esquema para Mg como para Ms. Se obtuvieron siete muestras para Mg y ocho 

para Ms con los perfiles alélicos completos (en Vinotinto y verde), de las cuales dos 

muestras (19160 y 22029-5, en lila) tienen esquema completo tanto para Mg como para 

Ms  
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2.3.3 Se evidenció por primera vez un esquema MLST de Mg en 

Colombia con un perfil alélico único que no había sido 

reportado previamente 

Los productos amplificados de los seis genes de Mg fueron revelados por electroforesis en 

gel de agarosa al 1,5% y los resultados se presentan en la Figura 2-2.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
Figura 2-2: Esquema MLST para Mg. La figura muestra las detecciones de cada uno de 
los genes en geles de electroforesis A. Gen atpG (395 pb) B. Gen dnaA (461 pb) C. Gen 
fusA (597 pb) D. Gen rpoB (562 pb) E. Gen ruvB (388 pb) F. Gen uvrA (536 pb). M. 
Marcador de peso molecular entre 50 y 100 PB. C+ vacuna 6/85. C- agua ultrapura. 
 
En 10 de las 30 muestras (33,3%) de Mycoplasma gallisepticum analizadas se obtuvo el 

esquema completo, permitiendo la asignación de sus respectivos perfiles alélicos. La 

ST147 establecida para la muestra 19022-1 (10%), corresponde a la primera con un 

esquema MLST de Mg reportado de Colombia, presentando además un perfil alélico único 
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que no había sido reportado previamente. Dentro de las otras muestras, se identificaron 

dos (23265-1 y 21136; (20%)) con un perfil alélico coincidente, pero sin asignación de ST 

(ND) en la base de datos PubMLST. Además, siete muestras (23044, 20048, 22005-1, 

23354, 22179, 23430 y 22219; 70%) compartieron el mismo perfil alélico y fueron 

clasificadas dentro de la ST5, la cual está relacionada como un perfil vacunal. 

 

En la Tabla 2-9 se muestran los resultados de perfiles alélicos y ST a partir del MLST de 

las muestras de Mycoplasma gallisepticum de las que se obtuvo el esquema completo de 

los seis genes seleccionados. 

Tabla 2-9. Perfiles alélicos y ST obtenidos del MLST de Mycoplasma gallisepticum. 

ID atpG dnaA fusA rpoB ruvB uvrA ST 

23265-1 5 1 35 9 7 3 ND 

21136 5 1 35 9 7 3 ND 

19022-1 4 19 1 8 28 21 147 

23044 1 18 2 21 8 3 5 

20048 1 18 2 21 8 3 5 

22005-1 1 18 2 21 8 3 5 

23354 1 18 2 21 8 3 5 

22179 1 18 2 21 8 3 5 

22219 1 18 2 21 8 3 5 

23430 1 18 2 21 8 3 5 

En la tabla las nuevas ST se encuentran resaltadas en azul; las ST 5 asociadas a la cepa 
vacunal F se encuentran resaltadas en morado. ND: No determinado en PubMLST.  

2.3.4 El esquema MLST de detecciones de M. Synoviae permitió 

evidenciar la existencia de ST únicas  

Los productos amplificados fueron revelados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% 

y los resultados se presentan en la Figura 2-3. 
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Figura 2-3 Esquema MLST para Ms. La 
figura muestra las detecciones de cada 
uno de los genes en geles de 
electroforesis A. Gen adk (585 pb). B. Gen 
atpG (784 pb). C. Gen efp (522 pb). D. 
Gen gmk (563 pb). E. Gen nagC (803 pb). 
F. Gen ppa (530 pb). G. Gen recA (847 
pb). M. Marcador de peso molecular entre 
50 y 100 PB. C+ vacuna MS-H. C- agua 
ultrapura. 

 

En 11 de las 30 muestras seleccionadas, (36,7%) se logró la amplificación de los genes 

propuestos, lo que permitió establecer sus respectivos perfiles alélicos. Dos de las 11 

muestras, la 23400 y 23510 (18,2%), presentaron un perfil alélico idéntico y el resto 

presentó ST únicas a pesar de que puedan compartir alelos en seis de los siete loci con 
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variaciones principalmente en nagC o recA. De acuerdo con estos resultados y que no fue 

posible asignar una secuencia tipo (ST), todas las muestras figuran como “ND”.  

 

En la Tabla 2-10 se muestran los resultados de perfiles alélicos y ST a partir del MLST de 

las muestras de Mycoplasma synoviae de las que se obtuvo el esquema completo de los 

siete genes seleccionados. 

Tabla 2-10. Perfiles alélicos y ST obtenidos del MLST de Mycoplasma synoviae. 

ID adk atpG efp gmk nagC ppa recA ST 

21342-5 14 6 2 1 28 1 27 ND 

22029-3 17 19 2 35 10 1 6 ND 

22089 7 1 5 2 20 1 10 ND 

21342-12 14 1 2 1 36 19 10 ND 

21026 11 1 5 35 18 1 39 ND 

19034 17 19 2 1 18 1 6 ND 

19118 5 19 2 2 34 4 27 ND 

20087-1 17 19 2 33 73 1 6 ND 

23047 17 1 2 1 28 1 6 ND 

23400 17 24 11 1 28 8 6 ND 

23510 17 24 11 1 28 8 6 ND 
Las ST resaltadas en naranja corresponden a un mismo perfil alélico. ND: No determinado 
en PubMLST. 

2.3.5 Se encontraron diferentes resultados en esquema MLST de 

muestras con detección simultánea de M. gallisepticum y M. 

synoviae 

En el grupo de muestras en el que se detectó de manera simultánea la presencia de Mg y 

Ms, se aplicaron ambos esquemas de MLST. Los resultados obtenidos de las muestras 

con esquemas completos se encuentran en la Tabla 2-11 para Mg y 2-12 para Ms.
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Tabla 2-11. Perfiles alélicos y ST obtenidos del MLST de Mycoplasma gallisepticum de 
muestras con detecciones Mg-Ms 

ID atpG dnaA fusA rpoB ruvB uvrA ST 

21174 5 1 35 9 7 3 ND 

21353-3 13 11 14 8 9 4 ND 

19022-2 33 19 1 8 28 21 ND 

19160 1 18 2 21 8 3 5 

22029-5 1 18 2 21 8 3 5 

23028 1 18 2 21 8 3 5 

19054 1 18 2 21 8 3 5 

En la tabla las nuevas ST se encuentran resaltadas en azul; las ST 5 asociadas a la cepa 
vacunal F se encuentran resaltadas en morado. ND: No determinado en PubMLST.  

ND: No determinado en PubMLST. 

Tabla 2-12. Perfiles alélicos y ST obtenidos del MLST de Mycoplasma synoviae de 
muestras con detecciones Mg-Ms 

 

 

 

 

 

Las muestras identificadas como ST 43, asociadas con aislamientos de Europa del Este, se 
encuentran resaltadas en naranja. ND: No determinado en PubMLST. 

En el caso del perfil de M. gallisepticum de este grupo, siete muestras (23,3 %) cumplieron 

con el esquema completo. De estas, cuatro (13,3 %), identificadas como 19160, 22029-5, 

23028 y 19054, compartieron el mismo perfil alélico y fueron clasificadas como ST5. Las 

otras tres muestras obtuvieron ST ND, sin reporte previo y totalmente únicas. Para M. 

synoviae, ocho muestras (26,7 %) completaron el esquema MLST. Dos de ellas (22268 y 

23306; 6,7 %) compartieron un perfil alélico idéntico que correspondió al ST43, siendo esta 

ST la única determinada para Ms en este estudio. Las seis muestras restantes (20,0 %) 

mostraron combinaciones de alelos que, aunque compartían similitudes con perfiles ya 

observados en las muestras positivas solo para M. synoviae, no coincidieron con ningún 

ST registrado. Adicionalmente, en este grupo se logró obtener ambos perfiles en dos 

ID adk atpG efp gmk nagC ppa recA ST 

19160 7 2 2 1 36 19 27 ND 

20128-2 17 19 2 9 10 4 10 ND 

21342-10 14 41 2 1 73 8 10 ND 

21344-4 11 1 5 1 34 1 19 ND 

22005-4 11 19 5 1 73 8 27 ND 

22029-5 5 1 3 1 73 1 10 ND 

22268 4 2 2 2 2 1 2 43 

23306 4 2 2 2 2 1 2 43 
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muestras, 19160 y 22029-5, las cuales tienen una ST5 para el esquema Mg y ST no 

determinada para Ms.  

2.3.6 Árboles filogenéticos de Mg y Ms 

A partir de los perfiles alélicos obtenidos mediante MLST, se construyeron árboles 

filogenéticos independientes para Mg y Ms, con el fin de explorar las relaciones genéticas 

entre las muestras analizadas. En cada árbol se incluyeron tanto las muestras que 

resultaron positivas únicamente para cada especie como aquellas del grupo con detección 

simultánea (Mg–Ms) que lograron completar alguno de los esquemas. Es decir, las 

muestras del grupo Mg–Ms que cumplieron con el esquema de M. gallisepticum fueron 

incorporadas en el árbol correspondiente a esa especie, y de igual manera se integraron 

las muestras del mismo grupo que completaron el esquema de M. synoviae en el análisis 

filogenético respectivo. El objetivo de realizar este análisis fue evaluar la posible 

distribución y agrupación de los perfiles dentro de cada especie.  

 

Para M. Gallisepticum se construyeron dos árboles, el primero se realizó con el gen atpG 

el cual fue en el que más alelos se identificaron de todos los housekeeping; para este se 

usaron 21 secuencias de las cuales 17 son de los resultados obtenidos de este estudio 

con cuatro genes atpG de cepas de referencia: cepa R(low), cepa R(high) que son cepas 

virulentas de la especie y las cepas vacunales 6/85 y cepa K5831 B-19. Un segundo árbol 

se construyó con los seis genes del esquema concatenados en orden alfabético de todas 

las muestras del grupo. Para este usaron un total de 19 secuencias, de las cuales 17 son 

de los resultados obtenidos del esquema MLST y dos cepas vacunales (6/85 y K5831 B-

19), en este caso estas dos cepas vacunales permitieron realizar la concatenación 

completa de los genes del MLST, mientras que las dos cepas R no. Del total de muestras 

analizadas, 11 (64,7%) corresponden a la ST5 la cual está relacionada con la cepa vacunal 

F (color lila); 5 (29,4%) corresponden a muestras con ST que no han sido determinadas y 

la muestra 19022-1 (5,9%) es la ST147 (color azul); las cepas de referencia se encuentran 

de color negro.  

 

De acuerdo con lo anterior, en ambos árboles hay un origen común de las muestras, las 

ST5 se agrupan en un clado y las ST nuevas en otro. En el árbol del gen atpG las ST5 

tienen un origen en común con las cepas R, origen del cual distan las ST nuevas pero que 
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si tienen uno con las cepas vacunales. En el otro árbol, las cepas tienen una distribución 

similar, se dividen en los dos grupos y las cepas ST nuevas están relacionadas con las 

cepas vacunales. Los resultados se pueden observar en la Figura 2-4. 
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Figura 2-4. Árboles filogenéticos de Mycoplasma gallisepticum.       ST5 de la cepa vacunal F.         ST sin determinar y la ST147.       
cepas de referencia. A. Árbol construido con el gen atpG y cuatro cepas de referencia: 6/85 y K5831 vacunales y las virulentas 
R(low) y R(high). B. Árbol construido con los seis genes concatenados y las dos cepas vacunales.

A B 

Gen atpG Concatenados Mg 
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Para la construcción de los árboles filogenéticos de M. synoviae se escogieron ocho cepas 

de referencia donde se encuentra la cepa 53 de Brasil, la cual fue la primera cepa de 

campo con genoma completo de Ms; la MS-H, de Australia, correspondiente a una cepa 

vacunal y la cepa de referencia ATCC 25204. Igualmente se incluyeron cepas de 

aislamientos de dos estudios donde se realizaron esquemas de MLST para Ms: 86079-

7NS que es la cepa parental de la vacunal MS-H, la 1968, ULB08/T3, la IT2/A (Kursa et 

al., 2019) y la IZSVE/3757/D13/2 (Kreizinger et al., 2018), las cuales se encuentran 

disponibles en el GenBank. El primer árbol se realizó con el gen nagC en el cual se 

identificaron más alelos que en los otros genes housekeeping y en el segundo se tuvo en 

cuenta las secuencias concatenadas en orden alfabético de los siete genes del esquema.  

 

De las muestras de este estudio se incluyeron 19, de las cuales 2 (10,5%), 22268 y 23306, 

tienen la ST43 relacionada con aislamientos de Europa del Este y las 17 restantes (89,5%) 

no tiene ST determinada. En el primer árbol, se puede observar un mismo origen de las 

muestras con dos ramificaciones iniciales; la primera ramificación contiene todas las cepas 

de referencia, las dos ST43 del estudio y 12 ST ND, mientras que en la otra ramificación 

se observan las muestras 19118, 23400, 21342-5, 23510 y 23047. Se puede observar una 

diversidad de cada una de las muestras e incluso en las cepas de referencia. 

 

Por otro lado, en el otro árbol, las agrupaciones son más marcadas, donde se observa 

nuevamente un origen común con dos ramificaciones. La primera contiene las cepas de 

referencia, las cuales se agrupan por regiones: un grupo de Australia donde se encuentra 

la cepa vacunal MS-H, un grupo de Estados Unidos, un grupo de las cepas europeas y la 

Ms 53 de Brasil. En esta primera ramificación ya no se agrupan tantas muestras, sino solo 

la mitad 21342-10, 22005-4, 20128-1, 21342-12, 19160 y 21342-5. En la segunda 

ramificación se encuentran la mayoría de las muestras en contraste con el otro árbol, 

incluyendo las ST43 que están distantes de las cepas de referencia de Europa. Los 

resultados se pueden observar en la Figura 2-5. 
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Figura 2-5. Árboles filogenéticos de Mycoplasma synoviae.      Cepas de referencia de M. synoviae.        ST43. A. Árbol filogenético 

del gen nagC con alta diversificación. B. Árbol filogenético de las secuencias concatenadas en orden alfabético con agrupaciones 

marcadas de regiones en las cepas de referencia y otro grupo con la mayoría de las muestras. 

A B 

Concatenados Ms Gen nagC 
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2.4 Discusión 

Este estudio presenta la primera caracterización por MLST de micoplasmas aviares en 

Colombia. Dentro de los resultados obtenidos para Mg, se puede evidenciar que la ST5, 

asociada a la cepa F vacunal, es frecuente tanto en el grupo con detección única como en 

el grupo con detección simultánea Mg-Ms. Sin embargo, es importante mencionar que 

también existen ST ND que no están asociadas ni a la cepa F vacunal ni a las ST asociadas 

a las cepas ts-11 ni 6/85 que corresponden a la ST56 y ST14, respectivamente (Jolley et 

al., 2018). Estas nuevas ST sugieren la circulación de cepas de campo junto a las cepas 

vacunales. Lo anterior podría de esperarse teniendo en cuenta que la cepa vacunal F es 

utilizada con frecuencia dentro del programa de control tanto en aves reproductoras como 

ponedoras y tiene sentido que haya una alta circulación de la ST5, lo que se relaciona 

igualmente con su distribución en diferentes departamentos, indicando que los programas 

de vacunación se realizan a lo largo del país pero, que a pesar de eso existe circulación 

de otras ST diferentes a las vacunales. 

 

De acuerdo con lo anterior, la circulación de ST ND y la ST147 podría corresponder a 

cepas de campo presentes en producciones de reproductoras y en menor medida de 

ponedoras, provenientes en este caso del departamento de Santander. Vale la pena 

mencionar que debido a la estrategia de muestreo por conveniencia y la disponibilidad en 

el banco de muestras del Laboratorio de Biología Molecular y Virología de la Universidad 

Nacional de Colombia esto puede resultar en un sesgo en cuanto al origen y/o distribución 

de estas. Sin embargo, es importante resaltar que, a pesar de que con la vacunación se 

busca generar un desplazamiento de las cepas de campo (Ishfaq et al., 2020; ter Veen et 

al., 2021), los resultados del estudio muestran que hay circulación de genotipos de campo 

de Mg en esta zona del país. Desafortunadamente, la falta de información respecto a la 

presencia o no de signos clínicos al momento de la toma de las muestras también es un 

aspecto para considerar en estudios futuros, de manera que la caracterización de las ST 

permita inferir su asociación con cuadros de enfermedad en los animales, aportando así a 

la epidemiología de la enfermedad. 

 

Independientemente de lo anterior, es de resaltar el rango de edades en que se 

encontraron distribuidas las ST nuevas, desde PIBS hasta las 48 semanas de edad; esto 
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es importante porque puede representar un factor de riesgo en el control de la 

micoplasmosis aviar. El hecho de que las ST nuevas se hayan encontrado en PIBS llama 

la atención en cuanto al control de la enfermedad desde el punto de vista de la transmisión 

vertical. Esto quiere decir que hubo parentales del tipo de producción de reproductoras 

infectadas y las cuales dispersaron el patógeno a su progenie. Esto representa un punto 

crítico que debe analizarse ya que, una de las medidas para evitar la transmisión vertical 

de la enfermedad, es garantizar que los huevos sean libres de estos patógenos (COBB, 

2011; OMSA, 2021). Por lo tanto, se deben implementar estrategias basadas en la 

aplicación de programas rigurosos de bioseguridad, principalmente en granjas con aves 

de diferentes edades (Bicout et al., 2017). 

 

Los resultados muestran que la presencia tanto de cepas vacunales como de campo es 

un posible escenario en las granjas avícolas y por lo tanto debe ser considerado, 

destacando no obstante que el uso de las vacunas, en especial para Mycoplasma 

gallisepticum, es una herramienta utilizada como una medida que se puede mantener a 

largo plazo, buscando reducir la severidad de la enfermedad respiratoria, mantener de una 

manera constante la producción de huevo y reducir la transmisión tanto vertical como 

horizontal de este microorganismo (Ishfaq et al., 2020). 

 

Respecto a las muestras de Ms, el panorama observado como resultado de este estudio 

es bien diferente, ya que no se encontró ninguna ST que esté relacionada con alguna cepa 

vacunal. Por el contrario, más del 90% son de nueva asignación y solo dos (10,5%) 

coinciden con la ST43, la cual corresponde a un aislamiento de Europa del Este. El hecho 

de que la mayoría sean ST ND, indica que existe una gran variedad de ST en esta especie 

circulando en Colombia. Lo anterior puede estar relacionado, posiblemente con que antes 

del 2012 no se vacunaba contra Ms, permitiendo una alta circulación de cepas de campo 

y poco control de la transmisión de la enfermedad (Ventura et al., 2012); además, la vacuna 

en el país se empezó a administrar después del 2016 y posiblemente, la cepa vacunal de 

Ms no se ha establecido en campo como sí ha ocurrido con la cepa F de Mg. Otro aspecto 

importante para considerar es la vacunación con MS-H, ya que se ha demostrado que 

disminuye la transmisión horizontal de cepas de campo entre las aves, no tanto al disminuir 

los niveles de diseminación, sino al reducir la probabilidad de que la cepa de campo 

colonice la tráquea. Además, los efectos benéficos de la vacuna ocurren siempre y cuando 

haya una buena toma vacunal (Dijkman et al., 2017; Feberwee et al., 2009, 2017); lo cual 
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es desafiante, debido a las características propias de la vacuna, que a diferencia de la 

cepa F utilizada para el control de Mg, la de M. synoviae requiere una temperatura de 

conservación de -70°C, que al momento de administrarse debe descongelarse entre 33 a 

35°C durante 10 minutos y no por más tiempo, para garantizar una titulación de >10⁵,⁷ 

unidades de cambio de color (CCU) por ave y evitar contacto con la luz directa (Feberwee 

et al., 2017; Markham et al., 1998), ya que la cepa de MS-H es termosensible y la vacuna 

se administra por gota en el ojo del ave (Dijkman et al., 2017). 

 

De acuerdo con lo anterior, es muy posible que exista circulación de genotipos no 

relacionados con los vacunales y esté ocurriendo en gran parte del país, en aves tanto 

reproductoras como ponedoras y de diferentes edades, además se debe considerar cómo 

es el manejo de la vacuna al momento de su administración. En este caso, aunque las 

muestras no son representativas de lo que ocurre en Colombia y nuevamente, no se pudo 

comparar la información con datos clínicos, si es claro que M. synoviae es diverso en 

términos de genotipos. Incluso, la identificación de la ST43, la cual corresponde a un 

aislamiento en pollo de engorde y ponedora de los países europeos Hungría, Rumania y 

Ucrania (Jolley et al., 2018), identificada en dos muestras de este estudio que no presentan 

ninguna relación con cepas vacunales es relevante. En este orden de ideas, es importante 

poder establecer el por qué existe la circulación de este tipo de ST en el país, determinar 

cómo fue la entrada al territorio e incluso entender si patogenicidad, para lo cual sería 

necesario el cultivo específico de esta ST y realizar más estudios de genotipificación. 

Adicionalmente, los perfiles de MLST en PubMLST se empezaron a reportar con mayor 

frecuencia desde el año 2010 con un pico en el 2021 y de ahí en adelante la cantidad de 

nuevas ST reportadas ha disminuido (Jolley et al., 2018), por lo tanto, la falta de 

información no solo es regional sino a nivel global, dificultando así la manera como se 

entiende el patógeno desde los aspectos moleculares, clínicos y epidemiológicos, 

mostrando la importancia de los resultados aquí presentados y la necesidad de continuar 

con este tipo de estudios. 

 

La caracterización de Ms aplicando los esquemas MLST con la tipificación del gen vlhA 

cobra mayor relevancia, teniendo en cuenta que se han podido establecer relaciones entre 

genogrupos y cuadros clínicos a partir de la región conservada del mismo (M. El-Gazzar 

et al., 2017). Reconociendo que la caracterización a partir de vlhA tiene una limitante ya 

que las regiones variables del mismo no tienen una relevancia en la tipificación y cepas de 



43 Genotipificación y mutaciones asociadas a resistencia antimicrobiana en cepas de 

Mycoplasma gallisepticum y M. synoviae en aves comerciales de Colombia 
 

la misma especie pueden estar relacionadas estrechamente, pero ser diferentes en la 

región conservada de este gen (M. El-Gazzar et al., 2017), se han implementado técnicas 

como MLST como un complemento a esa caracterización inicial de Ms (Kursa et al., 2019), 

utilizando diferentes locis que se encuentran distribuidos a lo largo del genoma. Ahora bien, 

es importante además que toda la caracterización genética se pueda asociar con la 

presentación de signos clínicos, y así relacionar los fenotipos con los genotipos y 

determinar genogrupos específicos. Independiente de esto, la información obtenida con 

los esquemas MLST en este estudio es un aporte en la caracterización inicial de genotipos 

de micoplasmas circulantes en el país que servirá como base para estudios futuros y que 

se pueda establecer la existencia o no de la relación entre diferencias a nivel de genotipos 

y signos clínicos asociados a Micoplasmosis aviar.  

 

Otro aspecto relevante de los resultados presentados es la identificación de muestras que 

tienen perfiles de Mg y de Ms de manera simultánea. En ambos casos, la ST de Mg 

corresponde a la número 5, asociada con la cepa vacunal, mientras que las ST de Ms son 

nuevas y ND. Aunque se trata de pooles de muestras, lo que impide afirmar coinfección a 

nivel individual, estos hallazgos evidencian que, a pesar de la vacunación contra M. 

gallisepticum, M. synoviae también está presente en las granjas avícolas, incluso en 

sistemas de producción tecnificados como el de reproductoras. Este escenario subraya la 

importancia de fortalecer los programas de vigilancia, monitoreo y bioseguridad, para 

ambos agentes. 

 

Estos hallazgos resaltan la presencia de perfiles alélicos repetidos en diferentes tipos de 

muestras; así mismo, también muestran la existencia de combinaciones no documentadas 

previamente según los datos disponible en la base de datos PubMLST, lo que refuerza la 

importancia de ampliar y actualizar la información existente para mejorar la caracterización 

de microorganismos por medio de la técnica del MLST en estudios sobre Mycoplasma spp. 

 

Los árboles filogenéticos construidos a partir de la concatenación de los genes incluidos 

en los esquemas MLST permitieron visualizar con mayor claridad las relaciones genéticas 

entre las muestras analizadas y aportaron evidencia que complementa los hallazgos 

observados en las tablas de perfiles alélicos. Esta separación filogenética sugiere la 

presencia de genotipos distintos, los cuales corresponden a cepas de campo circulantes 

en el país. Para Mycoplasma gallisepticum, se observaron dos agrupaciones bien 
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definidas: la primera correspondiente a las muestras clasificadas como ST5 que 

corresponde a la cepa vacunal y que se agruparon de manera homogénea. El otro grupo 

bien definido estuvo conformado por aquellas muestras con combinaciones alélicas no 

determinadas o nuevas, que formaron un clado independiente del vacunal de la cepa F 

pero que mostraron relación entre ellas y con las cepas vacunales 6/85 y K5831.  

 

Estas cepas corresponden a vacunas vivas atenuadas (Raviv et al., 2008) y aunque están 

relacionadas con las ST nuevas de Mg, no corresponden a cepas vacunales según la base 

de datos PubMLST, ya que para la cepa vacunal 6/85 su ST es la número 14 y para la 

K5831 corresponde la ST57 y aunque la cepa ts-11 no se incluyó en el árbol filogenético, 

su correspondiente ST es la número 49. (Jolley et al., 2018). Por lo tanto, las ST ND no 

son vacunales, a pesar de ser cercanas a la 6/85 principalmente y se confirma que son 

cepas de campo, con transmisión vertical, teniendo implicaciones como la persistencia del 

agente en la cadena de producción, diseminación de este a diferentes regiones geográficas 

y reduce la efectividad de las medidas de control, como podría ser el caso de la muestra 

21136.  

 

En el caso de Mycoplasma synoviae, el panorama filogenético fue diverso ya que las 

muestras son diferentes entre ellas mismas e incluso con las cepas de referencia por lo 

que se pudo observar en el árbol de nagC. Por otro lado, en el árbol con las secuencias 

concatenadas las dos ramificaciones principales agrupan las cepas de referencia en una 

sola y la otra corresponde a ST ND y las ST43; estas últimas tienen un origen en común 

pero aun así son diferentes entre ellas y no se agrupan con las cepas de referencia de 

Europa. Las muestras con ST ND se distribuyeron de forma menos estructurada, 

conformando agrupaciones débiles o ramas independientes, lo cual indica una mayor 

diversidad genética dentro del grupo analizado (Kursa et al., 2019). Este patrón puede 

explicarse primero porque solo se realizó caracterización por MLST y no fue posible 

realizar el proceso en tándem con el gen vlhA de las muestras analizadas, como se 

recomienda en otros estudios, lo cual permitiría relacionar las ST con los genotipos 

previamente reportados. (M. El-Gazzar et al., 2017; M. M. El-Gazzar et al., 2012; Kursa et 

al., 2019). Adicionalmente, como la vacuna retrasa, pero no previene completamente, la 

colonización de cepas de campo es posible que la alta variabilidad sea por una mayor 

circulación de cepas de campo y que la sola vacunación no aporte completamente al 

control de la enfermedad (Feberwee et al., 2017). Además, ninguna de las ST ND está 
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relacionada con la cepa vacunal MS-H la cual corresponde a la ST2 en PubMLST (Jolley 

et al., 2018). Teniendo en cuenta lo anterior, se puede sugerir que la vacuna no desplaza 

cepas de campo y, por lo tanto, esto permite que su circulación sea alta y diversa. Por 

consiguiente, M. synoviae debe tener un monitoreo riguroso tanto para el seguimiento 

vacunal como de la caracterización de la especie.  

 

En conjunto, los resultados de este estudio son las primeras caracterizaciones moleculares 

de micoplasmas aviares en el país, en donde estos análisis genéticos, así como los de los 

análisis filogenéticos, no solo respaldan los hallazgos obtenidos mediante la asignación de 

perfiles alélicos, sino que también refuerzan la necesidad de continuar con la 

genotipificación de Mycoplasma spp. en Colombia y asociarla con la sintomatología clínica 

de la enfermedad para entender mejor la dinámica de la misma y aplicarlo en estrategias 

de control eficientes y efectivas. Para esto, es necesario avanzar en estudios que tengan 

un número de muestras representativo, incluyendo aves enfermas y aves vacunadas 

aparentemente sanas, que provengan de diferentes regiones de Colombia y que incluyan 

no solo las producciones tecnificadas, sino también aves de traspatio, con el fin de 

esclarecer su papel en la eco-epidemiología ya que estás se han relacionado con la 

transmisión de la enfermedad. La obtención de esta información permitiría la identificación 

de clados únicos, particularmente aquellos alejados de las cepas vacunales, 

representando cepas de interés que permitan comprender mejor la dinámica de 

transmisión, la eficacia de las medidas de control y las posibles rutas de diseminación de 

estas. Además, la incorporación de estas secuencias a bases de datos públicas como 

PubMLST contribuirá a mejorar la representatividad geográfica de los genotipos 

reportados, lo cual servirá también como criterio de selección de las vacunas a utilizar, 

siendo esto fundamental para fortalecer la vigilancia molecular y establecer estrategias de 

control más robustas a nivel nacional 

 

 

 



Capítulo 3 46 
 

3. Capítulo 3: Circulación de genotipos de 

RAM en micoplasmas aviares en Colombia 

3.1 Introducción 

El tratamiento antimicrobiano puede ser útil y beneficioso cuando se presentan signos 

clínicos tanto de Mycoplasma gallisepticum como de M. synoviae, pero siempre teniendo 

en cuenta que el uso prolongado de antimicrobianos puede conducir a la aparición de RAM. 

Los antimicrobianos considerados eficaces contra los micoplasmas, y por lo tanto los más 

utilizados, son las tetraciclinas, los macrólidos, las pleuromutilinas y las fluoroquinolonas. 

(Bottinelli et al., 2022; A. V. Gautier-Bouchardon, 2018; Giles & Yavari, 1994). La RAM 

representa una preocupación creciente para la salud aviar, especialmente en contextos de 

producción intensiva donde el uso de antibióticos es frecuente.  

 

Dentro de las estrategias para mitigar esta problemática se encuentra realizar terapias 

antibióticas junto con la realización de antibiogramas que respalden el uso de un antibiótico 

sobre otro con el fin de garantizar una buena respuesta de los animales frente a la 

enfermedad y evitando el riesgo de presentar RAM. Sin embargo, parte del problema es 

que para el desarrollo de pruebas de sensibilidad a antibióticos requieren ser cultivados, 

lo cual resulta lento y costoso, debido a los requerimientos nutricionales para su 

crecimiento (Razin, 1992; Razin et al., 1998). El grupo de antimicrobianos 

fluoroquinolonas, al cual pertenece la enrofloxacina, incluye compuestos que se absorben 

bien por vía oral, penetran prácticamente en todos los tejidos y células del cuerpo, y 

exhiben un efecto bactericida dependiente de la concentración cuando se administran en 

dosis adecuadas (Drlica & Malik, 2003). Esta última característica lleva a suponer que las 

fluoroquinolonas tendrían el beneficio de prevenir la aparición de RAM, especialmente si 

las terapias se basan en datos de MIC (concentración mínima inhibitoria). Sin embargo, la 
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resistencia a las fluoroquinolonas se detecta con frecuencia en bacterias aisladas de 

animales al punto que ciertos compuestos han sido retirados del mercado en algunos 

países (Gautier-Bouchardon, 2018). 

 

Las fluoroquinolonas son antibióticos de amplio espectro que se han utilizado en veterinaria 

aproximadamente desde la década de 1990 (Bhatt & Chatterjee, 2022; Ferguson-Noel, 

2013; OMSA, 2021) y  hacen parte de los antibióticos de elección para aquellas bacterias 

que carecen de pared celular debido a que tienen como objetivo interrumpir la producción 

de proteínas bacterianas, teniendo como objetivos diana la ADN girasa y la Topoisomerasa 

IV, codificadas por los genes gyrA y gyrB para la primera enzima y parC y parE para la 

segunda (Drlica & Malik, 2003; Hooper, 2001; Hooper & Jacoby, 2016). 

 

Las topoisomerasas de ADN micoplásmicas son la ADN girasa y la topoisomerasa IV, 

ambas pertenecientes al tipo II de topoisomerasas. Estas enzimas micoplásmicas se 

parecen a sus homólogas eubacterianas, en que tienen una estructura compuesta por dos 

subunidades: A y B en el caso de la ADN girasa y los productos de los genes parC y parE 

en el caso de la topoisomerasa IV. El rol que desempeñan es catalizar las 

interconversiones de los isómeros topológicos de las moléculas de ADN, siendo esenciales 

en la replicación, transcripción, recombinación y reparación.  

 

La ADN girasa introduce superenrollamientos negativos en las moléculas de ADN circular 

cerrada en una reacción que requiere ATP. En ausencia de ATP, la girasa puede relajar el 

ADN superenrollado negativamente. La topoisomerasa IV se parece a la ADN girasa en su 

efecto sobre el ADN, pero carece de la actividad de relajación independiente del ATP. Las 

enzimas micoplasmáticas son inhibidas por las quinolonas (Otero et al., 2001a; Razin et 

al., 1998) y la aparición de resistencia a las fluoroquinolonas se debe principalmente a 

mutaciones en genes que codifican las subunidades de las enzimas diana del antibiótico 

(Hooper & Jacoby, 2016; Lysnyansky et al., 2013). De hecho, es precisamente el 

mecanismo de acción de estos fármacos lo que incrementa la frecuencia global de 

mutaciones en el ADN bacteriano, lo cual, en teoría, generaría mutaciones recesivas 

(Drlica & Malik, 2003). 

 

El mecanismo de resistencia a las quinolonas de Mycoplasma sp. consiste en mutaciones 

puntuales, las cuales son alteraciones de las regiones determinantes QRDR de los genes 
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gyrA y gyrB y los genes parC y parE (Redgrave et al., 2014). Un ejemplo son las 

sustituciones Ser83- Arg en GyrA y Ser80-Leu / Trp en ParC, las cuales demostraron tener 

el mayor impacto en la resistencia a las fluoroquinolonas de Mg. Mientras que, para Ms, la 

reducción de susceptibilidad a la enrofloxacina está asociadacon sustituciones de 

aminoácidos en el ParC QRDR (Bekő et al., 2020; Lysnyansky et al., 2013; Redgrave et 

al., 2014).  

 

El seguimiento del uso de fluoroquinolonas en los Micoplasmas aviares no solo es 

importante para la enfermedad como tal. También hay que tener en cuenta que la 

liberación de residuos antibióticos al ambiente contribuye al problema de RAM, favorecido 

por la transferencia horizontal de genes entre las bacterias (Bahl, 2009; Bhatt & Chatterjee, 

2022). En general, las aves comerciales tienen una buena absorción y distribución de las 

quinolonas; sin embargo, son metabolizadas parcialmente por el hígado debido al poco 

efecto de primer paso (Otero et al., 2001b). Por lo tanto, se considera que el 70% de estos 

antibióticos se elimina por las heces de las aves y en los demás animales también por la 

orina, llegando al ambiente como componentes bioactivos que pueden promover la 

resistencia en diversas bacterias patógenas o poblaciones microbianas, representando 

una preocupación para la salud tanto de humanos como de animales (Kristiansson et al., 

2011). 

 

Con base en lo anterior, el objetivo de este capítulo fue identificar los genes y sus 

mutaciones asociadas con la resistencia a fluoroquinolonas en detecciones moleculares 

de Mg y Ms obtenidas de granjas avícolas y determinar su respectiva frecuencia de 

presentación, para realizar el primer tamizaje respecto al panorama de RAM de 

micoplasmas frente a estos antibióticos. 

3.2 Materiales y métodos 

Una vez establecidos los perfiles de MLST se realizó la detección de los genes ribosomales 

gyrA y parC asociados con resistencia a fluoroquinolonas, tanto para Mg como para Ms 

(Lysnyansky et al., 2008, 2013). Los primers empleados para la identificación de los genes 

de interés están listados en la Tabla 3-1. 
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Tabla 3-1: Primers usados en la detección de genotipos de resistencia para gyrA y parC 
en detecciones de Mg y Ms. 

 

Para las reacciones de amplificación del ADN se utilizó la enzima GoTaq® Green 

MasterMix, en un volumen final de 10 µL que contenía: 5 µL de la mastermix, 0,5 µL de 

cada primer para cada gen, 3 µL de agua ultrapura y 1 µL de ADN de la muestra. Las 

condiciones de PCR utilizadas fueron específicas para cada gen. Para gyrA-Mg fue una 

desnaturalización inicial por 3 minutos a 95°C, 30 ciclos de desnaturalización por 30 

segundo a 95°C, anillamiento por 30 segundos a 56°C (gyrA) y 52°C (parC) y una extensión 

de 45 segundos a 72°C. Finalmente otra extensión por 10 min a 72°C (Lysnyansky et al., 

2008). Para los genes de Ms las condiciones fueron: una desnaturalización inicial por 3 

minutos a 95°C, 30 ciclos de desnaturalización por 30 segundo a 95°C, anillamiento por 

30 segundos a 56°C (gyrA) y 60°C (parC) y una extensión de 45 segundos a 72°C. 

Finalmente otra extensión por 5 min a 72°C (Lysnyansky et al., 2013).  

 

Para las PCR tanto de Mg como Ms se utilizó un termociclador C1000 (Bio-Rad, Hercules, 

California, EE. UU). Los productos de PCR fueron revelados en gel de agarosa al 1,5%; 

donde se emplearon 0.2 μl del buffer de carga EZ VISION® (Promega Corporation, 

Madison, Wisconsin, EE. UU.) y 2 μl de marcador de peso molecular GeneRuler 100 pb 

(ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.) y las imágenes se obtuvieron 

mediante el fotodocumentador GelDocXR® (Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU.) junto 

con el software Quantity One Analysis 1-D 4.6.3 ® (Bio-Rad, Hercules, California, EE. 

UU.).  

 

Para la secuenciación de ADN se realizó primero un proceso de purificación utilizando 

Gen Primer Secuencia (5’→3’) Tamaño (bp) Reference 

gyrA 
gyrA-Mg-F GAGCTAGAAACATCATTCATGG 

485 
(Lysnyansky 

et al., 2008) 

gyrA-Mg-R CCTACAGCAATACCACTTGAA 

parC 
parC-Mg-F GATCTTGATGATATCATGTCAC 

parC-Mg-R CCAGTTGAACCATTAACGAGT 

gyrA 
gyrA-Ms-F GAAGATCAGCCTGAATTAGTT 

494 
(Lysnyansky 

et al., 2013) 

gyrA-Ms-R GCCATTCTAGCTTCGGTATAA 

parC 
parC-Ms-F CCAACCGTGCAATTCCTGAT 

469 
parC-Ms-R TTATGCGGCGGCATTTCG 
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acetato de amonio y etanol absoluto al 80%; la precipitación de ADN se llevó a cabo 

mediante una serie de ciclos de centrifugaciones; el primero durante 30 minutos a 10000 

rpm, seguido por dos ciclos a 12000 rpm durante 10 minutos cada uno. Posteriormente, 

se eluyeron las muestras con agua de grado molecular, se cuantificó el DNA purificado y 

se ajustó a la concentración de 7 ng/µL para cada reacción con sus respectivos primers 

forward y reverse. La secuenciación se llevó a cabo en el Instituto de Genética de la 

UNAL, utilizando el método de Sanger. Las secuencias obtenidas fueron analizadas 

utilizando herramientas bioinformáticas como MultAlin (Corpet, 1988), Chromas 2.6.6 

(Technelysium Pty Ltd., 2019) y Unipro UGENE (Okonechnikov et al., 2012).  

 

A partir de un alineamiento múltiple de secuencias se identificaron las posiciones de 

aminoácidos en los QRDR que están relacionadas con cambios asociados a RAM. Para 

este estudio se tuvo en cuenta que la muestra tuviera el esquema MLST completa ya sea 

para Mg o para Ms. Como cepas de referencia se tuvo en cuenta las secuencias parciales 

de gyrA de la subunidad A de la ADN girasa y parC de la Topoisomerasa IV de la cepa 

R(low) (AAP57073.1 y AAP56769.2) para Mg y de igual manera las secuencias parciales 

de los mismos genes de las cepas MS53 (AAZ43730.1 y AAZ43478.1) y MS-H 

(WP_109537073.1 y WP_109536917.1) para Ms. 

3.3 Resultados 

3.3.1 Detección de genes asociados con resistencia a 

fluoroquinolonas 

De las 34 muestras a las que se les estableció el perfil de MLST, se realizó la identificación 

de genes de resistencia gyrA y parC en 14 muestras (41,2%) de las cuales 50% se les 

identificó genes de Mg y al otro 50% los de Ms. De las siete muestras de Mg, el 15% (n=6) 

son reproductoras y una muestra (25%) de ponedoras. La procedencia se distribuyó de la 

siguiente manera: el 42,9% (n=3) fue de Santander, el 28,6% de Cundinamarca (n=2), una 

del Huila y otra de Valle del Cauca cada uno con representación del 14,25%. La edad entre 

las reproductoras fue entre Pibs (1d) y 48 semanas y de la ponedora fue 24 semanas. Las 

detecciones de estos genes se pueden observar en la Figura 3-1. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAP57073.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAP56769.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAZ43730.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAZ43478.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109537073.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109536917.1
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Figura 3-1. Detecciones de los genes gyrA y parC de muestras con esquema completo 
MLST de Mg. A. Lado izquierdo de la figura representa el gen gyrA. B Lado derecho de la 
figura representa el gen parC. Ambos genes tienen un tamaño de 485 Pb. M. Marcador de 
peso molecular de 50 Pb. C+ Vacuna 6/85. C-. Agua ultrapura. 
 

Para el grupo de Ms, el 57,1% (n=4) fue de reproductoras entre las 36 y 78 semanas de 

edad, mientras que las ponedoras tuvieron una representación del 42,9% (n=3) con edades 

entre las 48 y 59 semanas. La mayoría de las muestras fueron del departamento de 

Santander con un 42,9% (n=3), seguido de Cundinamarca con un 28,6% (n=2) y finalmente 

Boyacá y Tolima cada uno con una muestra que representa el 14,25% respectivamente. 

Las detecciones de estos genes se pueden observar en la Figura 3-2. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3-2. Detecciones de los genes gyrA y parC de muestras con esquema completo 
MLST de Ms. A. Lado izquierdo de la figura representa el gen gyrA con un tamaño de 494 
Pb. B Lado derecho de la figura representa el gen parC con un tamaño de 469Pb. M. 
Marcador de peso molecular de 50 Pb. C+ Vacuna MS-H. C-. Agua ultrapura. 

 

A B 
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3.3.2 Análisis bioinformático de detecciones de genotipos de 

RAM 

El análisis bioinformático de los genes asociados a RAM, permite establecer un tamizaje 

inicial de los genotipos circulantes en el país. Por lo tanto, este es el primer estudio con 

identificación de genotipos con cambios de aminoácidos en gyrA y parC de micoplasmas 

aviares en Colombia.  

 

De las muestras del grupo de genes de Mg, siete muestras (50%) fueron analizadas en los 

QDRD GyrA y ParC; en la posición 59 se evidencian cambios con respecto a la cepa de 

referencia ADN girasa subunidad A cepa R (low) (AAP57073.1) la cual corresponde una 

cepa virulenta de Ms. En el estudio, cuatro muestras, 23044 (MG-3), 20048 (MG-6), 23354 

(MG-8) y 19160 (MG-11) cambian una Hys por una Tyr. Otro cambio de aminoácido 

evidenciado fue en la posición 83, una Ser por Ile en tres muestras, 21136 (MG-2), 19022-

1 (MG-5) y 19022-2 (MG-13) (Figura 3-3). En las posiciones 58 y 84, que también están 

relacionadas con un aumento en los MIC de fluoroquinolonas, ninguna de las muestras 

evidenció algún cambio asociado con RAM. 

 

Figura 3-3. Mutaciones asociadas a gyrA en M. gallisepticum. Cambios de aminoácidos 
en las posiciones 59 y 83 del gen gyrA de Mg; Hys-59-Tyr en las muestras MG-3, MG-6, 
MG-8 y MG-11 y Ser-83-Ile en MG-2, MG-5 y MG-13. 
 

Respecto a parC, el cambio de aminoácido fue en la posición 80, Ser-80-Leu en las 

muestras 21136 (MG-2), 23044 (MG-3), 19022-1 (MG-5) y 19022-2 (MG-13) con respecto 

a la cepa de referencia DNA topoisomerasa IV subunidad A cepa R (low) (AAP56769.2) 

(Figura 3-2), que corresponde a aumentos MIC de hasta 8 veces en otros estudios. Las 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAP57073.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAP56769.2
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muestras 21136, 19022-1 y 19022-2 presentan cambios de aminoácidos tanto en gyrA 

como en parC,  

 

Figura 3-4. Mutaciones en parC asociadas a RAM en M. gallisepticum. Cambios de 
aminoácidos en la posición 80 de parC de Mg; Ser-80-Leu en las muestras MG-2, MG-3, 
MG-5 y MG-13.  

 

Para las muestras de los grupos Ms, en gyrA no hubo cambios que indicaran mutaciones 

asociadas a RAM en la posición 87, donde un cambio de Ser por Asn podría estar 

relacionada con el problema. Además, se realizó el alineamiento múltiple con el gen DNA 

girasa subunidad A de una cepa vacunal MS-H (WP_109537073.1) y con la cepa 53 

correspondiente a un aislamiento de pollo (AAZ43730.1), sin obtener evidencia de 

mutaciones asociadas con RAM (Figura 3-5).  

 

Figura 3-5. Mutaciones asociadas a gyrA en M. synoviae. No hay evidencia de cambios 
en el gen gyrA de Ms en ninguna muestra. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109537073.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAZ43730.1
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Respecto a parC en la posición 80 se evidencia el cambio de Thr por Ile de las muestras 

21342-5 (MS-1), 21342-12 (MS-4), 21026 (MS-5), 20087-1 (MS-8) y 21342-10 (MS-11) y 

en la 84, la cepa de referencia 53 (AAZ43478.1), la cual es la misma de gyrA, tiene la 

mutación que es Asp por Asn; esta mutación no se encuentra en la cepa vacunal MS-H 

(WP_109536917.1) ni en ninguna de las muestras del estudio (Figura 3-6) 

 

Figura 3-6 Mutaciones en parC asociadas a RAM en M. synoviae. Cambio de aminoácidos 
del gen parC en la posición 80 de Thr por Ile de las muestras MS-1, MS-4, MS-5, MS-8 y 
MS-11. En la posición 84, la cepa de referencia 53 presenta el cambio Asp por Asn; esta 
sustitución no se encuentra en la cepa vacunal MS-H. 
 

Teniendo en cuenta los anteriores resultados, en la Tabla 3-2 se resumen los cambios 

aminoácidos en cada uno de los respectivos genes identificados junto con la frecuencia de 

presentación tanto en Mg como en Ms. 

 
Tabla 3-2 Cambios en aminoácidos en los genes gyrA y parC de Mycoplasma 

gallisepticum y M. synoviae. 

Especie Gen 
Cambio de 

AA 
Posición 

Frecuencia 
(n/N) 

Frecuencia 
(%) 

Mg 
 

gyrA 
Hys → Tyr 59 4/7 57.1% 

Ser → Ile 83 3/7 42.9% 

parC Ser → Leu 80 4/7 57.1% 

Ms 
 

gyrA 
No hay 

mutaciones 
— 0/7 0% 

parC 

Thr → Ile 80 5/7 71.4% 

Asp → Asn 
(solo en cepa 

ref. 53) 
84 0/7 0% 

 *n: número de muestras N: Total de muestras AA: Aminoácidos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAZ43478.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109536917.1
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3.4 Discusión 

El mecanismo de RAM de Mycoplasma sp. a las quinolonas de consiste en mutaciones 

puntuales, las cuales son alteraciones de las regiones determinantes QRDR de los genes 

gyrA y gyrB y los genes parC y parE (Redgrave et al., 2014). Las sustituciones de 

aminoácido en posiciones específicas de gyrA y parC tienen un gran impacto en la 

resistencia de Mg a las fluoroquinolonas. Mientras que, para Ms, la reducción de 

susceptibilidad a la enrofloxacina está asociada con sustituciones de aminoácidos en el 

ParC QRDR (Bekő et al., 2020; Lysnyansky et al., 2013; Redgrave et al., 2014).  

 

En Mycoplasma gallisepticum, las mutaciones más comúnmente asociadas con resistencia 

son Ser83→Arg en gyrA y Ser80→Leu/Trp en parC (Lysnyansky et al., 2012). En este 

estudio se identificaron mutaciones en los genes gyrA y parC en siete muestras del grupo 

Mg. Se evidencian muestras que presentaron el cambio Ser83→Ile, el cual ha sido 

ampliamente reportado como un marcador de resistencia, especialmente frente a 

enrofloxacina en el gen de gyrA (A. V. Gautier-Bouchardon, 2018; Lysnyansky et al., 2008). 

En el análisis del gen parC, se identificó la mutación Ser80→Leu en las mismas muestras 

(21136, 19022-1 y 19022-2). Esta sustitución ha sido reportada como responsable de un 

aumento de hasta ocho veces en el MIC frente a fluoroquinolonas (A. V. Gautier-

Bouchardon, 2018; Lysnyansky et al., 2008). Un detalle importante de estas muestras de 

Mg es que son ST de nueva designación incluida la ST147, lo que quiere decir que hay 

circulación de genotipos de resistencia en cepas de campo de Mycoplasma gallisepticum 

y se encuentran en el departamento de Santander, siendo todas del tipo de producción de 

reproductoras. Las edades de estas muestras corresponden a Pibs y entre 46 y 48 

semanas. Por lo tanto, esto es un panorama preocupante ya que son genotipos que se 

transmiten de manera vertical, desde el oviducto al huevo y en consecuencia son pollitos 

que, si nacen representarán un problema para la producción, no solo por ser una fuente 

de dispersión del micoplasma, sino que además con el riesgo de no responder a un 

tratamiento antibiótico en caso de enfermarse. Además, se debe tener en cuenta la 

transmisión horizontal por aves que posiblemente están enfermas, con el mismo riesgo de 

ser resistentes a las fluoroquinolonas (Mugunthan et al., 2023b; Roberts & McDaniel, 

1967).  
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De todas maneras, se debe relacionar estas ST con la presentación de signos clínicos y 

realizar pruebas de sensibilidad a antibióticos en las cepas que se puedan aislar. Aunque 

el cultivo es lento, los hallazgos de este estudio deberían compararse con información de 

fenotipos circulantes en la avicultura del país. Lo anterior se debe considerar porque la 

presencia de múltiples mutaciones en ambos genes suele ser necesaria para conferir 

resistencia clínicamente significativa a fluoroquinolonas (A. V. Gautier-Bouchardon, 2018). 

También tener en cuenta que en gyrA, aunque no se observaron cambios en la posición 

58 ni en la posición 84, de presentarse cambios como 58-Thr/Ile y 84-Ala/Pro, 

incrementarían la resistencia a las fluoroquinolonas de entre dos a cuatro veces el MIC 

(Lysnyansky et al., 2008; Reinhardt et al., 2002), por lo tanto, se debe realizar monitoreos 

constantes tanto de genotipo como de fenotipo para seguir el comportamiento de Mg en 

cuanto a la RAM. 

 

Por otro lado, ninguna de las muestras analizadas mostró el cambio Ser83→Arg, que 

también se ha vinculado con resistencia (Zhang et al., 2018). Adicionalmente, en la 

posición 59, se presentó una sustitución de histidina por tirosina (Hys59→Tyr), aunque 

esta mutación ha sido descrita previamente, estudios in vitro no han asociado 

consistentemente este cambio con un aumento en el MIC, e incluso se ha vinculado con 

sensibilidad a la enrofloxacina (A. V. Gautier-Bouchardon, 2018; Lysnyansky et al., 2008). 

En las datos analizados, las que presentaron este último cambio de aminoácidos, 

corresponden a ST5, es decir cepas vacunales y, por lo tanto, tiene sentido que no 

presenten mutaciones asociadas a RAM. 

 

En el caso de Mycoplasma synoviae, se ha sugerido que el gen parC es el principal 

marcador de resistencia a enrofloxacina, aunque gyrA también se secuencia para detectar 

mutaciones menos frecuentes (Bekő et al., 2020; Lysnyansky et al., 2013). En este estudio, 

no se identificaron mutaciones en gyrA, incluyendo la posición 87 (Asn→Ser/Lys), que ha 

sido asociada con incrementos moderados en MIC (A. V. Gautier-Bouchardon, 2018), ni 

en las posiciones 58, 59 o 83. Por el contrario, en parC, en cinco (71,4%) de siete muestras 

estas se encontró la sustitución en la posición 80 (Thr80→Ile), un cambio previamente 

asociado con disminución en la susceptibilidad a fluoroquinolonas (Lysnyansky et al., 

2013). Estas muestras corresponden en su mayoría al departamento de Cundinamarca 

(n=3, 60%) seguido de Boyacá (n=1, 20%) y Tolima (n=1, 20%); en cada uno de estos 

departamentos tres muestras corresponden a reproductoras mientras que de ponedoras 
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solo se encuentran en Cundinamarca; finalmente, las edades para las reproductoras 

fueron entre 36 y 78 semanas y de ponedoras entre 59 a 78 semanas. Teniendo en cuenta 

lo anterior, estas muestras corresponden a ST no determinadas previa y posiblemente, 

corresponden a cepas de campo circulantes.  

 

No se observaron cambios en las posiciones 79, 81 ni 84 los cuales también son sitios en 

donde se han reportados cambios de aminoácidos asociados a RAM. En los datos se 

resalta que la mutación Asp84→Asn, se identificó en la cepa de referencia MS 53, la cual 

corresponde a un aislamiento de pollos de engorde en Brasil (Vasconcelos et al., 2005); 

sin embargo, este cambio no se encontró en las muestras evaluadas ni en la cepa vacunal 

MS-H. El reporte de este cambio de aminoácidos se ha relacionado con un aumento de 

MIC de hasta 4 veces en aislamientos clínicos (A. V. Gautier-Bouchardon, 2018; 

Lysnyansky et al., 2013). 

Considerando que en M. synoviae una única mutación en parC puede ser suficiente para 

alterar la susceptibilidad a fluoroquinolonas, las cinco muestras que presentaron el cambio 

Thr80→Ile y que además corresponden a STs ND previamente, también da un indicador 

de cepas de campo, todas diferentes entre que tiene genotipos de resistencia y que están 

circulando en el territorio colombiano, en departamentos cercanos entre sí como lo son 

Cundinamarca, Tolima y Boyacá. Así como se realizan las recomendaciones con Mg, es 

importante poder cultivar el patógeno para las pruebas de sensibilidad y relacionar esta 

presentación de genotipos con fenotipos. Adicionalmente, tener en cuenta que esta 

información debe ir acompañada del reporte de signos clínicos de los animales. Esto 

refuerza la necesidad de continuar fortaleciendo los estudios epidemiológicos moleculares 

en Colombia, no solo para caracterizar la diversidad genética de estos agentes, sino 

también para monitorear tempranamente la aparición de fenotipos asociados a RAM. 

 

A pesar de que en este estudio se identificaron mutaciones puntuales en regiones 

codificantes de gyrA y parC asociadas con resistencia a fluoroquinolonas, es importante 

tener en cuenta que los mecanismos de resistencia en micoplasmas no siempre se 

explican exclusivamente por estos cambios genéticos. En algunos casos, no se detectan 

mutaciones, lo que sugiere la posible existencia de mecanismos aún no caracterizados. 

Por ejemplo, en la literatura se han descrito dos mecanismos de resistencia a las 

fluoroquinolonas: la alteración de los genes que codifican para la ADN girasa y la 
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topoisomerasa IV, que son los blancos moleculares de esta clase de antibióticos, o la 

reducción en la acumulación de quinolonas mediante bombas de eflujo (A. V. Gautier-

Bouchardon et al., 2002). Esto resalta la limitación de utilizar únicamente el tamizaje 

molecular como herramienta para la detección de RAM en Mycoplasma spp. (Bottinelli et 

al., 2022). Sin embargo, los hallazgos moleculares deben ser parte del análisis de la 

información ya que sirven como un primer cribado del riesgo de RAM. Adicionalmente, la 

ausencia de criterios estandarizados para la interpretación del MIC dificulta la clasificación 

clara de las cepas como sensibles o resistentes, especialmente para antimicrobianos 

comúnmente usados en la industria avícola. En este sentido, es fundamental avanzar hacia 

la implementación de métodos estandarizados tanto de MIC como moleculares de RAM 

para micoplasmas aviares, que permitan la comparación de resultados entre laboratorios 

y faciliten la toma de decisiones clínicas más precisas.  
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4. Conclusiones y recomendaciones 

4.1 Conclusiones 

Los resultados de este estudio corresponden a la primera caracterización molecular por 

MLST de Mycoplasma gallisepticum y M. synoviae y la primera aproximación a los 

genotipos de RAM en estas especies en Colombia. El análisis basado en MLST y los 

árboles filogenéticos permitieron identificar diversidad genética entre las cepas de Mg y Ms 

a partir de pooles de muestras de granjas avícolas en Colombia.  

 

En esta investigación se identificó la circulación de cepas de campo de Mg y cepa ST5 

vacunal. Además, estas ST ND tienen cambios en aminoácidos en QRDR, lo que implica 

que además de ser cepas de campo, están circulando con genotipos de resistencia.  

 

Para Ms, los perfiles alélicos fueron altamente variables, con un predominio de secuencias 

no registradas en la base de datos PubMLST, lo que indica una posible diversidad aún no 

documentada pero que debe ser un llamado a seguir investigando y caracterizando este 

patógeno en el país. Lo cual podría explicar las fallas vacunales que se están presentando 

en el país y buscar alternativas para inmunización. Esta información indica un panorama 

general de los micoplasmas aviares en las regiones de donde provienen las muestras 

analizadas, lo cual es fundamental para establecer relaciones evolutivas entre cepas y 

posibles fuentes de transmisión. En ambos casos es importante poder relacionar la 

información con casos clínicos y con pruebas de sensibilidad a antibióticos para corroborar 

los hallazgos.  

 

En cuanto a la resistencia a fluoroquinolonas, se identificaron mutaciones puntuales en 

genes blanco como gyrA y parC, las cuales están asociadas con RAM en las especies 
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estudiadas. Aunque se requieren de estudios fenotípicos en este aspecto y realizar 

pruebas estandarizadas de MIC para micoplasma, el hecho de encontrar este hallazgo 

permite inferir que posiblemente existen genotipos que presentan RAM. Por lo tanto, es 

posible que el tratamiento contra esta enfermedad a nivel de granja sea difícil a partir del 

uso de fluoroquinolonas. En ese orden de ideas, también hay que realizar estudios con 

antibióticos como las tetraciclinas, los macrólidos y las pleuromutilinas con el fin de realizar 

también un tamizaje de frente al escenario de RAM mucho más completo para la 

Micoplasmosis aviar en el país.  

4.2 Recomendaciones 

A partir de estos hallazgos, se recomienda fortalecer los programas de vigilancia 

epidemiológica molecular que integren el uso de MLST como herramienta clave para 

monitorear la circulación de cepas vacunales y de campo, así como la identificación de 

nuevos genotipos de micoplasmas en las poblaciones avícolas. Esta vigilancia debería 

contemplar la recolección sistemática de muestras en distintas regiones del país y en 

diferentes tipos de producción avícola, con el fin de obtener una visión más amplia de la 

dinámica poblacional de M. gallisepticum y M. synoviae. De igual manera, se recomienda 

contribuir activamente al fortalecimiento de las bases de datos internacionales como 

PubMLST, mediante la inclusión de nuevos perfiles alélicos y secuencias provenientes de 

Colombia y América Latina.  

 

La alta proporción de secuencias no clasificadas dentro del estudio revela una brecha 

importante en la representación regional, lo que limita las posibilidades de comparación y 

rastreo de cepas. Ampliar la base de datos contribuirá no solo al conocimiento científico 

global, sino también al diseño de estrategias de control específicas adaptadas a la realidad 

epidemiológica local. De igual manera, la información obtenida en este estudio es un aporte 

en la caracterización inicial de genotipos de micoplasmas circulantes en el país que servirá 

como base para estudios futuros para que se pueda establecer la existencia o no de la 

relación entre diferencias a nivel de genotipos y signos clínicos asociados a Micoplasmosis 

aviar. 

 

En cuanto a la detección de RAM, es fundamental implementar metodologías 

estandarizadas para la determinación de MIC, que permitan validar los hallazgos 
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moleculares mediante pruebas fenotípicas. Las mutaciones identificadas en gyrA y parC 

sugieren resistencia a fluoroquinolonas, pero la confirmación mediante pruebas in vitro 

bajo criterios definidos de punto de corte es necesaria para evaluar la eficacia clínica de 

los tratamientos. Además, se debe incentivar la investigación de posibles mecanismos de 

resistencia no asociados a mutaciones puntuales, ya que en algunos casos la ausencia de 

cambios en genes blanco no descarta la presencia de resistencia. Considerando la 

identificación de múltiples mutaciones asociadas con RAM en cepas no vacunales, es 

prioritario fortalecer las políticas de uso racional y prudente de antimicrobianos en la 

avicultura. Esto incluye la capacitación continua a Médicos Veterinarios y productores, la 

adopción de protocolos de prescripción basados en diagnóstico y la promoción del uso de 

alternativas como vacunas efectivas y mejoras en las condiciones de bioseguridad. El uso 

indiscriminado de fluoroquinolonas ha sido un factor clave en la selección de cepas 

resistentes, por lo que se recomienda establecer regulaciones claras para su uso 

terapéutico.
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