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INFORMACION DEL CENTRO

La realizacion del TFG se ha llevado a cabo en el Hospital Clinico Veterinario en la
Universidad Europea de Madrid, un espacio donde se ofrece atencion veterinaria de
primer nivel. Cuenta con un grupo de profesionales con gran reconocimiento nacional e
internacional, diplomados por el Colegio Europeo o acreditados por la Asociacion de
Veterinarios Espafioles en Pequefios Animales (AVEPA), bajo la direccion del Dr. Nacho
Calvo. Utilizan la tecnologia mas avanzada, incluyendo quir6fanos inteligentes,
resonancia magnética nuclear (RMN) de 1.5 Tesla y un equipo de Tomografia Axial
Computarizada (TAC) de alta precision.

El hospital atiende a animales de compafiia, caballos y animales exéticos (Conoce El
Hospital Clinico Veterinario de La Universidad Europea de Madrid, Con Servicio de
Urgencias 24 Horas Los 365 Dias Del Afio — Mascotas, n.d.).

Por otro lado, cuenta con tres laboratorios: laboratorio de Microbiologia, el laboratorio
de Biologia Molecular, y el laboratorio de Biopatologia Clinica. En ellos se han llevado
a cabo los analisis de las muestras de animales procedentes de pacientes del hospital y el
desarrollo de distintas ramas de investigacion, la mayoria del Grupo de Investigacion en
Salud Global (Hospital Clinico Veterinario UE — Hospital Veterinario Madrid 24 Horas,
n.d.).

Grupo de Investigacién en Salud Global - Universidad Europea de Madrid

El Grupo de Investigacion en Salud Global de la Universidad Europea de Madrid es un
equipo multidisciplinar de investigadores dedicado al abordaje de las enfermedades
infecciosas mediante el enfoque “One Health”, unificando los enfoques de salud humana,
animal y ambiental. El grupo esta formado por el Dr. Fernando Esperon Fajardo, la Dra.
Barbara Martin-Maldonado y la Dra. Claudia Marcela Parra Giraldo, que aportan una
amplia experiencia en este ambito veterinario, incluyendo la vigilancia de pat6genos
zoonoticos, la resistencia a los antimicrobianos y la epidemiologia de la fauna silvestre.
Tanto el Dr. Fernando Esperén como la Dra. Claudia Marcela Parra, son investigadores
senior con mas de 70 publicaciones revisadas por pares cada uno y una amplia experiencia
de liderazgo en proyectos de investigacion multiinstitucionales a nivel nacional e

internacional.
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1. RESUMEN

El andlisis de infecciones por Chlamydia spp. en tortugas mora (Testudo graeca) es
importante, especialmente cuando pensamos en la conservacion y vigilancia de la salud,
ya que implica entender la interaccién entre la fauna silvestre, los humanos y el ambiente.
El principal objetivo del estudio fue identificar la presencia de este patdgeno mediante la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), herramienta conocida por su gran
sensibilidad y especificidad en detectar bacterias intracelulares obligadas, como es el caso

de Chlamydia.

Desde un enfoque que integra diferentes aspectos, basado en el concepto de “One
Health”, el estudio no solo busco confirmar si las tortugas de habitats naturales y zonas
con influencia humana estaban infectadas, sino también investigar si las cepas detectadas
en los reptiles tenian alguna relacion con las que afectan a los seres humanos. Para ello,
se realizé un andlisis in silico, utilizando secuencias proteicas de Chlamydia aisladas de
reptiles y comparéndolas, mediante herramientas como BLAST, con proteinas homoélogas
de cepas humanas (C. trachomatis, C. pneumoniae, entre otras). Se prestd especial
atencion a aquellas proteinas asociadas a procesos de patogenicidad, como OmpA, Pmp

e IncA.

La combinacion de técnicas moleculares y analisis comparativos no solo facilito la
deteccidn del microorganismo en las muestras que fueron analizadas, sino que también
aport6 informacién relevante sobre su comportamiento evolutivo y posible implicacion

en la transmision interespecifica.
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2. INTRODUCCION

Las bacterias del orden Chlamydiales representan un grupo diverso de microorganismos
intracelulares obligados, gramnegativos, que se distribuyen ampliamente en el reino
animal y ciertos protistas. Entre sus hospedadores se encuentran mamiferos, aves,
reptiles, tanto domésticos como silvestres, y también humanos, lo que les confiere un
notable potencial zoonotico y una gran relevancia desde la perspectiva One Health
(Everett, 2000) (Elwell et al., 2016).

La familia mejor estudiada de este grupo es Chlamydiaceae, donde destacan especies
como Chlamydia trachomatis, C. pneumoniae y C. psittaci, reconocidas por sus
capacidades patdgenas y zoonoticas. C. psittaci, por ejemplo, es transmitida por aves y
puede provocar psitacosis en humanos. En paralelo, C. trachomatis y C. pneumoniae
causan enfermedades humanas como infecciones genitales, neumonias atipicas, y

enfermedades crénicas como aterosclerosis (Elwell et al., 2016).

En reptiles, particularmente en tortugas, se ha documentado la presencia de Chlamydiales,
siendo posible que acten como reservorios naturales de cepas zoongticas. En centros de
rescate y reservas donde se alberga a la tortuga mora (Testudo graeca), especie terrestre
actualmente clasificada como vulnerable segin la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN por sus siglas en inglés) (IUCN, 2025), y nativa
del Mediterraneo, se han observado signos clinicos como rinitis, que podrian estar
vinculados a infecciones por Chlamydia. Estas tortugas, a menudo mantenidas en
cautiverio ya sea por motivos de conservacion 0 como mascotas, han estado en mayor
contacto con las personas, lo que puede ser un riesgo potencial para la salud publica (Gil-
Sanchez et al., 2022).

La rinitis en reptiles, sin embargo, puede tener multiples origenes. Se deben considerar
infecciones por Mycoplasma spp., herpesvirus, hongos (como Aspergillus spp.), y causas
ambientales como deficiencias en humedad, temperatura o ventilacion. Por ello, el uso de
pruebas moleculares especificas como la PCR es crucial para determinar con precision el
agente causal (Brown et al., 1994) (Okoh et al., 2021).

En este contexto, se propone también un analisis in silico de genes relacionados con la

virulencia en Chlamydia spp., con el fin de comparar la homologia entre proteinas de
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cepas aisladas de reptiles y aquellas patdgenas para humanos. Esta comparacion ayudara
a entender qué tan bien se conservan las proteinas importantes durante la infeccién y, por

tanto, evaluar el riesgo zoondtico.

Entre las proteinas asociadas al proceso patogénico que serdn objeto de anélisis se

destacan:

e Proteinas de membrana externa (Omp, por sus siglas en inglés): como OmpA,
esenciales para adhesion, estructura y evasion inmune (Confer & Ayalew, 2013).

e Sistema de secrecion tipo Il (T3SS, por sus siglas en inglés): engloba proteinas
como CopB, CdsF, IncA-N, fundamentales para modificar la célula huésped
desde el interior (Betts-Hampikian & Fields, 2010).

e Proteinas de membrana polimorficas (Pmp, por sus siglas en inglés): como PmpH,
involucradas en adhesién y variacion antigénica (Favaroni et al., 2021).

e Proteinas de la membrana de inclusion (Inc, por sus siglas en inglés): como IncA
0 CT228, que manipulan el trafico vesicular del hospedador (Moore & Ouellette,
2014).

Estas proteinas son candidatas ideales para analisis bioinformaticos mediante
herramientas como BLAST, alineamientos mudltiples y construccion de arboles
filogenéticos. Su estudio permitird evaluar similitudes estructurales y funcionales entre
cepas de diferentes hospedadores, lo cual podria sugerir posibles rutas evolutivas de

transmision zoondtica, especialmente en especies como C. psittaci.

Dado el limitado nimero de investigaciones en reptiles y el creciente contacto entre
humanos y fauna silvestre, este trabajo busca generar conocimiento util para la vigilancia
proactiva de patdgenos emergentes, el desarrollo de estrategias de control efectivas, y el

fortalecimiento del enfoque One Health en escenarios de conservacién y salud publica.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

Este estudio busca detectar la presencia de bacterias del orden Chlamydiales en tortugas
mora que se encuentran en cautiverio, usando técnicas de andlisis molecular como PCR
y herramientas bioinformaticas (in silico), con el objetivo de caracterizar su potencial
como reservorios zoondticos y ampliar el conocimiento sobre su patogenicidad, todo

dentro del enfoque integral de One Health.
Objetivos Especificos

1. Detectar la presencia de bacterias del orden Chlamydiales en tortugas mora
mediante PCR, en ejemplares provenientes de centros de rescate y reservas.

2. Realizar un analisis in silico comparativo de genes que codifican proteinas
asociadas al proceso patogénico entre cepas de Chlamydia aisladas de reptiles y
cepas zoondticas humanas (como C. psittaci, C. trachomatis y C. pneumoniae),
enfocandose en proteinas clave como OmpA, Pmp e IncA, con el fin de evaluar

su homologia estructural y funcional.
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4. MARCO TEORICO
a. CHLAMYDIALES

i. Caracteristicas bioldgicas
Las bacterias del orden Chlamydiales son microorganismos intracelulares obligados,
gramnegativos, que incluyen mas de una decena de familias, como Chlamydiaceae,
Parachlamydiaceae, Simkaniaceae, Waddliaceae y Criblamydiaceae, que agrupan a mas
de 30 especies descritas hasta la fecha. Entre ellas, el género Chlamydia incluye algunas
especies que son importantes tanto en la salud humana como en la veterinaria, como C.
trachomatis, C. pneumoniae, C. psittaci, C. abortus y C. pecorum. Estas bacterias son
agentes patdgenos en humanos, mamiferos, aves y reptiles, causando enfermedades que
van desde infecciones respiratorias, oculares y urogenitales hasta abortos y enfermedades
sistémicas graves. Ademas, se han identificado nuevas especies en hospedadores no
tradicionales como anfibios, peces y reptiles, lo que amplia su relevancia ecoldgica y
epidemioldgica. Su presencia cada vez mas frecuente en animales silvestres y su potencial
zoonotico hacen que este grupo sea considerado como patdgenos emergentes de interés
en salud publica, especialmente desde la perspectiva de One Health (Horn, 2008). Su
ciclo de vida es bifasico ya que incluye dos formas morfoldgicas: el cuerpo elemental
(CE) y el cuerpo reticulado (CR) (Figura 1).

(a) Fijacion, internalizacion
y conversion de CE a CR

Pmps |~ OmpA
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S
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Nucleo

(d) Secuestro de metabolitos del huésped

Figura 1: Etapas de la infeccion y replicacion de Chlamydia, modificado con BioRender® de (Gitsels et
al., 2019).



Universidad
ue Europea

1. Mecanismos de patogenicidad

La patogenicidad de Chlamydia se basa en un ciclo de vida intracelular altamente

especializado y dependiente de la célula hospedadora. Este ciclo bifasico incluye dos

estructuras morfoldgicas: el cuerpo elemental (CE), forma extracelular e infecciosa, y el

cuerpo reticulado (CR), forma intracelular replicativa.

Varias proteinas especializadas contribuyen a la patogenicidad de la bacteria:

Proteinas OmpA: es una proteina porina, relacionada genéticamente, termo

modificable y de superficie expuesta. Presenta un gran numero de copias en la
membrana externa de bacterias gramnegativas en su mayoria, siendo la proteina
de membrana externa mas abundante en Chlamydia. Desempefia importantes
funciones patogénicas, como la adhesion bacteriana, la invasién o la
supervivencia intracelular, y la evasion de las defensas del hospedador o la
estimulacion de la produccion de citoquinas proinflamatorias. Por otro lado, puede
actuar como dianas del sistema inmunitario, con inmunogenicidad relacionada
con las asas de la molécula expuestas superficialmente. Estas proteinas estan
siendo estudiadas como posibles candidatas para vacunas contra Chlamydia
(Confer & Ayalew, 2013).

Sistema T3SS: es un sistema de secrecion asociado con la administracion de
efectores desde el citosol de la bacteria a la célula diana. Estas proteinas alteran
las funciones de las células hospedadoras, ayudando a que puedan mantenerse
vivas y funcionar dentro de ellas. Los patdgenos intracelulares obligados, como
los que pertenecen a la familia Chlamydiaceae, presentan un T3SS no flagelar,
muy conservado evolutivamente, necesario para su viabilidad y diseminacion
dentro del hospedador. Un séptimo de su genoma esta dedicado a genes asociados
con el aparato del T3SS, chaperonas y efectores (Rucks, 2023).

Proteinas Pmp: es la familia de proteinas mas grande (con hasta 21 miembros)
exclusiva de Chlamydiaceae. Estas proteinas son inmunorreactivas en diferentes
especies de Chlamydia, y se considera que las Pmp estan asociadas con el
tropismo tisular y la patogenicidad (Favaroni et al., 2021).

Proteinas Inc: intervienen en la adquisicion de nutrientes, el control del ciclo

celular y la evasion inmune, como la inhibicion de la presentacion de antigenos,

10
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la apoptosis celular y la modulacion de la respuesta inflamatoria, lo que le permite
persistir dentro de las células durante largos periodos, contribuyendo a la

cronicidad de las infecciones y su dificil erradicacion (Elwell et al., 2016).

Gracias a la accion de estas proteinas, Chlamydia consigue establecer un ambiente
intracelular protegido y funcional para iniciar la infeccién. Para que los CE desnudos
puedan entrar en la célula hospedadora, primero deben atravesar su membrana
plasmética. Esta interaccion se da por medio de ligandos bacterianos y receptores
celulares, y la inyeccion de proteinas efectoras a través del sistema T3SS pre-
empaquetados dentro del citosol de la célula colonizada que permiten la invasién. Esto
permite su entrada mediante endocitosis, seguido de su internalizacion en una vacuola
denominada inclusion, que puede ser dependiente de actina (Gitsels et al., 2019). Este
sistema es fundamental para que la bacteria ingrese, sobreviva y se replique dentro de las

células. De hecho, representa hasta una séptima parte de su material genético.

Al inyectarse las proteinas del T3SS, se produce la reorganizacion de la actina y la
captacion de los CR. En este entorno de inclusion, los CE se transforman en CR, que
crecen y se dividen por fision binaria. Los CR modifican la membrana de inclusién para
protegerse de la degradacion lisosomal y facilitar su transporte hacia el centro organizador
de microtdbulos (MTOC), regidn rica en nutrientes esenciales, que provocan su
expansion y crecimiento. Los CR manipulan el tréfico vesicular de la célula hospedadora,
obteniendo también nutrientes esenciales desde el reticulo endoplasmatico, el aparato de
Golgi, mitocondrias, gotas lipidicas, lisosomas, peroxisomas, endosomas de reciclaje y

cuerpos multivesiculares (MVB).

Al concluir su ciclo vital, los CR se transforman en CE, que abandonan la célula para

iniciar nuevas infecciones (Gitsels et al., 2019).

iii. Tratamiento y diagnostico
El diagndstico de Chlamydia siempre ha sido un desafio, ya que su cultivo presenta
limitaciones técnicas y baja sensibilidad (Pace et al., 2022). Anteriormente, los métodos
tradicionales se basaban en el cultivo en saco vitelino de huevos embrionarios o en lineas
celulares, técnicas laboriosas y de baja sensibilidad (Everett, 2000). Los avances

tecnoldgicos en el diagnostico de infecciones por Chlamydiales han permitido una
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deteccion mas rapida y especifica. En la actualidad, se recomienda la inmunohistoquimica
por su fiabilidad y rapidez, pero las técnicas de biologia molecular, especialmente la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se han convertido en herramientas
fundamentales para identificar estas bacterias, por su excelente sensibilidad y
especificidad, superior al cultivo y los métodos inmunolégicos (Everett, 2000) (Pace et
al., 2022) (Jorda et al., 2018). La PCR permite detectar secuencias altamente conservadas,
en genes ribosomales (16S rRNA, 23S rRNA) y en genes estructurales como el gen ompA
que codifica para la proteina OmpA, diferenciando incluso entre especies estrechamente
relacionadas dentro del orden (Jord4, et al., 2018). Estos métodos han facilitado el
descubrimiento de nuevas especies y han mejorado la comprension de su distribucion y

evolucion (Everett, 2000).

El objetivo del tratamiento de una infeccion por Chlamydia en humanos suele tratarse de
forma paliativa, es decir, aliviando los sintomas y complicaciones. En el caso de C.
trachomatis es importante disminuir el riesgo de transmision sexual con métodos
preventivos, ademas del uso de azitromicina o levofloxacino para la infeccion urogenital
(Campbell et al., 2023). La administracién de claritromicina se considera un tratamiento
adecuado para la mejora de las infecciones de las vias respiratorias inferiores en bebés y
nifios causadas por C. pneumoniae (Numazaki et al., 2000). Por otro lado, se realizd un
estudio en adultos que presentaban asma crénica a causa de este patdgeno. Los trataron
durante 4 semanas con doxiciclina, azitromicina o eritromicina. Esta terapia parecié curar
o mejorar el asma en la mayoria de los pacientes tratados, y el patron de respuesta fue

consistente con la patogénesis por este microorganismo (Hahn, 1995).

Sin embargo, diagnosticar una infeccion de Chlamydia en reptiles puede ser complicado
porgue muchas veces no muestran sintomas clinicos y la infeccién puede durar mucho
tiempo sin ser detectada. Para su diagndéstico se utilizan tanto cultivos bacterianos como
la PCR, aunqgue la sensibilidad y especificidad de estas pruebas ain no se han optimizado
para su uso en reptiles (Rodriguez-Dominguez et al., 2014). La falta de un conocimiento
profundo sobre los mecanismos patogénicos y el ciclo de vida de Chlamydia en reptiles
subraya la necesidad de mas investigaciones, particularmente para comprender co6mo
estas infecciones afectan a las especies en la naturaleza y como prevenir la transmision a
humanos (Inchuai et al., 202) (Staub et al., 2018).

12
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b. PATOGENIA EN HUMANOS POR BACTERIAS DEL ORDEN
CHLAMYDIALES

La bacteria C. pneumoniae suele infectar principalmente las células del revestimiento del
tracto respiratorio humano. Sin embargo, a diferencia de otras especies de Chlamydia,
muestra un tropismo particular hacia los tejidos ateroscleroticos. Un estudio demostrd
que las inclusiones de C. pneumoniae se encuentran acompafadas de la enzima oxido
nitrico sintasa endotelial (eNOS). Esta interaccion interfiere con el transporte de la enzima
desde el aparato de Golgi hasta la membrana plasmatica en las células endoteliales
adrticas humanas primarias, lo que inhibe significativamente la liberacién de 6xido nitrico
(NO) en las células infectadas, lo que lleva al deterioro de la funcién endotelial,
promoviendo un estado proinflamatorio y proaterogénico. Esto favorece la inflamacion
cronica, facilita la acumulacion de lipidos, y mayor riesgo de formacién de placas
ateroscleroticas (Mueller & Wolf, 2015).

Durante su fase infecciosa (CE), el patdgeno se adhiere a las células del revestimiento
mucoso respiratorio mediante endocitosis. Dentro del fagosoma, C. pneumoniae se
replica formando microcolonias, que a las 36 horas de la infeccion pueden estar
compuestas por cientos de bacterias. Durante este proceso de replicacion, los antigenos
de Chlamydia se liberan a la superficie de la célula hospedadora, lo que induce una
respuesta inmunologica que, sin embargo, no perdura ni es completamente protectora.
Aunque la transmision de C. pneumoniae sigue siendo un tema de debate, se considera
que se produce principalmente por aerosoles de gotitas respiratorias o a través de fémites.
Se han documentado focos de infecciones por Chlamydia en ambientes cerrados, como
residencias de ancianos, cuarteles militares y carceles. Aunque la infeccion aguda no esta
asociada a un periodo estacional especifico, su prevalencia varia con la edad y la zona
geografica. Es menos comun en nifios en edad escolar, pero aumenta significativamente
en la edad adulta, con més del 80% de los individuos adultos mostrando evidencia de
exposicion. La mayoria de los casos son leves o asintomaticos, pero el espectro de la
infeccion puede ser mas amplio y abarcar enfermedades crénicas que inicialmente no se
consideraban infecciosas, tales como asma, artritis, aterosclerosis y esclerosis multiple
(Quiles Machado et al., 2018).

13
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c. CHLAMYDIALES EN OTRAS ESPECIES ANIMALES
Las especies de Chlamydia no solo afectan a los humanos, sino que también son
importantes patdgenos de animales, algunos incluso con carécter zoongtico. Estos Gltimos
pueden transmitirse entre animales y humanos, especialmente en el caso de especies como
C. psittaci y C. abortus. La infeccion por C. psittaci, conocida como psitacosis, es
particularmente relevante en la transmision desde aves infectadas a los humanos,
causando principalmente infecciones respiratorias agudas. Esta transmision suele ocurrir
a través de la inhalacion de aerosoles contaminados con secreciones de aves infectadas o
por contacto directo con excrementos o plumas infectadas. La psitacosis se ha reportado
principalmente en trabajadores de aves, veterinarios y personas que tienen contacto
frecuente con aves de jaula (Rohde et al., 2010).
Por otro lado, C. abortus es un agente causante de abortos en ganado, especialmente en
ovinos y cabras, y ocasionalmente en ganado vacuno. La transmisién al ser humano
ocurre por contacto directo con animales infectados, a través de fluidos abortivos o tejidos
fetales. Las mujeres embarazadas deben tener cuidado, ya que se han reportado casos en
los que han ocurrido abortos espontaneos e infecciones graves en ellas despues de estar
en contacto con ovejas o cabras infectadas. Esta especie es responsable de la fiebre de Q,
una infeccién zoonotica que puede producir sintomas similares a los de la gripe, pero que
en casos graves puede evolucionar hacia infecciones sistémicas (Rohde et al., 2010).
En mascotas, como gatos y perros, se han observado infecciones por C. felis y C. abortus.
Los gatos pueden ser infectados por C. felis, que afecta principalmente sus ojos, causando
conjuntivitis, y se ha descrito que la transmisién a humanos podria ocurrir a través del
contacto cercano con los 0jos o secreciones nasales de los animales infectados. En perros,
aunque menos frecuente, se han reportado casos de infecciones respiratorias leves
asociadas con C. pneumoniae (Ulbert et al., 2024).
Ademas, diversas especies de Chlamydia han sido reportadas en animales silvestres. En
particular, C. psittaci ha sido identificada en aves silvestres, como loros, y en mamiferos
como koalas. La presencia de Chlamydia en estos animales silvestres destaca el papel
potencial de estos como reservorios de la infeccion y su capacidad para actuar como
fuentes de transmisién zoonotica hacia los humanos (Rohde et al., 2010).
Las infecciones por Chlamydiales en reptiles no se han estudiado tanto en comparacién
con otros grupos de animales, pero cada vez se reconocen mas, ya que tienen importancia

para la salud de animales y de humanos, y pueden afectar a los reptiles en cautiverio y en
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la naturaleza. Especies de Chlamydia, como C. psittaci y C. pneumoniae, han sido
detectadas en diversas especies de reptiles, incluidos tortugas, serpientes, cocodrilos y
lagartos. En particular, se ha reportado la presencia de C. psittaci en tortugas terrestres y
acuaticas, lo que ha suscitado preocupaciones sobre la transmisién de estas bacterias tanto
en ambientes naturales como en zooldgicos y establecimientos que albergan reptiles como
mascotas (Inchuai et al., 2021).

Se han documentado infecciones en especies como la tortuga mora, tortuga verde
(Chelonia mydas) y galapago de Florida (Trachemys scripta), entre otras. Estas
infecciones pueden ser asintomaticas o manifestarse en forma de problemas respiratorios,
cardiacos, hepatitis o conjuntivitis (Inchuai et al., 2021). Las tortugas en cautiverio son
especialmente vulnerables debido a las condiciones de estrés, manejo inadecuado y
hacinamiento, que pueden predisponerlas a infecciones bacterianas cronicas. Ademas, C.
psittaci en tortugas ha sido vinculada a infecciones del tracto respiratorio provocando
rinitis, y reproductivas que pueden afectar la viabilidad de poblaciones en cautiverio y en
habitats naturales (Pace et al., 2022).

Actualmente el sindrome mas grave que producen en reptiles, y especialmente en
tortugas, es el conocido sindrome de las vias altas (URTD por sus siglas en inglés),
caracterizado por rinitis crénica y debilitante, altamente contagioso, y que puede llegar a
ser mortal (Homer et al., 1994) (Bellinati et al., 2022) (Laroucau et al., 2020).

La transmision de Chlamydia en tortugas generalmente ocurre por el contacto directo con
otros animales infectados o a través de fomites contaminados. En algunos casos, la
bacteria puede permanecer latente en los animales sin mostrar signos evidentes de
enfermedad, lo que dificulta el diagnodstico temprano. La infeccién crénica puede afectar
la salud general de las tortugas y aumentar la susceptibilidad a otras enfermedades, lo que
representa un desafio para su manejo en conservacion y en establecimientos de fauna
silvestre. En reptiles en la naturaleza, el papel de estos animales como reservorios
zoonoticos sigue siendo un area de investigacion activa, con informes ocasionales de
transmision a humanos, especialmente entre personas que manejan reptiles en zooldgicos
0 que mantienen reptiles como mascotas (Mitura et al., 2017).

La deteccion de especies de Chlamydia en reservorios animales, tanto domésticos como
silvestres, refuerza la importancia de la vigilancia en salud publica, especialmente en el
contexto del enfoque One Health, que reconoce la unién entre la salud humana, animal y

ambiental.

15



Universidad
ue Europea

d. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DEL URTD EN REPTILES

Los problemas respiratorios en reptiles, como la rinitis, pueden ser causados por diversos
agentes bioldgicos como bacterias, virus y hongos. Entre los patégenos bacterianos mas
comunes destacan Chlamydia spp. y Mycoplasma spp., cada vez mas importantes en
tortugas. En concreto, C. pneumoniae y C. poikilotherma, pueden provocar secrecion
nasal, conjuntivitis y letargia (Mitura et al., 2017). Por otro lado, M. agassizii y M.
testudineum son bacterias sin pared celular y oportunistas, que pese a formar parte de la
microbiota respiratoria, pueden mostrar signos clinicos bajo estrés o inmunosupresion.
Sin embargo, ambos agentes pueden encontrarse en casos asintomaticos, dificultando el
diagnostico clinico (Brown et al., 1994) (Pace et al., 2022). Ademas, el hecho de observar
tortugas con sintomas, pero negativas a estos dos patdgenos sugiere la presencia de otros
microorganismos, especialmente virus. Entre estos se incluyen herpesvirus, iridovirus y
nidovirus relacionados con brotes severos de neumonia tanto en tortugas terrestres como
acudticas (Marschang et al., 2021). También se han detectado picornavirus en tortugas
como la tortuga selvatica (Indotestudo forsteni), aunque su papel en el sistema
respiratorio aln necesita méas estudios (Ng et al., 2015).

Las infecciones fungicas son menos, pero también hay casos, siendo Aspergillus spp.,
Fusarium spp. y Candida spp., los mas frecuentes. Suelen afectar a especimenes
inmunodeprimidos o sometidos a condiciones ambientales desfavorables (Oros et al.,
2004). Por otro lado, hay bacterias oportunistas como Pasteurella testudinis y
Pseudomonas spp que pueden contribuir a estos sintomas (Snipes et al., 1995).

En esta situacion, el diagnostico diferencial requiere de pruebas como la PCR, utilizando
como muestras hisopos o lavados nasofaringeos, ya que los signos clinicos no permiten
diferenciar bien los agentes y muchos de ellos son de cultivo fastidioso. También es

fundamental detectar coinfecciones, ya que pueden agravar la enfermedad.

e. DESAFIOS Y VACIOS EN EL CONOCIMIENTO EN EL
ABORDAJE ONE HEALTH DE LAS BACTERIAS DEL ORDEN
CHLAMYDIALES

El abordaje One Health en el estudio y manejo de las infecciones por bacterias del orden

Chlamydiales enfrenta varios desafios y vacios en el conocimiento que dificultan una

comprension integral y efectiva de su impacto en la salud humana, animal y ambiental.
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Uno de los principales retos es la identificacion de reservorios animales, particularmente
en especies silvestres, que pueden actuar como fuentes de transmision zoonotica hacia los
humanos. Aunque se ha documentado la presencia de Chlamydia en diversas especies
animales, la dinamica de transmision entre animales silvestres, domésticos y humanos
aun no esta esclarecida. Ademas, la variedad genética y la capacidad de adaptacion de las
especies de Chlamydia hacen que sea mas dificil crear estrategias de prevencion y control
eficaces en todo el mundo. Esto se debe a que los patrones de infeccion y los factores de
riesgo pueden cambiar mucho dependiendo de la region o el ecosistema donde se
encuentren (Abdelsamed et al., 2013). Otro gran reto es que todavia no se entiende por
completo como Chlamydia causa enfermedades crdnicas, como la aterosclerosis y la
esclerosis multiple. Estas enfermedades van mas alla de las infecciones respiratorias o
genitales tradicionales (Contini et al., 2010). Ademas, a pesar de los avances en las
técnicas de diagnostico, la disponibilidad y la efectividad de las pruebas seroldgicas y
moleculares, siguen siendo limitadas, lo que afecta la deteccion temprana y el monitoreo

de brotes zoonéticos (Bommana et al., 2019).

Finalmente, la falta de datos sobre la prevalencia en poblaciones animales silvestres y el
acceso limitado a estudios de campo en ciertas regiones remotas subrayan la necesidad
de mejorar la vigilancia y la investigacion multidisciplinaria en salud publica y veterinaria

bajo el enfoque One Health.

5. METODOLOGIA
5.1. EXTRACCION DE ADN

Para la realizacion de este estudio, se analizaron 87 muestras de hisopos nasofaringeos
recogidos por investigadores del grupo Salud Global de tortugas mora mantenidas en
cautividad en la fundacion para la Investigacion en Etologia y Biodiversidad (FIEB).

Durante el manejo de los animales se respetd siempre la ley de bienestar animal.

Un aspecto a tener en cuenta para el andlisis de los datos es que la recoleccion de las
muestras se realizd en tortugas halladas en cautiverio y distribuidas en distintas
instalaciones, pudiendo influir en la interpretacion de los resultados, ya que la distancia

entre ellas puede interferir en la transmision del patdgeno.
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En el laboratorio, la extraccién de ADN se realiz6 utilizando el kit QuickGene DNA tissue
kit S (Fujifilm®), siguiendo un protocolo modificado. Se prepararon los eppendorfs con
300 pL de la muestra diluida a 1:5 en PBS o agua estéril, 20 pL de reactivo EDT
(Proteinasa K o tampon de elucion), 180 uL de reactivo MDT (tampon de digestion
celular/tisular), y se paso por el vortex durante 15 segundos. Posteriormente, se afiadieron
250 pL del reactivo LDT (tampodn de lisis) y se vortexearon nuevamente 10 segundos.
Para extraer ademas RNA, en este punto se afadieron 3uL de RNA carrier. Este
procedimiento incluyé una incubacion de 70°C por 10 minutos y 95°C por 2 minutos,
seguido de un lavado con 350 pL de etanol absoluto.

Se paso el contenido de los eppendorfs a las columnas de Fujifilm® para posteriormente
presurizar. Tras esto, se realizaron un total de 3 lavados con 750 uL de WDT (tampdn de
lavado) cada uno. Por ultimo, se tir6 el contenido de los tubos colectores y se pusieron
las columnas sobre eppendorfs estériles, para afiadir 50 puL de CDT (buffer de lisis
celular), y tras incubar 1 minuto a temperatura ambiente, se presurizd de nuevo para

obtener el material genético, que se almacen6 a -70°C.

5.2. PCR

Una vez extraido el material genético, se llevo a cabo la PCR en tiempo real para detectar
Chlamydiales. Se utilizaron unos cebadores especificos para la region 23S del RNA

ribosomal de Chlamydiales:

e Ch23S-F: 5>-CTGAAACAGAGGTATTAAAGGGGT-3’
e Ch23S-R: 5’-ACCTCGCGGTTTAACTTAACTCC-3’
e Sonda: Ch23S-p, marcada con el fluoroforo 6-FAM y el quencher BHQL.

El protocolo de PCR incluyd la preparacion de un mix para cada reaccion, con 10 pL de
2x Quantiprobes Master Mix, 0,3 pL de cada cebador (Ch23S-F y Ch23S-R, 20 uM), 0,5
pL de la sonda Ch23S-p (10 uM), y 5,4 uL de agua de PCR. A este mix se le afiadieron
3,5 UL de la muestra de material genético extraido, alcanzando un volumen final de 20

uL por reaccion.
Las condiciones de amplificacién fueron:
e Desnaturalizacion inicial: 5 minutos a 95°C.
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e 40ciclos de:
o Desnaturalizacién: 10 segundos a 95°C.
o Hibridacion y extension: 30 segundos a 64°C.

Los resultados se registraron en tiempo real mediante la medicién de la fluorescencia
(Ehnricht et al., 2006).

5.3. ANALISIS IN SILICO DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA
PATOGENESIS

Para evaluar la homologia y la relacion funcional entre las proteinas asociadas al proceso
patogénico de cepas de Chlamydia, se realizaron analisis in silico. Para ello, se
recopilaron las secuencias de estas proteinas relacionadas con especies del género
Chlamydia, incluyendo cepas aisladas de reptiles (C. pecorum, C. psittaci, etc) y cepas
humanas zoondticas como C. trachomatis y C. pneumoniae. Las secuencias de interés

correspondieron a las proteinas OmpA, Pmp e IncA, analizadas de manera independiente.

La obtencidn de las secuencias se realizd mediante busquedas en la base de datos NCBI
utilizando la herramienta BLASTp o BLASTn en el caso de OmpA.

Primero se realizé un alineamiento multiple de secuencias. Las secuencias obtenidas se
alinearon mediante herramientas de alineamiento multiple y por pares, empleando el

software Clustal W®, para comparar la homologia entre proteinas de distintas especies.

A continuacion, se realizé un analisis filogenético para evaluar las relaciones evolutivas
y similitudes entre las cepas en relacion a estas proteinas. Se construyeron arboles
filogenéticos utilizando el software MEGA® v.12. Los arboles se generaron aplicando el
método estadistico Neighbor-Joining con el test de filogenia de bootstrap con 500 réplicas

para evaluar la robustez de las agrupaciones.

Los arboles presentan ramas con especies externas como Pasteurella multocida, P.
trehalosi, Starmerella bombicola, Klebsiella pneumoniae, y Enterobacter hormaechei,
para relativizar las distancias, permitiendo observar la divergencia evolutiva de

Chlamydia respecto a otros microorganismos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En total se procesaron 87 muestras, de las cuales el 47,1% (41/87) fueron positivas y

52,9% (46/87) negativas a Chlamydia. El porcentaje de positividad en este estudio

(47,1%), es significativo, pero puede considerarse inferior al reportado en otros estudios

similares. Por ejemplo, en un estudio realizado en tortugas mora que presentaban signos

respiratorios se detectd una positividad del 98,3% (57/58) mediante PCR en tiempo real.

No obstante, se debe tener en cuenta que dicho estudio se centré exclusivamente en

animales con sintomatologia clinica evidente, mientras que en el presente analisis también

se incluyeron muestras sin sintomas aparentes (Laroucau et al., 2020).

A continuacion, se muestran los resultados teniendo en cuenta el alojamiento de las

tortugas en los diferentes sectores:

Sector 1. De las 17 tortugas, el 41,2% (7/17) resultaron positivas para Chlamydia,
presentando sintomas el 85,7% (6/7). Entre las tortugas negativas (58,8%, 10/17),
solo una presentd signos clinicos (10%, 1/10), y el resto (90%, 9/10) fueron
asintomaticas.

Sector 2. De este grupo se evaluaron 34 tortugas, EL 38,2% (13/34) fueron
positivas para Chlamydia, de las cuales el 15,4% (2/13) presentaron sintomas,
mientras que el 84,6% (11/13) fueron asintométicas. Se registraron un 61,8%
(21/34) de casos negativos, de los cuales, un 28,6% (6/21) presentaron sintomas
y un 71,4% (15/21) no.

Sector 3. En este grupo se incluyeron 8 especimenes; un 25% (2/8) resultaron
positivos y ambos presentaban sintomas, y un 75% (6/8) fueron negativos, de los
cuales, un 33,3% (2/6) fueron sintomaticos y un 66,6% (4/6) asintomaticos.
Sector 4. En total se analizaron 12 tortugas. Un 50% (6/12) dieron positivo, de las
cuales un 83,3% (5/6) presentaban secrecién nasal y un 16,6% (1/6) no. EI 50%
(6/12) de las muestras restantes resultaron negativas para esta bacteria, siendo un
66,6% (4/6) sintomaticas y un 33,3% (2/6) asintomaticas.

Sector 5. Este grupo comprendia 16 muestras, un 81,3% (13/16) fueron positivas,
siendo el 38,5% (5/13) sintomaticas y el 61,5% (8/13) asintomaticas. EIl 18,8%
(3/16) restante resultaron ser negativas, de las cuales el 66,6% (2/3) tenian

sintomas y el 33,3% (1/3) no presentaron sintomas.
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Como se puede observar, la relacion entre la infeccion por Chlamydia y los sintomas, no
son uniformes entre los sectores. En el sector 1, hay gran correlacion entre positivos y
sintomaticos, y negativos asintomaticos. La mayor proporcién de positivos asintomaticos
(84,6%) se encontrd en el sector 2, ya que estos microorganismos podrian estar actuando
como patdgenos oportunistas subrayando a las tortugas como posibles portadoras,
necesitandose una mayor vigilancia ya que dificultan el control sanitario. En el sector 3
todos los positivos fueron sintomaticos, por tanto, en esta zona parece que la bacteria si
esta asociada a los signos clinicos. Sin embargo, en el sector 4, tanto en casos positivos
como negativos hubo una alta proporcion de asintomaticos, pudiendo haber otros agentes
etioldgicos involucrados que no sean Chlamydia o factores no infecciosos (estrés,
condiciones ambientales, etc) (Pace et al., 2022). El sector 5 presenta la mayor tasa de
positividad (81,3%), aunque muchos de ellos fueron asintomaticos, lo que puede deberse
a una posible tolerancia local o inmunidad parcial. La elevada carga bacteriana en
espacios donde las tortugas conviven estrechamente, sugiere una alta probabilidad de
contagio por contacto directo entre los individuos, asi como a traves de secreciones

respiratorias o fomites (Mitura et al., 2017).

Con el fin de descubrir la posible relacion entre la presencia de sintomas clinicos y la
infeccion por Chlamydia, se clasificaron las muestras en cuatro categorias: positivos
sintomaticos, positivos asintomaticos, negativos sintomaticos y negativos asintomaticos
(Figura 2). Observando la distribucion de los casos, un 40,2% (35/87) de individuos
presentaron sintomas, siendo un 57,1% (20/35) muestras positivas a Chlamydia, mientras
que el 42,8% (15/35) restante fueron negativas. Por otro lado, el 59,8% (52/87) de los
ejemplares no mostraron sintomas, siendo un 40,4% (21/52) positivos y un 59,6% (31/52)
negativos. Estos datos sugieren una alta proporcion de resultados positivos entre
individuos sintomaticos. Estos hallazgos coinciden con lo reportado por (Laroucau et al.,
2020), quienes detectaron una positividad del 98,3% (57/58) en tortugas mora que
presentaban signos de rinitis. En el estudio también se observa una alta proporcion de
casos negativos y asintomaticos, posiblemente porque no estuvieron en contacto directo

con tortugas infectadas o porque tuviesen un gran sistema inmunitario.
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Figura 2. Gréafico de dispersion de las muestras analizadas segin su estado clinico
(sintomético/asintomatico) y el resultado de la PCR para Chlamydia (positivo/negativo). Cada punto

representa un individuo, y los colores indican de qué sector viene cada muestra.

El anélisis de esta distribucion se calculd por el odds ratio (OR), dando un valor de 1,97.
Este dato indicé que la probabilidad de presentar sintomas estando infectado por
Chlamydia era casi el doble que siendo asintomatico. Esto refleja una posible asociacion

entre la presencia de signos clinicos y la infeccién.

Los resultados obtenidos en este estudio refuerzan la posible implicacion de Chlamydia,
especialmente C. psittaci y C. trachomatis, como agentes patdégenos importantes en la
causa de rinitis en tortugas, ya que gran parte de las muestras resultaron positivas, aunque
solo la mitad tuviesen sintomas. Sin embargo, el hecho de que algunas muestras positivas
fuesen asintomaticas, sugiere que no solo la presencia del patdégeno se correlaciona con
la aparicion de la enfermedad. Esto podria deberse al caracter oportunista de Chlamydia,
pudiendo formar parte de la microbiota normal sin causar patologia, a menos que se vean
favorecidas por condiciones externas. Es probable que factores ambientales,
inmunologicos, asi como variaciones individuales entre los animales, influyan en la
activacion del patdgeno y en la severidad del cuadro clinico (Rohde et al., 2010). Ademas,
la deteccion de individuos sintomaticos que resultaron negativos para Chlamydia. sugiere
gue otros agentes biolégicos también podrian estar involucrados en la patogenia del

sindrome respiratorio en reptiles, como por ejemplo Mycoplasma spp.

Anadlisis in silico de genes y proteinas en Chlamydia
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La busqueda de genes y proteinas en secuencias de cepas de Chlamydia, en concreto del
gen ompA, la proteina OmpA, Pmp e IncA, presentan gran relevancia en la patogenicidad

del patogeno.

Desde una perspectiva molecular, el anlisis in silico de las secuencias de proteinas
OmpA, Pmp e IncA reveld importantes aspectos evolutivos. En particular, se evidencid
una falta considerable de informacion sobre cepas adaptadas a reptiles como
hospedadores, limitando el conocimiento actual de sus mecanismos de patogenicidad. A
pesar de ello, los arboles filogenéticos generados con secuencias de proteinas permiten
observar como diferentes especies de Chlamydia se agrupan en funcion de la similitud
estructural y funcional de estas proteinas, posiblemente reflejando presiones evolutivas

asociadas al hospedador y al tejido diana.

El arbol filogenético obtenido a partir de las secuencias de aminoacidos de la proteina
OmpA muestra la diversidad evolutiva de diferentes cepas de Chlamydia. Esta proteina
se mantiene bastante conservada a lo largo del tiempo, aunque presenta algunas regiones
variables que pueden estar asociadas a su funciéon inmunogénica, ya que actia como
proteina de superficie implicada en la interaccion con el sistema inmune del hospedador
(Figura 3) (Confer & Ayalew 2013). Para la estimacion de la fiabilidad se usé el método
bootstrap, donde los valores superiores al 70% indican una alta fiabilidad estadistica en

la agrupacion de las secuencias.
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Figura 3. Arbol filogenético basado en las secuencias de aminoacidos de la proteina OmpA de diferentes

especies del género Chlamydia. Los valores de bootstrap indican el soporte estadistico de cada nodo.
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Las cepas C. abortus, C. buteonis, C. crocodili y C. ibidis aparecen méas cercanas entre
si, reflejando un posible ancestro comun en estos hospedadores no humanos. De manera
similar ocurre con C. trachomatis, C. muridarum y C. suis, ya que presentan una fuerte
agrupacién con un bootstrap de 99-100, siendo las tres cepas hospedadoras de mamiferos.
Presentan un linaje comdn que se ha mantenido evolutivamente estable, seguramente por
las similitudes en los receptores celulares y ambientes fisioldgicos del hospedador
(Mitchell et al., 2010). Estos resultados se complementan con el anélisis del genoma
completo de C. trachomatis, que revela caracteristicas de la biologia de estas bacterias. A
pesar de depender de su hospedador, conserva funciones clave en el metabolismo y posee
genes con similitud eucariota, lo que refuerza el valor evolutivo conservado de la proteina
OmpA dentro del género (Stephens et al., 2009). Por otra parte, el uso de Pasteurella
multocida como grupo externo muestra una clara separacion filogenética respecto a
Chlamydia, ya que se aleja de manera significativa del resto de microorganismos,
confirmando que pertenece a un grupo bacteriano diferente (Piorunek et al., 2023).

En conjunto, este arbol basado en la proteina OmpA, muestra una clara separacién de
grupos correspondientes a especies adaptadas a humanos (C. trachomatis y C.
pneumoniae), aves (C. psittaci, C. avium), mamiferos (C. felis, C. suis, C. pecorum) y
reptiles (C. poikilotherma, C. crocodili), lo que parece indicar una adaptacion evolutiva
que ha sido influenciada por el tipo de hospedador en el que viven. Estas diferencias en
las secuencias de OmpA podrian estar relacionadas con la necesidad de interactuar con
receptores celulares especificos de cada especie, lo que afecta directamente a su tropismo

tisular y capacidad infectiva (Confer & Ayalew, 2013).

A continuacion, se realiz6 un arbol basado en la secuencia nucleotidica del gen ompA de
diferentes especies del género Chlamydia (Figura 4). Este gen es muy utilizado en
filogenia por su gran variabilidad en regiones especificas, permitiendo distinguir entre
especies y cepas. Al estar basado en el DNA y no en proteinas, se reflejan relaciones
evolutivas mas basales, permitiendo detectar incluso variaciones en zonas silenciosas 0
no traducidas, proporcionando una resolucion mas fina en la historia evolutiva del género
(Lysén et al., 2004). Especies como C. psittaci (aves), C. abortus (rumiantes), C. felis
(gatos) y C. caviae (cobayas) presentan un alto soporte bootstrap (100), indicando un
origen evolutivo entre ellas que podria reflejar no solo similitudes genéticas sino también

su capacidad zoonoética (Knittler & Sachse, 2014). Por otro lado, C. pecorum (koalas y
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rumiantes), C. serpentis (reptiles) y C. ibidis (aves) podrian presentar una adaptacion
cruzada a hospedadores muy diversos, pudiendo ser por eventos de transferencia o
adaptacion, tal como se ha presentado en otros estudios que destacan la plasticidad
genética de Chlamydia para colonizar distintos nichos ecolégicos (Elwell et al., 2016).
Chlamydophila pneumoniae y Chlamydia pneumoniae aparecen agrupadas como
sinénimos, reflejando una reorganizacion taxondmica, siendo cercanas a C. trachomatis
que se separa de especies animales, afectando a humanos también. A su vez, C. suisy C.
muridarum, ambas especies hospedadores de mamiferos (roedores y cerdos), presentan
cercania con C. trachomatis, sugiriendo un ancestro comdn. Como grupo externo se uso

Pasteurella trehalosi, determinando una distinta direccién evolutiva.

En conclusién, el arbol filogenético basado en este gen no solo confirma relaciones
evolutivas ya conocidas, sino que también sugiere la presencia de procesos de adaptacién
cruzada y reorganizacion taxondmica esenciales para entender la diversidad y evolucién
de Chlamydia. Futuros estudios podrian explorar en mayor profundidad los mecanismos

moleculares de esta adaptacion y su impacto en la zoonosis y la epidemiologia.
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Figura 4. Arbol filogenético basado en las secuencias nucleotidicas del gen ompA de distintas especies de

Chlamydia. Presenta gran fuerza entre las agrupaciones, ya que los bootstrap son 99-100.
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Por otro lado, el &rbol filogenético basado en las secuencias de aminoécidos de la proteina
Pmp de diferentes cepas de Chlamydia revela patrones evolutivos significativos (Figura
5). Esta proteina pertenece a una familia de proteinas de superficie especificas de
Chlamydia, asociadas con funciones de adhesion celular y de evasion del sistema inmune
del hospedador (Molleken et al., 2010). Entre las cepas analizadas, C. caviae, C.
poikilotherma, C. buteonis y C. gallinacea presentan cierta relacion (bootstrap 99-100),
infectando a animales exdticos 0 no convencionales, incluyendo reptiles y aves, lo que
sugiere una adaptacién evolutiva a estos hospedadores. Por otro lado, C. trachomatis y
C. pneumoniae especies relevantes en la salud humana, y C. pecorum frecuente en
rumiantes y koalas, presentan una alta proximidad evolutiva, reflejando una posible
conservacion de funciones estructurales de la proteina Pmp. Las demas cepas, aunque
tienen un soporte alto, muestran una gran diversidad de hospedadores. La presencia de
cepas como C. poikilotherma, C. crocodili y C. serpentis, asociadas a reptiles, pueden
sugerirse como posibles patdgenos para las tortugas. La cepa usada como outgroup fue

Starmerella bombicola, que es una levadura no relacionada con Chlamydia.

E Chlamydia caviae/WP 011006247 '
100 Chlamydia poikilotherma/WP 117274028
L L Chlamydia buteonisWP 131744137

\%

— Chlamydia gallinacea/WP 284442020 N
Chlamydia trachomatis/XBB65115 ¢
Chlamydia pneumoniae/WP 014517690 | | f

100

100

100 Chlamydia pneumoniae/\WWP 011126044/' }
Chlamydia pecorum/WP 063329248‘1“;%%
100 Chlamydia crocodili/QVE48837 “1}1,,,:,;;\

100 { Chlamydia psittaci/QHE19138
100 Chlamydia abortus/ASD30456 m
Chlamydia ibidis/WP 020370996
E‘_{ Chlamydia suis/QYC87673 m
92 Chlamydia felis'WWP 011458283 T
Chlamydia muridarum str. Nigg/AVM98260 %)
Starmerella bombicola/UJH94439 < /

Figura 5. Arbol filogenético formado a partir de las secuencias de aminoécidos de la proteina Pmp de

diferentes cepas de Chlamydia. Los valores altos de bootstrap muestran robustez en las agrupaciones.

Este analisis evidencia una diversificacion funcional entre especies, con grupos con gran
soporte (bootstrap >90) entre especies adaptadas a un mismo grupo de hospedadores, lo
que sugiere que la evolucion de estas proteinas ha sido impulsada por la necesidad de
adaptarse a contextos fisioldgicos y celulares particulares. Estos hallazgos coinciden con
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estudios previos donde se analizaron genes pmp en serovares de C. trachomatis y
observaron que muchos de esos genes se agrupaban segun el tropismo tisular, reforzando
la hipotesis de que las proteinas Pmp estan implicadas en la seleccion del tipo celular

hospedador y la evasion inmunitaria (Gomes et al., 2006).

Por ultimo, el analisis filogenético basado en la secuencia de aminoacidos de la proteina
IncA revela agrupaciones significativas entre especies de Chlamydia (Figura 6). C.
trachomatis (humano), C. suis (cerdo), C. caviae (cobaya), C. gallinacea (aves), y C.
avium (aves) presentan una agrupacion potente con un bootstrap 99, sugiriendo una
relacién entre hospedadores de mamiferos y aves. Otro grupo aparte se encuentra formado
por C. psittaci, C. felis, C. pneumoniae y C. pecorum, todos ellos con capacidad zoonotica
y que pueden infectar animales como aves, felinos, humanos y rumiantes. Es
especialmente relevante el grupo formado por C. poikilotherma, C. crocodili y C.
buteonis, con hospedadores como reptiles y aves rapaces, en el que también se encuentran
cepas como C. abortus y C. caviae. Esto puede indicar una posible adaptacion de estas
especies de Chlamydia a hospedadores de sangre fria, siendo de interés en la tortuga mora.
Estas observaciones coinciden con estudios previos que destacan la importancia de las
proteinas de la membrana de inclusién (Inc) en la interaccidn patégeno-hospedador y en
la manipulacién del entorno intracelular. En el estudio de (Moore & Ouellette, 2014)
propusieron que la inclusion de Chlamydia actta como un organulo parasitario
especificado por el patégeno, donde las proteinas Inc desempefian un papel esencial en la
evasion de las defensas inmunitarias del hospedador y en la adquisicidén de nutrientes,

adaptandose a diferentes etapas del ciclo de desarrollo de Chlamydia.
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Figura 6. Arbol filogenético construido a partir de secuencias de aminoacidos de la proteina IncA de
diversas especies de Chlamydia. Los valores de la imagen (>70) muestran una fuerte agrupacion de las
especies relacionadas.

En el caso de la proteina IncA, el arbol filogenético muestra una agrupacion clara entre
especies que comparten hospedadores o nichos similares, destacando la proximidad entre
cepas de C. poikilotherma, C. crocodili y C. abortus, probablemente asociadas a
hospedadores poiquilotermos y ambientes similares. Estas agrupaciones reflejan una
conservacién de elementos funcionales en IncA relacionados con la manipulacion del
entorno intracelular del hospedador (Moore & Ouellette, 2014). A la inversa, especies
adaptadas a mamiferos, como C. trachomatis o C. suis, se agrupan en ramas distintas, lo
que evidencia una divergencia evolutiva posiblemente relacionada con las diferencias en

las células blanco y en las estrategias de evasion del sistema inmune.

En conclusion, todo esto muestra que proteinas de superficie como OmpA y Pmp, junto
con proteinas efectores como IncA, cambian en respuesta al ambiente del hospedador.
Esto ayuda a que Chlamydia mejore su capacidad de adhesidn, invasion y supervivencia
intracelular. Asimismo, estos resultados resaltan la necesidad de ampliar el repertorio de

secuencias disponibles para cepas adaptadas a reptiles, con el objetivo de comprender en
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mayor profundidad sus mecanismos de virulencia y el papel que juegan en patologias

como el URTD en tortuga mora.

Finalmente, este estudio ayuda a alcanzar varios Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS), como el ODS 3 (Salud y bienestar, enfocAndose en enfermedades zoondticas
emergentes), el ODS 13 (Accidn por el clima, considerando el impacto ambiental en los
reptiles), el ODS 15 (Vida en los ecosistemas terrestres, mediante la conservacion de la
tortuga mora; y el ODS 17 (Alianzas para lograr objetivos, promoviendo el enfoque

interdisciplinario entre salud humana, animal y ambiental).

7. CONCLUSIONES
La deteccion mediante la técnica de PCR de Chlamydia en tortugas mora ha permitido

sustentar la hip6tesis de que ciertas especies del orden Chlamydiales, como C. psittaci,
C. trachomatis o C. poikilotherma, podrian desempefiar un papel importante en la causa
del URTD en esta especie vulnerable. Esta idea se ve fortalecida por la deteccidn de una
alta proporcién de ejemplares sintomaticos. No obstante, la presencia de casos positivos
sin sintomas sugiere que factores externos, como condiciones ambientales, el estado
inmunoldgico o las interacciones entre individuos, podrian estar influyendo en la
expresion clinica de la infeccion.

De la misma manera, la aparicion de tortugas sintomaticas pero con PCR negativas a
Chlamydia, plantea la posible implicacion de otros agentes patdgenos. En este contexto
no se ha determinado si la coinfeccion con otras bacterias intracelulares como
Mycoplasma spp., podria influir en la gravedad y progresién de la enfermedad.

Por otro lado, el analisis in silico de proteinas clave como OmpA, Pmp e IncA demostrd
la escasa disponibilidad de secuencias especificas pertenecientes a cepas de reptiles,
limitando asi el conocimiento sobre los factores de patogenicidad de Chlamydia en estos
hospedadores. A pesar de ello, los arboles filogenéticos generados ofrecen una vision util
sobre las relaciones evolutivas entre distintas especies del género, y sugieren que la
adaptacion de Chlamydia a hospedadores poiquilotermos como las tortugas, ha ido
acompariada de divergencias funcionales en genes implicados en la infeccion intracelular.
Por dltimo, este estudio subraya la falta de informacion sobre los mecanismos

moleculares y evolutivos que sustentan la patogenicidad de Chlamydia en reptiles, y surge
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la necesidad de avanzar en la caracterizacién gendmica y funcional de estos patdgenos.
Ademas, destaca la importancia de adoptar un enfoque multidisciplinar para el estudio de
enfermedades infecciosas en fauna silvestre, especialmente en especies amenazadas como

la tortuga mora, donde la salud animal y su conservacion son objetivos principales.
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