UNIVERSIDAD CATOLICA
DE SANTIAGO DE GUAYAQUIL
FACULTAD DE EDUCACION TECNICA PARA EL DESARROLLO
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

TEMA:
Prevalencia de Mycoplasma spp en cuatro especies de
tortugas gigantes de un centro de crianza en la Isla Santa
Cruz, Galdpagos, mediante PCR.

AUTOR:
Guilcapi Cunalata, Ivan Eric

Trabajo de Integracion Curricular previo a la obtencién del
titulo de MEDICO VETERINARIO

TUTOR:
Dr. Echeverria Alcivar, José Alberto MSc.

Guayaquil, Ecuador
18 de febrero de 2025



UNIVERSIDAD CATOLICA
DE SANTIAGO DE GUAYAQUIL
FACULTAD DE EDUCACION TECNICA PARA EL DESARROLLO
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

CERTIFICACION

Certificamos que el presente Trabajo de Integracion Curricular fue realizado
en su totalidad por Guilcapi Cunalata, lvan Eric, como requerimiento para la

obtencion del titulo de Médico Veterinario.

TUTOR

f.

Dr. Echeverria Alcivar, José Alberto MSc.

DIRECTORA DE LA CARRERA

f.

Dra. Alvarez Castro, Fatima Patricia MSc.

Guayaquil, alos 18 del mes de febrero del afio 2025



UNIVERSIDAD CATOLICA
DE SANTIAGO DE GUAYAQUIL
FACULTAD DE EDUCACION TECNICA PARA EL DESARROLLO
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

DECLARACION DE RESPONSABILIDAD

Yo, Guilcapi Cunalata, Ivan Eric

DECLARO QUE:

El Trabajo de Integracién Curricular, Prevalencia de Mycoplasma spp en
cuatro especies de tortugas gigantes de un centro de crianza en la Isla
Santa Cruz, Galapagos, mediante PCR, previo a la obtencién del titulo de
Médico Veterinario, ha sido desarrollado respetando derechos intelectuales
de terceros conforme a las citas que constan en el documento, cuyas fuentes
se incorporan en las referencias o bibliografias. Consecuentemente, este
trabajo es de mi total autoria.

En virtud de esta declaracion, me responsabilizo del contenido, la veracidad y
el alcance del trabajo de integracién curricular referido.

Guayaquil, alos 18 del mes de febrero del aiio 2025

EL AUTOR

Guilcapi Cunalata, lvan Eric



UNIVERSIDAD CATOLICA
DE SANTIAGO DE GUAYAQUIL
FACULTAD DE EDUCACION TECNICA PARA EL DESARROLLO
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

AUTORIZACION

Yo, Guilcapi Cunalata, Ivan Eric

Autorizo a la Universidad Catélica de Santiago de Guayaquil a la publicacion
en la biblioteca de la institucion el Trabajo de Integracion Curricular
Prevalencia de Mycoplasma spp en cuatro especies de tortugas gigantes
de un centro de crianza en la Isla Santa Cruz, Galapagos, mediante PCR,

cuyo contenido, ideas y criterios son de mi exclusiva responsabilidad y total
autoria.

Guayaquil, a los 18 del mes de febrero del afio 2025

EL AUTOR:

Guilcapi Cunalata, lvan Eric



UNIVERSIDAD CATOLICA

DE SANTIAGO DE GUAYAQUIL
FACULTAD DE EDUCACION TECNICA PARA EL DESARROLLO
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

CERTIFICADO DE COMPILATIO

La Direccion de la Carrera de Medicina Veterinaria revis6 el Trabajo de

Integracién Curricular Prevalencia de Mycoplasma spp. en cuatro especies

de tortugas gigantes de un centro de crianza en la Isla Santa Cruz,

Galapagos, mediante PCR, presentado por el estudiante Guilcapi Cunalata,
Ivan Eric, donde obtuvo del programa COMPILATIO el valor de 0 % de

coincidencias, considerando ser aprobada por esta direccion.

Fuente: Echeverria Alcivar, 2025

Certifican,

ﬁ CERTIFICADO DE ANALISIS
Prevalencia de Mycoplasma spp. en
cuatro especies de tortugas gigantes de

un centro de crianza en la Isla Santa Cruz,
Galapagos, mediante PCR

Nombre d
especies

encia de Mycoplasma spp. en cuatro
centro de crianza en la lsla Santa

b14b56bd 4072001 Jedce 60460
al: 2,33 MB

M 0% Similitudes

Namero de caracteres: 92.215

Dr. Echeverria Alcivar, José Alberto MSc.

TUTOR



AGRADECIMIENTO

En primer lugar, agradezco a Dios por brindarme fortaleza y guia en
cada paso de este camino.

A mis padres y hermanos, por su apoyo incondicional, amor y

confianza, que han sido mi mayor motivacion a lo largo de esta trayectoria.

Extiendo un agradecimiento especial al Parque Nacional Galapagos
por abrirme las puertas y permitir el desarrollo de este trabajo, asi como a la
Agencia de Bioseguridad para Galapagos (ABG) y al Laboratorio Galapagos

(LABGAL) por su colaboracién y apoyo técnico.

Finalmente, mi gratitud a todas las personas que, de una u otra manera,
han sido parte de este recorrido universitario, brindandome su conocimiento,

compainiia y aliento en cada etapa.

Vi



DEDICATORIA

A mis padres, por su amor incondicional, sacrificio y ensefianzas, que
han sido la base de mi crecimiento personal y profesional. Gracias por ser mi

inspiracion y mi mayor apoyo en cada desafio.

A mis hermanos, por su compafia, &nimo y por compartir conmigo este

camino. Su apoyo ha sido fundamental en cada etapa de mi formacion.

A ustedes, con todo mi carifio y gratitud, dedico este logro.

Vi



UNIVERSIDAD CATOLICA
DE SANTIAGO DE GUAYAQUIL
FACULTAD DE EDUCACION TECNICA PARA EL DESARROLLO
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

TRIBUNAL DE SUSTENTACION

Dr. Echeverria Alcivar, José Alberto MSc.
TUTOR

Dra. Alvarez Castro, Fatima Patricia MSc.
DIRECTORA DE CARRERA

Dra. Carvajal Capa, Melissa Joseth MSc.
COORDINADORA DE UTE

VIii



UNIVERSIDAD CATOLICA
DE SANTIAGO DE GUAYAQUIL
FACULTAD DE EDUCACION TECNICA PARA EL DESARROLLO
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

CALIFICACION

Dr. Echeverria Alcivar, José Alberto MSc.
TUTOR



1

INDICE GENERAL

INTRODUCCION ..ottt ettt 2
1.1 ODBJEtIVOS...ccoiiiiiiiiieeee 3
1.1.1 Objetivo general. ... 3
1.1.2 Objetivos e€SPECIfICOS. ....uuvuiiiiiieeiiieeeci e 3
1.2 Hipotesis de investigacion ..........cccooveeeevvieiiiiiii e, 3
MARCO TEORICO ....c.voviiviiiiiciecieie ettt 4

2.1 Parque Nacional Galapagos: historia y biodiversidad Unicas 4

2.2  Historia y evolucién de las tortugas gigantes de Galadpagos. 4

2.3 Centro de Crianza Fausto Llerena........ccccccccvvvvviiiiiinininnnnnn. 6
2.4  Biologiay ecologia de tortugas gigantes de Galdpagos....... 6
2.4.1 Taxonomia de la tortuga gigante de Galapagos. ................ 7
2.4.2 Chelonoidis donfasutoi. ..........cceuvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 7
2.4.3 Chelonoidis hoodensis. .........cccccvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeee 8
2.4.4 Chelonoidis NIQET. .....ccooviiiiiiiiieiiie e 9
2.4.5 Chelonoidis darWini. ........ccoeeeeeeeeeiiiiiiiie e eeeeeeeiine e e e eeeeenns 9
2.5 Papel ecoldgico de la Chelonoidis spp. en su hébitat......... 10
2.5.1 Dispersion de semillas. ...........ooovviieiiiieeiiiiiiiiciee e, 10
2.5.2 Modificacion del habitat...........cccccccevvvviiiiiiiiiieeeeee 11
2.5.3 Control de la vegetacion. ............ooocuvveiieeeeeeeeiiiiiieeeenn 11
2.5.4 Interaccidn con Otras ESPECIES. ......vvvieeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeennns 11
2.5.5 Amenazas actuales y esfuerzos de conservacion............. 11
2.5.5.1 Amenazas actuales. ..........coovevruuiiiiiieeieieiieee e 12
2.5.5.2 Esfuerzos de CONSEervacion. .........ccooeeeeeeeevvvueinieeeeneeennnns 12
2.6  Distribucion de las tortugas gigantes en Galapagos........... 13
2.7 Desarrollo y crecimiento desde la eclosién y la adultez...... 14
2.8 Tortugas en la repoblacion y su vulnerabilidad.................. 14
2.9 Estrés fisiologico en condiciones de cautiverio................... 15

X



2.10 Relacién entre la edad y la salud en tortugas gigantes....... 15

2.11 Factores de riesgo y alimentacion en la salud de fauna......16

2.12 MyCOPIASMA SPP ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieie ettt 16
2.12.1 Definicion y etiologia de Mycoplasma. ............ccccvveeeeee.n. 16
2.12.2 Taxonomia de la eSPeCie. ........uuvviiiiiieeiiiiiiiiiiie e, 17

2.13 Mecanismos de transmision y ciclo de vida del patégeno. . 18
2.13.1 Factores que predisponen a la infeccion en centros....... 18
2.13.2 Mycoplasma spp. en tortugas gigantes y otras especies. 19
2.13.3 Prevalencia de enfermedades en fauna silvestre............ 19
2.13.4 Importancia de la salud en la conservacion de tortugas . 20
2.13.5 La salud parte integral de progrmas de conservacion .... 20
2.13.6 Riesgos de patdgenos en programas de crianza. ........... 20

2.14 Técnicas moleculares para la deteccién de micoplasma.... 21

2. 141 PCR. e 21
2.14.2 PCR en tiempo real (QPCR). ... 22
2.14.3 Secuenciacion de ADN. ........ccccccvviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 22
2.14.4 Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH).........c..cccceeeee. 22
2.14.5 Ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas (ELISA).22
2.14.6 NeSted-PCR ..o 23

2.15 Ventajas y limitaciones de las técnicas moleculares en el

estudio de enfermedades infecciosas en fauna silvestre ... 23

2.15.1 VENAJAS. ..uuii et 23
2.15.2 LIMIACIONES. «.oneneeee e 24
2.16 Estudios previos sobre Mycoplasma spp. en reptiles ......... 24

3  MARCO METODOLOGICO....cueeeeeeee e, 26
3.1 Ubicacion de la investigacion.............ccccuvvveieeee e, 26
3.1.1 Caracteristicas ClimMAtiCas. ........oveneeeee e 26

3.2 MAtIIAIES .eeeeeeeee e s 27
3.2.1 Materiales de CampO. ........ccoevviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 27
3.2.2 Materiales de 1aboratorio.......ccoeve i, 28

Xl



3.3 Poblacion y muestra de estudio...........cccevvvieiieieeeeeieiiinnnnnn. 29

I N T o To T o [T =TS (F o [ o LS 29

3.4.1 Andlisis estadiStiCOS. ..........cccevveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 29
ST |V 1= 7o o [o] o To | - U 29
3.6 Recopilacién y seleccidon de la muestra. ............cccevvvvvvnnnnnn. 30

3.6.1 Preparacion de microtubos con reactivo de conservacion. 31
3.6.2 Recopilacion de la muestra bioldgica. .........cccccovvvvevvveennnen. 32
3.6.2.1 Toma de la muestra bucal...........cccooeeeiiiiiiiiiiiiieeeees 32

3.7 Extraccion de ADN de muestra biologica en el laboratorio..33

I S T \\[= 1S3 (o L = O o PP 34
3.9 VarnablesS......coooiiiei 37
3.9.1 Variables dependientes...........cccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 37
3.9.2 Variables independientes. ...........ccccoeveieeiiiiiiiiiiiie e, 37
RESULTADOS ....ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiennnsinnnrnensssssnnnnesesenennnneennne 40
4.1 Identificacién de la presencia de Mycoplasma spp............. 40
4.2 Determinacion de la prevalencia de Mycoplasma spp. ....... 42
4.2.1 Prueba chi cuadrado. .........cccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 43

4.3 Evaluacion de correlacion entre M. spp. y otras variables .. 46

4.3.1 ESPECIE. eeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt 46
4.4 Estadodelanimal. .........ooovviiiiiiiiiii a7
4.4.1 Signos de letargo. ......cooeeeeeiiiiiiiiee e 47
4.4.2 SecCreciones OCUIAIES. .........cuvvveieeiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 49
4.4.3 Secrecion NASal............ccvvveviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 50
4.4.4 EStOornudos freCUBNLES. ......coovveviiiiiie e 52
4.4.5 Dificultad respiratoria. ...........ceeeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee 52
AA.B EAA.........o i 53
4.4.7 Hacinamiento y desechos solidos en el corral. ................. 55
I 0o ] - | SRR 55
4.4.9 Limpieza reqUIar..........ccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 58



4.4.10 Contacto con otras especies: Gatos y gallinas................ 59

4.4.11 Limpieza del alimento. ............cceeeeiiiieeiiiieiiicie e, 60

5 DISCUSION ...ttt 62
6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.........ccovviiiieiiinn. 66
6.1  CONCIUSIONES ...ooeiiiieiiiiieeeee e 66
6.2 ReCOMENTACIONES .......c.evviiiiiiieeeee et 66
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccveiieeeeeeeece e, 68
ANEXOS.... i s s e e s e e e e n e 75

Xl



INDICE DE FIGURAS

Figura 1l Tortuga orientales de la Isla Santa Cruz (Chelonoidis donfaustoi).. 8

Figura 2 Tortuga gigante de la Isla Espafiola..............ccccccuveiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 9
Figura 3 Tortuga gigante Chelonoidis Niger ............ccccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 9
Figura 4 Tortuga gigante de Santiago (Chelonoidis darwini)....................... 10

Figura5 Distribucion de las 15 especies de tortugas de Galapagos incluyendo

una imagen de su tipo morfologico en edad adulta endémicas .... 13
Figura 6 Ubicacion geografica del Centro de Crianza Fausto Llerena........ 26
Figura 7 Distribucion de especies de tortugas en estudio..............cccee...... 41

Figura 8 Distribucion de la prevalencia de Mycoplasma spp. en tortugas del

Centro de Crianza Fausto Llerena, Isla Santa Cruz, Galapagos .. 42

Figura9 Distribucion de resultados (positivo y negativo) de Mycoplasma spp.

en tortugas SEQUN ESPECIE.......ccccvveeviiiiiie e e e e e e 43

Figura 10 Frecuencia de Mycoplasma spp. especies de tortugas en estudio

Figura 11 Correlacién entre Mycoplasma spp. y signos de letargo en las
100 1 (U0 = T PP 49

Figura 12 Correlacion entre Mycoplasma spp. y secreciones oculares en las

L(0] U0 1= T 3O 50

Figura 13 Correlacion entre Mycoplasma spp. y secrecion nasal en tortugas

Figura 14 Prevalencia de Mycoplasma spp. por edad de tortugas gigantes 55

Figura 15 Frecuencia de Mycoplasma spp. segun los corrales de estancia de
[AS TOMTUGAS ..o 58



Figura 16 Frecuencia de Mycoplasma spp. y el contacto con otras especies

(gatoS Y QalliNAS) ....uvvuii e 60

Figura 17 Prevalencia de Mycoplasma spp. y la limpieza del alimento que

reciben las tortugas gigantes ... 61

XV



INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Clasificacion taxonémica de la Chelonoidis spp.......cccccvvvvvceneneenn. 7
Tabla 2 Clasificacion taxonomica de Mycoplasma Spp ........cccvvveeeeeeeennnns 17

Tabla 3 Determinacion del tamafio minimo de muestra para la deteccion de

infeccion en tortugas del centro de crianza...........ccccccceeeeeeeeeeeennnn, 30
Tabla 4 Parametros utilizados para determinar el tamafio de la muestra.. 31
Tabla 5 Distribucion de Mycoplasma spp. por especie mediante PCR ..... 41

Tabla 6 Tabla de contingencia de resultados positivos y negativos de

Mycoplasma SppP. POr €SPECIE.........ccuvvuiiiieeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeeaanns 44
Tabla 7 Valores esperados bajo la hipétesis nula ..............ccceevviieeneeenen. 44

Tabla 8 Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y
la especie de 1as tortugas ... 47

Tabla 9 Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y

signos de letargo en 1as tortugas .......ccooeeeeeeeeeeiiiiiiieieeeeeeeen, 48

Tabla 10 Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y

secreciones oculares en 1as tortugas ...........cevvvvvevevieieeiiieieeeeeeen. 50

Tabla 11 Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y

secrecion nasal en 1as tortugas...........coeevvviiiiieeeeeeeeeiicee e, 51

Tabla 12 Tabla de contingencia para la correlacién entre Mycoplasma spp. y

estornudos frecuentes en las tortugas ..........ccccevvvvvvieiiiiiiienennen. 52

Tabla 13 Tabla de contingencia para la correlacién entre Mycoplasma spp. y

dificultad respiratoria en las tortugas..........coocoevviiiiveiiiiie v, 53

Tabla 14 Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y
la edad de 1as tortugas..........oooeeeeeeeeeeeeeeee 54

XVI



Tabla 15 Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y

Bl COITAl ..o e 56

Tabla 16 Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y

el contacto con gatos y gallinas ............ccceevieiiiiiiiiiiiiiie e, 59

Tabla 17 Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y

la limpieza del alimento de las tortugas ............ccceeeeevevvviieneeeennn, 61

XVII



RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de Mycoplasma spp.
en cuatro especies de tortugas (C. donfaustoi, C. darwini, C. hoodensis y C.
niger) ubicadas en el Centro de Crianza Fausto Llerena, en la isla Santa Cruz,
Galapagos. Para ello, se utilizaron muestras biolégicas de hisopados bucales
y se aplico la técnica de PCR como método diagndéstico. Los resultados
revelaron una prevalencia del 77.45 %, siendo C. donfaustoi la especie con
mayor prevalencia (86 % y C. niger la de menor prevalencia 80 %. Se
identificaron correlaciones significativas entre la prevalencia de Mycoplasma
spp. y variables como la secrecion ocular (x?=43.35; p<0.001) y la limpieza del
alimento (x*=6.68; p=0.0097), mientras que variables como el contacto con
otras especies y limpieza de corrales no mostraron asociaciones relevantes.
Los hallazgos resaltan la importancia de las practicas de bioseguridad en el
manejo de las tortugas y sugieren la necesidad de monitorear continuamente
su estado de salud, especialmente en cautiverio. Ademas, se recomienda la
implementacion de analisis genéticos adicionales para caracterizar las cepas
de Mycoplasma spp. presentes y evaluar su impacto a largo plazo en las
poblaciones que seran repatriadas. Este estudio contribuye al conocimiento
epidemioldgico del patégeno y al disefio de estrategias de manejo para la

conservacion de las tortugas gigantes de las Galapagos.

Palabras Clave: Mycoplasma spp., Tortugas gigantes, PCR, enfermedades,

Galapagos
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ABSTRACT

The present study was to determine the prevalence of Mycoplasma spp. in
four species of turtles (C. donfaustoi, C. darwini, C. hoodensis and C. niger)
located at the Fausto Llerena Breeding Center on Santa Cruz Island,
Galapagos. For this purpose, biological samples from buccal swabs were used
and the PCR technique was applied as a diagnostic method. The results
revealed an overall prevalence of 77.45 %, with C. donfaustoi being the
species with the highest prevalence (86%) and C. niger the lowest prevalence
80%. Significant correlations were identified between the prevalence of
Mycoplasma spp. and variables such as ocular discharge (x?=43.35; p<0.001)
and food cleanliness (x?=6.68; p=0.0097), while variables such as contact with
other species and overcrowding did not show relevant associations. The
findings highlight the importance of biosecurity practices in the management
of tortoises and suggest the need to continuously monitor their health status,
especially in captivity. Furthermore, the implementation of additional genetic
analyses is recommended to characterize the Mycoplasma spp. strains
present and evaluate their long-term impact on populations to be repatriated.
This study contributes to the epidemiological knowledge of the pathogen and
to the design of management strategies for the conservation of Galapagos

giant tortoises.

Keywords: Mycoplasma spp., Giant tortoises, PCR, diseases, Galapagos
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1 INTRODUCCION

En las Islas Galapagos se localiza un tesoro natural, es exclusiva ya
que consta con una biodiversidad singular que cautivé a cientos de cientificos
y viajeros durante décadas. Estas islas, ubicadas en el Océano Pacifico,
constituyen un area nacional protegida y considerada Patrimonio Natural de
la Humanidad. En ese sentido, las Islas Galapagos acogen una diversidad de
especies nativas, epidemiales, por lo tanto, estas especies normalmente no
se encuentran en ninguna otra parte del mundo; un ejemplo de ello es la
tortuga gigante, cuya conservacion no solo es crucial para mantener la

biodiversidad.

Sin embargo, debido a la introduccion de patégenos infecciosos, los
animales que se encuentran en cautiverio y en areas protegidas suelen ser
vulnerables a contraer enfermedades. En la actualidad las tortugas enfrentan
numerosas amenazas, muchas veces enlazadas a los intercambios
antropogénicos que perjudican a sus ecosistemas y a su vez provocando un

impacto relativo a su ecologia, su fisiologia y por ultimo a el estado de salud.

En el caso de la micoplasmosis, esta es una enfermedad bacteriana
causada por especies del género Mycoplasma spp., que se asocia con otros
del tracto respiratorio y a reptiles, incluidas las tortugas gigantes. De esa
manera, la identificacibn y el monitoreo de enfermedades como la
micoplasmosis son esenciales para la conservacion de estas especies; ante
esto, el uso de técnicas como la de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ha demostrado ser una herramienta para la deteccién y el control de
esta enfermedad en poblaciones de tortugas gigantes.

Es asi como el Centro de Crianza, un lugar que brinda a todos los
visitantes la opcion de conocer y aprender sobre cémo se conlleva el trabajo
arduo de la conservacion de estas especies endémicas de las Islas
Galapagos, busca cumplir con el programa de cria en cautividad para
posteriormente repoblar zonas afectadas, ya sea por las especies introducidas

o los cambios antropogénicos.



Finalmente, el presente estudio busca determinar la prevalencia de

Mycoplasma spp. en cuatro especies de tortugas gigantes ubicadas en el

Centro de Crianza Fausto Llerena; por medio de la técnica de PCR.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general.

Determinar la prevalencia de Mycoplasma spp. en cuatro especies de

tortugas gigantes (Chelonoidis donfaustoi, Chelonoidis darwini, Chelonoidis

hoodensis y Chelonoidis niger) ubicadas en el Centro de Crianza Fausto

Llerena, en la Isla Santa Cruz, Galapagos, mediante PCR.

1.1.2 Objetivos especificos.

Identificar la presencia de Mycoplasma spp. mediante la técnica de
PCR en muestras biologicas de hisopados bucales de cuatro
especies de tortugas gigantes (Chelonoidis donfaustoi, Chelonoidis
darwinii, Chelonoidis hoodensis y Chelonoidis niger) del Centro de
Crianza Fausto Llerena en la Isla Santa Cruz, Galapagos.

Determinar la prevalencia de Mycoplasma spp. en la poblacién de
tortugas gigantes de las especies Chelonoidis donfaustoi,
Chelonoidis darwini, Chelonoidis hoodensis y Chelonoidis niger,

ubicadas en el Centro de Crianza Fausto Llerena, mediante PCR.

Evaluar la correlacion entre la prevalencia de Mycoplasma spp. con
otras variables en las poblaciones de Chelonoidis donfaustoi,

Chelonoidis darwini, Chelonoidis hoodensis y Chelonoidis niger.

1.2 Hipotesis de investigacion

Hipoétesis nula (Ho): La prevalencia de Mycoplasma spp. no difiere
significativamente entre las especies.
Hipotesis alternativa (Ha): La prevalencia de Mycoplasma spp.

difiere significativamente entre las especies.



2 MARCO TEORICO
2.1 Parque Nacional Galapagos: historiay biodiversidad Unica.

La biodiversidad de las Islas Galdpagos es excepcional, con mas de 45
especies de aves endémicas, 42 de reptiles endémicos, 15 de mamiferos que
habitan el archipiélago. Esta riqueza biologica, junto con su importancia
historica para el desarrollo de la teoria de la evolucion, convierte al Parque
Nacional Galapagos en un sitio de relevancia mundial para la ciencia y la
conservacion (Rivera y Mendoza, 2022).

El Parque Nacional Galapagos, fundado de manera oficial en 1959,
este engloba alrededor de 8006 km2, esto corresponde al 97 % de superficie
terrestre de las islas Galapagos. Este sitio fue creado con la necesidad de
preservar el entorno natural caracteristico de la zona, que se dio a cabo por
los analizados realizados por Charles Darwin en su histérico viaje a las islas
en 1835, esto sentd un precedente para la proteccion y mantenimiento del

medioambiente en el mundo (Cruz, 2019).

El archipiélago, esta estd conformado por un conjunto de 19 islas
mayores y alrededor de 200 islotes y rocas, por lo que en total hay un area de
8010 km? dispersos en alrededor de 70 000 km? de masa de agua oceanica.
Ademas, se cuenta con una superficie terrestre de 788 220 has; y, de estas,
el 96.7 % constituyen el parque nacional y el 3.3 % forman la zona poblada
con éareas urbanas y rurales, donde incluso se desarrollan actividades

agropecuarias (Rivera y Mendoza, 2022).
2.2 Historiay evolucion de las tortugas gigantes de las Galapagos

Las tortugas de las Galapagos son especies emblematicas del
archipiélago, con una historia evolutiva que se remonta a millones de afios
(Wauters et al., 2018). Originadas de tortugas que fueron arrastradas por
corrientes marinas, estas criaturas encontraron en las Galapagos un habitat
ideal para evolucionar, con lo que desarrollaron caracteristicas adaptadas a

las condiciones especificas de cada isla. Por tanto, se estima que estas



tortugas llegaron al archipiélago hace unos 3 o0 4 millones de afios (Garrick et
al., 2012).

Durante mucho tiempo, las tortugas se diversificaron en varias
especies, al adaptarse a condiciones ambientales de cada isla. Tales
adaptaciones incluyeron cambios en la forma del caparazén, lo que les
permitidé a algunas tortugas acceder mejor a la vegetacion baja, mientras que
otras podian alcanzar la vegetacion més alta (Wauters et al., 2018). De ese
modo, la morfologia entre los quelonios de diferentes islas subraya la
capacidad de estas tortugas para adaptarse a sus entornos especificos
(Hennessy, 2015).

Por otro lado, la llegada de los humanos a las Galapagos tuvo un
impacto devastador en las poblaciones de tortugas: la explotacion por parte
de marineros y colonos, quienes las cazaban por su carne y aceite, ademas
de la introduccién de especies invasoras (ratas, gatos y cabras), llevé a un
dréstico declive en su numero (Hennessy, 2020). Se estima que, entre los
siglos XVII y XIX, mas de 100 000 tortugas fueron capturadas para uso
humano (Poulakakis et al., 2015).

A pesar de estos desafios, los esfuerzos de conservacion en las ultimas
décadas han ayudado a recuperar las poblaciones de tortugas en varias islas.
Programas de crianza en cautiverio, junto con la erradicacion de especies
invasoras, han permitido la reintroduccién de cientos de tortugas a sus
entornos nativos. Asi, desde el inicio del programa en el Centro de crianza de
la Isla Santa Cruz en 1965, se han liberado mas de 7000 tortugas juveniles en
sus habitats naturales (Watson et al., 2014).

En consecuencia, se puede afirmar que la historia evolutiva de las
tortugas gigantes de las Galdpagos refleja la resiliencia de esta especie y la
importancia de la intervencion humana positiva para su preservacion.
Asimismo, a medida que contindan los estudios genéticos, se descubre mas
sobre la adaptacion y la evolucion de las tortugas, lo que proporciona

informacion crucial para su conservacion a largo plazo (Pike et al., 2022).



2.3 Centro de Crianza Fausto Llerena, una sociedad importante para la

recuperacion de las poblaciones amenazadas

El Centro de Crianza Fausto Llerena, encontrado en la Isla Santa Cruz,
cumple un rol importante en la restauracion de las tortugas en esta zona
insular. A partir de su creacion en 1965, se han llevado a cabo acciones para
conservar y criar a estos animales, posibilitando su reincorporacion en los
entornos propios de esta especie. Este esfuerzo ha sido clave para restaurar
las poblaciones diezmadas por actividades humanas y especies introducidas
(Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2020).

Al respecto, el proceso de crianza incluye la incubacién artificial de
huevos, el cuidado de neonatos y juveniles, y la posterior liberacion en la
naturaleza. Por ese motivo, las tortugas permanecen en el centro hasta una
edad y un tamafio que les permitan sobrevivir por si mismas en su entorno
natural, generalmente entre 2 y 3 afios. Esto ha demostrado ser efectivo para
la recuperacion de especies como Chelonoidis hoodensis de la Isla Espafiola,
cuya poblacion ha aumentado gracias a estos programas de conservacion
(Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2020).

En suma, ademas de su labor en la reproduccion y la crianza, el Centro
de Crianza Fausto Llerena sirve como un espacio educativo y de
investigacion. Alli los visitantes pueden aprender sobre la importancia de las
tortugas en el ecosistema de las Galapagos y las amenazas que enfrentan

(Gobierno Auténomo Descentralizado del Parque Nacional Galapagos, 2019).
2.4 Biologiay ecologia de las tortugas gigantes de las Galapagos

Resulta elementa ahondar en la epistemologia de esta especie, dado
que permite establecer un balance ecosistémico de esta region. Se ha
documento que la tortuga galdpagos posee el tamafio mas grande con el
indice de vida mas longevo en el planeta Tierra (Fundacién Charles Darwin,
2021).

Entre las particularidades mas sobresalientes se encuentra su craneo

con un volumen notable, cuya extensiéon del hocico céndilo es de 132 mm;
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asimismo, la extension del caparazon en linea media podria aproximarse a los
960 mm. Cabe resaltar que su caparazon abovedado les proporciona una
proteccion adicional frente a los depredadores, y sus extremidades fuertes
estan especialmente adaptadas para soportar su peso (Nation et al., 2020).

El patron de estas tortugas se ve fuertemente influenciado por la
calidad del forraje disponible. La productividad de la vegetacién en las tierras
altas del archipiélago es relativamente constante durante todo el afio, lo que
les permite a las tortugas aprovechar la abundancia de alimento de calidad
(Jacobson et al., 2014).

2.4.1 Taxonomia de la tortuga gigante de las Galapagos.

Tabla 1
Clasificacion taxondmica de la Chelonoidis spp

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Reptilia
Orden Testudines
Suborden Cryptodira
Familia Testudinidae
Género Chelonoidis

Nota. Adaptado de Pillajo (2020)

El género Chelonoidis acoge a las tortugas terrestres de las Islas
Galapagos y América del Sur. Por otro lado, las distinciones categoricas entre
los diversos ejemplares de tortugas gigantes de galdpagos se cimentan en
particularidades fisicas del caparazon. Sobre esto, investigaciones genéticas
han sido cruciales para entender la evolucion y la diferenciacion de estas
especies durante miles de décadas. Dicho esto, se detallan brevemente las

especies de tortugas bajo estudio (Pillajo, 2020).
2.4.2 Chelonoidis donfasutoi.

Las tortugas de la Santa Cruz, las Chelonoidis donfaustoi, se
encuentran al este, en un lugar conocido como Cerro Fatal, entre 50 y 450 m
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de elevacion. Ambas especies, Chelonoidis donfaustoi, son migrantes
estacionales a lo largo de las gradientes de elevacion, y la hembra de cada
especie utilizan &reas de anidacion permanentes situadas en diferentes
elevaciones (Galapagos Conservancy, 2023). Ademas, estas especies son
del morfotipo domado, con hembras que pesan hasta 120 kg y machos que

ocasionalmente superan los 260 kg (Nieto et al., 2019).

Figura 1
Tortuga orientales de la Isla Santa Cruz (Chelonoidis donfaustoi)

Nota. Adaptado de Revelando los enigmas migratorios de las tortugas
gigantes de Galdpagos [Fotografia], por Galapagos Conservancy, 2023,
(https://lwww.galapagos.org/noticias/estudio-historico-tortugas-
gigantes/?lang=es)

2.4.3 Chelonoidis hoodensis.

La tortuga de la Isla Espafiola es una especie en peligro critico, que
alguna vez cont6 con miles de individuos, pero que se redujo a solo 15
individuos en 1960 debido a la explotacion de tortugas en todo el archipiélago.
Entre 1963 y 1974, todos los sobrevivientes (12 hembras y 3 machos) se
llevaron a cautiverio; y, hasta la fecha, >1500 de sus crias en cautiverio se

han liberado en la Isla Espafiola (Blake et al., 2014).



Figura 2

Tortuga gigante de la Isla Espafiola

Nota. Adaptado de Reptiles del Ecuador, por Pontificia Universidad Catdlica
del Ecuador [Fotografia], 2024, (https://bioweb.bio/faunaweb/reptiliaweb/)

2.4.4 Chelonoidis niger.

Chelonoidis niger ha estado disminuyendo durante el Gltimo millon de
afos, y las causas de la extincion incluyen su sobrexplotacion para la
alimentacion por parte de marineros. La C. niger fue la Unica especie de
tortuga gigante conocida en la Isla Floreana, y esta era reconocible por su

caparazon fuertemente ensillado.

Figura 3

Tortuga gigante Chelonoidis niger

Nota. Adaptado de Reptiles del Ecuador, por PUCE, [Fotografia] 2024,
(https://bioweb.bio/faunaweb/reptiliaweb/)

2.4.5 Chelonoidis darwini.

Chelonoidis darwini es una especie que habita en diversos ecosistemas

de la Isla Santiago, como en bosques y pastizales humedos. Su dieta consiste
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en cactus, hierbas y pastos, y obtiene el agua de su alimento y de pozas
temporales, lo que le permite sobrevivir hasta seis meses sin beber. Durante
su vida, los juveniles permanecen en tierras bajas célidas, mientras que los

adultos se desplazan a las elevaciones (Arteaga, 2020).

Figura 4

Tortuga gigante de Santiago (Chelonoidis darwini)

Nota. Adaptado de Reptiles del Ecuador, por PUCE, [Fotografia], 2024,
(https://bioweb.bio/faunaweb/reptiliaweb/)

2.5 Papel ecoldgico de la Chelonoidis spp en su habitat

La Chelonoidis spp. también conocida como la tortuga gigante de las
Galdpagos, desempefia un papel crucial en el ecosistema de las Islas
Galapagos. En tal sentido, su incidencia en su entorno natural es polifacética,
lo que tiene un impacto en la flora, las condiciones de la tierra y la

correspondencia con otros animales (Cano, 2018).
2.5.1 Dispersion de semillas.

Las tortugas aportan a la difusion de semillas mediante el consumo
frutas y hierbas, por lo que mas tarde las excretan en diferentes zonas. Como
resultado, este proceso beneficia la formacion y regeneracién vegetal, lo que

posibilita la proliferacion de especies en recorridos extensos (Tapia, 2024).
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2.5.2 Modificacion del habitat.

Estos animales condicionan de forma fisica su entorno natural. Toda
vez que se desplazan por la zona, forman caminos que permiten el paso de
otros animales. Asimismo, cuando excavan, estos modifican las condiciones
de la tierra, beneficiando a la flora y otras especies. Asi, se forman nuevos

microhabitats, favoreciendo a insectos, entre otros (Zacarias et al., 2016).
2.5.3 Control de la vegetacion.

Mediante la ingesta de alimentos, la tortuga gigante posibilita el control
de la flora, dado que impide el incremento plantas. Esta intervencién crea un
balance en el ecosistema e impide el dominio de unas plantas sobre otras. No
obstante, la eliminacion de vegetacion excesiva también reduce el riesgo de

incendios forestales, lo que protege tanto a las tortugas. (Emmel et al., 2021).
2.5.4 Interaccion con otras especies.

La concurrencia de estos animales en los islotes incide en las formas
de interaccion. En esa medida, los herbivoros se benefician de las hojas y
especies vegetales que las tortugas dejan en el camino. Los pajaros elaboran
sus nidos en los lugares que despejan estos quelonios a su paso, resaltan la

importancia de esta especie como constructores (Nieto et al., 2019).
2.5.5 Amenazas actuales y esfuerzos de conservacion.

La Chelonoidis spp. como otras especies de tortugas gigantes de las
Galapagos, enfrenta numerosas amenazas que ponen en peligro su
supervivencia. Estos elementos tienen actividades humanas que tienen
incidencia en sus poblaciones. Empero, se han impulsado trabajos de
preservacion para disminuir estas amenazas y salvaguardar a estos animales
(Galosi et al., 2023).
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2.5.5.1 Riesgos actuales.

e Especies invasoras: los animales invasivos, como gatos, ratas y
perros, afectan notablemente a las tortugas gigantes al devorar sus

huevos y crias, lo que disminuye la supervivencia (Cano, 2018).

e Cambio climatico: las modificaciones en los patrones ambientales
malogran la obtencion de alimentos y las zonas de gestacion. El
incremento de las temperaturas puede afectar el ritmo del sexo en

las crias de tortuga (Watson et al., 2014).

e Pérdida de habitat: las actividades humanas, como la agricultura y
el desarrollo urbano, ha llevado a la destruccion y la fragmentacion
de los habitats naturales de las tortugas. Esto limita el espacio
disponible para la alimentacion y la anidacion (Cano, 2018).

2.5.5.2 Esfuerzos de conservacion.

e Programas de crianza en cautiverio: desde 1965, el Centro de
Crianza de tortugas criado y liberado mas de 7000 tortugas juveniles

en sus habitats naturales (Wauters et al., 2018).

e Proteccion de héabitats: la ampliacién de zonas resguardadas es
elementales para la preservacién de las tortugas, dado que les
proporcionan un hogar confiable para alimentarse (Pike et al.,
2022).

e Erradicacion de especies invasoras: se ejecutan programas de
exterminacion de roedores, la expulsion de gatos y cabras en
distintas islas, con el fin de salvaguardar los moradas y crias de
tortugas. (Wauters et al., 2018).

e Monitoreo e investigacion: crean programas de monitoreo regular
con el fin de evaluar los aspectos esenciales de estos animales. El
estudio, desde el ambito ecolégico y genético, brinda datos

significativos para tratar a estos animales (Pike et al., 2022).
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2.6 Distribucidn de las tortugas gigantes en las Galapagos

Las tortugas distribuidas en todos los continentes, excepto en Australia
y la Antartida, antes y durante el Pleistoceno. Ahora, extintas de grandes
masas de tierra, las tortugas gigantes han persistido a través de tiempos
historicos solo en islas oceanicas remotas: las Islas Galapagos (Pike et al.,
2022). Dentro del archipiélago, se han reconocido hasta 15 subespecies de
tortugas de Galadpagos, aunque solo 11 sobreviven hasta el presente: 6 de
ellas se encuentran en islas separadas, y 5 se encuentran en las laderas de

los cinco volcanes de la isla mas grande, la Isla Isabela (Caccone et al., 1999).

Por otra parte, en la Isla Santa Cruz, las tortugas gigantes C. porteri y
C. donfasutoi migran de las tierras bajas a las altas durante la estacion fria 'y
seca (Pike etal., 2022). Sin embargo, en lo que respecta a las tortugas
gigantes del oeste de la Isla Santa Cruz en peligro critico de extincion, se debe
sefalar que al menos el 88 % del habitat en las tierras altas ahora se utiliza

para la agricultura (Pike et al., 2024).

Figura 5
Distribucién de las 15 especies de tortugas de las Galapagos, incluyendo

una imagen real de su tipo morfolégico en la edad adulta endémicas
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Nota. Adaptado de Distribucién de las 15 especies de tortugas de las
Galapagos, incluyendo una imagen real de su tipo morfolégico en la edad
adulta [Fotografia] por Galapagos giant
tortoises,2021(https://dialnet.unirioja.es/servlet/tesis?codigo=338061)
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2.7 Desarrollo y crecimiento desde la eclosion hasta la adultez

Este tipo de animales es poseedor de una progresion importante desde
su nacimiento hasta su periodo de adultez. Asimismo, su conducta varia de
conformidad con los afios: las crias se mantienen en zonas seguras con
exuberante vegetacion; en cambio, los adultos migran de manera estacional
para buscar alimentacion y espacios para gestar, acoplandose a los recursos
y las condiciones climaticas para su supervivencia (Galapagos Conservancy,
2023). Finalmente, entre los 20 y 25 afios, las tortugas gigantes de las
Galapagos maduran en términos sexuales, donde inicia su etapa reproductiva.
Su duracién, superando los cien afios, les brinda la oportunidad de procrearse
por un tiempo prolongado. De esta manera, se cuida el balance de sus grupos
(National Geographic, 2022).

2.8 Importanciade los juveniles en larepoblacion y su vulnerabilidad a

enfermedades

Los méas jovenes cumplen funciones elementales en los programas
centrados en repoblar la comunidad. Por ende, son los garantizadores del
desarrollo de generaciones futuras en los islotes. De ese modo, su liberacion
en habitats naturales, una vez que alcanzan un tamafio que les permite
sobrevivir por si mismos, contribuye significativamente a la restauracion de las
especies y al equilibrio de los ecosistemas locales (Ministerio del Ambiente,
2023).

Sin embargo, estos juveniles son particularmente vulnerables a
diversas amenazas, y las enfermedades infecciosas estan entre las mas
preocupantes. Investigaciones recientes han identificado la presencia de
herpesvirus y adenovirus en tortugas gigantes de las Galapagos, patégenos
gue pueden causar enfermedades y mortalidad en reptiles a nivel mundial
(Fundacién Charles Darwin, 2021).

La introduccion de estos virus en las poblaciones de tortugas de las
Galapagos se atribuye, en parte, a las actividades humanas, como la

ganaderia y la agricultura, que facilitan la transmision de patdgenos. Ademas,
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se ha detectado la presencia de bacterias resistentes a los antibidticos en las
tortugas, lo que complica aln mas su manejo sanitario y pone en riesgo su

salud y la de los ecosistemas que habitan (Fundacion Charles Darwin, 2021).

Con el objeto de disminuir estas amenazas, resulta fundamental aplicar
regulaciones de bioseguridad en proyectos de repoblacion, lo que incluye
intervencidn y monitoreo veterinario riguroso previo a la liberacion de las
tortugas jovenes. Del mismo modo, se debe revisar el estado de salud de
forma continua hacia las tortugas que se reincorporaron y estar al tanto de las
acciones de las personas que puedan llevar enfermedades a estos entornos

(Giant Tortoise Movement Ecology Program, 2020b).

2.9 Estrés fisioldgico en condiciones de cautiverio y su influencia en la

inmunidad

Esta condicién supone un reto para la integridad de estos animales.
Este se materializa mediante la propagacion de glucocorticoides, como el
cortisol, elementales para controlar el estrés en periodo inmediato (Galapagos
Conservancy, 2023).

De igual forma, en estos entornos, las enfermedades se propagan mas
rapidamente, puesto que los individuos comparten espacio y recursos.
Bacterias como Mycoplasma spp, que afectan el tracto respiratorio, son una
amenaza frecuente. (Fournier et al., 2020).

En consecuencia, para mitigar estos efectos adversos del estrés en las
tortugas gigantes, es fundamental implementar medidas que reduzcan su
estrés. Sin embargo, se deben establecer habitats en sujecion que mimeticen
los elementos concernientes al entorno (Galapagos Conservancy, 2023).

2.10 Relacion entre la edad y la salud en tortugas gigantes

Las crias y juveniles tienen una vulnerabilidad mucho mas significativa
ante los depredadores y las patologias. No obstante, cuando maduran, su
fuerza incrementa y migran para encontrar condiciones alimentarias mas

adecuadas a su fisiologia (Galapagos Conservancy, 2023).
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Sin embargo, en sus afios de vejez, estos animales pueden presentar
un detrimento en la salud, por lo que algunos presentan inconvenientes para
desplazarse, su caparazon comienza a deteriorarse y su digestion ya no estan
efectiva. Por ende, es importante llevar un control de estas especies (Giant

Tortoise Movement Ecology Program, 2020b).
2.11 Factores deriesgo y alimentacion en la salud de fauna en cautiverio

El correcto alimento se considera elemental para los animales en
cautiverio, dado que una dieta inapropiada puede provocar patologias. De esa
manera, es esencial proporcionar una alimentacion equilibrada que satisfaga

las necesidades de cada especie (Mifiana-Morant y Ponce-Gordo, 2018).

Ademas de la dieta, otros factores de riesgo incluyen el estrés
ambiental, la falta de enriquecimiento y las condiciones de hacinamiento.
Asimismo, el estrés cronico puede debilitar el sistema inmunoldgico. Por ende,
se deben aplicar acciones que disminuyan el estrés: brindar entornos

eficientes (Salamanca-Vargas, 2022).

En dltimo lugar, correspondencia entre las formas de alimentar a estas
especies y otros elementos merece una atencion particular. En tal sentido,
una mala alimentacion puede producir estrés y los entornos en mal estado
inciden en la obtencion de patrones negativos de alimentacion. Asi, un
enfoque holistico en el manejo de la fauna en cautiverio, que aborde tanto la
nutricion como el bienestar general, es esencial para mantener la salud y la
longevidad de los animales bajo cuidado humano (Mifiana-Morant y Ponce-
Gordo, 2018).

2.12 Mycoplasma spp.
2.12.1 Definicion y etiologia de Mycoplasma.

Micoplasmosis es una enfermedad infecciosa causada por bacterias
del género Mycoplasma spp., que afecta principalmente las vias respiratorias

de varios reptiles. Esta patologia tiene la particularidad de provocar
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infecciones respiratorias de considerable gravedad, lo que conduce a la

muerte en muchos casos (Luzuriaga-Neira et al., 2021).

La causa de la micoplasmosis supone la introduccion de las bacterias
en el animal. De esta manera, se incrustan en la estructura celular epitelial del
tracto respiratorio, causando una hinchazon y falla tisular (Vandekerckove,
2023).

La infeccion por Mycoplasma spp. en tortugas gigantes puede
manifestarse con signos clinicos, que van desde casos subclinicos hasta
cuadros graves de enfermedad respiratoria. Entre los signos mas comunes se
encuentran la descarga nasal, estornudos, letargo y dificultad respiratoria.
Ademas, la inflamacién del tracto respiratorio superior puede generar dafio en
los tejidos y predisponer a infecciones secundarias oportunistas
(Vandekerckove, 2023).

Estos signos clinicos pueden variar segun la especie, la edad y el
estado inmunoldgico del individuo, lo que resalta la importancia de evaluar y
verificar la condicién clinica de cada tortuga afectada, llevando un registro
para un adecuado manejo y tratamiento de cada quelonio analizado
(Vandekerckove, 2023).

2.12.2 Taxonomia de la especie.

Tabla 2

Clasificacion taxondmica de Mycoplasma spp.

Reino Animalia

Phylum Tenericutes

Clase | Mollicutes

Orden | Mycoplasmatales
Familia Mycoplasmataceae
Género Mycoplasma

Especies agassizii - testudineum

Nota. Adaptado de Razin y Barile (2013)
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2.13 Mecanismos de transmision y ciclo de vida del patégeno.

La micoplasmosis se transmite a través del contacto directo entre
individuos infectados y no infectados, el cual puede ocurrir durante
interacciones sociales, como el apareamiento o el comportamiento territorial,
o a través del contacto con superficies contaminadas en el ambiente y el agua
compartida. Del mismo modo, la propagacion indirecta se puede presentar
toda vez que las tortugas sanas se relacionan con las cosas 0 zonas

infectadas por tortugas contagiadas (Vandekerckove, 2023).

Por otro lado, el ciclo de vida de Mycoplasma spp. inicia con su
adherencia a las células epiteliales del tracto respiratorio a través tejidos
especializados. Acto seguido, expulsa enzimas y toxinas que malogran el
tejido, lo que facilita la propagacion y el avance de la patologia. En el huésped,
Mycoplasma spp. imposibilita la respuesta inmune mediante acciones como
la variacién antigénica y la generacion de proteinas inhibidoras. Ademas, la
bacteria puede formar biofilms, estructuras protectoras que aumentan su
resistencia a los antibi6ticos y la defensa inmunolégica (Luzuriaga-Neira et al.,
2021).

Finalmente, el ciclo de vida del Mycoplasma spp. también incluye una
fase de replicacion activa y una fase latente. Durante la primera, la bacteria
se multiplica rdpidamente, al aumentar la carga bacteriana en el huésped y la
probabilidad de transmision a otros individuos. En la fase latente, la bacteria
tiene la capacidad de permanecer en el animal de una forma asintomatica,
posibilitando la propagacion subclinica y la diseminacion del contagio en la
poblacion (Jacobson et al., 2023).

2.13.1 Factores que predisponen a la infeccion en centros de

crianza.

En estos lugares, la ausencia de limpieza, los altos grados de estrés y
el abarrotamiento causan dafio en el sistema inmunoldgico, lo que incrementa

la infeccion. Asimismo, la incorporacion de animales nuevos sin recibir una
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supervision durante periodos podria inducir a la difusion de virus y bacterias
(Martinez y Soler, 2024).

En lo que concierne a la calidad del agua y la alimentacion, estas
también desempefian un papel esencial para la salud de los reptiles en
cautiverio, pues el agua contaminada y una dieta deficiente pueden
predisponer a las tortugas a infecciones bacterianas y parasitarias. Por lo
tanto, implementar practicas de manejo adecuadas, el mantenimiento de
condiciones ambientales O6ptimas y la aplicacibn de protocolos de
bioseguridad para minimizar la incidencia de enfermedades en estos entornos

controlados (Divers, 2020).

2.13.2 Mycoplasma spp. en tortugas gigantes y otras
especies de reptiles.

Los contagios por Mycoplasma spp. suponen un inconveniente en la
salud de las tortugas gigantes y otros reptiles. Toda vez que carecen de pared
celular, se escabullen del sistema inmunoldgico y son resistentes a distintos
antibiéticos. En tortugas, se vinculan con patologias respiratorias mas graves,
provocando sintomas como flujo nasal, estornudos y aletargamiento (Nieto,
2022).

2.13.3 Prevalencia de enfermedades en fauna silvestre.

Cuando se pierde la biodiversidad se pone en riesgo la salud, dado que
los animales silvestres son elementales para el balance de los ecosistemas.
En esa medida, la difusiébn de patologias zoonéticas subraya el interés de
plantear estrategias para prevenir problemas de salud publica y los entornos
ambientales (Ulloa, 2012).

Los reptiles pueden ser almacenadores de parasitos que malogran su
salud; por lo tanto, la supervision de estos resulta elemental para evitar
infecciones a otros animales, incluyendo a los seres humanos. Asi, los
estudios constantes se consideran capitales para contrarrestar estas

amenazas (Nieto, 2022).
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2.13.4 Importancia de la salud en la conservacion de tortugas

gigantes.

La salud de las tortugas gigantes es fundamental para su conservacion
efectiva. Un estado de salud 6ptimo permite a estos reptiles reproducirse y
sobrevivir en su entorno natural, con lo que se contribuye al equilibrio
ecologico de las Islas Galadpagos. Ademas, las tortugas actian como
“centinelas" del ecosistema, al proporcionar informacion sobre la salud
general del medioambiente que habitan (Giant Tortoise Movement Ecology
Program, 2020b).

Con respecto a los programas de crianza de tortugas, estos conllevan
riesgos asociados a la introduccién de patégenos en las poblaciones
silvestres. Las tortugas criadas en cautiverio estan expuestas a enfermedades
no presentes en su habitat natural, lo que constituye una amenaza al ser estas

liberadas (Fundacién Charles Darwin, 2021).

2.13.5 La salud como parte integral de los programas de

conservacion.

Tener en cuenta la salud de los animales en estos programas se estima
capital en funcién de su supervivencia. De esta manera, para las tortugas en
estudio, estar al tanto de su condicion facilita la identificacion de amenazas,
permitiendo formas de tratamiento adecuado y oportuno (Fundacién Charles
Darwin, 2021).

De otra parte, la implementacién de protocolos de salud en los
programas de conservacion incluye evaluaciones periodicas, tratamientos

preventivos y gestion de factores de estrés. (Galapagos Conservancy, 2023).
2.13.6 Riesgos de patdégenos en programas de crianzay liberacion.

Estos programas, si bien son elementales para la restauracion de
poblaciones, también suponen amenazas importantes vinculadas con la

inmersion de entes contagiosos en la comunidad silvestre. En ese sentido, las
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tortugas que se crian en habitats intervenidos pueden estas vulnerables a

patologias no presentes en su habitat natural (Blake et al., 2014).

Por ello, para mitigar estos riesgos, es fundamental implementar
protocolos de cuarentena antes de la liberacion. Estas medidas incluyen
pruebas diagndsticas y medidas de bioseguridad para detectar patdégenos.
(Fournier et al., 2020).

2.14 Técnicas moleculares parala deteccién de micoplasma: PCR como

herramienta

Los métodos moleculares han innovado el diagnostico microbiologico
y, a pesar de su cuantioso costo, este representa una interesante opcion ante
los métodos convencionales, debido a su presteza y su prominente
sensibilidad y especificidad. La PCR reproduce in vitro el desarrollo fisioldgico
de la duplicacion del ADN en las células, con lo que se amplifica notablemente

una secuencia especifica de ADN bacteriano (Mufioz, 2024).

2.14.1 PCR.

La PCR es una técnica ampliamente utilizada para detectar
micoplasma en muestras clinicas. Esta metodologia amplifica secuencias
especificas del ADN del patégeno, lo que permite su identificacion incluso en
muestras con una baja carga bacteriana. La PCR se caracteriza por su alta
sensibilidad y especificidad, lo que la convierte en una herramienta valiosa

para el diagnostico (Urbina et al., 2021).

Adicionalmente, esta técnica es una de las herramientas de biologia
molecular mas innovadoras para el estudio de los &cidos nucleicos; se
caracteriza por ser un método de alta sensibilidad y especificidad, que obtiene
resultados fiables para posteriores analisis en poco tiempo. Actualmente, la
PCR se centra en registrar una serie particular de ADN blanco a través de una
catdlisis efectuada por una enzima denominada ADN polimerasa (Tamay de
Dios et al., 2013).
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2.14.2 PCR en tiempo real (QPCR).

La gPCR, una variante de la PCR convencional posibilita medir el ADN
en un periodo inmediato y simultaneo. Esto se considera pertinente, dado que
posibilita valorar la carga bacteriana en tortugas contagiada y supervisar la
patologia. La prontitud en los hallazgos permite decisiones oportunas en

programas de conservacion (Serrato et al., 2014).
2.14.3 Secuenciacién de ADN.

La secuenciacion de ADN alude a un recurso molecular, el cual
posibilita identificar y categorizar el Mycoplasma spp. al establecer la serie
precisa de nucleétidos. Mas alla de precisar el patdégeno, posibilita el analisis

de su variabilidad genética y progresion (Urbina et al., 2021).
2.14.4 Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH).

El recurso FISH utiliza sondas de ADN con fluorocromos que se
mezclan con series precisas de Mycoplasma spp. en muestras clinicas, lo que
posibilita su ilustracion en células del huésped a través de microscopia de
fluorescencia. Por lo tanto, la FISH es especialmente (til para estudiar la
distribucion y la localizacion del patégeno en los tejidos infectados (Lavaut et
al., 2016).

2.145 Ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas
(ELISA).

Aungue no es una técnica molecular en el sentido estricto, el ELISA se
utiliza comunmente en combinacién con técnicas moleculares para detectar la
presencia de anticuerpos especificos contra el Mycoplasma en el suero de las
tortugas. Este método permite inferir la exposicion previa al patégeno y es util
para estudios epidemiologicos y de vigilancia de enfermedades (Organizacion
Mundial de Sanidad Animal [OIE], 2021).
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2.14.6 Nested-PCR.

La PCR anidada es un test que supone el empleo de dos series de
cebadores en dos realizaciones de PCR seguidas; la segunda se cre6 para
potenciar el resultado del primer test, el cual presenta un nivel de diagnéstico

mas sensible que la PCR tradicional (Panei et al., 2024).

La PCR anidada optimiza la identificacion de ADN, dado que se llevan
a cabo dos rondas de amplificacion. Esto merma los falsos positivos y eleva
la sensibilidad. Esto es crucial para muestras que tienen un nivel de carga

bacteriana menor (Murray et al., 2004).

Aunqgue algunos estudios han utilizado pruebas RT-PCR en el punto de
atencién en muestras animales, su viabilidad en estudios de poblacion es baja
debido a los altos costos. En este contexto, el uso de ensayos de PCR
anidados validados facilitara el seguimiento de muestreos de animales a gran
escala, reducird costos y mejorara la sensibilidad de la PCR convencional
(Panei et al., 2024).

2.15 Ventajas y limitaciones de las técnicas moleculares en el estudio de

enfermedades infecciosas en fauna silvestre
2.15.1 Ventajas.

e Alta sensibilidad y especificidad: la PCR facilita la identificacién de

grados menores de producto genético del patégeno.

e Rapidez en el diagnéstico: ofrece resultados en un periodo

oportuno, brindando datos efectivos en situaciones de riesgo.

e Capacidad de cuantificacién: recursos como la PCR identifica
Mycoplasma spp. y mide su carga, lo cual resulta elemental para

supervisar la patologia y valorar la efectividad de los tratamientos.

e Deteccion de patdégenos no cultivables: muchas bacterias y virus en
la fauna silvestre no pueden cultivarse en el laboratorio. Las
técnicas moleculares posibilitan la identificacion de estos entes
infecciosos mediante muestras clinicas (Martinez y Soler, 2008).
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2.15.2 Limitaciones.

e Costo elevado: las técnicas moleculares demandas aparatos
sofisticados y reactivos caros, lo que podria restringir su empleo en

zonas con recursos restringidos (Elias et al., 2020).

e Necesidad de personal capacitado: la incorporacion de estas
técnicas exige un personal con una formacion rigurosa en biologia

molecular, lo que puede ser un reto en zonas aisladas.

e Contaminacion cruzada: la elevada sensibilidad de estas técnicas
podria derivar en falsos positivos, a causa de la contaminacion
cruzada de muestras, lo cual demanda exigentes controles de

calidad.

e Interpretacion de resultados: la identificacién de material genético
no todas las veces muestra una infeccion activa. En ese sentido, se
busca la disposicion de toda la informacion molecular disponible

para una comprension idonea.
2.16 Estudios previos sobre Mycoplasma spp. en reptiles

Por su parte, Sumithra et al. (2013) examiné la afectacion de la
micoplasmosis en reptiles, mamiferos y pajaros. La micoplasmosis supone

una amenaza inmediata para estos animales.

La investigacion se bas6é en una revision de literatura, al recopilar
datos sobre brotes de micoplasmosis en diferentes especies. Al respecto, los
resultados revelaron niveles alarmantes de infeccidn en reptiles y aves, lo que
subraya la necesidad de monitoreo continuo y estrategias de cuarentena
(Sumithra et al., 2013).

Asimismo, el estudio de Palmer et al. (2016) investigaron la prevalencia
y el impacto de infecciones por Mycoplasma spp. en tortugas. Esta
investigacion se centrd en la relacion entre la presencia del Mycoplasma spp.

y los sintomas de enfermedad respiratoria superior en estos reptiles. De igual
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forma, la metodologia incluyé la recoleccién de muestras biolégicas y pruebas

moleculares para detectar Mycoplasma spp.

Ademas, los hallazgos mostraron una alta prevalencia de infecciones,
con sintomas como descarga nasal y letargo. Este descubrimiento resalta la
necesidad un buen manejo de estas infecciones, puesto que ellas representan
una amenaza significativa para la salud y la supervivencia a largo plazo de las

tortugas en libertad (Palmer et al. 2016).

El estudio de Garcia et al. (2019) se centr6 en caracterizar la
comunidad bacteriana oral de esta especie en peligro de extincién. Asi, se
recolectaron muestras orales de 10 tortugas adultas sanas y se extrajo ADN
para amplificar regiones del gen 16S rARN. Por dltimo, la secuenciacion se
realiz6 con la plataforma llumina, a fin de identificar las bacterias presentes a

través de EzBioCloud.

Con ello, los resultados mostraron que los filos predominantes en el
microbiota oral eran los de proteobacteria, actinobacteria y firmicutes; y se
detectaron micoplasma y Pasteurella testudinis, bacterias potencialmente
patdogenas. En suma, este estudio establece una linea base sobre la

diversidad bacteriana oral en G. flavomarginatus (Garcia et al., 2019).

Para terminar, el estudio de Jacobson et al. (2014) revisaron el
conocimiento sobre la micoplasmosis en tortugas, y se enfocé en las
enfermedades respiratorias superiores. Los resultados indicaron que la
micoplasmosis representa una amenaza emergente para diversas

poblaciones de tortugas silvestres y en cautiverio.

De esa manera, los autores enfatizaron la necesidad de implementar
protocolos de vigilancia y manejo preventivo, como la deteccion tempranay la
cuarentena, para mitigar el impacto de esta enfermedad (Jacobson et al.
2014).
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3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacion de la investigacion

El presente estudio se llevo a cabo en el Centro de Crianza Fausto
Llerena, ubicado en la Isla Santa Cruz, parte del archipiélago de las
Galapagos, Ecuador. Este centro es una instalacion dedicada a la
conservacion y la reproduccion de tortugas gigantes, y tiene como objetivo

proteger a varias especies en peligro de extincion.

Figura 6

Ubicacién geogréfica del Centro de Crianza Fausto Llerena
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Nota. Tomado de Google Maps, 2024.

3.1.1 Caracteristicas climaticas.

El archipiélago de las Galdpagos recibe la influencia de corrientes
marinas que producen dos estaciones climaticas en el afio. De acuerdo con
Civallero (2023), los vientos predominantes y las corrientes frias contribuyen
a un clima medianamente fresco a los islotes. En la Isla Santa Cruz, la
segunda mas grande del archipiélago, las temperaturas durante la estaciéon
fria, que va de junio a diciembre, suelen ser inferiores a los 24° C. En
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contraste, la estacion calida y seca se extiende de enero a abril, con
temperaturas que oscilan entre los 26° C y 28° C (Consejo de Gobierno de

Régimen Especial de las Galapagos, 2020).
3.2 Materiales

3.2.1 Materiales de campo.

Balanza colgante

e Cinta métrica flexible

e Guantes estériles y desechables

e Mascarillas

e Bolsas o recipientes sellables

e Etiquetas

e Marcadores indelebles

e Pinzasy tijeras estériles

e Alcohol al 70 % o gel desinfectante
e Cuaderno de campo

e Hojas de registro

e Tablero

e Cinta scotch

e Pipeta de 1000 ul

e Fundas ziploc

e Cooler

e Puntas de pipeta 1000 ul

e Hisopos estériles (disposable nasopharyngeal swabs)
e Trajes de bioseguridad

e Fundas para basura
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e Microtubos

e DNA/RNA Shield
3.2.2 Materiales de laboratorio

e Mascarillas

e Guantes

e Mandil

e Marcador Sharpie

e Gradillas

e Tubos Eppendorfde 1.5y 2 ml

e Micropipeta

e Puntas de micropipeta desechables

e Vortex

e Termo bloque

e Centrifuga

e Kit de extraccion DNeasy Blood &Tissue Kit
e Reactivos basicos

e Termociclador

e Puntas de micropipetas estériles

e Tubos de PCR

e Tubos adicionales

o Electroforesis en gel de agarosa

e Sistema de visualizacion ultravioleta (UV)

e Primers
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3.3 Poblacion y muestra de estudio

El estudio se compuso por mil seiscientos ocho tortugas gigantes del
Centro de Crianza del Parque Nacional Galapagos. A partir del software
WinEpi, se establecié una muestra de 275 tortugas, lo que asegurd un 95 %

de confianza y una prevalencia minima deseada del 1 %.
3.4 Tipo de estudio

La investigaciébn, mediante una perspectiva cuantitativa y disefio
correlacional-descriptivo, observacional y transversal no experimental,
examino el vinculo entre la predominancia de Mycoplasma spp. y los aspectos

de amenaza en cuatro tortugas gigantes.

Asi, se describi6 el contexto reciente de estas especies desde el factor
salud, identificar conductas recurrentes y potenciales correspondencias entre
las variables. Esto ayudo a aportar informacion relevante para el desarrollo de
estrategias de conservacion mas efectivas y el manejo adecuado de las

tortugas.
3.4.1 Anélisis estadisticos.

En este estudio se aplico el método de inferencia estadistica para
analizar los datos obtenidos de las muestras. Se utilizé la prueba de chi-
cuadrado para evaluar la asociacion entre la prevalencia del Mycoplasma y
diferentes variables categoéricas como factores de riesgo. Este método
permitié inferir si las diferencias observadas en la prevalencia de la
enfermedad eran estadisticamente significativas. Ademas, el analisis se llevd
a cabo con un software estadistico especializado, como Statgraphics, con lo

gue se garantizaron la precision y la validez de los resultados.
3.5 Metodologia

El trabajo de investigacion se realizé en dos fases: la primera se llevd
a cabo en el Centro de Crianza Fausto Llerena, ubicado en el Parque Nacional

Galapagos. Dicho esto, se escogio la muestra de estos animales en cada
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cortil, para categorizarlos segun su genealogia. Esto se alcanzo6 a través de
hisopados bucales, por lo que se atendieron las formalidades estipuladas para
salvaguardar la integridad del recurso biolégico y disminuir el estrés en estos

quelonios.

La etapa dos se basé en procesar y analizar esta muestra, las cuales
se desplazaron en 6ptimo estado al laboratorio de la Agencia de Regulacion
y Control de la Bioseguridad y Cuarentena para Galdpagos, en el cual se
extrajo el ADN. Para ello, se utilizé el kit DNeasy Blood&Tissue de la compaiiia
Qiagen. Posteriormente, se llevaron a cabo pruebas de PCR anidada para
identificar la presencia de ADN de Mycoplasma spp. y evaluar su prevalencia

en las tortugas de cada corral, considerando factores de riesgo.

Finalmente, los datos se organizaron y analizaron estadisticamente con
el software Statgraphics. Se calcularon medidas de prevalencia, asi como
posibles asociaciones entre la presencia de micoplasma y factores de riesgo
de los quelonios. Luego, los resultados se interpretaron al considerar el
impacto de las infecciones en la salud de las poblaciones de tortugas y el

manejo de los programas de conservacion. Método de abordaje
3.6 Recopilacion y seleccién de la muestra

Para la seleccidn de la muestra, se utilizo la plataforma WinEpi, al tomar
como base el registro de las 1608 tortugas del centro de crianza. El objetivo
principal fue determinar el tamafio minimo de muestra necesario para detectar
la presencia de una enfermedad (infeccion) dentro de la poblacion. A

continuacion, la Tabla 3 presenta los parametros utilizados para el calculo.

Tabla 3
Determinacion del tamafio minimo de muestra para la deteccion de infeccion

en tortugas del centro de crianza

Parametro Valor

Nivel de confianza (%) 95 %
Tamarfo de la poblacion 1608
Prevalencia minima esperada (%) 1.00 %

Nota. Elaboracion propia basada en el calculo al utilizar la plataforma WinEpi
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Igualmente, se consideraron varios factores, incluidos el nivel de

confianza del 95 %, una prevalencia minima esperada del 1.00 %, y la

necesidad de detectar al menos un individuo infectado. Adicionalmente, se

tomaron en cuenta posibles factores de riesgo asociados, para seleccionar

tortugas con caracteristicas relevantes para el estudio. A continuacion, la

Tabla 4 presenta los parametros utilizados para el calculo.

Tabla 4

Parametros utilizados para determinar el tamafio de la muestra

Parametro Valor
Numero de individuos infectados por detectar 16
Tamafo de muestra necesario 275
Fraccion de muestreo (%) 17.04 %

Nota. Elaboracion propia basada en los calculos realizados

3.6.1 Preparacion de microtubos con reactivo de

conservacion.

Con el objeto de recopilar y almacenar correctamente las muestras

bioldgicas, se realiz6 una prolija distribucion de los recursos. Para ello, se

presentan las etapas efectuadas que indican la adecuada deteccion y la

preservacion de las muestras.

Se eligieron microtubos de 2.0 ml, provistos con tapa de rosca
independiente y graduacion con el objeto de permitir la

cuantificacion exacta del volumen.

A cada microtubo se le introdujeron 0.5 ml de DNA/RNA Shield, un
reactivo creado particularmente para preservar acidos nucleicos,
con el objeto de salvaguardar la integridad de las muestras en la

etapa de almacenaje.

Cada microtubo se etiquetdé cuidadosamente con informacion
critica: lugar de recoleccién, nimero de corral, nUmero de muestra,
identificacion individual de la tortuga, especie, isla de origen, fecha

de recoleccion.
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e Todos los microtubos se organizaron en una gradilla adecuada,
para asegurar su estabilidad y facilitar su acceso después del

analisis.
3.6.2 Recopilacion de la muestra bioldgica.

Las tortugas de esta investigacion pertenecen al centro de crianza,
asimismo, eran aptas, en términos clinicos, para la toma de muestras, y no
recibir tratamientos recientes que malograran la identificacién de Mycoplasma
spp. De este modo, se utiliz6 un muestreo aleatorio simple con el objeto de

salvaguardar la representatividad de la muestra.
3.6.2.1 Toma de la muestra bucal.

e Con la colaboracién de voluntarios del Parque Nacional Galapagos, se
procedié a sostener a la tortuga con sumo cuidado. Se emple6 una
mano con el fin de asegurar las patas de la tortuga. Con la otra mano

se sostuvo la cabeza para disminuir su estrés.

e Se uso una paleta de helado aseada para apartar la boca con cuidado.
Esto impidio la generacion de estrés.

e Se embutié suavemente el hisopo estéril hasta llegar a la zona de las
narinas para la recoleccion de la muestra. Se evit6 todo tipo de contacto

brusco.

e Unavezrecolectada, la muestra se coloco en el microtubo previamente
identificado; esto, para asegurar que se registraran todos los datos
pertinentes del individuo, como la identificacién, el lugar y la fecha de

muestreo.

e Se registraron los datos de cada individuo en la hoja de campo

correspondiente, a fin de garantizar un seguimiento adecuado.

e Tras la recoleccion y el registro, los microtubos con las muestras se
almacenaron a temperatura ambiente. Lo anterior equivale a DNA/RMA
Shield, con la finalidad de garantizar las condiciones estables del ADN

hasta el lugar de analisis.
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e Las muestras en DNA/RNA se mantuvieron en temperie durante 3

semanas para no malograrlas.

3.7 Extraccion de ADN de la muestra bioldgica en el laboratorio

A continuacion, se describen los pasos realizados para la extraccion de

ADN a partir de la muestra bioldgica.

Se preparo el area destinada a la extraccion de muestras biologicas,
para que esta estuviera debidamente acondicionada, a fin de evitar
contaminaciones.
Se rotularon los tubos Eppendorf con el nimero de identificacion del
laboratorio para facilitar la trazabilidad.
Se selecciond una micropipeta adecuada y se ajusto a la medida
requerida. Se coloco una punta desechable estéril, y se utilizaron
nuevas puntas al inicio de cada proceso.
Se afiadieron 200 pl (microlitros) de Buffer AL en el tubo Eppendorf.
Se afnadieron 20 pl (microlitros) de Proteinasa K al tubo, con lo que
se facilito la lisis celular.
Se afadieron 200 pl (microlitros) de muestra al tubo Eppendorf.
Se llevé el tubo al vortex durante 10 segundos para asegurar una
mezcla homogénea entre la Proteinasa K y el Buffer AL y la
muestra.
Las muestras se incubaron en un Thermoblock a 56° C durante 10
minutos.
Posteriormente, se agregaron 200 pl (microlitros) de etanol 100 %
y esto se llevé al vértex por 10 segundos.
La solucién se dispensé en una columna DNeasy colocada en un
tubo de recoleccién de 2 mly se centrifugé a 8000 rpm durante un
minuto.
Se desechd el tubo de recoleccion utilizado y se colocé la columna
en un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml.
Se afiadieron 500 pl de Buffer AWL1 a la columna y se centrifug6
nuevamente a 8000 rpm durante un minuto.
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e Después de centrifugar, se desecho el tubo de recoleccion y se
utilizé uno nuevo.

e Se afiadieron 500 ul de Buffer AW2 y se centrifugd durante tres
minutos a 14 000 rpm.

e Tras la centrifugacion con Buffer AW2, no se desechd el tubo de
recoleccion; sin embargo, se elimind la solucién resultante y se
centrifugé nuevamente la columna en su respectivo tubo a 14 000
rpm durante 1 minuto.

e En una cabina de seguridad bioldgica, se colocé la columna en un
nuevo tubo etiquetado con el nimero correspondiente a la muestra
del laboratorio.

e Se afadieron 50 pl de Buffer AE a la columna y se centrifugd
durante un minuto a 8000 rpm para eludir el ADN.

e Eltubo que contenia el ADN recolectado se refrigerd, mientras que
la columna se desechd, con lo que se completé el protocolo

establecido.
3.8 Nested-PCR

Para realizar la deteccibn de Mycoplasma spp. en las muestras
recolectadas, se implemento la técnica de PCR anidada, la cual permite la
amplificacion de una region especifica del ADN al utilizar dos pares de

cebadores, para lo cual se utilizaron los siguientes iniciadores o primeros.
Primera PCR

MOLL1 AGAGTT TGATCC TGG CTC AGG A
MOLL2 GGT AGG GAT ACCTTG TTACGACT

Segunda PCR

MAR (MGSO) TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC

GPO1 ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT A
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Asimismo, se preparé la mezcla maestra para seis reacciones con los

siguientes volumenes:

Primera PCR

e GreenTaq 2X: 12.5 pl por reaccion (75 pl en total).

e Primers (moll 1 y moll 2):

©)

Moll 1: 10 pmol= 1 pl/reaccion (6 pl en total).
Moll 2: 10 pmol= 1 pl/reaccion (6 pl en total).

Agua DDH20 (autoclavada): 8.5 pl por reaccion (51 pl en
total).

e Se mezcld bien y se distribuyeron 23 pul de la mezcla maestra en

cada tubo.

e Se agregaron 2 pl de ADN en cada tubo, por lo que se contemplo

un volumen final de 25 pl por reaccion.

e Posteriormente, se llevaron las muestras al termociclador, el

cual acondicioné el programa de la siguiente manera:

o

o

o

o

Desnaturalizacion inicial: 94° C por cinco minutos.
Ciclos: 35 ciclos.

Desnaturalizacion: 94° C, 60 segundos.
Alineamiento (annealing): 54° C, 60 segundos.
Extension: 72° C, 60 segundos.

Extension final: 72° C por siete minutos.

Segunda PCR

e GreenTaq 2X: 12.5 pl por reaccion (75 pl en total).

e Primers (MGSO y GPO1):

©)

©)

MGSO: 10 pmol= 1 pl/reaccion (6 ul en total).

GPOL1: 10 pmol= 1 pl/reaccion (6 ul en total).

35



Agua DDH20 (autoclavada): 8.5 pl por reaccion (51 ul en total).

Se mezclo bien y se distribuyeron 23 pl de la mezcla maestra en

cada tubo.

Se agregaron 2 pl de ADN en cada tubo, por lo que se contemplé

un volumen final de 25 pl por reaccion.

Posteriormente, se llevaron las muestras al termociclador, el cual

acondiciono el programa de la siguiente manera:

o Desnaturalizacion inicial: 94° C por cinco minutos.
o Ciclos: 35 ciclos.

o Desnaturalizacion: 94° C, 45 segundos.

o Alineamiento (Annealing): 55° C, 45 segundos.

o Extension 72° C, 45 segundos.

o Extension final: 72° C por siete minutos.

Luego, se prepard un gel de agarosa al 2 %, y se mezcld 1g de
agarosa en 50 ml de TAE 1X.

Esto se llevd al microondas un minuto inicialmente, luego se
removid y se volvio a ingresar al microondas por 30 segundos mas,

hasta que la agarosa estuvo completamente disuelta.

Después de esto, se dejo enfriar la solucion de agarosa y se
agregaron 3 pl de SybrSafe. Esto se mezcld suavemente para evitar

las burbujas.

Seguidamente, se coloco el molde de electroforesis y se posiciond

el peine en la bandeja para formar los pozos.
Se vertid la agarosa liquida en el molde para evitar las burbujas.

Se dejo solidificar el gel sin luz durante 15 minutos

aproximadamente.
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e Luego de que el gel se solidificd, se retir6 cuidadosamente el peine
y se coloco la bandeja con el gel en la cAmara de electroforesis, con

lo que esta quedd completamente sumergida.

e Después se procedié a cargar las muestras con el ADN con 7 pl en
cada pocito; con ayuda de una pipeta. Para esto, se cargd un control
de extraccion negativo al inicio, y al final un control positivo. Se

corrio la electroforesis a 50 V por 30 minutos.

e Tras la corrida, se retir0 el gel de la bandeja con cuidado para
visualizarlo en un transiluminador UV, a fin de observar las bandas
de ADN.

3.9 Variables
3.9.1 Variables dependientes.

Presenta Mycoplasma spp.
e Positivo (si)
e Negativo (no)

3.9.2 Variables independientes.

e Edad:
o Jbvenes (desde el nacimiento hasta los 20 o 25 afios).

o Adultos (tortugas gigantes que pueden vivir mas de 100

afnos).
e Especies:
o Chelonoidis niger
o Chelonoidis hoodensis
o Chelonoidis darwini
o Chelonoidis donfaustoi

Factores de riesgo:
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e Condicion de hacinamiento:
o Si
o No

e Mala higiene del entorno:
o Desechos solidos en corral
o Si
o No

e Limpieza regular:
o Si
o No

e Contacto con otras especies:
o Gallinas
o Gatos

e Distribucion del alimento por corral:
o Previa limpieza
o Si
o No

Condicion clinica:

o Signos de letargo.
o Si
o No

e Secrecion ocular:
o Si
o No

e Secrecion nasal:
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o Si

o No

Estornudos frecuentes:

o Si
o No
Dificultad respiratoria:
o Si

o No
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4 RESULTADOS

El presente proyecto de investigacion se desarrollé en funcién de los
objetivos planteados, cuyo propésito general fue determinar la prevalencia de
Mycoplasma spp. Por tanto, se evidencié Mycoplasma spp. en el 77.45 % de
cuatro especies de tortugas gigantes del Centro de Crianza Fausto Llerena a
través de PCR anidada. De este modo, se identifico la presencia de este ente
infeccioso, se determind su recurrencia y se valor6 su vinculo con elementos

de riesgo.

Es fundamental resaltar la relevancia de la técnica empleada, la PCR
anidada, una metodologia de alta sensibilidad y especificidad disefiada para
detectar la presencia de Mycoplasma spp. en muestras biolégicas. De ese
modo, los resultados de la PCR anidada permitieron identificar la presencia o
la ausencia de Mycoplasma spp. en las muestras, asi como evaluar su
prevalencia en las diferentes especies estudiadas. A continuacion, se detallan

los resultados obtenidos.

4.1 Identificacion de la presencia de Mycoplasma spp. mediante PCR

Como se observa en la Tabla 5, que del total de 117 tortugas
estudiadas de la especie C. niger, 94 fueron positivas representando un 80.34
%. Del total de 22 tortugas estudiadas de la especie C. donfaustoi, 19 fueron
positivas, representando un 86.36 % del total de la muestra; de la especie C.
hoodensis se analizaron 32 tortugas de las cuales resultaron 25 afectadas, las

mismas que representan el 78.12 % del total.

Ademas, de 23 tortugas estudiadas de la especie decomisadas, 22
resultaron positivas representando un 95.65 %; de 81 tortugas de la especie
C. darwini, 53 fueron positivas dando como resultado un 65.43 % con el

patdgeno del total de la muestra.

En general los resultados revelan que la mayoria de las muestras

sometidas a andlisis, resultaron positivos para Mycoplasma spp.,
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demostrando asi que existe una alta distribucion relativa del patdgeno en las
tortugas del Centro de Crianza Fausto Llerena y que la especie con mas casos

positivos fueron la C. niger 80 % y la C. darwini 65 %.

Tabla b

Distribucién de Mycoplasma spp. por especie, mediante PCR

Especie Prevalencia de Total por especie Frecuencia
Mycoplasma spp. relativa de M.
. spp. seguln
no SI especie
C. darwini 28 53 81 65.43 %
C. donfaustoi 3 19 22 86.36 %
C. hoodensis 7 25 32 78.12 %
C. niger 23 94 117 80.34 %
Decomisadas 1 22 23 95.65 %
Total general 62 213 275

Nota. Las tortugas denominadas como “Decomisadas” son especimenes que
se recuperaron de actividades ilegales. Las mismas que no se han sometido
a analisis genéticos para determinar su especie.

Figura 7

Distribucién de especies de tortugas en estudio

m C. darwini = C. donfaustoi C. hoodensis C. niger = Decomisadas

Nota. Los porcentajes reflejan la composicién de las especies de tortugas en el

Centro de Crianza Fausto Llerena durante el periodo de estudio

41



4.2 Determinacion de la prevalencia de Mycoplasma spp

La prevalencia de Mycoplasma spp. cOmo se puede observar en la Figura 8,
segun los datos recolectados muestran que es alta (77.45 %), alcanzando
mas de las tres cuartas partes del total de las tortugas que se tomaron como
muestra. Para determinar la prevalencia en tortugas gigantes del Centro de

Crianza, posterior a la muestra seleccionada se emple0 la siguiente férmula:

) Numero de casos positivos
Prevalencia (%) = — %X 100
Numero total de muestras

_ 213
Prevalencia (%) = 57e X 100

Prevalencia (%) = 77.45

Figura 8
Distribucién de la prevalencia de Mycoplasma spp. en tortugas del Centro de

Crianza Fausto Llerena, Isla Santa Cruz, Galapagos

ESi ®=no

Nota. Elaboracion con datos obtenidos del andlisis de PCR para M. spp.
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Figura 9
Distribucion de resultados (positivo y negativo) de Mycoplasma spp. en

tortugas segun especie

250
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@
@ 81
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© 100
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£ 94
50 %) 53

23 22 5
Decomisadas C. donfaustoi C. niger C. hoodensis  C. darwini

Especies de tortugas
B Negativo (0) Positivo (1) Total

Nota. Elaboracion con datos obtenidos del analisis de PCR, donde se
presenta barras que muestran el nimero de tortugas con resultados positivos,
negativos y el total

4.2.1 Prueba chi cuadrado.

Para determinar si existe una diferencia significativa en la prevalencia
del patdégeno, que es Mycoplasma spp. entre las especies de tortugas
gigantes ubicadas en el Centro de Crianza Fausto Llerena analizadas, se

plantearon las siguientes hipotesis:

e Hipotesis nula (Ho): La prevalencia de Micoplasma spp. no difiere
significativamente entre las especies.
e Hipotesis alternativa (Ha): La prevalencia de Micoplasma spp.

difiere significativamente entre las especies.

Consecuentemente, y de acuerdo con los datos observados, se

construyo la Tabla 7.
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Tabla 6
Tabla de contingencia de resultados positivos y negativos de Mycoplasma

Spp. por especie

Especie Negativo (0) Positivo (1) Total
Decomisadas 1 22 23
C. donfaustoi 3 19 22
C. niger 23 94 117
C. hoodensis 7 25 32
C. darwini 28 53 81

Total 62 213 275

Nota. Elaboracién propia con datos obtenidos del andlisis de PCR para M. spp

Tabla 7

Valores esperados bajo la hipotesis nula

Especie Negativo (E) Positivo (E)
Decomisadas 5.18 17.82
C. donfaustoi 4.96 17.04
C. niger 26.36 90.64
C. hoodensis 7.23 24.77
C. darwini 18.27 62.73

Nota. Elaboracién con valores esperados bajo la hip6tesis nula

Posteriormente, el estadistico de la prueba de Chi cuadrado se
determind para todas las especies de tortugas gigantes mediante la siguiente

formula;

e Z (0;; — Eij)?

Donde:
Oij: valor observado.

Eij: valor esperado.
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A partir del célculo individual del estadistico para cada especie de

tortugas, se obtuvo la siguiente suma:
x? =12.63

De la misma forma, para obtener los grados de libertad (dr), se aplicé

la siguiente formula:

d; = (Numero de filas — 1) * (Numero de columnas — 1)
de=G-1)x2-1)=4

Por otra parte, el valor de significancia (p) se calcul6 para determinar si
los resultados de las muestras tomadas de las diferentes especies de las
tortugas eran significativos o se debian al azar; y, a su vez, para representar
la probabilidad de obtener un resultado igual o mas extremo que el observado,
al asumir que la hipotesis nula (Ho) es verdadera. De esta manera, se obtuvo

la siguiente significancia:
p = 0.0132
Entonces, para la interpretacion de p se describe:

p < a: si el valor p es menor o igual al nivel de significancia (q,
tipicamente 0.05), se rechaza la hipétesis nula. Esto indica que existe
evidencia estadistica suficiente para afirmar que hay una diferencia

significativa 0 una asociacion entre las variables analizadas.

p > a: si el valor p es mayor al nivel de significancia, no se rechaza la
hipétesis nula. Esto sugiere que no hay evidencia suficiente para afirmar que

existe una diferencia significativa o una asociacion.

Se rechazo6 la hipotesis nula, dado que el valor de significancia fue
menor a 0.05, lo que demostré que existe una diferencia significativa en la
prevalencia del Mycoplasma spp. en las especies que se analizaron en el
estudio. Estas diferencias encontradas no se pueden definir como aleatorias,
por lo cual puede que existan otros factores que influyan en la susceptibilidad

de las especies en su contagio con el patogeno.
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4.3 Evaluacién de la correlaciéon entre Mycoplasma spp. y otras

variables

4.3.1 Especie.

Para la variable especie se consideraron las 4 especies analizadas,
incluyendo las especies decomisadas en el estudio. Es asi como el analisis
estadistico busco determinar la prevalencia del patégeno en relacion a las

especies de tortugas.

Estadistico de Chi-cuadrado (x?): 12.63  Grados de libertad (dr): 4

Valor p: 0.0133 Nivel de significancia (a): 0.05

La predominancia de Mycoplasma spp. en este tipo de poblacion fue
del 77.45 %, con variaciones en funcion de la especie. De 275 tortugas
evaluadas, el analisis estadistico (p = 0.0133, a = 0.05) mostr6 una
correspondencia notable entre estos animales y la infeccion. Asimismo, las
tortugas que se decomisaron indicaron la mayor predominancia (96 %), lo que
puede corresponder al estrés y a las condiciones inadecuadas del trafico
ilegal.

El analisis estadistico mostro una relacion significativa entre la especie
de tortuga y la prevalencia de Mycoplasma spp. (p=0.0133). Las tortugas
decomisadas presentaron la mayor prevalencia (96 %), posiblemente debido
al estrés y manejo inadecuado en el trafico ilegal. En general, el 77.45 % de

las tortugas evaluadas fueron positivas.
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Tabla 8
Tabla de contingencia para la correlacién entre Mycoplasma spp. y la

especie de las tortugas

Presencia de

Especies M. SDP-- gzg:aarual Frecuencia % Dlsstébbuu:lgsnptl\aﬂéizpp
no Si

C. darwini 28 53 81 65. 43 24.88
C. donfaustoi 3 19 22 86.36 8.92

C. hoodensis 7 25 32 78.12 11.74
C. niger 23 94 117 80.34 44,13
Decomisadas 1 22 23 95.65 10.33
Total general 62 213 275 100.00

Nota. Elaborado de los datos obtenidos de los andlisis de PCR para M. spp.

Figura 10

Frecuencia de Mycoplasma spp. por especies de tortugas en estudio
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Nota. Elaborado de los datos obtenidos de los analisis de PCR para M. spp.

4.4 Estado del animal

4.4.1 Signos de letargo.

El andlisis de la variable signos de letargo se llev6 a cabo con el

objetivo de determinar si existe una relacién significativa entre la presencia de
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este signo clinico y la infeccion por Mycoplasma spp. en las tortugas. Para ello
se comparo la frecuencia de tortugas con y sin signos de letargo en funcién
de su estatus de infeccion, determinando si la asociacion entre ambas

variables es estadisticamente significativa.

Estadistico de Chi-cuadrado (x?): 0.882 Grados de libertad (df): 1

Valor p: 0.347 Nivel de significancia (a): 0.05

De manera que, de un total de 275 tortugas evaluadas, 272 no
presentaron signos de letargo, de las cuales 62 resultaron negativas y 210
positivas para Mycoplasma spp. Por otro lado, solo 3 tortugas presentaron

signos de letargo, y todas ellas fueron positivas para la infeccion.

En el andlisis estadistico, el valor de p obtenido fue 0.347, superior al nivel de
significancia a=0.05, por lo que se acepta la hipétesis nula. Esto indica que no
existe una relacion significativa entre los signos de letargo y la probabilidad

de presentar Mycoplasma spp.

Tabla 9
Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y signos de

letargo en las tortugas

Signos de letargo Presencia de Mycoplasma;pp. Total general

no Si
No 62 210 272
Si 0 3 3

Nota. La tabla muestra la distribucién de tortugas segun la presencia de M.

spp. y la manifestacion de signos de letargo
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Figura 11

Correlacion entre Mycoplasma spp. y signos de letargo en las tortugas
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Nota. La presencia de M. spp. se determiné mediante PCR, mientras que los
signos de letargo se evaluaron a través de observacion clinica en el Centro
de Crianza

4.4.2 Secreciones oculares.

El analisis de la variable secreciones oculares se llevdé a cabo para
determinar si existe una relacién significativa entre la presencia de este signo

clinico y la infeccién por Mycoplasma spp. en las tortugas.

Estadistico de Chi-cuadrado (x?): 43.35  Grados de libertad (df): 1

Valor p: 4.55679 x101! Nivel de significancia (a): 0.05

De un total de 275 tortugas evaluadas, 261 no presentaron secreciones
oculares, de las cuales 60 resultaron negativas y 201 positivas para
Mycoplasma spp. Adicionalmente, catorce tortugas mostraron mucosidades

oculares: dos fueron negativas y doce positivas para la infeccién.

De conformidad con la valoracion estadistica, el valor de p 4.55679x10"
1 alcanzado estuvo por debajo del grado de significancia a=0.05; por tal razén,
se rechazé la hipétesis nula. Lo anterior muestra que hay un vinculo

significativo entre las secreciones oculares y la posibilidad de poseer
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Mycoplasma spp. En consecuencia, las tortugas contagiadas tienen una

mayor recurrencia de secreciones oculares a diferencia de las no contagiadas.

Tabla 10
Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y

secreciones oculares en las tortugas

Secrecion ocular Presencia de Mycoplasma spp. Total general
no Si
No 60 201 261
Si 2 12 14

Nota. La tabla muestra la distribucion de tortugas segun la presencia de M.
sSpp. y secreciones oculares

Figura 12
Correlacion entre Mycoplasma spp. y secreciones oculares en las tortugas
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Nota. Figura que representa la correlacion de M. spp. con secreciones oculares

4.4.3 Secrecion nasal.

El andlisis de la variable secrecion nasal se realiz6 para determinar si
existe una relacion significativa entre la presencia de este signo clinico y la
infeccion por Mycoplasma spp. en las tortugas.
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Estadistico de Chi-cuadrado (x?): 1.907 Grados de libertad (df): 1

Valor p: 0.167 Nivel de significancia (a): 0.05

De las 275 tortugas evaluadas, 271 no presentaron secrecion nasal,
con una prevalencia de M. spp. del 77.1 %, mientras que las 4 tortugas son
secrecion nasal fueron 100 % positivas. Sin embargo, el analisis estadistico
mostré un valor de p= 0.167, superior al nivel de significancia (a = 0.05), por

lo que no se rechaza la hipétesis nula.

Tabla 11
Tabla de contingencia para la correlacién entre Mycoplasma spp. y secreciéon

nasal en las tortugas

Secrecion nasal Presencia de Mycoplasma spp. Total general
no Si
No 62 209 271
Si 4 4

Nota. La tabla muestra la distribucidén de tortugas segun la presencia de M.
sSpp. y secreciones nasales

Figura 13

Correlacion entre Mycoplasma spp. y secrecion nasal en las tortugas
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Nota. Figura que representa la correlacién de M. spp. con secreciones nasales

msi

Micoplasma spp.

(%)
o

no si

Secrecion nasal

51



4.4 4 Estornudos frecuentes.

El analisis de la variable estornudos frecuentes se realizé para evaluar
si existe una relacion entre este signo clinico y la presencia de Mycoplasma
spp. en las tortugas. No obstante, no se evidenciaron eventos positivos para

esta variable en la muestra valorada.

Tampoco se hallaron tortugas que manifestaran estornudos
recurrentes. Esto sefiala que esta sintomatologia estuvo ausente en la
poblacion valorada, por encima de la presencia de Mycoplasma spp. La falta
de informacién positiva restringe el andlisis estadistico, dado que no es

posible valorar una posible vinculacién entre la infeccion y esta variable.

Tabla 12
Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y

estornudos frecuentes en las tortugas

Estornudos Presencia de Total general
frecuentes Mycoplasma spp

no si
No 62 213 275

Nota. Tabla que muestra la distribucion de tortugas segun la presencia de M.
sSpp. Yy secreciones nasales

En la poblacion estudiada, de un total de 275 tortugas evaluadas, el
100 % (275 tortugas) no presento estornudos frecuentes. De estas, el 22.5 %
(62 tortugas) resultaron negativas para Mycoplasma spp., mientras que el 77.5

% (213 tortugas) fueron positivas para la infeccién.

4.4.5 Dificultad respiratoria.

El analisis de la variable dificultad respiratoria se llevo a cabo para
evaluar su posible relacion con la presencia de Mycoplasma spp. en las
tortugas. No obstante, no se registraron casos positivos para esta variable en

la poblacion estudiada.
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No se encontraron tortugas que presentaran dificultad respiratoria, 1o
que indica que este signo clinico estuvo completamente ausente en la
poblacion analizada. La ausencia de datos positivos impide realizar un analisis
estadistico, ya que no se cuenta con variabilidad suficiente para evaluar una

asociacion.

Tabla 13
Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y dificultad
respiratoria en las tortugas

Dificultad Presencia de M. spp.
Total general

respiratoria
no Si

no 62 213 275

Nota. Tabla que muestra la distribucion de tortugas segun la presencia de M.

sSpp. y secreciones nasales

En la poblacion de 275 tortugas analizadas, el 100 % (275 tortugas)
no presento dificultad respiratoria. De estas, el 22.5 % (62 tortugas) fueron
negativas para Mycoplasma spp., mientras que el 77.5 % (213 tortugas)

resultaron positivas para la infeccion.

4.4.6 Edad.

Las edades de las tortugas fueron determinadas segun los registros

gue tienen en el Centro de Crianza Fausto Llerena.

Estadistico de Chi-cuadrado (x?): 26,93 Grados de libertad (df): 13

Valor p: 0.012 Nivel de significancia (a): 0.05

En el analisis estadistico, nos indica la relacién entre la variable edad y

la infeccidbn por Mycoplasma spp. que reveld resultados estadisticamente
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significativos el valor de p obtenido fue 0.012, inferior al nivel de significancia
a=0.05, por lo que se rechaza la hipotesis nula. Esto indica que si existe una

relacion significativa entre la edad y la probabilidad de presentar Mycoplasma
spp.

De forma especifica, las tortugas mas maduras, como las de seis afios
(88.52 %) y 12 afios (86.96 %), y las que no tienen identificacion (95.65 %),
mostraron una predominancia mayor de contagio, lo que pueda corresponder
a una exposicion acumulada o por elementos del ambiente. En cambios, la
muestra mas joven, de uno (57.14 %) y dos afios (63.41 %), evidenciaron una
predominancia mas baja. Esto puede asociarse a un periodo de exposicion
mayormente restringido, o una menor susceptibilidad en las primeras fases de

desarrollo.

Tabla 14
Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y la edad

de las tortugas

Presencia de Mycoplasma spp.

Edad Total general Prevalencia
No Si

1 afio 10 27 37 72.97
2 afios 15 26 41 63.41
3 afios 4 9 13 69.23
4 afos 1 11 12 91.67
5 afios 8 18 26 69.23
6 afios 7 54 61 88.52
7 afios 4 4 100.00
9 afios 1 2 3 66.67
8 afios 4 9 13 69.23
10 afios 7 54 61 88.52
12 afios 3 20 23 86.96
sin identificar 1 22 23 95.65
Total general 62 213 275

Nota. La presencia de M. spp. fue determinada mediante PCR en muestras
de hisopado, de tortugas ubicadas en el Centro de Crianza
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Figura 14

Prevalencia de Mycoplasma spp. por edad de las tortugas gigantes
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Nota. Figura que representa la correlacion de Mycoplasma spp. con la edad
de los quelonios

4.4.7 Hacinamiento y desechos sélidos en el corral.

De conformidad con la valoracion de estas variables, no se hallaron
evidencias de hacinamiento, tampoco desechos soélidos en estos sitios, lo cual
sefala condiciones idoneas de manejo. Esto sugiere que estos factores no
representan un riesgo directo o contribuyente a la infeccién por Mycoplasma
spp. en esta poblacion de tortugas. Sin embargo, es importante continuar
monitoreando estas variables en el futuro, ya que el hacinamiento y la
acumulacion de desechos podrian favorecer la propagaciéon de enfermedades

bajo otras condiciones ambientales o de manejo.

4.4.8 Corral.

Las tortugas se encuentran distribuidas en 47 corrales. Los corrales
enumerados del 1 al 31 en ellos se colocan a las tortugas neonatas, es decir
desde el momento de la eclosién, hasta aproximadamente dos o tres afios de
edad. Los corrales definidos como “CU” son tortugas que se someten a un
proceso de cuarentena tras ser decomisadas de actividades ilegales y por
altimo los corrales denominados PRE, son corrales en los que se colocan a
las tortugas que estan proximas hacer repatriadas a su lugar de origen.
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Estadistico Chi-cuadrado (x2): 64.77 Grados de libertad (dr): 46

Valor p: 0.03534973 Nivel de significancia (a): 0.05

En el andlisis estadistico, demuestra que la hipétesis nula es rechazada
dado que el valor de p obtenido fue 0.035, inferior al nivel de significancia
a=0.05. Por lo tanto, si existe una relacion significativa entre los corrales en
los que se encuentran las tortugas y la presencia de Mycoplasma spp.,
pudiendo influir esto en la probabilidad de propagacion del patdégeno,

pudiendo existir otros factores que influyen como el manejo sanitario.

Tabla 15

Tabla de contingencia para la correlacién entre Mycoplasma spp. y el corral

Presencia de Frecuencia
Corrales Mycoplasma spp. Total por corral relativa del M.
no Si spp. por corral
1 5 5 100.00
2 3 2 5 40.00
3 2 3 5 60.00
4 3 2 5 40.00
5 2 2 4 50.00
6 1 4 5 80.00
7 1 4 5 80.00
8 4 4 100.00
9 2 2 4 50.00
10 5 5 100.00
11 1 3 4 75.00
12 4 4 100.00
13 4 1 5 20.00
14 2 3 5 60.00
15 4 4 100.00
17 2 3 5 60.00
18 2 2 4 50.00
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19 3 3 6 50.00
21 2 3 5 60.00
22 1 2 3 66.67
23 1 4 5 80.00
25 5 5 100.00
26 1 3 4 75.00
27 1 3 4 75.00
29 5 5 100.00
30 1 3 4 75.00
31 4 4 100.00
16A 4 1 5 20.00
16B 5 5 100.00
20A 1 4 5 80.00
20B 1 2 3 66.67
24 A 3 3 100.00
24 B 3 3 100.00
28 A 2 2 4 50.00
28B 3 3 100.00
Cul 1 4 5 80.00
Cu2 2 3 5 60.00
Cus 3 3 100.00
Cu4 5 5 100.00
CuU5 1 3 4 100.00
CuUGb 4 4 100.00
PRE1 2 26 28 92.86
PRE2 3 9 12 75.00
PRES 5 18 23 78.26
PRE3 1 1 100.00
PRE4 2 6 8 75.00
PRES5 3 20 23 86.96
Total 62 213 275

Nota. La tabla nos muestra la correlacién de entre los corrales y la presencia

de M. spp.
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Figura 15
Frecuencia de Mycoplasma spp. segun los corrales de estancia de las

tortugas
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Nota. La figura indica la prevalencia de contagio entre los corrales y la
infeccion por Mycoplasma spp.

4.4.9 Limpieza regular.

En el analisis de las variables limpieza regular y evaluacién sanitaria,
se observo que en todos los casos evaluados las respuestas fueron positivas,
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es decir, todas las tortugas estuvieron en corrales que recibieron limpieza

regular.

4.4.10 Contacto con otras especies: Gatos y gallinas.

El analisis de la variable contacto con gatos y gallinas se llevo a cabo
para evaluar si existe una relacion significativa entre la exposicion a estos

animales y la infeccion por Mycoplasma spp. en las tortugas.

Estadistico de Chi-cuadrado (x?): 0.75 Grados de libertad (df): 1

Valor p: 0.387 Nivel de significancia (a): 0.05

El andlisis estadistico mostré un valor p=0.387. Dado que el valor p es
mayor que el nivel de significancia a=0.05, no se rechaza la hipétesis nula.
Esto indica que no se encontré una relacion estadisticamente significativa

entre el contacto con gatos y gallinas y la infeccion por Mycoplasma spp.

De las 275 tortugas analizadas, el 20 % tuvo contacto con gatos y
gallinas, y el 80 % no. La prevalencia de Mycoplasma spp. fue del 81.82 % en
las tortugas con contacto y del 76.36 % en las que no tuvieron contacto,
mientras que las tasas de resultados negativos fueron del 18.18 % y 23.64 %,

respectivamente.

Tabla 16
Tabla de contingencia para la correlacion entre Mycoplasma spp. y el

contacto con gatos y gallinas

Presencia de

Contacto con gatos y Total

gallinas Mycoplasma spp- general Frecuencia
no Si
No 52 168 220 76.36
Si 10 45 55 81.82
Total general 62 213 275

Nota. La tabla muestra la distribucion de la deteccion de M. spp. y el contacto
con gatos y gallinas ferales

59



Figura 16

Frecuencia de Mycoplasma spp. y el contacto con otras especies (gatos y
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Nota. Elaboracién con datos obtenidos de los analisis de la PCR

4.4.11 Limpieza del alimento.

Se llevo a cabo la valoracion de esta variable con el fin de observar si
hubo una asociacion notable entre higiene del alimento brindado al animal y
la infeccidn por este patdgeno. Por lo tanto, se evidencio la incidencia de este
tipo de condiciones en la predominancia del Mycoplasma spp.

Estadistico de Chi-cuadrado (x?): 6.68 Grados de libertad (df): 1

Valor p: 0.009 Nivel de significancia (a): 0.05

El andlisis estadistico mostrd un valor p=0,009. Dado que el valor p es
menor que el nivel de significancia a=0.05, por lo tanto, se rechaza la hipotesis
nula. Esto indica que se encontrd una relacion estadisticamente significativa

entre la limpieza del alimento y la infeccion por Mycoplasma spp.
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Tabla 17
Tabla de contingencia para la correlacién entre Mycoplasma spp. y la

limpieza del alimento de las tortugas

Frecuencia de Mycoplasma

Limpieza del Total _
_ Spp. Prevalencia
alimento general
no Si
no 40 171 211 81.04
si 22 42 64 65.63
Total general 62 213 275

Nota. Se presenta la distribucién de Mycoplasma spp. en tortugas gigantes
segun la limpieza del alimento

Figura 17
Prevalencia de Mycoplasma spp. y la limpieza del alimento que reciben las

tortugas gigantes
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5 DISCUSION

El presente estudio sobre la prevalencia de Mycoplasma spp. en
tortugas gigantes del Centro de Crianza Fausto Llerena permitié identificar la
presencia del patdbgeno en un 77.45 % de la muestra analizada mediante PCR.
Este hallazgo es consistente con el comportamiento ampliamente conocido de
Mycoplasma spp. como agente patdgeno oportunista en diversas especies
animales, donde su prevalencia puede variar segun factores ambientales,

inmunoldgicos y de manejo (Ramirez et al., 2023)

Se observé en el presente estudio una prevalencia significativa de
Mycoplasma spp. en las tortugas gigantes del Centro de Crianza Fausto
Llerena, con una clara asociacién entre ciertos factores ambientales y clinicos,
como la limpieza del alimento y la secrecion ocular, con la infeccion. Por su
parte, Luzuriaga et al. (2021) resaltan que M. agassizii presenta una baja
diversidad genética y que su enfermedad clinica tiende a manifestarse bajo
condiciones especificas, como una alta carga bacteriana o un sistema inmune
comprometido. Este patron es consistente con lo observado en este estudio,
donde se identificé que variables ambientales, como la limpieza inadecuada

del alimento, incrementaron la prevalencia del patégeno.

Luzuriaga et al. (2021) plantearon que Mycoplasma spp. se propaga de
forma lenta y, para ello, supone el contacto prolongado. Esto podria explicar
el vinculo entre hacinamiento y preponderancia evidenciada en esta
investigacion. Igualmente, estos autores subrayaron que el estrés y la
atencion no adecuada facilitan la difusion del ente infeccioso, elementos

importantes para la preservacion de tortugas.

Por su parte, Galosi et al. (2023) comprobaron que Mycoplasma
agassizii tienen una incidencia en diversas especies. Esto concuerda con la
presencia de Mycoplasma spp. en distintas tortugas de las Galapagos. En

contraposicion, los autores recomiendan que la combinacion de muestras
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conjuntivales, nasales y orales optimiza la sensibilidad diagnostica, lo cual es

significativo para investigaciones futuras.

Del mismo modo, el vinculo entre secrecion ocular e infecciébn por
Mycoplasma spp. reafirma los resultados de Gaeta et al. (2021), al detectar
afecciones oculares en cuanto un signo recurrente en tortugas impactadas, lo

gue sugiere su pertinencia para la deteccion oportuna.

Por otro lado, la elevada preponderancia de Mycoplasma spp. en el
Centro de Crianza Fausto Llerena (77.45 %) subraya el interés de valoras
aspectos del ambiente y clinicos. Lo anterior concuerda con Ballouard et al.
(2022), al documentar una elevada prevalencia en tortugas europeas,
asociandola al comercio de mascotas y animales extravagantes. Empero, en
esta investigacion, el roce con otros animales no fue mostré una incidencia
estadisticamente significativa (x* = 0.75, p = 0.387) sefialando que la atencién

adecuada es un elemento clave.

La investigacion de Stanford et al. (2020) proporciona una vision amplia
de los riesgos que tienen las tortugas terrestres y acuaticas, al destacar que
las patologias contagiosas, en consonancia con la pérdida de entorno y el
comercio internacional, se consideran aspectos importantes que malogran la
supervivencia de estos animales. Por lo tanto, este panorama concuerda con
los hallazgos alcanzados en esta investigacion, en la cual se evidencié que la
higiene en la alimentaciébn se asocié significativamente asociada con la
infeccion (x = 6.68, p = 0.0097). Esto subraya la importancia del cuidado
sanitario en la alimentacion y la atencion para contrarrestar la difusion de

patégenos en poblaciones cautivas.

Un aspecto importante que no se abordo en los estudios revisados,
pero que destaca en esta investigacion, es la asociacion entre la edad de las
tortugas y la prevalencia de infeccion (x* = 13.44, p = 0,0093). Este resultado
podria relacionarse con una mayor exposicion acumulativa al patégeno en

individuos de mayor edad, como también se observo en otras especies de
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reptiles en cautiverio. Por otro lado, Stanford et al. (2020) enfatizan la
necesidad de monitorear la salud de poblaciones cautivas y naturales
mediante técnicas moleculares avanzadas, una practica que podria
implementarse en futuros estudios para caracterizar mejor las cepas locales

de Mycoplasma spp. en las tortugas gigantes de las Galapagos.

Por otro lado, la secrecion ocular se estimé6 como un marcador
importante de infeccién por Mycoplasma spp. (x> = 43.35, p < 0.001). En
cambio, otro tipo de sintomatologia respiratoria no lo fue. Al respecto,
Ballouard et al. (2022) destacan la relevancia de estos signos para la
deteccién oportuna. Asimismo, Stanford et al. (2020) indicaron que el cambio
climatico y la pérdida de habitat influyen en la propagacién del patégeno, lo

gue merece estudio.

El estudio de Nieto et al. (2022) refuerzan lo encontrado por Stanford
et al., que los patdgenos emergentes, como Mycoplasma spp., estan
estrechamente relacionados con factores estresantes derivados de
actividades humanas y cambios ambientales en las 4reas donde habitan las
tortugas. Este aspecto resulta especialmente relevante en el contexto del
presente estudio, donde se investigo la interaccidn con animales domésticos,
como gatos y gallinas, que podrian actuar como vectores potenciales del

patdégeno.

Segun Nieto et al. (2019) estos factores pueden aumentar el estrés en
las tortugas y, en consecuencia, su susceptibilidad a infecciones, lo que
subraya la necesidad de manejar cuidadosamente las condiciones
ambientales y minimizar las interacciones con especies exoticas o domésticas

para reducir el riesgo de propagacion de enfermedades infecciosas.

Continuando con la incidencia del contacto entre tortugas y otras
especies, como gatos y gallinas, esta variable fue evaluada en este estudio
para determinar su posible relacion con la infeccion por Mycoplasma spp. A
pesar de que no evidencid una vinculacion notablemente estadistica (x2=0.75
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y p=0.387), Rios et al. (2023) subrayaron el rol de estos felinos como
almacenadores de elementos infecciosos hemotropicos, incluyendo el

Mycoplasma spp.

En este contexto, aunque los resultados de esta investigacion no
identificaron una relacién directa entre el contacto con gatos y la infeccion por
Mycoplasma spp. en las tortugas, es posible que las dinamicas de transmision
dependan de factores especificos del entorno, como la densidad de
individuos, la exposicion prolongada y la presencia de vectores intermediarios.
Asimismo, las gallinas, aunque menos estudiadas en relacion con
Mycoplasma spp., podrian desempefar un rol indirecto en la transmision si

comparten habitats contaminados con las tortugas.
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Se evidencid una preponderancia del 77.45 % de Mycoplasma spp. en
las tortugas gigantes del Centro de Crianza Fausto Llerena mediante PCR,
evidenciando su alta presencia en las cuatro especies analizadas. Dicho
resulta subraya la relevancia de la supervision continua, dado que el patégeno

es un peligro que podria afectar su integridad, sobre todo en cautiverio.

La prevalencia de Mycoplasma spp. mostré variaciones entre las
especies analizadas. De esta manera, Chelonoidis niger indicé la mayor
preponderancia (80 %), y Chelonoidis darwini la mas baja (65 %). Estas
distinciones podrian corresponder a elementos genéticos o de manejo, lo que

subraya el interés de acoplar las estrategias de prevencion y control.

Se identificaron correlaciones significativas entre la prevalencia de
Mycoplasma spp. y ciertas variables ambientales y clinicas. La secrecion en
el ojo y la ausencia de una higiene en la comida incidieron en la predominancia
de Mycoplasma spp. Por otro lado, el roce con otros animales y la

aglomeracion no relevaron una afectacion notable.

6.2 Recomendaciones

A partir de lo hallado, es pertinente efectuar supervisiones constantes
en el centro de estudio para examinar el comportamiento del Mycoplasma spp.
por medio de PCR. De esta manera, es posible realizar detecciones rapidas y
acciones pertinentes que mermen este patdgeno. Como resultado, se obtiene
un entendimiento completo alrededor de los modos en que se difunden estas
bacterias y virus. Por otro lado, es necesario revisar la correspondencia

genética de las plantas locales con las de otros lugares.

Por otro lado, se debe robustecer la bioseguridad en las dietas

alimenticias y la atencion a las tortugas. Para ello, es pertinente brindar
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capacitaciones al personal en el empleo de proteccion e higiene, con el fin de
impedir la propagacion de entes infecciosos. Aunado a esto, las estrategias
de control tienen que acoplarse a cada especie de acuerdo con sus
caracteristicas, susceptibilidad y habitat.

En dltimo lugar, se sugiere llevar a cabo campafas de sensibilizacion
hacia al personal y a los usuarios del Centro de Crianza, con el fin de estimular
la preservacion de las tortugas gigantes y la relevancia de las acciones del
cuidado higiénico-sanitario. Estas iniciativas contribuiran a crear un entorno
que favorezca la sostenibilidad de estas especies iconicas y reduzca los

riesgos de propagacion de enfermedades infecciosas.
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