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Resumen.

H. pylori es un bacilo Gram negativo, espirilado microerofilo, moévil debido a sus
flagelos polares, posee la capacidad de generar diversas alteraciones
gastrointestinales como gastritis infecciosa, Ulcera gastrica y duodenal, asi
como adenocarcinoma gastrico muy frecuente en paises en vias de desarrollo;
sin embargo existen evidencias que sugieren la transmision de persona a
persona por la ingesta de alimentos o agua contaminados. Debido a que
conoce poco acerca de la transmision de H. pylori a través de reservorios
animales es que en este trabajo se planteo realizar la busqueda de H. pylori en
agua proveniente de peceras de tortugas domésticas, ya que este reptil
frecuentemente es adoptado como mascota en diversos hogares vy
probablemente constituye un foco de infeccion para el hombre. Mediante
pruebas microbiologicas y de PCR se determiné que: 5 muestras de 20 del
agua que se usa para la manutencion de las tortugas resultaron positivas a E.
coli; 12 muestras del agua residual de las peceras de tortugas resultaron
positivas a: Salmonella sp, E. coli, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae y
Proteus sp. Al realizar la deteccion del gen 16S rRNA de H. pylori por PCR
anidado a las muestras positivas del agua residual de las peceras de las
tortugas se encontr6 que 6 muestras de 12 resultaron positivas y para la
deteccién del gen cagA a las 6 muestras positivas al gen 16S rRNA de H.
pylori, no se encontr6 muestra que resultase positiva. Este trabajo es
importante pues genera un punto de partida para el analisis del agua como
principal vector para la transmision de bacterias patdgenas para el hombre,

especialmente de H. pylori.



Introduccién

Las relaciones entre hombres y animales han sido transformadas a lo largo de
la historia. Los animales han sido utilizados como medio de trabajo, como
fuente de alimento, como proteccion para el hogar, como simbolo o instrumento
sagrado objeto de culto, como modelos para la investigacion, asi como guia
para personas discapacitadas y como fuente de afecto para sus duefios
(Gutiérrez et al. 2007).

En la actualidad han incrementado el nimero de animales de compafia en las
grandes ciudades. Esto se debe a varios factores como: la demanda de
mascotas para llenar espacios afectivos en los entornos familiares, para
vigilancia, como un fenémeno de desplazamiento de poblaciones campesinas
trayendo consigo la cultura de la posesion de animales, etc (Gomez et al.
2007).

Este aumento desmedido de mascotas en las ciudades empieza a plantear
problemas de cohabitacion, a la vez que requiere de la revisibn de las
repercusiones en la salud publica y la salud individual, para asi establecer
medidas necesarias para minimizar los factores de riesgo por zoonosis (Gémez
et al. 2007).

Las zoonosis son causadas por diversos grupos de microorganismos
(Monsalve et al. 2009). Si bien la mayoria son relativamente inusuales, éstas
deben ser incluidas en el diagnéstico diferencial de diversos sindromes
clinicos, por tal razon el médico siempre debera obtener informacion acerca de
la convivencia con mascotas en la casa e informar de las posibles
enfermedades que pueden provocar, y asi poder prevenirlas (Zufiiga y Caro,
2007). Ya que toda la poblacion tiene el riego de contraer una enfermedad

transmitida por animales, sin embargo su impacto es mayor en nifios, personas



inmunodeprimidas y las que laboran con animales y/o productos derivados de
los mismos (Pacheco, 2003). En los ultimos afios se ha observado que han
emergido y reemergido algunas zoonosis, fendémeno estrechamente

relacionado a cambios ecologicos, climaticos y socioculturales.

Los mecanismos de transmision de la zoonosis se agrupan en:

» Transmision directa: a partir del reservorio animal, por contacto, a traves
de alimentos obtenidos del mismo, de sus desechos, etc.
» Transmision por vectores: gue mantienen la cadena de transmision de la

enfermedad entre los animales y el hombre.

En la actualidad se han descrito cerca de 200 enfermedades zoongticas en los
paises en vias de desarrollo, debido a la ausencia de infraestructura sanitaria y
el bajo nivel cultural; ademas de ser una importante causa de morbimortalidad,
suponen cuantiosas pérdidas econdmicas. En algunos paises desarrollados se
difunden determinadas enfermedades por el trafico de animales exoéticos
(Maguiia et al. 2004).

Entre los agentes mas frecuentes causantes de infecciones en el hombre
debido a las zoonosis se encuentran: bacterias, parasitos, virus y hongos
(Tabla 1). La infeccion puede ser transmitida por via: cutanea, mucosa,

digestiva y respiratoria, etc (Maguifia et al. 2004).



Tabla 1. Agentes infecciosos frecuentes asociados a zoonosis.

Bacterias Virus Parasitos Hongos

Tomado de: Dabach et al. 2003.

En el afio 2002 un estudio en Chile dio a conocer la frecuencia de mascotas,
revelando que el 70% de los hogares donde habitan nifios y el 58% de los
pacientes inmunocomprometidos poseian algunas mascotas (Pacheco, 2003).
Siendo éstas: el 54% perros, 25% gatos, 15% aves, 3% roedores y el 3%
animales exéticos. En 2003, la UNAM reporté que en México aproximadamente
existen 16.2 millones de aves, 13.3 millones perros, 8.3 millones de gatos y 7.8
millones de peces, reptiles y animales acuéticos dando la importancia a la
presencia de mascotas (Pacheco, 2003).

Entre las infecciones asociadas a mascotas (zoonosis) como perros, gatos,
roedores, aves y reptiles, se pueden citar a la criptosporidiosis, hidatidosis,
leptospirosis, pasteurelosis, campilobacteriosis, toxoplasmosis, salmonelosis, la
rabia, diversas tifias, etc. En la Tabla 2 se resumen las infecciones asociadas a

diversas mascotas.



Tabla 2. Infecciones asociadas a mascotas.

Perros Gatos Roedores y Aves ﬁeptﬁes
Conejos
Periodontitis Criptosponidosis  Crptococosis Criptococosis  Salmonelosis
Sepsis Pasteurelosis Ectoparasitosis  Psitacosis Campilobactenosis

Cnptospondiosis Toxoplasmosis Rabia
Ectoparasitosis  Tifas Tifas
Ehrichiosis Rabia

Giardiosis Ectoparasitosis
Hidatidosis

Leptospirosis

Pasteurclosis

Rabia

Toxocanasis

Tifias

Tomado de: Dabach et al. 2003.

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades en Atlanta, calcula
que el 7% de las infecciones por salmonelosis en Estados Unidos se asocia a
posesion de reptiles. En el Reino Unido aproximadamente el 1% de las
infecciones por Salmonella sp. son asociadas a la exposicion a reptiles (Zufiiga
y Caro, 2007). En el caso de los reptiles que se han vendido como mascotas
en los ultimos afios, se han reportado y asociado casos de salmonelosis, sobre

todo en nifios pequefios (Warwick et al., 2001).



1. Antecedentes

En los ambientes acuaticos de agua dulce, se encuentra una gran diversidad
de microorganismos que permiten el desarrollo de los ciclos biol6gicos y
quimicos; como ejemplo de microorganismos que se encuentran de manera
normal en las aguas se tiene a las algas y bacterias que hacen
transformaciones organicas. También existen otros agentes infecciosos para el
hombre como protozoarios, rotiferos, crustaceos, insectos, etc. Cuando su
concentracion y su composicion alteran la calidad del agua, esto dificulta su
uso y el tratamiento del recurso (Aurazo, 2000). Las aguas superficiales estan
expuestas a una amplia gama de factores que pueden alterar su calidad
biolégica y ocasionar cambios simples o complejos con diferentes niveles de
intensidad. Esta alteracién se puede originar en eventos naturales o actividades
antropogénicas, como el uso domeéstico del agua y la consiguiente produccién
de aguas residuales, de la industria, mineria y agricultura, entre otras (Craun et
al. 1996).

Por otro lado, la contaminacion fecal de las fuentes de aguas superficiales para
abastecimiento de consumo humano es uno de los problemas mas
preocupantes en los paises en vias de desarrollo. En las grandes ciudades
esta contaminacion se debe principalmente al vertimiento de los desagies sin
ningun tratamiento, los lixiviados de rellenos sanitarios, infiltraciones de
tanques sépticos, etc. (Aurazo, 2000; Ashbolt, 2005). También se ha
observado que la contaminacién fecal es intensa en las zonas rurales, debido a
la defecacion al aire libre y por la presencia de animales domésticos y
silvestres, que actlan como reservorios de agentes patdgenos como bacterias,
virus y protozoarios, causando enfermedades de diferente gravedad, desde
gastroenteritis hasta cuadros de disenteria, hepatitis o fiebre tifoidea (Aurazo,
2000; Craun et al. 2001). La transmision hidrica es s6lo una de las vias, pues
estos agentes patdgenos también pueden transmitirse a través de los alimentos
contaminados, o bien de persona a persona debido a los malos habitos
higiénicos de los animales al hombre, entre otras vias. La mala calidad del
agua ha causado alrededor de 1.7 millones de muertes en el mundo en paises

en vias de desarrollo, principalmente a través de diarrea infecciosa, sobre todo
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en nifios (Ashbolt, 2005; Craun et al. 2001). Se han detectado diferentes
microorganismos productores de toxinas en aguas superficiales; entre ellos se
pueden citar a: Escherichia coli, Salmonella sp, Shigella sp, Vibrio cholerae,
Yersinia enterocolitica y Campylobacter jejuni. Entre las especies virales se han
encontrado a los enterovirus, rotavirus y adenovirus. Como ejemplo de
protozoarios se pueden citar a Giardia lamblia, Cryptosporidium sp, Entamoeba
histolytica, Balantidium coli, algunos helmintos como Ascaris sp, Trichuris sp y
Taenia sp (Aurazo, 2000). El agua residual usada para la agricultura,
representa un foco de infeccion en paises en vias de desarrollo, ocasionando
en el ser humano enfermedades como teniasis, fasciolasis, disenteria
amebiana, fiebre tifoidea, salmonelosis, gastroenteritis, colera, hepatitis
infecciosa, trastornos intestinales, diarrea, etc. (Gonzales, 2010). Las
infecciones gastrointestinales son una de las causas importantes de
morbimortalidad entre los lactantes y nifios. Se estima que el 50% de los nifios
muere antes de los 5 afios en Asia, Africa y Latinoamérica. En México es uno
de los principales problemas de Salud Publica debido al consumo de agua y

alimentos contaminados (Hernandez et al., 2011).

1.1. Helicobacter pylori

H. pylori fue descubierto en 1983 por B.J Marshall y J.R Warren que tras un
cultivo de la mucosa gastrica de pacientes con gastritis cronica, obtuvieron un
microorganismo Gram negativo, que inicialmente fue denominado
Campylobacter pylori, pero tras investigacion fue clasificado dentro del género
Helicobacter en el cual se encuentran otras especies de la mucosa gastrica e

intestinal de otros mamiferos (Tabla 3).
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Tabla 3. Especies de Helicobacter sp. y microorganismos relacionados.

Microorganismo Localizacion Hospedero
H. pyloni Estémago Humano, gato y monos
H. felis Estomago Gato, perro y hombre
H._heimanii Estomago Hombre, gato y permo
H. mustelae Estomago Hombre, gato y perro
H.acinonyx Estomago Leopardo
H. nemestnnae Estomago Macaco
H. cinaedi Intestino Hamster
H. fennelliae Intestino Hombre y roedores
H. canis Intestino Perros
H. mundarum Intestino Perros
H. rappini Intestino, estdmago, higado Ovejas, ratones
H. hepaticus Higado Ratones

Tomada de: Lopez-Brea. (1995)

La clasificacion taxonémica de H. pylori, de acuerdo al Manual de Bergey 2004

es:

Dominio: Eubacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Epsilonproteobacteria
Orden: Campylobacterales
Familia: Helicobacteraceae
Género: Helicobacter

Especie: pylori

H. pylori es un bacilo Gram-negativo, espirilado, microaerofilico, con un tamafio
de 0.5 a 1 ym de ancho y 3 um de largo, crece a una temperatura de 37°C,
aunque puede desarrollarse en un rango de 35°C a 39°C en una atmosfera
reducida de oxigeno y CO,. Presenta de 2 a 6 flagelos polares con un bulbo
terminal membranoso. Se localiza en la mucosa gastrica del estbmago humano

con una morfologia espiral. En cultivos su morfologia puede ser mas recta o
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llegar a ser cocoide. Es ureasa, catalasa y oxidasa positivas (Fig. 1) (Amieva,
2008; Solnick y Schauer, 2001).

Fig. 1. (A) Micrografia electronica de H. pylori mostrando una morfologia
espiral, los flagelos multiples y penetrando fibras periplasmicas. (B) Micrografia
electronica de epitelio gastrico con gran numero de H. pylori atacando la
superficie (Solnick y Schauer. 2001).

1.2. Epidemiologia

La infeccion por H. pylori es causa de gastritis, Ulcera géastrica y duodenal.
También contribuye a la etiologia multifactorial del adenocarcinoma géstrico de
tipo difenciado y linfoma tipo MALT. Afecta aproximadamente al 50% de la
poblacion mundial; del 1-15% de los individuos infectados generan ulceras
peptidicas y solo 1-3% desarrollan cancer gastrico. Por lo que existe un gran
interés en conocer su epidemiologia, factores ambientales de riesgo y forma de
transmision (Mladenova, 2006).

La frecuencia de infeccibn muestra un pequefio grupo de paises con
prevalencias del 20 al 40%, que corresponden a paises desarrollados, mientras

13



otro grupo de paises con prevalencia de 70 al 90%, que corresponden a paises

en vias de desarrollo (Fig.2).

Fig. 2. Prevalencia de H.pylori en el mundo (Mladenova, 2006).

El modo de transmision de H. pylori no esta totalmente esclarecido. Se ha

postulado que puede ocurrir por la via oral-oral, gastro-oral y fecal-oral.

1) Transmision oral-oral. Esta via se produce por un contacto estrecho
entre personas, ya que H. pylori se ha cultivado a partir de muestras
obtenidas de la boca (placa dental, saliva, lengua). Se piensa que la
colonizacion de la cavidad oral es transitoria debido al reflujo que sufren
algunas personas (Poddar &Yanchha, 2007).

2) Transmision oral-gastrica. Esta posible via de trasmisién se apoya en la
ocurrencia de brotes asociados al manejo y desinfeccion inadecuada de
gastroscopios, ademas de que una infeccion aguda por H. pylori puede
causar vOmitos y aclorhidria facilitando la diseminacion del
microorganismo. Ademas de que se ha cultivado esta bacteria a partir de

muestras del aire tras el vdmito (Macenlle, 2007).
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3) Transmision fecal-oral. Esta via es la mas importante a nivel mundial y
es la que genera la prevalencia de H. pylori en paises en vias de
desarrollo, ya sea por el consumo de agua y alimentos contaminados
con este microorganismo, o bien al uso de aguas no tratadas para el
riego de plantas comestibles y a una infraestructura sanitaria deficiente.
Ademas se han logrado cultivar formas viables a partir de muestras de
heces, lo que apoya la hipétesis de esta via de transmision (Fig. 3)
(Macenlle, 2007).

Saliva. besos u objetos de {
higiene e \

/ ———————p Oral-Oral

Aguacontaminada —_____, /

—

- Via hidrica

Vomito y reflujo ————» — Gastro-Oral

*Fecal-Oral

Vegetales ‘ \ |
—’ \

contaminados |

T

4) Fig.3. Vias de transmision propuestas para H. pylori (Macenlle, 2007).

En paises desarrollados, la via de transmision suele ser oral-oral por el
contacto interpersonal, mientras que en paises en vias de desarrollo, la
transmision es via fecal-oral por la falta de infraestructura sanitaria, el
hacinamiento y los bajos estdndares socioecondémicos y educativos, que se
asocian con tasas de prevalencia y de infecciones elevadas (Ahuja y Sharma,
2002).

Existen dos patrones de seroprevalencia frente a H. pylori. El primero de ellos,
incluye aquellas poblaciones con una elevada tasa de infeccion durante la
infancia, que se correlaciona con paises en vias de desarrollo, mientras que en
naciones industrializadas existe un tasa baja de infeccién en la nifiez (menor al

30%); en personas mayores de 60 afios se registré un incremento (>60%) de la
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prevalencia de H. pylori (Bruce, 2008). En paises como Africa existen elevados
niveles de infeccion en individuos de todas las edades, pero las tasas de
cancer gastrico son muy bajas. La explicacion a esta incognita es el
polimorfismo genético, la variacion de los factores de virulencia, las diferentes
entre cepas y el tipo de dieta (Graham, 2009). Sin embargo en naciones como
China o Japdn, los adultos mayores presentan tasas de cancer elevadas. Una
posible justificacion es la virulencia de las cepas, ya que la mayoria son cagA+,
aunque en Asia se ha documentado subtipos de cepas cagA positivas
denominadas “variantes asiaticas Este”, que es una forma endémica asociada
con mayores grados de inflamacion y atrofia de la mucosa géstrica
desarrollando formas clinicas de peor prondstico. La “variable Oeste” es menos

agresiva y solo causa gastritis y Ulceras pépticas.

Ademas se debe mencionar que existen diferentes factores implicados en el
riesgo de adquirir la infeccion por H. pylori. Puede decirse que la prevalencia
aumenta con la edad en la que se adquiere la infeccion, mayormente en la
infancia y estd asociada a un bajo nivel socioeconémico, a la pertenencia a

determinados grupos étnicos y areas geograficas (Go, 2002).

1.3. Mecanismos de patogénesis

De acuerdo a Rivas y Hernandez (2000), a H. pylori se le atribuye un papel
patogénico debido a que tiene la capacidad para sobrevivir en un ambiente tan
hostil como el jugo gastrico y esto se debe al desarrollo de caracteristicas
especializadas que le permiten penetrar e invadir la mucosa gastrica. Entre los

factores implicados en la virulencia de esta bacteria se encuentran:

a) Flagelos y morfologia espiral: Ambas caracteristicas le facilitan a la
bacteria el movimiento y el paso a través de la capa mucoide, contrarrestando
el peristaltismo gastrico y asi adherirse a la superficie epitelial. H. pylori puede
presentar tres tipos morfolégicos durante su ciclo vital. La forma espiral cuando
se encuentra en la mucosa gastrica, la forma bacilar recta cuando se encuentra

en cultivos y la forma cocoide cuando se trata de cultivos viejos 0 muy
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prolongados (estrés). H. pylori posee de 4 a 6 flagelos polares de 2.5 um de
largo y 30 nm de diametro, con bulbo terminal membranoso, una placa basal de
anclaje a la célula y una vaina lipidica que protege a los flagelos del &cido
gastrico. Se ha comprobado que las cepas no moéviles de H. pylori son menos
virulentas y no son capaces de colonizar la superficie gastrica (Ottemann y
Lowenthal, 2002).

b) Ureasa y otras enzimas. La ureasa es una enzima fundamental para la
colonizacion de la mucosa y esta implicada en la lesibn que ocasiona la
bacteria. Esta enzima se localiza en la membrana externa y el espacio
periplasmico. Es una estructura hexamérica, con seis monomeros de 88.1 kDa
y cada mondmero tiene dos subunidades una de 26.5 y otra de 61.6 kDa; ésta
ultima tiene incorporado un atomo de niquel. La ureasa desdobla la urea en
amoniaco y CO,, que neutraliza el &cido gastrico manteniendo un
microambiente cuyo pH es de 6 a 7 (que protege a la bacteria y le permite
atravesar la capa de moco gastrico). Ademas de que tiene propiedades
citotoxicas y junto con el amoniaco, lesionan la mucosa del epitelio gastrico,
permitiendo la adhesion, la obtencion de nutrientes y el desarrollo de la
bacteria. Existen otras enzimas como mucinasas, lipasas, proteasas, catalasas
y dismutasas que protegen a la bacteria de metabolitos tdéxicos secundarios,
resultado de procesos oxidativos de defensa de los macrofagos y neutréfilos.
La bacteria también produce fosfatasas alcalina y acida ademas de la gama-
glutamil transpeptidasa (Fig. 4).

Flagelos Ureasa Catalasa Mucinasas

N\

VacA CagA Adhesinas LPS
Fig. 4. Factores de virulencia presentes en H. pylori (Ottemann y Lowenthal,

2002).
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c) Adhesinas: Son fundamentales para la adhesién al epitelio gastrico, lo cual
ocurre mediante hemaglutininas, que son glicoconjugados o lipidos bacterianos
involucrados en la colonizacion (BabA, SabA, OMP’S, Hopo, ALPA, ALPB,
Hpa). Estas adhesinas al acoplarse a los receptores de las células del
hospedero, inducen cambios inmediatos (transduccion de sefiales) permitiendo
la infiltracién de células inflamatorias y al mismo tiempo evade el sistema

inmune y se establece como infeccion persistente.

e) Citotoxina vacuolizante (VacA). Es considerada como un factor de
virulencia de gran importancia encontrado en pacientes con cancer gastrico y
Ulceras peptidicas. VacA tiene un peso molecular de 87 kDa, con capacidad de
inducir la vacuolizacion citoplasmatica en cultivo y muerte de células epiteliales.
El 60% de las cepas generan vacuolizacién. Pérez (2007) sefala que el gen
vacA que codifica para esta citotoxina contiene 1200 aminoacidos y tres
regiones: una region N-terminal con sefial de secuencia (Sla, Slb, S1y S2),
en donde la secuencia S1 tiene la actividad vacuolizante; la region media son
los tipos m1 y m2, en donde el de mayor actividad es el m1, mientras el m2
tiene menor actividad y la region C-terminal (Fig.5).

Region Senal Region Media
() (m)
v ¥

o EE—— —
. ——
— 7

Fig.5. Regiones del gen vacA de H. pylori (Pérez, 2007).

El mecanismo por el cual VacA induce la vacuolizacibn se conoce
parcialmente. Esta proteina es hexamérica y su montaje es favorecido por un
pH acido, lo que resulta en un canal de aniones selectivos a traves de la bicapa
lipidica de la célula. Se traslada al citosol e interfiere con el transito vesicular de

los lisosomas y de nuevo configura un canal de iones a través de la membrana
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endosomal, que es responsable de la vacuolizacion mediante el vaciamiento

del contenido celular (aniones y urea), tal como se observa en la Fig. 6.
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Fig. 6. Actividad biolégica de Vac A de H. pylori (Caputo et. al, 2003).

VacA ademas induce la pérdida de uniones epiteliales lo que facilita la corriente
de nutrientes hacia la colonizacion. Promueve también la apoptosis por
activacion de Fas/CD95 a través de activacion las caspasas 3 y 8, aunque no
esta todavia tan claro el mecanismo. También estimula la expresién del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y conduce al desarrollo de procesos
tumorales (Caputo et al., 2003).

f) El gen cagA asociado a la citotoxina CagA. Este factor de virulencia
representa un fenotipo que diferencia a ciertas cepas de H. pylori, ya que sélo
el 60% de las mismas expresan la proteina con un peso molecular de 120 a
140 kDa denominada CagA. El gen cagA se localiza formando parte de una isla
de DNA de 40 kb conocida como “isla de patogenicidad Cag PAI" (Fig. 7).
Contiene 31 genes que estimulan las quimiocinas y MAP quinasas, con la
induccion de factores pro-inflamatorios. Esta isla le confiere la capacidad de
aumentar el riesgo para desarrollar enfermedades ulcerosas pépticas y

neoplasias gastricas en los infectados.
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Fig.7. La isla de patogenicidad en las cepas Cag-PAl positivas (Caputo et al.,
2003).

Algunos productos de Cag-PAl utilizan el sistema de traslocacién tipo IV. La
proteina CagA translocada se localiza en la superficie interior de la membrana
plasmatica y se somete a fosforilacién de tirosina por las quinasas de la familia
Src (Fig. 8).
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Fig.8. Interaccion fisica y funcional de CagA de H. pylori (Caputo et al., 2003).

Tras la fosforilacion de la tirosina, CagA se une especificamente a la SH2 que
contiene el dominio tirosina fosfatasa SHP-2 y activa la actividad de la
fosfatasa. El complejo CagA-SHP-2 activado, potencia la actividad de la
quinasa MAPK (Erk), que regula tanto el crecimiento celular y la morfologia
celular. SHP-2 también desfosforila un sustrato celular (indicado con la elipse
en la figura), que esta implicado en la inducciéon del fenotipo “colibri” que esta

asociada con la motilidad celular elevada.
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1.4. Sobrevivencia de H. pylori en agua

Uno de los primeros ensayos que relaciona el riesgo de infeccion por la
bacteria H. pylori con la procedencia del agua consumida, se llevé a cabo en
poblaciones infantiles de diversas comunidades del Peru y de otras partes del
mundo. En este estudio se concluy6 que el agua es el factor de riesgo méas
importante que el status socioeconémico. También se ha demostrado que la
bacteria H. pylori puede sobrevivir en microambientes acuaticos bajo la forma
cocoide (forma viable no cultivable). Estas formas poseen una resistencia
mayor que la forma bacteriana normal (Adams, 2003; Klein, 1991). Las aguas
residuales, agua de pozos o rios son ambientes hostiles y por ello, favorables
para el desarrollo de las formas cocoides, por lo que su utilizacion para el
consumo humano o para riego, las convierte por tanto en un potencial vector de
transmision de la bacteria (Fernandez, 2007). Ramirez et al., (2004) evaluaron
la sensibilidad y el grado de recuperacion de H. pylori en agua potable,
demostrando que la bacteria sobrevive a la cloracién, sin embargo no se
encontré correlacion entre los niveles de cloro de las aguas tratadas con la

prevalencia de la infeccion en la poblacién en riesgo (Ramirez et al., 2004).

Adams et al., (2003) realizaron otros estudios con los que se demostré la
capacidad de H. pylori de mantenerse viable al menos 10 horas a temperaturas
mayores a 20°C. Otros autores como Azevedo et al., (2006), reportaron que H.
pylori se mantiene viable por periodos mas largos en el agua (2 afios a 4°C).
Oliver (2005), demostré la viabilidad de esta bacteria en agua hasta por 75
horas a 10°C.

Otro factor no menos importante es la adherencia de los microorganismos a las
superficies como un elemento de sobrevivencia ("biofilms”). Por ejemplo, los
organismos establecidos en biopeliculas aumentan su capacidad para soportar
y neutralizar cloraminas y estimulan la produccion de catalasa. De esta forma
se defienden del medio ambiente que les rodea, activando genes de respuesta
al estrés y cambiando los fenotipos de estrés ambiental (Fux et al., 2005). Se
ha estudiado la adhesion de H. pylori en tanques de almacenamiento de agua

de acero inoxidable y de polipropileno, encontrandose que en estas superficies
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la bacteria retiene su morfologia espiral, comprobando de tal forma que los
sistemas de distribucién de agua son un reservorio para la bacteria (Azevedo
et al., 2006).

Existe un aumento en la frecuencia de la infeccién por H. pylori durante los
meses de lluvia. Esto podria ser debido a un aumento en la densidad
bacteriana o un cambio de estado latente a uno en division celular. Se ha
considerado que H. pylori en el agua pasa a forma cocoide. Estas formas
cocoides son capaces de colonizar la mucosa gastrica de ratones (Dominguez,
2002; She et al., 2003).

Baker et al., (2002), presentaron evidencia de una mayor resistencia de H.
pylori al cloro y al ozono con respecto a otras bacterias como E. coli en
sistemas de distribucion de agua; también se ha reportado la resistencia de H.

pylori al glutaraldehido como desinfectante de instrumental (Chiu et al., 2007).

En la actualidad, se cuenta con evidencia para reconocer al agua como un
vehiculo para la transmision de H. pylori. EI consumo de agua no tratada
representa un factor de riesgo para la poblacién. En Japoén, la mayor parte de
los casos de transmision de H. pylori es de origen hidrico y su transmision se
asocia con la duracion de la ingesta (Karita et al., 2003; Mazari et al., 2001).
Esa tolerancia en el agua de H. pylori tienen fuertes implicaciones en la Salud
Publica. En los paises desarrollados, existe un creciente control de parametros
del agua y la calidad de los alimentos, lo que puede explicar la disminucién en

la colonizacion de las personas por H. pylori (Hernandez et al., 2011).

22



2. H. pylori en mascotas

H. pylori puede tener multiples vias de transmision. No esta claro si puede
transmitirse desde un reservorio animal. En Alemania, se realizo un estudio con
nifos que tenian contacto con diversas mascotas y la prevalencia fue de 6.3%
(Bode, 1998).

En la mucosa gastrica de animales domésticos se han encontrado organismos
en forma espiral, pero se consideran flora normal de éstos. Se ha descrito a H.
heilmanni como una especie encontrada en el ser humano y en animales como
gatos, perros y cerdos. Existe el reporte de una nifia con gastritis crénica y
presencia de H. heilmannii, la cual reporté tener perros (uno de ellos con
vomito crénico). Los animales fueron sometidos a endoscopia y biopsia
encontrdndose organismos del género Helicobacter (Happonen, 1996;
Hernandez, 2004; Van, 2005).

Estudios han reportado la presencia de H. pylori en heces, secreciones
salivares y la placa dental de gatos, lo que llevd a sugerir que esta bacteria
pudiera ser un agente zoon6tico con transmision de los gatos a los humanos
(Hernandez, 2004).

En reptiles, los informes referentes a la presencia de H. pylori son muy
limitados. Recientemente se presentd un estudio con hallazgos patolégicos de
una especie de Helicobacter asociada a la septicemia de una tortuga

(Malacochersus tornieri) (Brian, 2010).
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3. Planteamiento del problema

H. pylori es una bacteria que prevalece en el 50% de la poblacién mundial,
estimandose un 70% en zonas industrializadas y un 80% en paises en vias de
desarrollo. Se adquiere a edad temprana y es la causa de enfermedades
gastrointestinales como gastritis cronica, Ulcera peptidica y duodenal. Al mismo
tiempo, trae un riesgo de cancer gastrico (incluido el linfoma). Debido a que la
trasmision de H. pylori adn no esta totalmente esclarecida, son aceptadas las

vias oral-fecal y oral-oral.

Debido al aumento de la adquisicion de reptiles como mascotas como o son
las tortugas (Trachemys elegans) y ante los estudios que la sefialan como un
probable foco de infeccién por ser portadores innatos de Salmonella sp (entre
otros organismos) y dado que no ha evaluado la repercusién que podria traer a
la salud de los humanos, en este trabajo se analizé el agua donde se
mantienen las tortugas domésticas, ya que podria representarse como un
vehiculo para adquirir H. pylori: durante la manipulacién del agua o bien el
lavado de las peceras, generando de esta forma una zoonosis al estar en
contacto directo o indirecto con el agua contaminada con H. pylori. El problema
planteado radica en la falta de informacion sobre los cuidados higiénicos
adecuados que se deben tener, cuando se cuenta con animales como

mascotas.
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4. Justificacion

Diversos estudios han reportado el aislamiento de H. pylori desde la mucosa
gastrica inflamada de diversos animales domeésticos, aumentando las
posibilidades de que exista una transmisién zoonoética desde los animales, que
estan en contacto directo con los humanos. Se ha demostrado la presencia de
bacterias espirales mediante microscopia infiriendo a H. pylori.

En los zoologicos se han detectado animales colonizados con una amplia gama
de diferentes especies del género Helicobacter sp. También se ha encontrado
esta bacteria en el aparato digestivo, higado y vesicula biliar en perros de
diferentes edades y de ambos sexos.

En la actualidad, se conoce que Helicobacter sp se aloja en el estbmago de
animales domésticos y de conpafiia. En un estudio se encontré que el 70.3%
de los pacientes que tuvieron contacto con uno o mas animales, tenian
infeccién concomitante por H. pylori. De ahi que sea de gran importancia este
estudio debido a que la bacteria causa gastritis cronica en la mitad de la
poblacion mundial, ademés de ser el agente etioldégico del 95% de las Ulceras
duodenales, el 70% de la Ulceras gastricas y tiene un papel relevante en el
60% de los casos de cancer gastrico distal, asi como su asociacion con el

linfoma de la mucosa géstrica tipo MALT.

Hasta el momento no se tienen muchos datos en relacion a la presencia de H.
pylori en tortugas domésticas, por ello, este estudio es importante para poner
en evidencia que la manipulacion inadecuada del agua de tortugas podria
representar un foco de infeccién para la poblacion que tiene tortugas como

mascotas.
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5. Hipotesis.

Ho= El agua de peceras de tortugas domésticas esta contaminada con la

bacteria H. pylori.

Hi= El agua de peceras de tortugas domeésticas no esta contaminada con

la bacteria H. pylori.
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6. Objetivos

Objetivo general:

Evaluar la posible presencia de H. pylori en el agua de peceras de tortugas

domésticas.

Objetivos particulares:

1) Recuperar e identificar los microorganismos presentes a partir de muestras

de agua recolectadas.
2) Localizacion del gen 16S RNAr de H. pylori mediante PCR anidado.

3) Identificar el gen cagA a partir de las muestras de agua que resulten

positivas para H. pylori.
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7. Esquema de trabajo
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8. Material y métodos

8.1. Material bioldgico
Se utilizaron 20 muestras de agua, provenientes de peceras de tortugas

domésticas (Trachemys scripta elegans), recolectadas durante un periodo de
diciembre 2013 a mayo 2014. Para controlar el tiempo de exposicion del reptil
en el agua se selecciond el agua que tuvo una semana sin cambiar. También
se tomaron muestras del agua que le fue colocada a la mascota. En cada caso
se aplico un cuestionario a los duefios de las tortugas relacionado con las

medidas sanitarias que las personas tienen con sus mascotas.

8.2. Seleccidn de los sitios de monitoreo

Los sitios para el monitoreo del agua fueron seleccionados al azar, en
diferentes colonias de la ciudad de Puebla. Para ello, se buscaron personas
que tuvieran en sus hogares tortugas domésticas como mascotas y que
estuvieran de acuerdo en proporcionar muestras de agua para ser estudiadas
en el laboratorio, se tomaron en cuenta peceras de vidrio y contenedores de
plastico (tinas o cubetas), ademas se cuido que el agua de las muestras fuera

exclusiva de tortugas.

8.3. Recoleccion de agua

Una vez seleccionados los sitios de monitoreo, se procedid a la recolecciéon de
las muestras de agua. Para ello, se recolectaron 900 ml de agua en frascos de
polipropileno estériles. Para eliminar el excremento y residuos alimenticios, el
agua fue filtrada con ayuda de papel filtro estéril. El agua se llevé al laboratorio
para su andlisis en un periodo no mayor a 2 horas. 1mL de la muestra se tomo
para su cultivo en agar soya tripticaseina (TSA), incubando a 37°C durante 24
horas. De igual forma, se coloco 1 mL de agua en un tubo conteniendo 5 mL de
caldo de urea estéril y se incubd a 37°C durante 24 a 48 horas. Como control,
se utilizaron 300 mL de agua que normalmente se emplea para mantener al

reptil.
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8.4. Recuperacion de los microorganismos

Para recuperar los microorganismos presentes en el agua de las peceras, se
realizd una filtracion a vacio utilizando 500 mL de agua y haciéndolos pasar por
membranas de celulosa con diametro de poro de 0.22 um estériles. Las
membranas fueron colocadas en tubos cénicos estériles de 50 mL, y se le
agregaron 8 mL de solucién amortiguadora Tris-EDTA (50/20 mM). EIl producto
se distribuy6 en alicuotas de 0.5 mL, que se almacenaron a -70 °C para su

posterior analisis. Luego se procedi6 a la extraccion de DNA gendmico.

8.5. Extraccién de DNA gendmico

La extraccion de DNA gendmico se realizé utilizando el método de purificacion
con proteinasa K y fenol-cloroformo-alcohol isoamilico descrito por Mazari
(2001). Asi una vez recolectada, el agua de las peceras fue filtrada en
membranas de 0.45 um, luego se agregaron 8 mL de solucidén de Tris-EDTA
para lavar la membrana y se dejé reposar por un dia. Se tom6é 1 mL de la
solucion anterior y se centrifugé a 10,000 r.p.m. durante 10 min; la pastilla se
resuspendié en 500 uL de Tris-EDTA y se adicionaron 3 pL de proteinasa K
(200 mg/mL) y 50 pL de SDS (10%). Luego se incub6 durante 1 hora a 37°C; la
fenolizacion se realizé agregando 100 uL de fenol cloroformo alcohol isoamilico
mezclando por 2 minutos, luego se centrifugd a 13200 rpm y el sobre nadante
se mezclo con 200 pL de cloroformo, se repitié el centrifugado por 5 minutos a
13200 r.p.m. para luego recuperar 60 L de sobrenadante y agregarle 1/10 de
acetato de sodio y 7/10 de isopropanol, a la mezcla resultante se centrifugd por
20 minutos a 13200 r.p.m. y se obtuvo un pellet que se lavé con 200 uL de
etanol al 70% (por dos ocasiones) y posteriormente se centrifugé a 12000 rpm;
una vez secados los alcoholes el pellet se suspendié en 50 uL de agua “pisa”

para su cuantificacion.

8.6. Cuantificacion de DNA

Para determinar la concentracion de DNA obtenido a partir de cada muestra de

agua, se empled el método espectrofotométrico (basado en la absorbancia de
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los acidos nucleicos a una A=260 nm. Como blanco se usé agua bidestilada y
se tomaron 2 puL de cada muestra, disolviendo en 98 uL de agua bidestilada
(obteniendo un factor de dilucion 2/100). La concentracion de DNA fue

calculada utilizando la siguiente relacion:
[DNAn] = Abs 260nm - (50ng/pl) . (100/2)

Ademas se calculo la relacion Abs,go/Abs,gy para valorar la pureza de los

acidos nucleicos.

8.7. PCR del gen 16S RNAr

Para la deteccion molecular del gen 16S RNAr de H. pylori a partir de muestras
de agua, se realiz6 una PCR anidada descrita por Mazari (2001). Para ello, se
utilizaron los oligonucledtidos iniciadores Hpl, Hp2 y Hp3 dirigidos para la
basqueda de la regién 16S RNAr (con un limite de deteccion de 0.01 pg de
DNA). En la Tabla 4 se muestran las secuencias para cada iniciador.

Tabla 4. Secuencias de los iniciadores Hpl, Hp2 y Hp3.

ﬁegic’-n blanco,

posicion de los nucleotidos y Nombre de los iniciadores
tamaiio de los amplificados Y sus secuencias
165 RNAr Hp1, 5-CTGGAGACTAAGCCCTCC-3
Nt 407-853,446 pb Hp3, 5-AGGATCAAGGTTAAGGATT-3
Nt 635-744, 109 pb Hp2, 5-ATTACTGACGCTGATTIGTGC-3'

Tomado: Base datos Gen Bank.

Para la primera reaccion se utilizaron los iniciadores Hpl y Hp3, usando 5pL
de solucion de templado de DNA ajustado a 30 ciclos. La segunda
amplificacion se realiz6 empleando 1 pL del producto de la primera
amplificacion y Hp2. Se agregaron 18.25 uL de agua bidestilada, 2.5 pyL de
solucion amortiguadora 10X, 1.25 pL de cloruro de magnesio, 0.5 puL de cada

31



iniciador y 1 uL de los deoxinucleétidos, asi como 0.3 yuL de Taq polimerasa

ajustando a 25 ciclos.

Los perfiles de temperatura y tiempo que fueron utilizados se muestran en las

Tablas 5y 6.

Tabla 5. Perfil térmico para la primera amplificacion del gen 16S RNAr

(iniciadores Hpl y Hp3).

Programa Etapa Temperatura Tiempo Cidos
1 Desnaturalizacion Inical «°C 4min 1
2 Desnaturalizacion a4'C 455
2 Alineamiento 80°C 455 30
2 Extension 72°C 45g
3 Extensién final i2°C Tmin 1
Tabla 6. Perfil térmico de la segunda amplificacién del gen 16S RNAr
(iniciadores Hply Hp2).
Programa Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
1 Desnaturalizacion inicial 94°C 4 min 1
2 Desnaturalizacion g4*C 455
2 Alineamiento 60°C 455 25
2 Extension 72'C 455
3 Extension final T2°C 7 min 1
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8.8. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) punto final del gen cagA

Las muestras de agua que resultaron positivas al gen 16S RNAr de H. pylori,
fueron analizadas para detectar el gen cagA, localizado en el extremo 3’ de la
isla de patogenicidad cag-PAl. Esta region genética se amplifica por PCR punto
final utilizando los iniciadores descritos por Lage et al.,, (1995), con las

especificaciones que se indican en la Tabla 7.

Tabla 7. Iniciadores utilizados para la identificacion del gen cagA.

Imiciador Secuencia (5-37) Tamano de amplicon
cagA1 AATACACCAACGCCTCCAAG

400 pb
cagAZ TTGTTGCCGCTTTTGCTCTC

Tomado: base datos Gen Bank (NCTC 11637 y ATCC 53726).

Se eligio este par de iniciadores basandose en el andlisis de tres principales
secuencias del gen cagA pertenecientes a las cepas de referencia de H. pylori
26695, NCTC 11637 y ATCC 53726, amplificando una region intermedia del
gen de 400 pb, que es comun en la mayoria de las cepas de H. pylori. Los
iniciadores cagAl y cagA2 presentaron una gran sensibilidad, ya que son
capaces de detectar hasta 3.6 fg de DNA de H. pylori (Lage et al., 1995).

Para la reaccion de PCR punto final se utilizaran 5 pL de DNA templado y se
afadieron 25 pL de la mezcla de reaccién la cual contenia: 18.25 pL de agua
desionizada, 2.5 pL de solucién amortiguadora 10X, 1.25 yuL de MgCl,, 0.5 pL
de cada primer cagAl y cagA2, y finalmente 0.3 uL de Taq DNA polimerasa

(Invitrogen). Se utilizo el siguiente perfil térmico:
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Programa Etapa Temperatura Tiempo Ciclos

1 Desnaturalizacion Inicial 94°C 4min 1
2 Desnaturalizacion 84°C 455
2 Alineamiento 60°C 455 35
2 Extension 2°C 455

3 Extension final 72'C Tmin 1

8.9. Andlisis de productos de PCR

Una vez obtenidos los productos de PCR, esos fueron visualizados en un gel
de agarosa al 1.0 y 1.5% (m/v); tefiido con bromuro de etidio. El gel fue corrido
durante una hora a 75 voltios. Se utilizaron los marcadores de peso molecular
GeneRuler 1kb ladder y 100 pb ladder de Fermentans Co. Las bandas de DNA

fueron visualizadas con luz U.V.

El tamafio esperado para los productos del PCR- anidado, en los cuales se
usaron los iniciadores Hpl-Hp3 fue estimado en 446 pb, amplificando la regién
5 CTGGAGACTAAG CCCTCC-3' y 5-AGGATCAAGGTTAAGGATT-3'. Para el
tamafio del segundo producto de PCR fue de 109pb, amplificando la regién
5CTGGAGACT A AGCCCTCC-3' y 5-ATTACTGACGCTGATTGTGC-3'. El
tamafo esperado para los productos del PCR punto final para el gen cagA, fue
400 pb (usando los iniciadores cagA1 y cagA2), amplificando la region 5’-
AATACACCAACGCCTCCAAG-3' y 5-TTGTTGCCGCTTTTGCTCTC-3.’
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9. Resultados

En el presente estudio, los sitios de monitoreo de agua de peceras de tortugas
fueron al azar debido a que se contactaron a las personas que poseian
tortugas, el agua fue exclusiva de estos reptiles y se tomaron en cuenta tanto
peceras como contenedores de plastico o metal (tinas y botes). En la Fig. 9 se
muestran los sitios monitoreados ubicados en las diversas colonias de la

ciudad de Puebla.
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R Museomsam

33 Casa de los Mufecos

34 Casa del Alfefiique

35 Casa de los Hermanos Serdan
36 Sn Pedro Museo de Are

37 Museo de Ate Contemporaneo
38 Casadel Dean

1 Zocalo (down town) 1)

2 Biblioteca Palafoxiana (iibrary) IGLESIAS (churches)

3 El Parian (shopping center) 21 Catedral

3 our 4 Barrio del artista (artists neighborhood) 22 lolesia de la ia

5 Tealro principal (home theatre) 23 Iglesia de Santo Domingo
6 Plazuela de los sapos Antiguedades (antiques) 24 lglesia de San Francisco
7 Palacio del Ayuntamiento (council) (Aparicio)

8 Plaza La victoria (shopping center) 25 lolesta de San Cristobal

§ our
! 9 Casa Aguayo (governor counci) 26 Sefior de las Maravilas
l 10 Centro de Convenciones (convention center) 27 lnlesia de Analco
11 Plaza Paseo de Sn Francisco (shopping center) 28 Limpia Concepcion

7 7 aur 12 Paseo de Sn Francisco (restaurants & park) 29 Sn Agustin
13 Parque de Analco (park) 30 Santisima Trinidad
14 Galerias delPalado(?allery) 81 Niflo cieguito
15 Rest. Fonda de Sta Clara (restaurant) 82 Vir. de los Dolores

Fig. 9. Mapa de la ciudad de Puebla que muestra las zonas de donde se

tomaron las muestras de agua analizadas.
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9.1. Condiciones de mantenimiento y posible impacto de las tortugas
domeésticas.

A continuacibn se presentan los resultados obtenidos al practicar el
cuestionario a los duefios de las tortugas. El primer punto considerado fue en
relacion a la procedencia del agua de las peceras. Los resultados obtenidos se

registraron en la seccion de anexos y se muestran en la Fig. 10.

20%

Procedencia del agua de la pecera

—

S

OAguared
publica

B Aguade
garrafén

Bl Agua red publica
[ Agua de garraféon

Procedencia del agua

Fig. 10. Agua utilizada para mantener a las tortugas domésticas.

Como se puede observar en la Fig. 10, el 80% (16 personas) que poseen
tortugas de este estudio, utilizan agua de la red municipal de Puebla para
mantener a sus mascotas, mientras que el 20% restante (4 personas) lo hace

con agua purificada de garrafén.

De acuerdo al cuestionario realizado se obtuvo un total de 18 casos (90%) que
corresponde a la mayoria de las personas que realizan el recambio del agua de
las peceras cada semana (ver Fig. 11). Nétese que soélo 2 personas (10%) lo

hacen cada tercer dia por la presencia de viscosidad o de lama (ver anexos).
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N° de muestras

20
18—-
16—-
14—-
12
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16 -
16—-
14—-
12—-
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Tiempo de recambio de agua de las peceras
10%

O Semanalmente
B Cada 3 dias

90%

I semanalmente

[ cada 3 dias

!l

2

i

Recambio de agua

Fig. 11. Recambio de agua de las peceras de tortugas domésticas.

Al evaluar la frecuencia de lavado de las peceras se obtuvo que 19 personas
(95%) de los duefios de las tortugas lo realizan cada semana, mientras que 1

persona (5%) lo hace cada tercer dia (Fig. 12).

Frecuencia de lavado de la pecera

O Semanalmente

B Cada 3 dias
g A

95%

- Semanalmente

- Cada 3 dias

I —

2

[N

Lavado de la pecera

Fig. 12. Frecuencia de lavado de las peceras de tortugas domésticas.

Dado que mientras mas tiempo la mascota se encuentre sin recambio del agua
es mas probable que ésta esté contaminada. Por lo tanto, otro de los aspectos
que se evaliuo en el cuestionario fue la frecuencia con que se lava a las

tortugas. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig.13.
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20 4
18—-
16—-
14 4
12—-

10 4

Frecuencia de lavado de tortugas
10%

O Semanalmente

B Cuando se
necesita

Bl semanalmente 90%
[ cada vez que sea necesario

[ ]

1 2

Lavado de mascotas

Fig. 13. Frecuencia de lavado de las tortugas domésticas.

Como se puede observar en la figura anterior la mayoria de las personas tiende
a realizar el lavado de las peceras cada semana, mientras que solo dos

personas encuestadas lo hacen cada 3 dias.

Para descartar la presencia de microorganismos por otros factores
ambientales, como ejemplo la mala manipulacién por parte de los duefios hacia

las mascotas, en el cuestionario fueron considerados otros aspectos.

a) Asoleado: La mascota se expone a otros factores ambientales como lo
son el aire, el sol y el suelo que también son vectores para la adquisicion
de otras bacterias.

b) Enfermedades de las mascotas: En el cuestionario se les pregunto si las
mascotas tenian alguna enfermedad, ya que esto podria ser importante

a la hora de buscar o encontrar a alguna bacteria en especifico.

Los resultados obtenidos al avaluar tanto el asoleado como la presencia de
enfermedades presentados en la Fig. 14a nos indica que 16 de las personas
prefieren asolear a sus mascotas al aire libre y en cualquier zona (80%),
mientras que solo dos (10%) lo hacen en el jardin. Sin embargo al analizar el
estado de salud de las mascotas (Fig 14b) nos encontramos que 16 de los

encuestados, es decir el 80% no presentaron enfermedades reportadas,
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12 4

10 H

N° de muestras

mientras que solo en dos casos (10%) si presentaron alguna manifestacion en

los ojos.

Frecuencia de asoledo de las mascotas

ocasionalmente
diario jardin
cada 3 dias, cualquier zona

il [

diario en cualquier zona

1 2

Frecuencia de asoleado

Estado de salud de las mascotas

5%

/ 5%

80%

I sin enfermedad
de los ojos

[ abcesos enlacara

@l no come, heces con sangre

— . —

1 2
Tipo enfermedad

10%

5% 10%
5%

80%

O Ocasionalmente
B cada 3 dias
O diario jardin

O diario cualquier
zona

Oabsesos cara
Ben los ojos
Ono come, heces

con sangre
Osin enfermedad

Fig. 14. Exposicion al medio ambiente y estado de salud de las tortugas

domésticas. a). Frecuencia del asoleado de las tortugas; b): Observaciones

hechas en las tortugas.

9.2. Relacion de estado de salud mascota-duefio

Dado que en el apartado anterior si se encontraron mascotas enfermas, otra de

las preguntas que se realiz6 a los duefios fue acerca de la presencia de

enfermedades en las personas que manejan a las mascotas, haciendo énfasis

en la presencia de gastritis.
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Como se muestra en la Fig. 15 el 80% de los duefios de las tortugas (16 casos)

se encontraron sanos, sin embargo es importante resaltar que el 10% de los

duefios (2 nifios) si presentaron enfermedades gastricas. En la Fig. 15 se

encuentra representado otros 2 casos (10%) correspondiente a enfermedades

de otras fuentes ajenas al manejo de las mascotas (ver Anexos).

Presencia de gastritis por manejo de mascotas

- sin enfermedad
|:| si, solo nifios

- si, otras fuentes

[ 1

1 2

Presencia de enfermedad

Fig. 15. Presencia de gastritis por manejo de tortugas domésticas.

10%

10%

Osin enfermedad
W si, solo nifios

Osi, otras fuentes

80%

9.3. Identificacién de bacterias a partir de las muestras del agua que se

usa para las tortugas domésticas

Una vez seleccionados los sitios de monitoreo se recolectaron 300 mL del agua

gue se le coloca normalmente a la pecera para mantener al reptil. Posterior al

cultivo en placas de TSA con 1 mL de muestra se procedid al analisis

microbiolégico de la misma (Fig. 16).

Al realizar el cultivo en medio TSA (ver en la Fig. 16), solo las muestras 4, 5, 6,

9y 10 de las 20 que se tomaron resultaron positivas al crecimiento bacteriano,

mientras que las demas resultaron negativas.
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Fig.16. Crecimiento bacteriano en medio TSA (muestras 4, 5, 6, 9 y 10) de

agua analizada que se les coloca a las tortugas que resultaron positivas.

Para identificar a las bacterias presentes en las muestras positivas se

realizaron diferentes pruebas bioquimicas (tincion de Gram, Mc Conkey, MIO,

LIA, TSI, citrato y prueba de urea). Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Pruebas bioguimicas de identificacion bacteriana en muestras de

agua.
Muestra Gram Me MIO LA Tsl Citrato Urea Bacteria
Conkey
4 - * A + - - - E.coli
A = + +++ + = - - E._coli
6 i * T * - - - E. coli
9 - + +++ + - - - E.coli
10 - + ++ + - - - E.coli
Como se pudo observar en la Fig. 16, el microorganismo identificado en todos
los casos fue E. coli.
9.4. lIdentificaciobn de bacterias del agua de peceras de tortugas

domésticas

Luego, se procedio a la recoleccion de 900 mL de agua procedente de peceras

con tortugas domésticas, en frascos de polipropileno estériles para analizarla y

se buscaron bacterias. Para ello, se tom6 1 mL de la muestra de agua y se
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realiz6 un cultivo en placas de TSA incubando a 37 °C durante 24 horas. Los
resultados obtenidos se muestran en la Fig. 17. Como se puede observar de
las 20 muestras de agua analizadas, 12 resultaron con crecimiento bacteriano.

Posteriormente, se procedié a la identificacion de las bacterias aisladas
utilizando diferentes pruebas bioquimicas (tincion de Gram, Mc Conkey, MIO,

LIA, TSI, citrato y prueba de urea). Los resultados se muestran en la Tabla 9.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6

Muestra 7 Muestra 9 Muestra 10 Muestra 12

Muestra 8

-

Muestra 11

-

Fig.17. Crecimiento bacteriano en 12 de 20 muestras del agua analizadas en

placas de TSA utilizando 1 mL de agua de peceras de tortugas.

Los resultados obtenidos al realizar las pruebas bioquimicas indicaron la
presencia de diferentes bacterias como Salmonella sp., Salmonella typhi,
Klebsiella pneumoniae, E.coli y Proteus, todas ellas Gram negativas y de

importancia médica (Tabla 9).
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Tabla 9. Pruebas bioquimicas de identificacion practicada en el agua de las

peceras de tortugas domesticas.

Muestra Gram Mc MIO LIA TSI Citrato Bacteria
Conkey
1 - - +-+ + + + Salmoneila sp.
- + — + - - Kiebsiella pneumoniae.
2 - - +-- + + - Salmonelia typhi.
3 - & - + - - Kiebsiella pneumoniae.
4 - . +-4 + + + Salmoneila sp.
5 - + +4+ + - - E.coli.
6 +-4 + + + Salmoneila sp.
7 = - - + + - Salmonelia typhi.
8 - +-- + + - Salmonelia typhi.
9 - - +-4 B + - Proteus
10 - + +4+4 + - - E.coli
11 - - +-4+ + + + Salmoneila sp.
- + +++ + - - E.coli
12 - - +++ + - - E.coli

9.5. Concentracion de microorganismos a partir de las muestras de agua

Teniendo las muestras de agua procedentes de las peceras de las tortugas

domeésticas, se filtraron a vacio 500 mL de agua empleando una membrana de

celulosa con un diametro de poro de 0.22 um (Fig. 18).

Las membranas fueron colocadas en tubos coénicos estériles conteniendo 8 mL

de Tris-EDTA (50:20 mM) y se pusieron a refrigeracion durante una noche.

Luego, las membranas fueron lavadas con una solucién varias veces y se

procedié a alicuotar el liquido en volumenes de 1.4 mL. Este material fue

congelado a -70°C hasta su uso. Ese mismo procedimiento se aplicd a

muestras de agua que se utiliza para mantener a las tortugas domeésticas.
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Fig. 18. Sistema de filtracion sometido a vacio y membrana de acetato de

celulosa de 0.22 um.

9.6. Determinacion de DNA gendmico

El DNA gendémico fue extraido a partir de las alicuotas de 0.5 mL descritas
anteriormente, para lo cual se utilizé el método de purificacion con proteinasa K

y fenol-cloroformo-alcohol isoamilico descrito por Mazari et al., (2001).

Una vez obtenido el DNA gendmico, se procedid a determinar su concentracion
por un método espectrofotométrico, tanto para las muestras de agua que se les
colocan a las tortugas, como el agua proveniente de la mantenimiento de las
mismas. Los resultados correspondientes a la cuantificacion de DNA se
muestran en la Tabla 11 y Tabla 12. También se presenta la pureza de DNA de

cada muestra que fue analizada.
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Tabla 11. Concentracién y pureza del DNA gendémico para cada muestra del

agua que se le coloca a las peceras.

Muestra 260nm  280nm  Concentracion DNA Fureza
(%) ng/pL Ab 260/280
4 0.100 0.077 230 1.298
5 0.050 0.022 125 2272
6 0.062 0.045 155 1.377
9 0.048 0.039 120 1.230
10 0.065 0.062 162.5 1.048

(*) Muestras positivas a la presencia de bacterias.

Tabla 12. Concentracion y pureza del DNA gendmico para cada muestra de

agua de peceras de tortugas domeésticas.

Muestra 260 nm 280 nm Concentracion DNA Pureza
ngl/uL Ab 260280

1 0.090 0.085 225 1.058
2 0.306 0.295 765 1.037
3 0.082 0.079 295 1.037
4 0.250 0.245 625 1.020
5 0.065 0.060 162.5 1.083
6 0.125 0.123 3125 1.016
7 0.080 0.080 200 1
8 0.128 0.125 320 1.024
9 0.166 0.165 415 1.006
10 0.165 0.165 4125 1
11 0.094 0.090 235 1.040
12 0.285 0.277 7125 1.028

Como se puede observar en las Tablas 11 y 12, las concentraciones de DNA
obtenidas proporcionaron evidencia de la presencia de microorganismos en las
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muestras de agua analizadas; ademas la concentracion de DNA indico que se

podia continuar para la realizacién de la PCR correspondiente.

9.7. Analisis de H. pylori por PCR

Una vez extraido el DNA gendmico se procedio a realizar la deteccion el gen
16S RNAr de H. pylori empleando un PCR anidado. Para ello, se utilizaron las

secuencias nucleotidicas indicadas en la seccion de Materiales y métodos.

El método de PCR anidado empleado en este estudio amplificd dos diferentes
regiones dentro del gen 16S RNAr. En la primera reaccion, se utilizaron los
iniciadores Hpl y Hp3, con los cuales se amplificd un fragmento de 446 pb
correspondiente a una region de baja homologia con campilobacterias. En la
segunda amplificaciéon se utilizaron los oligonucleétidos Hpl y Hp2, que

otorgaron mayor especificidad para H. pylori, generando un amplicon de 109

pb.

Como se describié anteriormente, estos fragmentos son importantes para
determinar la presencia de H. pylori dentro de las muestras de agua que se les
colocé a las peceras, para ello es que se procedié a identificar los
oligonucledtidos correspondientes a cada reaccion, estableciéndose asi la
presencia de H. pylori. En la Fig. 19 se muestra la secuencia completa del gen
16S RNAr de H. pylori y se presentan las regiones que fueron flanqueadas por
lo oligonucledtidos Hpl, Hp2 y Hp3 utlizados para llevar a cabo las

amplificaciones correspondientes.
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AGGAGGTGATCCAACCGCAGEGT ICACCTACGET TACCTIGTTAOGACT TCACCCCAGTCESCTGTGTGTIGC
CETEEGECAGTAGCCAAT TTAGCATCCTGACT TAAGGCAALACACAACTCCCATGGETGTGACGEGECEETEGE
TACAAGACCDCEEEAACGTAT TCACCGCAACATGGCTGATTTGOEGAT TACTAGOGAT TOCAGCTICATGCA
GECGEEAGT IGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAGGTGT T TTIGAAGAT TGGCTCCACTTICGCAGTAT IGCTC
TCTTTGTGCACCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTAGGOGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCOC
CACCTTCCTCCTCCT TACGGAGGCAGTATCCT TAGAGT TCTCAGCATGACCTGTAGCAACTAAG AAAMGE
GEETTIGCGCTOGTTIGCGEEACT TAACCCAACATCTCACGACACDGAGCTEADGACAGCOGTGCAGCACCS
TTITTCAAGGTCTAGCAAGODCAGACACTCCACTAT T TCTAGCEGGAT TCTCTCAATGTCAAGCCTAGSGTAMG
GTTCT TOGTGTATCT TCGAAT TAAACCACATGCTCCACCGCTIGTGOGEGTCOCOGTCTATTICCT T TIGAS

TTTTAATCT TGOGACCGTACTCCCCAGGOEEEATECTITAATGOET TAGCTEGCAT TACTGGAGAGACTAAG

Hpl

CCCTCCAACAACTAGCATCCATCGT TTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGT T TGCCCCALC

Hpl

GCTTTCGCGCAATCAGCGTCAGTAATEGTTCCAGCAGGTCGCCTTCGCAATGAGTATTCCTCTTGATCTCT

- Hp2
ACGGAT T T TACCCCTACACCAAGAAT TCCACCTACCTCTCCCACACTCTAGAATAGTAGTTTCAAATGCA
GTTCTATGGET TAAGCCATAGGAT TTCACACCTGACTGACTATCCCGOCTACGCGCTCTTTACGOCCAGTS
ATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTCOGTATTACCGOGGCTGCTGECACGGAGTTAGCCGGTGCTTATTCGT

TAGATACCSTCAT TATCT TCTCTAACZAALAAGSAGT TTACAATCCTAAAACCTICATCCTCCACGOEECET

-

Hp3
TECTECTTCAGGETT TCCOCCCAT NGAGCAATAT TCCCTACTGCTGCCTCCOCGTAGGAGTCTGEACCETGT
CTCAGTTCCAGTGTGTCCGET TCACCCTCTCAGGCCGEATACCCGTCATAGCCTIGGTAAGCCATTIACCTT
ACCAACAAGCTGATAGGACATAGSGCTGATCTCT TAGOGATAAATCT TICCOOCGTAGSGGAGTATCTGETA
TTAATCATCOSEGT T TCCAATGGCTATOCCAAACTAAGAGGCACATGACCTATGCGET TACTCACCOGTGOGEEC
ACTAATCAGCACTCTAGCAAGCTAGAAGCT TCATCET TCGACTTIGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGET

TCACTCTGAGCCAGSATCAAACTCTOCATARA

Fig. 19. Secuencia completa del gen 16S RNAr en el genoma de H. pylori
26695. Las flechas indican las regiones flanqueadas por los iniciadores Hpl,
Hp2 y Hp3.

Una vez realizada la deteccion del gen 16S RNAr por PCR-anidado en las
muestras del agua que le colocan a las peceras de las tortugas domésticas, se
observé que de 5 muestras analizadas, sélo una muestra de agua mostrd un
producto de 109 pb (Fig. 20, carril 3; muestra 6).
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Fig. 20. Gel de agarosa al 1.5% con los productos de amplificacion por PCR
para el gen 16S rRNA de H. pylori en agua que se les coloca a las tortugas. (1)
Marcador 100 pb (Fermentans); (2) Control positivo (Cepa H. pylori 26695); (3)
Muestra 6; (4) Muestra 5; (6) Muestra 4; (7) Muestra 9; (8) Muestra 10.

Asi mismo, se realiz6 la deteccion del gen 16S RNAr por PCR-anidado, para
localizar la region genética de 109 pb de H. pylori en las muestras de agua de
peceras de tortugas domésticas. En la Fig. 21 se muestran los resultados

obtenidos.
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Cepa 26695

Fig.21. Gel de agarosa al 1.5% con los productos de amplificacion de PCR en
agua de peceras de tortugas. (1) Marcador 100 pb (Fermentans); (2) Muestra 4;
(3) Muestra 5 ; (4) Muestra 1; (5) Muestra 2; (6) Muestra 3; (7) control positivo
(cepa H. pylori 26695); (8) Control negativo; (9) Marcador 100pb (Fermentans);
(10) Control positivo (cepa H. pylori 26695); (11) Muestra 9; (12) muestra 6;
(13) Muestra 7; (14) Muestra 8; (15) Muestra 10; (16) Control negativo.

Como se puede observar en la Fig. 21 se encontraron amplicones de 109 pb
en las muestras de agua analizadas, correspondientes a los carriles 4 (muestra
1), 5 (muestra 2), 6 (muestra 3), 12 (muestra 6), 13 (muestra 7) y 14 (muestra
8).

9.8. Busqueda de gen cagA mediante PCR punto final

Para realizar la deteccion del gen cagA en las cepas de H. pylori encontradas
en el agua de las peceras de tortugas domésticas, se utilizaron los iniciadores
descritos por Lage et al., (1995) (ver Materiales y Métodos). Estos iniciadores
identificaron una regién consenso de 400 pb en la parte intermedia del gen,
comun para la mayoria de las cepas de referencia de H. pylori, incluidas la
26695, NCTC 11637 y ATCC 53726. Los resultados se muestran en la Fig. 24.
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Fig. 22. Gel de agarosa al 1% buscando el gen cagA en muestras de agua de
peceras de tortugas domésticas. (1) Muestra 1; (2) Muestra 2; (3) Muestra 3;
(4) Muestra 6; (5) Muestra 7; (6) Muestra 8; (9) Agua bidestilada, (10) Control
positivo (cepa H. pylori 26695); (11) Marcador 1 kb (Fermentans).

Como se observa en la Fig. 22 el PCR punto final para la deteccién del gen
cagA en las muestras obtenidas de las peceras de tortugas domésticas no

mostré la presencia de los amplificados para 400 pb.
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10. Discusién.

Antes de iniciar con el desarrollo experimental de este trabajo se realizé un
cuestionario a las personas que proporcionaron sus muestras de agua
provenientes de tortugas domésticas, ubicadas en diferentes lugares de la
ciudad de Puebla. El cuestionario incluyé aspectos relacionados con la
procedencia del agua, cuidados hacia la mascota, estado de salud de las
mascotas y de sus duefos, con el objetivo de indagar aspectos importantes
acerca del manejo y cuidado de las tortugas domésticas.

En este trabajo se manejaron dos variables importantes, por un lado el origen
del agua para manutencion de la mascota y por otro lado la frecuencia de
enfermedades gastricas de los duefios a partir del manejo del reptil; al realizar
el cuestionario se encontré que en su mayoria el agua de manutencién en 16
de los casos de las tortugas domeésticas procedia de la red publica (80%) y s6lo

4 casos (20%) usaba agua de garrafon (Fig. 10).

México, al encontrarse como un pais en vias de desarrollo, cuenta con
limitaciones en los cuidados del agua, es por ello que en este trabajo, ante el
aumento de enfermedades gastrointestinales, se realiz6 la deteccion de H.
pylori en peceras de tortugas domésticas, pues se sabe que estos reptiles son
considerados como mascotas. Por ello, cuando se cuestiono acerca de la salud
de los duefios de las tortugas domésticas se pretendid saber si habia
padecimientos gastricos (como resultado del manejo directo de la mascota).
Los resultados indicaron que tan so6lo un 10% de las personas encuestadas (2
casos) si presentaba padecimientos gastricos, lo cual tiene relacion con lo
reportado por Carbone et al.,, (2005) en donde se determiné que las
enfermedades estan relacionadas con el mal manejo de mascotas. Otro 10%
presento padecimientos no asociados al manejo de la mascota, mientras que el
80%, es decir 16 encuestados, no presentaron ningun padecimiento, lo que
sugiri6 que la mayoria de las personas no se han enfermado por contacto

directo con la mascota.
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Como se describié anteriormente H. pylori es una bacteria Gram negativa
asociada a trastornos en la mucosa gastrica. Es la causa de enfermedades
gastrointestinales como gastritis crénica, Ulcera peptidica y duodenal, ademas
de ser un factor de riesgo en la etiologia multifactorial del adenocarcinoma
gastrico de tipo diferenciado y linfoma tipo MALT (Carbone et al., 2005).
Aunque en este estudio no se determind la patogenicidad de H. pylori debido a
gue no se encontré expresado el gen cagA, si se representa como probable
microorganismo que en etapas avanzadas genere un estado de patogenicidad.
Generalmente H. pylori es adquirida por via oral y se asocia con personas de
diferentes edades. En paises en vias de desarrollo la bacteria se adquiere a
temprana edad, lo que podria estar asociado a que el manejo de los reptiles se
dio en este estudio en un 10% que corresponde a 2 casos por menores de
edad. Sin embargo, la habilidad de H. pylori para causar enfermedad depende
de la virulencia de la cepa infectante, la genética del hospedero y de factores
ambientales (Clyne et al., 2007).

Por otro lado, el ambiente natural de H. pylori es la mucosa gastrica del
estbmago humano, aunque también se ha demostrado la presencia de formas
infecciosas en la saliva y heces de individuos infectados (Leclerc et al., 2002).
Por ello, en este estudio analizamos el agua de mantenimiento y de peceras de
tortugas que fungian como mascotas; ante la evidencia de que H. pylori puede
sobrevivir en agua de consumo como fue reportado por Klein et al., (1991). En
este contexto, solo 5 casos fueron positivos a la presencia de bacterias (ver
Fig. 16 y Tabla 8) arrojando que la bacteria mas frecuente es E. coli. En
adicién, al analizar el agua de las peceras se encontrd que las bacterias mas
comunes son: Salmonella sp, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Proteus
sp (ver Fig. 17 y Tabla 9). Todas estas bacterias son patégenas para el ser
humano, generando asi un posible foco de infeccion para las personas que

conviven con este tipo de mascotas.

Debido que sélo Salmonella sp se ha reportado como flora normal de las
tortugas como reportaron Nakadai et al., (2005), al analizar el agua de las
peceras se determind a esta bacteria presente dentro de los 5 casos positivos a
crecimiento bacteriano, dejando a la tortuga domeéstica como un foco de

infeccion para la poblacion que las mantiene como mascotas; pueden transmitir
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Salmonella sp al realizar el mantenimiento del reptil. Esta bacteria es excretada
en las heces de las tortugas, contaminando con ello el agua de las peceras.
Esto genera una posible via de transmision de Salmonella sp para el ser

humano al manipular el agua y el reptil (Stam et al., 2003).

Por otro lado, al realizar las pruebas de deteccion por PCR para el agua de las
peceras se encontré que 6 muestras resultaron positivas a la presencia de H.
pylori tal como se pudo observar en la Fig. 21. Al realizar las pruebas por PCR
anidado se establecié que la cepa encontrada es cagA-, lo cual refiere a que
esta cepa de H. pylori no es inductora de cancer (Fig. 22). Se ha reportado que
el gen cagA esta presente en el 60% de las cepas de H. pylori. cagA es un
factor de virulencia importante en la epidemiologia y patologia de la bacteria.
Cuando cagA es positivo induce una respuesta inmune mayor, generando
gastritis severa; también se asocia en la Ulcera peptidica, atrofia gastrica y
cancer gastrico (Martin et al., 2004). No obstante, aunque la cepa encontrada
en este trabajo fue cagA-, el hecho no deja de ser importante, ya que las
técnicas empleadas en este trabajo pusieron de manifiesto la presencia de H.
pylori en el agua de la red publica de la ciudad de Puebla y en las peceras de
algunas tortugas domésticas. Se conocen algunos reportes que refieren que las
infecciones por H. pylori son mas frecuentes en meses de lluvia, indicando con
ello que el agua es un reservorio natural en el cual la bacteria puede sobrevivir

y permanecer en ella hasta ser ingerida (Dominguez et al., 2002).

De acuerdo a los datos presentados, se pudo observar que de todas las
muestras de agua estudiadas (que se utiliza para mantener a las tortugas
domeésticas), el 25% con 5 casos tiene la posibilidad de contener E. coliy sélo 1
caso (5%) posee H. pylori. Sin embargo, cuando se realiz6 el estudio con las
muestras de agua extraidas de las peceras conteniendo tortugas el 70% de
ellas mostraron contener enterobacterias (14 casos) y alrededor del 30% de las
muestras de agua analizadas que corresponde a 6 casos si presento H. pylori.
En adicidn, los datos obtenidos sugirieron que 95% de las muestras de agua
estudiadas, correspondientes a 19 casos (tanto de agua de manutencién y de
pecera de tortugas) se contaminan con enterobacterias altamente patégenas y
gue de este grupo, al menos el 45% deben estar contaminadas con H. pylori

correspondiente a 9 casos, de ahi que este trabajo resulte importante debido a
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gue en la actualidad poco se sabe acerca de la presencia de H. pylori en
tortugas domeésticas y estas mascotas puedan ser reservorios importantes para

la transmision de enfermedades con que esta relacionada la bacteria.

Con los datos obtenidos del cuestionario que fue aplicado en cada hogar que
poseen tortugas (ver Anexos), se propuso que la periodicidad con la que se
cambia el agua no afecta de manera importante la presencia de la bacteria (ver
Fig. 11, 12 y 13). Lo mismo se observo al buscar la relacion entre las personas
que padecen gastritis y la exposicién con la tortuga (Fig. 15) ya que no se

registraron la presencia de sintomas.

Existen hipotesis de que H. pylori puede encontrarse en microambientes
acuaticos bajo la forma cocoide, la cual posee mayor resistencia que la forma
espiral (Adam et al., 2003). También se ha reportado que H. pylori forma
biopeliculas en sistemas de almacenamiento y distribucién de agua potable
(Davey y O’toole, 2000). En la actualidad, las vias de transmision no han sido
elucidadas del todo, es un tema controversial. Diversos estudios hacen
referencia a la via de transmisién hidrica, principalmente en paises en vias de
desarrollo (Azevedo et al., 2007). En este contexto los datos obtenidos en este
trabajo resultan relevantes ya que aportan informacion de la presencia de la

bacteria en medios acuaticos.

Se sabe que existen diversas especies de Helicobacter sp asociados a distintos
hospederos y al ser la tortuga una opcién de mascota, es que en este trabajo
se realizé la busqueda de H. pylori. Hernandez (2004) report6 el caso de una
nifia con gastritis crénica. Esta nifia tenia de mascotas a perros infectados con
H. heilmanni por lo que se determino a esta mascota como vector. En el caso
de H. pylori hay estudios donde se ha aislado a la bacteria de la mucosa
gastrica de los gatos, lo que ha llevado a sugerir que puede ser un agente
zoondtico para los humanos, estableciendo que las mascotas comunes al estar
en contacto con las personas mediante su mantenimiento, generan opciones
de transmision del microorganismo (Hernandez y Gallén, 2004). Eso pudo
comprobarse en este estudio al encontrar que las peceras de tortugas si
presentaron H. pylori. En Korea se analizaron muestras de saliva y heces de

gatos domeésticos, los cuales resultaron infectados con H. pylori y H. felis, lo
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gue puede constituir un foco de infeccion para el ser humano, aumentando los
casos clinicos antes descritos ademas de generar un dafio directo al duefio. De
ahi, que el hecho de que hayamos encontrado DNA en el agua de las peceras
de tortugas domésticas nos indica que H. pylori esta en un estado viable o no,
pero si constituye un estado de alerta para conocer mas a fondo los posibles
reservorios de esta bacteria y las implicaciones en las posibles infecciones
asociadas a un manejo inapropiado de la mascota. Asi como del agua que se
desecha en la tarja o drenaje, siendo éste el ultimo destino para la bacteria.
Generando asi una posible propagacion en el agua y si esta no es potabilizada

adecuadamente la erradicacion de esta bacteria no se logra.

Ghil et al., (2009) y Brian et al., (2010) reportaron que H. pylori en tortugas
genera septicemia. Tomando en cuenta lo anterior, al analizar las
enfermedades de las mascotas (ver Anexos) se comprob6 que en 2 casos los
padecimientos de las mascotas eran por abscesos de los ojos (10%) y s6lo 1
caso representando el 5% presentd enfermedades gastricas (Fig. 14b). Esto
indic6 que el reservorio de bacterias presentes en las mascotas podrian

provocar enfermedades oculares y que la tortuga como vector es viable para H.
pylori.

La deteccidén de H. pylori a partir de fuentes ambientales, representa un serio
problema utilizando las técnicas microbiolégicas convencionales. Por lo cual, se
ha recurrido a las técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Este trabajo representa una aportacion importante ya que
permiti6 detectar H. pylori en ambientes acuéaticos, especialmente en agua de
peceras donde se mantiene a las tortugas domésticas. También aporta
informacion valiosa para poder recomendar cuidados que deben tenerse al
poseer una tortuga como mascota y de su manejo, ya que la totalidad de la
poblacién desconoce que esta inofensiva mascota es portadora de H. pylori y

no tiene los cuidados necesarios para evitar posibles contagios.
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11. Conclusiones

Las tortugas domésticas se encuentran presentes como mascotas en hogares

de Puebla. Al realizar la basqueda de H. pylori se encontré que:
1) 5 muestras de 20 de agua resultaron positivas a E. coli.

2) 12 muestras de 20 de agua resultaron positivas para: Salmonella sp.,
Klebsiella pneumoniae y Proteus sp.

3) Al realizar la deteccion del gen 16S rRNA de H. pylori por PCR anidado
(a partir de las 12 muestras de agua de las tortugas domésticas que

contenian bacterias), se encontraron 6 muestras positivas a H. pylori.

4) Al realizar la deteccion del gen cagA (a las 6 muestras positivas 16S
rRNA de H. pylori), no se encontré6 muestra que resultase positiva al gen

cagA.

5) No se detecto la presencia del gen cagA en las muestras de agua de las
tortugas, no obstante se determind la presencia de H. pylori en: 6
muestras positivas en el agua de tortugas domésticas y un solo caso en

el agua de la red publica.
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12. Perspectivas

Dado que este trabajo tuvo como finalidad la deteccion de H. pylori en las
peceras de tortugas y ante los resultados obtenidos se sugiere continuar

con los siguientes puntos:

a) Generar después de la deteccion por PCR anidado productos para su

posterior analisis mediante secuenciacion nucledtidica.

b) Encontrar enzimas de restriccion especificas para las secuencias de
Hpl, Hp2 y Hp3, aumentando la especificidad y generar resultados

puntuales.

c) Tomar muestras de contenido gastrico tanto de mascotas y duefios (en
caso de referir padecimientos gastricos) y analizar si las muestras

corresponden a la misma cepa.

d) Analizar la presencia de otro factor de virulencia como lo puede ser el

fenotipo de colibri u otros mediante PCR.
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ANEXOS

CUESTIONARIO

1. ¢ Cuéntas veces le cambia el agua a la pecera de la tortuga?

Muestra 1:
Muestra 2:
Muestra 3:
Muestra 4:
Muestra 5:
Muestra 6:
Muestra 7:
Muestra 8:

Muestra 9:

Muestra 10: cada semana

cada semana
cada semana

cada semana

cada tercer dia

cada semana
cada semana
cada semana
cada semana

cada semana

Muestra 11:
Muestra 12:
Muestra 13:
Muestra 14:
Muestra 15:
Muestra 16:
Muestra 17:
Muestra 18:
Muestra 19:

Muestra 20:

cada semana

cada tercer dia

cada semana
cada semana

cada semana

cada semana.

cada semana
cada semana
cada semana

cada semana

2. ¢De donde procede el agua que se le coloca en las peceras?

Muestra 1:
Muestra 2:
Muestra 3:
Muestra 4:
Muestra 5:
Muestra 6:
Muestra 7:
Muestra 8:

Muestra 9:

de la llave

botellén rellenable

de la llave
botellon

de la llave
de la llave
de la llave
de la llave

de la llave

Muestra 10: de la llave

Muestra 11:
Muestra 12:
Muestra 13:
Muestra 14:
Muestra 15:
Muestra 16:
Muestra 17:
Muestra 18:
Muestra 19:

Muestra 20:

de la llave
de la llave
de la llave
de la llave
de la llave
de la llave
de la llave
de la llave
de la llave

de la llave
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3. ¢ Cuantas veces lava la pecera?

Muestra 1:
Muestra 2:
Muestra 3:
Muestra 4:
Muestra 5:
Muestra 6:
Muestra 7:
Muestra 8:

Muestra 9:

cada semana
cada semana
cada semana
cada tercer dia
cada semana
cada semana
cada semana
cada semana

cada semana

Muestra 10: cada semana

4. ¢ Cuando lava la pecera de la tortuga?

Muestra 1:

Muestra 2:

si, cada semana

si, cada vez que

se le siente lama

Muestra 3:
Muestra 4:
Muestra 5:
Muestra 6:
Muestra 7:
Muestra 8:

Muestra 9:

si, cada semana
si, cada semana
si, cada semana
si, cada semana
si, cada semana
si, cada semana

si, cada semana

Muestra 10: si, cada semana

Muestra 11:

cada semana

Muestral2: cada semana

Muestra 13

Muestra 14:
Muestra 15:
Muestra 16:
Muestra 17:
Muestra 18:
Muestra 19:

Muestra 20:

Muestra 11: si, cada semana

Muestra 12:

cada semana
cada semana

cada semana

cada semana.

cada semana
cada semana
cada semana

cada semana

cada vez que

lo crea necesario

Muestra 13

Muestra 14:
Muestra 15:
Muestra 16:
Muestra 17:
Muestra 18:
Muestra 19:

Muestra 20:

cada semana
cada semana

cada semana

cada semana.

cada semana
cada semana
cada semana

cada semana
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5. ¢La saca a tomar el sol? ¢ Cuantas veces?

Muestra 1:
Muestra 2:

Muestra 3:

en el jardin

Muestra 4:
Muestra 5:
Muestra 6:
Muestra 7:
Muestra 8:

Muestra 9:

si, de vez en cuando
si todos los dias

si, se encuentra

si, todos los dias
si, estan en el jardin
si, todos los dias
si, todos los dias
si, todos los dias.

si, cada tercer dia.

Muestra 10: si, todos los dias.

6. ¢ Se ha enfermado la tortuga?

Muestra 1:
Muestra 2:

Muestra 3:

no
si, de los ojos.

Si, N0 come,

heces con sangre.

Muestra 4:
Muestra 5:
Muestra 6:
Muestra 7:
Muestra 8:

Muestra 9:

si, abscesos en la cara.

si, de los ojos.

no

Muestra 10: no

Muestra 11:

Muestra 12:

todos los dias

todos los dias

Mueestra 13: si, todos los dias

Muestra 14:
Muestra 15:
Muestra 16:
Muestra 17:
Muestra 18:
Muestra 19:

Muestra 20:

Muestra 11:
Muestra 12:
Muestra 13:
Muestra 14:

Muestra 15:

diario

toda la semana
diario

si, toda la semana
si, todos los dias
si, todos los dias

diario

no
no
no
no

no

Muestral6: no

Muestra 17:
Muestra 18:
Muestra 19:

Muestra 20:

no

no

no

no
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7 ¢Algun miembro de la familia padece gastritis? ¢ Desde cuando?

Muestra 1: No

Muestra 2: Si, desde hace 20 afios
Muestra 3: No

Muestra 4: Si, como dos afos.
Muestra 5: Si, como 5 afios.
Muestra 6: No

Muestra 7: No

Muestra 8: No

Muestra 9: Si, hace 10 afios

Muestra 10: Si, hace 2 afios

8. ¢Alguna persona que maneja la tortuga frecuentemente, se ha enfermado

del estomago?

Muestra 1: No
Muestra 2: No
Muestra 3: No
Muestra 4: No

Muestra 5: Si, nifios pero conviven
con otras mascotas.

Muestra 6: No
Muestra 7: Si, nifios.
Muestra 8: No
Muestra 9: No

Muestra 10: si, nifios.

Muestra 11: no
Muestra 12: no
Muestra 13: no
Muestra 14: no
Muestra 15: no
Muestral6: no
Muestra 17: no
Muestra 18: no
Muestra 19: no

Muestra 20: no

Muestra 11: no

Muestra 12:

Muestra 13: no
Muestra 14: no
Muestra 15: no
Muestral6: no
Muestra 17: no
Muestra 18: no
Muestra 19: no

Muestra 20: no

pero no se
atribuyen al manejo del reptil

lo
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9. ¢El agua la desechan en el drenaje del hogar o en otro lugar?

Muestra 1:
Muestra 2:
Muestra 3:
Muestra 4:
Muestra 5:
Muestra 6:
Muestra 7:
Muestra 8:

Muestra 9:

Muestra 10:
Muestra 11:
Muestra 12:
Muestra 13:
Muestra 14:
Muestra 16:
Muestra 17:
Muestra 18:
Muestra 19:

Muestra 20:

Si
Si
En el patio.
Si
Si

En el jardin.

Si

Si

Si

Si
Si
Si
Si
Si.
Si
Si
Si
Si

Si
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