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RESUMEN
Determinacion de Perfiles de Resistencia a los Antimicrobianos de
Importancia Critica en Cepas de Escherichia coli y Enterococcus
spp. Aislados de Pinzones Terrestres (Geospiza spp.) de la Isla

Santa Cruz en Galapagos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) fue declarada por la Organizacion
Mundial de la Salud como un desafio del siglo 21. La RAM debe ser
monitorizada a través de un control intersectorial, incluyendo salud humana,
animal y ambiente. Los animales silvestres son bioindicadores de contaminacién
ambiental, siendo las aves centinelas de RAM en diferentes ecosistemas. En este
estudio, se identificaron los perfiles fenotipicos y genotipicos de resistencia a los
antimicrobianos de importancia critica en pinzones de Darwin. Se colectaron
muestras de hisopados cloacales (n= 384) de pinzones de tres zonas de la Isla
Santa Cruz, Galapagos, Ecuador. En cepas de Escherichia coli (n= 136) se
observd un porcentaje significativo (p<0,05) de RAM para ampicilina (50%),
tetraciclina (31,6%), trimetoprima sulfametoxazol (14,7%) y cloranfenicol
(11,1%); los tres ltimos tuvieron una mayor proporcion en la zona agropecuaria.
Ademas, se identificaron los genes de resistencia a betalactamasas, tetraciclina y
colistina en cepas de E. coli. Se identificd el gen blatpm en el 23,5% y el gen
blasuy en el 1,5% de cepas fenotipicamente resistentes a la ampicilina. El gen
tetA se identifico en el 83,7% de cepas fenotipicamente resistentes a la
tetraciclina. No se identificaron genes de resistencia a colistina (mcr-1 a mcr-5).
Por otro lado, en Enterococcus spp. se observd un porcentaje significativo de

resistencia (p<0,05) a la tetraciclina (19,75%), estreptomicina (6,92%) y
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ciprofloxacina (5,7%). La zona agropecuaria fue la de mayor proporcion. Se
identifico el gen tetM en el 75,4% de las cepas de Enterococcus fenotipicamente
resistentes a la tetraciclina; no se identificé el gen vanA. Los resultados de RAM
mostraron un posible impacto antropogénico asociado a las actividades
agropecuarias de la Isla. No se evidencio clonalidad por PFGE en cepas de E. coli,
sin embargo, se deberian realizar otros analisis para determinar las variables

asociadas a la RAM en este nicho ecologico.

Palabras Clave: Resistencia Antimicrobiana, Escherichia coli, Enterococcus,

pinzones, Galapagos.
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ABSTRACT

Determination of Critically Important Resistance Antimicrobial
Profiles in Escherichia coli and Enterococcus spp. strains,
Isolated from Ground Finches (Geospiza spp.) from Santa Cruz

Island, Galapagos.

The World Health Organization declared antimicrobial resistance (AMR) as a
challenge for the 21st century. AMR must be monitored across an intersectional
approach, controlling human, animal, and environmental health. Wild animals are
bioindicators of environmental contamination; birds are the main sentinels of
AMR in different ecosystems. In this study, we determine phenotypic and
genotypic AMR profiles to critically important antimicrobials in Darwin's finches.
Cloacal swab samples (n= 384) were collected from finches in 3 areas of Santa
Cruz Island in Galapagos. A significant percentage (p<0.05) of AMR was
observed in Escherichia coli strains (n= 136) for ampicillin (50%), tetracycline
(31.6%), trimethoprim sulfamethoxazole (14.7%) and chloramphenicol (11.1%);
the last three antibiotics presented a higher percentage in the agricultural zone. In
addition, beta-lactamase, tetracycline and colistin resistance genes were analyzed.
The blatem gene was observed in 23.5% and blasyy in 1.5% of phenotypic
ampicillin resistant E. coli strains. The tetA gene was identified in 83.7% of
phenotypic tetracycline resistant strains. Colistin resistance genes (mcr-1 to mcr-

5) were not identified. On the other hand, Enterococcus spp. presented a higher
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percentage of resistance (p<0.05) to tetracycline (19.75%), streptomycin (6.92%)
and ciprofloxacin (5.7%). A greater AMR percentage was observed in the
agricultural zone. The fefM and vanA genes were analyzed in Enteococcus. The
tetM gene was identified in 75.4% of phenotypic tetracycline resistant strains; the
vanA gene was not identified. The results of AMR showed a possible
anthropogenic impact associated with agricultural activities on the Island.
Clonality was not evidenced by PFGE in E. coli strains, however, further analyzes
should be carried out, in order to determine the variables associated with AMR in

this ecological niche.

Keywords: Antimicrobial Resistance, Escherichia coli, Enterococcus, finches,

Galapagos.



1. INTRODUCCION

1.1. Resistencia a los antimicrobianos (RAM)

Desde el surgimiento de los antibidticos a inicios del siglo XX, estads moléculas
cambiaron la medicina, salvando millones de vidas (Crofts y col., 2017). Por lo
tanto, que infecciones que eran causa comin de muerte en seres humanos, ya no
lo eran; se dio fin a la era pre-antibiotica, y fue posible realizar intervenciones
tales como trasplantes de oOrganos, tratamientos contra el céncer, cirugias

mayores, entre otros (Wright, 2010).

Los antibioticos, poseen una toxicidad selectiva, de la cual dependera el que
puedan destruir, o solamente inhibir a las bacterias, es decir que sean bactericidas
o bacteriostaticos (Quinn y col., 2011). Se conoce, que las diferencias bioquimicas
de la estructura de la célula bacteriana, asi como la via metabolica de las mismas,

explicaria de alguna manera esta toxicidad (Quinn y col., 2011).

Existen 5 blancos principales de accion antimicrobiana: la pared celular,
membrana celular, la sintesis proteica, la sintesis de acidos nucleicos y el

metabolismo del 4acido folico (Wright, 2010)

Pese a que los antibidticos poseen caracteristicas Unicas a diferencia de otras
drogas, las bacterias también poseen mecanismos que les permiten evadirlos, lo

que conocemos como resistencia antimicrobiana (RAM) (Wright, 2010).

Es importante considerar, que la RAM es un proceso natural, es decir que la
resistencia que actualmente vemos en la clinica, asi como a nivel comunitario o

ambiental, paralelamente es intrinseca o innata de algunas bacterias (Wright,



2010). Evolutivamente, los microorganismos debido a factores como la presion de
seleccion, mutaciones al azar, o adquisicion de determinantes genéticos, han
logrado evadir la accion de los antimicrobianos. Se debe tener en cuenta, que los
antibioticos son producidos en su mayoria de forma natural, ya sea por
microorganismos, tales como hongos o incluso bacterias saprofiticas (Holmes y
col., 2016). Por tanto, se podria decir que este mecanismo de proteccion o de
resistencia a los antimicrobianos seria parte de un proceso de seleccion natural,
dado por la competencia entre las bacterias y las moléculas derivadas de

microorganismos naturales (Holmes y col., 2016)

Es asi, que hoy en dia se conoce como resistoma a la coleccién de genes
relacionados con la resistencia a los antimicrobianos, en un ambiente dado
(Wright, 2007). Dentro del resistoma se consideran genes de resistencia
intrinsecos  (transferencia vertical, especificos de especie), adquiridos
(transferencia horizontal o vertical; no especificos de especie), protoresistencia
(sensibilidad fenotipica; con poca o sin actividad hasta que mute) y de resistencia
encriptada o silenciosa (sensibilidad fenotipica; funcional pero no expresada)
(Kim y Cha, 2021). Ademas, se contemplaria que el origen evolutivo de genes de

resistencia de relevancia clinica estaria en el ambiente (Crofts y col., 2017).

En lo que respecta al resistoma ambiental, los genes son transferidos
horizontalmente de diversos entornos o ecosistemas. Este paso de genes de
resistencia antimicrobiana se da por accion de elementos modviles de las bacterias,

que en conjunto se conocen como moviloma (Siefert, 2009).

El identificar el concepto resistoma en el 2006, permitié de alguna manera tener



un mejor entendimiento sobre el origen de la RAM. Su control se lo realiza

interseccionalmente, a través del concepto de Una Sola Salud (Kim y Cha, 2021).

1.1.1. Importancia de la resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos constituye un problema multifactorial, que
pone en riesgo la salud humana y animal, como también la economia y la
seguridad mundial (White y Hughes, 2019). La RAM, se considera como un
desafio global para la humanidad en el siglo XXI (WHO, 2014). Se estima que
para el ano 2050, las infecciones causadas por bacterias RAM, se convertiran en la

principal causa de muerte en humanos (O’Neill, 2016).

Los genomas bacterianos han evolucionado y adquirido determinantes genéticos
de resistencia a los antimicrobianos; existen nuevos mecanismos de resistencia,
pero pese al aumento de la amenaza de patogenos resistentes, no se han
descubierto nuevas moléculas antimicrobianas (Thakur y Gray, 2019).Se ha visto
actualmente, una disminucioén en la eficacia de los antibidticos, dejando pocas
alternativas de tratamiento de infecciones clinicas tanto en humanos como en
animales. Este inconveniente se da, en parte, a un aumento en la presion de

seleccion dado por el uso inadecuado de los antibidticos (Quinn y col., 2011).

1.1.2. Clasificacion de los antimicrobianos de acuerdo con la

Organizacion Mundial de la Salud

Dada la importancia de las consecuencias que acarrea la RAM, un grupo de
expertos representando a la OMS, OIE y FAO, consideraron la creacion de una

lista de antimicrobianos de importancia critica. Esta lista se ha ido actualizando



anualmente, siendo la ultima version la del 2018 (OMS, 2018).

La clasificacion de los antimicrobianos permite orientar el mejor uso de
antibidticos para el tratamiento de infecciones bacterianas criticas en humanos
(WHO, 2007). Los criterios que se tomaron en cuenta para evaluar la calificacion
de los antimicrobianos estuvieron su uso en varias dareas, incluyendo la
veterinaria, en la que estos son utilizados no solo como terapéuticos, sino también
como profilacticos o incluso, como promotores de crecimiento en animales (OMS,

2018).

La OMS, clasifico los antimicrobianos en criticamente importantes, muy

importantes e importantes (OMS, 2019).

Criterio 1 (CI): Si el antibidtico es la unica o una de las pocas alternativas

disponibles para el tratamiento de una infeccion bacteriana grave en humanos.

Criterio 2 (C2): Si el antibiotico es utilizado para tratar infecciones causadas por
bacterias transmitidas por fuentes no humanas o que pueden adquirir genes de

resistencia antimicrobiana, de fuentes no humanas.

En este contexto, los antimicrobianos criticamente importantes, son los que
cumplen con los dos criterios (C1 y C2). Los antibioticos altamente importantes,
los que cumplen con uno de los dos criterios, y los importantes, corresponden a
los antibidticos de uso humano que no estan categorizados dentro de ninguno de

los dos criterios (OMS, 2018).

En el 2009 la OMS determino la necesidad de implementar un plan estratégico,

conformando a un Grupo Asesor sobre Vigilancia Integrada de la Resistencia a los



Antimicrobianos (AGISAR), quienes en el 2013 publicaron por primera vez el

plan de acciéon mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos, realizando un

segundo plan en el 2015 (WHO / AGISAR, 2017). El objetivo principal de esta

integracion, fue apoyar a la OMS y a los Estados miembros, a implementar el

plan mundial de accion contra la RAM (WHO / AGISAR, 2017).

1.1.3. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos

Las bacterias puede evadir la accion de un antimicrobiano, a través de factores

estructurales o funcionales de accidon intracelular (intrinseco) o extracelular

(adquirido) (ver figura 1) (Troncoso y col., 2017).
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Figura 1. Mecanismos Intrinsecos y Extrinsecos de Resistencia a los

Antimicrobianos, tomada de (Troncoso y col., 2017).




La forma intrinseca de RAM, es codificada a través del cromosoma y esta
relacionada tanto con la fisiologia, como por las propiedades existentes de la
bacteria (Quinn y col.,, 2011). Es decir, cambios en los procesos de oOxido-
reduccion, modificacion del blanco de accion con inactivacion de grupos de
transferencia, e inhibicioén de sintesis proteica por modificacion a nivel ribosomal

(Troncoso y col., 2017).

Los mecanismos intracelulares de intercambio genético lateral y horizontal que
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Figura 2. Mecanismos de transferencia horizontal de genes (THG) tomado de

(Furuya y Lowy, 2006)

pueden intervenir en la RAM son la conjugacion, la transduccion y la

transformacion (ver figura 2) (Quinn y col., 2011).



Extracelularmente, las bacterias pueden ser resistentes a los antimicrobianos, ya
sea por la formacion de biopeliculas, quorum sensing, cambios en la envoltura
celular (regulacion de porinas o bombas de eflujo), o modificaciones del sitio

diana de accion de los antibioticos (Torres, 2012; Troncoso y col., 2017).

La forma extrinseca de RAM, se relaciona con mutaciones o la transferencia
horizontal de genes de resistencia a través de elementos moéviles de las bacterias
(Partridge y col., 2018). Las mutaciones se podrian observar como una ventaja
evolutiva de las bacterias, ya que al aumentar la variabilidad genética, incrementa
también las probabilidades de adquirir resistencia a los antimicrobianos (Torres,

2012).

Por otro lado, los elementos genéticos moviles, estan relacionados en gran medida
a la adquisicion, acumulaciéon y la dispersion de genes de resistencia
antimicrobiana (Partridge y col., 2018). Algunos elementos genéticos, tales como
secuencias de insercion o transposones, pueden moverse aleatoriamente y ubicarse
en sitios nuevos, ya sea en la misma region de ADN del organismo, o en uno
diferente; mientras que otros como los integrones, poseen sitios especificos de
recombinacion (Partridge y col., 2018). A su vez, los plasmidos son elementos
genéticos moviles capaces de auto replicarse y que contienen genes de resistencia

antimicrobiana (Thomas, 2000).

1.1.4. Resistencia a los betalactamicos

A partir del descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928,
existio el interés de elucidar el mecanismo de accion de los antimicrobianos

betalactdmicos (King y col., 2017). Existen 4 clases estructuralmente diferentes de



betalactdmicos, los cuales poseen diferentes propiedades farmacologicas y baja
toxicidad. Estos son: las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y
monobactamicos (King y col., 2017). El mecanismo general de accién de los
betalactdmicos involucra la inhibicion de la sintesis de la pared de peptidoglicano

de procariotas e induce la lisis de la bacteria (Quinn y col., 2016).

Las betalactamasas son enzimas producidas por algunas bacterias, que hidrolizan
el anillo betalactimico en el enlace amida, interrumpiendo la accion del
antimicrobiano. Existen dos sistemas de clasificacion: uno basado en el sistema,
de Bush-Jacoby-Medeiros, y otro basado en la secuencia de Ambler (Tooke y col.,

2019). Esta ultima, se categoriza en A, B, Cy D (ver tabla 1) (Lima y col., 2020).

Cabe destacar, que el amplio uso de betalactdmicos tanto en medicina humana,
como en la practica agropecuaria, ha aumentado de tal manera la presion de
seleccion, que hoy en dia no existe ninglin antibidtico dentro de este grupo, del

que no se haya descrito resistencia (King y col., 2017).



Tabla 1. Clasificacion Ambler de Betalactamasas

Tipo Clase Molecular de Caracteristica Ejemplos
P Ambler gl
Hidrolizan la penicilina; producidas Penicilinasa de
Betalactamasa de bajo espectro A de manera primaria por la familia Staphylococcus aureus;
Enterobacteriacea TEM -l TEM-2, SHV-I
Hidroli tibidti
i ’ro.lzan anti .|o icos SHV-2, CTX-M15, PER-I,
Betalactamicos de bajo y espectro
. . VEB-I
Betalactamasa de espectro extendido A extendidos
Carbapenemasas de Serina A Hidrolizan Carbapenémicos KPC-1, IMI-I, SME-I
Metalo-Betalactamasas B Hidrolizan Carbapenémicos VIM-I, IMP-l, NDM-|
Hidrolizan cefamicinas y algunos

arofiz \cinasy algunos 1 oc, P99, ACT-1, CMY-2,

oxymino betalactdmicos; inducible;

. . FOX-I, MIR-I
Cefalosporinasas C cromosomica

Hidrolizan oxacilina, oxymino

betalactamicos y carbapenémicos;
producido por Pseudomonas Enzimas OXA
aeruginosa y Acinetobacter

Enzimas tipo OXA D baumannii

Adaptado de Toussaint y col., (2015)

1.1.5. Resistencia a la colistina

La colistina es una polimixina, la cual es considerada un polipéptido cationico,
que posee un amplio espectro de accion contra bacterias gramnegativas (Liu y

col., 2015).

El blanco de estos polipéptidos es a nivel del lipopolisacarido de las bacterias
gramnegativas; su accion bactericida se debe a la interaccion directa con el lipido
A, el cual al tener carga negativa por los grupos fosfato que posee, permite el
aumento de la permeabilidad de la membrana externa por el efecto anfipatico de la

polimixina, (Velkov y Thompson, 2010).

Se conoce que la colistina posee accidon bactericida en los Enterobacterales,
dentro de los cuales se incluye E.coli, Klebsiella, Enterobacter, Salmonella y
Shigella, entre otras bacterias gramnegativas de relevancia clinica (Binsker y col.,

2022). En el 2015, se reporta por primera vez la resistencia plasmatica a la
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colistina en aislados animales y humanos, determinada como mobile-colistin
resistance (mcr-1) (Liu y col., 2015). Actualmente se han identificado 10 genes
mcr (mcr-1 al mer 10), siendo este ultimo identificado en China de un aislado

clinico de Enterobacter roggenkampii (Wang y col., 2020) .

Definitivamente, no se puede desestimar la presencia de genes de resistencia
plasmidica a la colisitina, mas aun tomando en cuenta que existen limitadas
opciones para el tratamiento de bacterias gramnegativas resistentes. Analisis
metagendmicos, indican que la distribucion ambiental de las variantes de genes
mcr, dependerian del sitio y la fuente de muestreo, por lo que se debe monitorear

de manera constante (Martiny y col., 2022).

1.1.6. Resistencia a la vancomicina

La vancomicina es un glicopéptido que estuvo disponible para su uso clinico, y
que pronto fue reemplazado por otros antimicrobianos mas eficientes y menos
toxicos (Levine, 2006). El mecanismo de accion de los glicopéptidos, se basa en
la inhibicion de la sintesis de la pared de las bacterias grampositivas, evitando el
entrecruzamiento de peptidoglucano por la unién del extremo D-alanil-D-alanina
del precursor de la pared celular del lipido II (Zeng y col., 2016), tales como:
Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus, entre otras especies (Zeng y col.,

2016).

Actualmente, los glicopéptidos son utilizados como ultimo recurso para el
tratamiento de infecciones por bacterias grampositivas MDR (Périchon y
Courvalin, 2012). La vancomicina es el mas antiguo de los glicopéptidos que se

sigue utilizando en medicina humana, y que ademds se encuentra en la lista de
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antimicrobianos de importancia critica de la OMS ( Zeng y col., 2016; OMS,
2018;). La clasificacion de la resistencia a los glicopéptidos, se fundamenta en la
secuencia primaria del gen estructural de resistencia a la ligasa. En cuanto a la
resistencia plasmidica, se han descrito 8 tipos de genes de resistencia, los cuales
son: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanF, vanG y vanL (Périchon y Courvalin,

2012).

Hoy en dia podemos evidenciar el aumento de la resistencia a la vancomicina,
resultado de la presion de seleccion por el uso de glicopéptidos con infecciones
por SARM (Butler y col., 2014); sin embargo los genes de resistencia han sido
identificados en cepas de mas 400 000 anos de antigiiedad, determinando que
existiria un reservorio de resistencia innata en el microbioma (Dcosta y col.,

2011).

1.1.7. Resistencia a la tetraciclina

La tetraciclina es un antibiotico bacteriostatico de amplio espectro, que actia tanto
contras patdogenos grampositivas como gramnegativos. Por muchos, fue
considerado un antibidtico ideal, debido a su seguridad, tolerabilidad, asi como

por la disponibilidad de administracion parenteral y oral (Grossman, 2016).

La tetraciclina actia a nivel de la subunidad 30S del ribosoma, interfiriendo con
la union del aminociltTNA en su lugar de unién en el ribosoma, evitando asi la
sintesis proteica y por tanto con la adicion de aminoacidos a la cadena peptidica (
Quinn y col., 2011; Marosevic y col., 2017). Debido a sus propiedades antes
mencionadas, y en consecuencia su uso extensivo en medicina humana y

veterinaria, se mantuvo un patrén de seleccion para la resistencia de este
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antimicrobiano (Thaker y col., 2010). Desde el punto de vista clinico, los
principales mecanismos de resistencia que presentan las bacterias a este
antibiotico, son a través de la activacion de bombas de eflujo y proteccion

ribosomal (Rossolini y col., 2017).

En lo que respecta a la resistencia por activacion de bombas de eflujo desde la
célula bacteriana, existen 26 mecanismos descritos en bacterias gramnegativas y
grampositivas (Thaker y col., 2010); de estos, 18 clases de bombas de eflujo,
fueron clasificadas en 6 grupos por Chopra (2001%); posteriormente, Roberts
clasifico 5 grupos mas. Estos son: tet(A), tet (B), tet (C), tet (D), tet (E), tet (G),
tet (H), tet (K), tet (L), tet A(P), tet (V), tet (Y), tet (Z), tet (30), tet (31), tet (33),
tet (35), tet (38), tet (39), tet (40), tet (41), tet (42), tcr (3), otr (C) y otr (B)

(Thaker y col., 2010).

Por el contrario, la resistencia a las tetraciclinas relacionada con proteinas de
proteccion al ribosoma, reducen la permeabilidad del antimicrobiano a través de
modificaciones de forma y reduccién de la expresion de porinas (Markley y
Wencewicz, 2018); no son comunes las mutaciones ribosomales. Los genes de
proteccion ribosdmica son: fet(M), tet(O), tet(Q), tet(S), tet(T), tet(W), tetB(P),

tet(32), tet(36), otr(A) y et (Thaker y col., 2010).

Hay que resaltar, que los mecanismo de resistencia a la tetraciclina asociados a
mecanismos de eflujo, son mas frecuentes en bacterias gramnegativas, mientras,
que los mecanismos de proteccion  ribosomal, estdin mds asociados a

grampositivas (Bryan y col., 2004; Chopra y Roberts, 2001b).
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1.2. Bacterias centinela para la determinacion de la RAM

1.2.1. Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo anaerobio facultativo, perteneciente a
la familia Enterobacteriacea; dentro de sus principales caracteristicas esta, el ser
fermentadora de glucosa y lactosa, ser oxidasa negativa y no formar esporas
(Quinn y col., 2011). Esta bacteria, es una de las primeras en colonizar al
nacimiento, persistiendo como parte de la microbiota normal del intestino del
hombre y de animales (Quinn y col., 2011). Es asi, que E. coli es una bacteria
comensal, que generalmente vive en simbiosis con su hospedador, pero que puede
causar infecciones de tipo oportunista (Allocati y col., 2013). Sin embargo,
también existen tipos patégenos que pueden ser responsables de diversos procesos

infecciosos (Allocati y col., 2013).

Escherichia coli es una bacteria de importancia clinica y ambiental que se
encuentra ampliamente distribuida en varios ecosistemas naturales y también es
agente causal de infecciones primarias u oportunistas en humanos y animales
(Janda y Abbott, 2021). En este sentido, E .coli cumple con todas las
caracteristicas importantes, necesarias para la determinacion de patrones de
resistencia a los antimicrobianos en distintos ambientes por lo que puede ser usada

como un organismo centinela ambiental de RAM (Torres, 2012).

1.2.2. Enterococcus spp.

Los Enterococcus, son bacterias Gram positivas anaerobias facultativas, catalasa

negativas y no formadoras de esporas ( Fisher y Phillips, 2009; Byappanahalli y
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col., 2012). Este género bacteriano, habita generalmente en el tracto
gastrointestinal de humanos y animales (Fisher y Phillips, 2009). Ademas, estas
bacterias son ubicuas y capaces de sobrevivir en diferentes nichos ambientales asi
como a altas temperaturas, grandes rangos de pH (entre 4.5 y 10) y a altas

concentraciones de sal (Fisher y Phillips, 2009; Garcia y Rice, 2019).

Todas estas caracteristicas conllevan a que sea un género bacteriano de
importancia en salud humana. Ademads, su variabilidad les permite adaptarse
facilmente en ambientes hospitalarios y ser causantes de infecciones nosocomiales
(Garcia y Rice, 2019). Estas bacterias también han sido aisladas del suelo,
sedimentos, agua dulce y salada, plantas, aguas residuales, entre otros (Zaheer y

col., 2020)

Es importante destacar, que Enterococcus es capaz de desarrollar resistencia a casi
todos los antibidticos utilizados en la clinica, a través de diferentes mecanismos
genéticos (Miller y col., 2014). Existen Enterococcus multiresistentes que actian
sobre los antibidticos a través de la inactivacion de estos agentes, la expresion de
bombas de eflujo, asi como también de adaptaciones en su envoltura celular

(Miller y col., 2014).

En este contexto, y tomando en consideracion las caracteristicas que debe tener
una bacteria para poder determinar patrones de seleccion antimicrobiana, los
Enterococcus son considerados como bacterias grampositivas centinela de la

RAM (Torres, 2012).
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1.3. Resistencia a los antimicrobianos en fauna silvestre

La identificacion de factores que permitan evaluar el efecto toxico de agentes
liberados al ambiente, tales como plaguicidas, metales pesados, medicamentos,
entre otros, es importante a fin de proteger la salud humana y de los ecosistemas
(Gorla, 2016). El ambiente ha sido visto por mucho tiempo como un depdsito
pasivo de mecanismos de RAM. Se ha pensado que al no existir eventos de
presion selectiva en nichos naturales, esta resistencia a los antimicrobianos
desapareceria de las comunidades bacterianas ambientales; sin embargo se ha

evidenciado que esto no es asi (Chamosa y col., 2017).

A su vez, es prioritario identificar animales centinela en diferentes ambientes, que
permitan detectar la presencia o el efecto de agentes contaminantes en el
ecosistema (Gorla, 2016). Considerando el impacto de la RAM a nivel mundial,
es importante el comprender la dindmica de los mecanismos de la resistencia y de
como se mantienen dentro de las poblaciones bacterianas en el ambiente

(Vittecoq y col., 2016).

Los andlisis en fauna silvestre han permitido obtener conocimiento sobre el rol del
moviloma en la diseminaciéon de RAM vy resistencia plasmidica (Alonso y col.,
2021). Por otro lado, también han permitido conocer acerca de la asociacion entre
animales silvestres y el impacto antropogénico en el ambiente (Ramey y
Ahlstrom, 2020). A su vez, gracias a los estudios en fauna silvestre, se han
determinado mecanismos de adquisicion, intercambio y diseminacion de genes de
resistencia (Ramey y Ahlstrom, 2020). De ahi la importancia de estudiar la RAM

en animales silvestres en diferentes ecosistemas.
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1.3.1. Resistencia a los antimicrobianos en aves silvestres

Se ha propuesto a las aves silvestres, como centinelas, reservorios Yy
diseminadores de la resistencia a los antimicrobianos (Bonnedahl y Jarhult, 2014).
A través de las aves se puede determinar el impacto ambiental de la RAM debido
a la amplia diversidad de nichos ecoldgicos en los que habitan; ademas de ser
agentes dispersores de genes de resistencia antimicrobiana, debido a su habilidad
de migrar a largas distancias por cortos periodos de tiempo y constituir posibles

fuentes de bacterias resistentes en humanos (Bonnedahl y Jarhult, 2014)

Algunos estudios han identificado RAM en diversas aves silvestres, un ejemplo es
el de Radhouani y col., (2012), quienes identificaron un alto porcentaje de
resistencia a la tetraciclina, estreptomicina y betalactamicos en E. coli, aislada de
busardos ratoneros (Buteo buteo) en Portugal. A su vez, se observo una alta
resistencia a la tetraciclina y eritromicina en Enferococcus, asi como cepas MDR

(Radhouani y col., 2012).

Giacopello y col., (2016) determinaron la frecuencia de perfiles de RAM en cepas
de enterobacterias aisladas de hisopados cloacales de aves silvestre (paseriformes
y acuaticas) en Italia. Los resultados demostraron la presencia de cepas MDR,
resistentes a 3 o mas grupos de antimicrobianos, pero no identificaron cepas
BLEE. Por otro lado, Mukerji y col., (2020), determinaron la presencia de
resistencia a los antimicrobianos de importancia critica en cepas de E. coli
procedentes de cuatro especies diferentes de aves silvestres de un ambiente
costero en Australia. Otros estudios también han aislado Enterococcus resistentes

en aves silvestres migratorias; tal es el caso de Ben Yahia y col., (2018), quienes
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determinaron perfiles fenotipicos y genotipicos de resistencia en aves silvestres de
Tanez. Zeballos y col., en el (2021) realizan una amplia revision bibliografica
que abarcé estudios realizados en resistencia antimicrobiana en gaviotas. En este
contexto, las gaviotas han sido vistas como agentes diseminadores y centinelas de
RAM, tanto de fuentes de origen antropogénico, como de otros reservorios en

ambientes acudticos (Zeballos y col., 2021).

1.3.2. Resistencia a los antimicrobianos en aves paseriformes

Los paseriformes, son un orden de aves que habitan en ecosistemas terrestres. A
este grupo, pertenecen gorriones, canarios, estorninos, pinzones, cuervos, entre
otros (Bateson y Feenders, 2010). En términos generales, los paseriformes son
aves ecologica, morfologica y conductualmente diferentes, siendo un modelo

importante de investigacion bioldgica (Bateson y Feenders, 2010).

Existen diversos estudios de resistencia a los antimicrobianos realizados en
paseriformes, asi como en otras aves silvestres. Uno de ellos, fue el realizado en
Brasil por Horn y col., (2015). En este estudio identificaron los perfiles de
resistencia antimicrobiana en enterobacterias aisladas de canarios (Serinus
canaria). Las cepas aisladas presentaron mayor resistencia a las sulfonamidas,
seguido de la ampicilina y la tetraciclina; ademas se identificé un 55% de cepas

MDR.

A su vez, otra investigacion realizada por Zhang y col., en el (2017), determind el
perfil de RAM en bacterias fecales aisladas de codornices (Colinus virginianus)
en los EE. UU. Los mayores valores de CIM (Concentraciéon Minima Inhibitoria)

para E.coli y Enterococcus fueron para aminoglucosidos, betalactamicos,
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lincosamidas, entre otros; los investigadores concluyeron que la resistencia a los
antimicrobianos seria menor a la reportada en aves domésticas, pero que seria
importante realizar mas investigaciones que determinen el origen de la RAM en

estas aves (Zhang y col., 2017).

Por otra parte, Kutkowska y col., (2019), identificaron cepas de Enterococcus
resistentes a la meticilina, a la vancomicina (VRE) y teicoplanina, un 22% de
todos los aislados de Staphylococcus aureus, fueron también meticilino resistentes
(SARM); genotipicamente, se determind la presencia del gen mecA y van. Se
concluy6 que la presencia de estas resistencias, reflejarian la presencia de estas

cepas en fuentes de alimento ambientales (Kutkowska y col., 2019).

Maksimovi¢ y col., (2021) determinaron por primera vez la presencia de un
Staphylococcus aureus SARM en un canario doméstico (Serinus canaria
domestica) y confirmaron la presencia del gen mecA. Pese a no tratarse de un ave
silvestre, los autores indicaron que se deberian hacer mas estudios en
paseriformes, a fin de determinar el papel epidemiologico de esas aves como

potenciales reservorios de RAM (Maksimovic¢ y col., 2021).
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1.4. Las Islas Galapagos
1.4.1. Archipiélago de Galapagos

En 1934 el gobierno del Ecuador declar6 al archipiélago de Galdpagos, como
parque nacional (Mufioz, 2015). Considerando el valor ecoldgico de las Islas, en
1959, se determino que el 97% de la superficie terrestre seria declarada Parque
Nacional, siendo asi, la potestad del estado, la proteccién de su flora y fauna
(PNG, 2022). Este archipiélago se encuentra ubicado aproximadamente 1000 Km
de distancia de la costa del Ecuador continental y esta conformado por 127 islas e
islotes (UNESCO, 2022). Adicionalmente, Galdpagos esta rodeado por la reserva
marina, la cual posee una extension de 133000 Km®, siendo una de las mas

grandes a nivel mundial (UNESCO, 2022).

Las Islas Galapagos son consideradas tnicas en el mundo, tanto por el endemismo
de sus especies de flora y fauna, asi como por las caracteristicas unicas de su
ecosistema en general (Mufioz, 2015). Este nicho ecoldgico conserva el 95% de su
diversidad, previa la colonizaciéon humana (Tye y col., 2002); sin embargo, los
asentamientos humanos han tenido su impacto sobre las Islas (Watson y col.,

2010).

En este contexto, es importante mencionar que el 3% del archipiélago se
encuentra habitado (UNESCO, 2022) y que anualmente es visitado por un alto
namero de turistas (Walsh y col., 2010). Sin embargo, el impacto de estos dos
factores sobre las Islas, no estan completamente elucidados (Overbey y col.,

2015).
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La Isla Santa Cruz, es la isla mas poblada de archipié¢lago, con 15701 habitantes,
de un total de 25244 que tiene la provincia de Galapagos (INEC, 2015) . Esta
distribuida en 3 centros poblacionales: Puerto Ayora que corresponde al area

urbana y Bellavista y Santa Rosa que son zonas rurales (AME, 2011).

1.4.2. Pinzones de Darwin

Los pinzones de Darwin, son aves paseriformes, que fueron estudiadas por
Charles Darwin en su primera visita a las Islas Galapagos (Sato y col., 1999). Se
han descrito 19 especies de pinzones de Darwin, 18 habitan en el archipié¢lago de
Galapagos y una en la Isla de Cocos (Grant y Grant, 2014). Estas aves, se
clasifican en 5 géneros, Geospiza (terrestres), Camarhynchus (arboreas),
Platyspiza (vegetariano), Certhidia (cantor) y Pinaroloxias (pinzon Isla de Cocos)
(Grant and Grant, 2008; Skinner y col., 2014). El género Geospiza, se clasifica en
9 especies: G. magnirostris, G. conirostris, G. fortis, G. scandens, G. fuliginosa,

G. difficilis, G. acutirostris y G. septentrionalis (Michel y col., 2018).

Esta aves han sido por mucho tiempo el topico de diversos estudios basados en la
biologia de la evolucion, desplazamiento de caracteres, hibridacion, asi como de
radiacion adaptativa (Skinner y col., 2014). La radiacion adaptativa, considera dos
componentes importantes, uno es el origen de nuevas especies, es decir la
especiacion, y la otra es la adaptacion a diversos nichos ecologicos (Gavrilets y
Losos, 2009). Este evento se centra en la oportunidad ecoldgica que encuentra una
especie ancestral en un ambiente en el cual los recursos son abundantes y
subutilizados (Gavrilets y Losos, 2009). La dieta ha sido reconocida como el

principal factor de radiacion adaptativa, ya que las diferentes especies han
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desarrollado picos especializados (ver figura 3) a fin de poderse alimentar de los

recursos que tienen disponibles (Grant y Grant, 2008; Michel y col., 2018).

Radiacién Adaptativa en Pinzones de Galapagos
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Figura 3. Radiacion Adaptativa en Pinzones de Darwin (Britania, 2022).

Los pinzones terrestres (Geospiza spp.) tienden a alimentarse de semillas, frutos y
artropodos, los pinzones arbdreos se alimentan de insectos, semillas, frutos, hojas
y flores, y la especie vegetariana, posee una alimentacion a base de vegetales
(Grant y Grant, 2008). Un caso especial, es el del pinzon vampiro (Geospiza
septentrionalis) que habita en las Islas de Darwin y Wolf, el cual se alimenta de

huevos y sangre de piqueros de patas rojas (Michel y col., 2018).
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1.4.3. Resistencia a los antimicrobianos en las Islas Galapagos

Algunas investigaciones realizadas en las Islas Galapagos, han identificado la
presencia de bacterias resistentes a los antimicrobianos. Thaller y col., (2010), en
un estudio realizado en aislados de iguanas terrestres (Conoluphus pallidus) en la
Isla Santa Fe, determinaron la ausencia de cepas de enterobacterias resistentes a

antimicrobianos, con la excepciéon de dos aislados de E. coli (cepas no
dominantes). Los investigadores concluyeron que seria rara la presencia de

patrones de RAM, cuando tanto la exposiciéon como el impacto antropogénico son

minimos en el area estudiada (Thaller y col., 2010).

Por otro lado, Franco y col., en el (2011) determinaron la presencia de Salmonella
en iguanas terrestres (n=63) (Colonophus subcristatus) de la Isla Santa Cruz. Este
estudio reportd que todos los aislados obtenidos eran susceptibles a los

antimicrobianos (Franco y col., 2011a).

Wheeler y col., (2012) determinaron la presencia de RAM en cepas de E.coli y
Salmonella, aisladas de heces de igunas terrestres (Conolophus spp.), iguanas
marinas (Amblyrhynchus cristatus), tortugas gigantes (Geochelone nigra) y agua
de mar en las Islas Galapagos. Los resultados identificaron la presencia de RAM
en aquellos reptiles que habitaban en dos sitios turisticos y en una muestra de agua
de mar. Ademas, 18 (n=18/59) cepas de E. coli aisladas de 3 sitios cercanos a
Puerto Baquerizo Moreno, mostraron resistencia fenotipica a la ampicilina,
doxiciclina, tetraciclina y trimetoprima sulfametoxazol. Solo 5 cepas aisladas de
Salmonella enterica, presentaron resistencia intermedia a la doxiciclina y

tetraciclina. Los hallazgos del estudio sugieren un potencial riesgo de exposicion a
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bacterias de origen humano en reptiles en mayor proximidad con el hombre

(Wheeler y col., 2012).

Overbey y col., (2015), caracterizaron el agua de 5 playas de la Isla San Cristobal
en Galapagos, con el objetivo de determinar el impacto antropogénico en aguas
con y sin descarga residual. Se observd, que la concentacion bacteriana excedia
los pardmetros de calidad internacional para Enterococcus en aguas
recreacionales. También, se reportd una mayor RAM en cepas de E. coli en playas
en contacto con aguas residuales. Los estudios indicaron que los drenajes
contribuyen en el aumento de la resistencia a los antimicrobianos en el mar y
sugieren un impacto humano en el resistoma ambiental de las Islas Galapagos
(Overbey y col., 2015). En otro estudio realizado por Nieto y col., (2019),
identificaron y realizaron la cuantificacion de genes de resistencia a los
antimicrobianos (GRA) en heces de 30 tortugas gigantes (Chelonoidis porteri) en
la Isla Santa Cruz. Se analiz6 molecularmente un panel de 21 GRA diferentes,
observando uno o mas GRA en las muestras estudiadas. Ademas, el 35,7% de las
tortugas presentaron un perfil multirresistente. Los investigadores indicaron que
se deberian realizar mas estudios, a fin de comprender de mejor manera los
patrones de RAM y su implicacion en las diferentes especies y regiones del

archipié¢lago (Nieto y col., 2019).

Finalmente, Carillo y col., (2022), obtuvieron 20 aislados de Salmonella enterica
de reptiles en la Isla San Cristébal. Sin embargo, los aislados no presentaron
resistencia a ninguno de los antimicrobianos analizados. Los cientificos

concluyeron, que seria importante entender, si esta ausencia de RAM se debe al
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aislamiento genético de este género bacteriano en estos animales, o a la falta de

contacto entre iguanas marinas y animales domésticos (Carrillo y col., 2022).

Pese a que algunas investigaciones, han determinado la presencia de RAM, en
diferentes especies animales endémicas de las Islas Galdpagos, ninguna hasta el
momento se habia realizado en aves silvestres. El objetivo de este trabajo es el de
aportar informacion complementaria sobre la RAM, en pinzones de Darwin,
distribuidos en tres zonas (urbana, agropecuaria y protegida), de la Isla Santa

Cruz.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipdtesis

Las cepas aisladas de Escherichia coli y Enterococcus spp. a partir de
pinzones terrestres de tres diferentes zonas de la Isla Santa Cruz en
Galapagos, presentan perfiles de resistencia para antimicrobianos de
importancia critica de la lista de la OMS.

El nivel de resistencia a los antimicrobianos en las bacterias aisladas de
pinzones se ve influenciado por el grado de impacto antropogénico.

Existe una relacion clonal de las cepas de Escherichia coli con perfiles de
resistencia a antimicrobianos de pinzones terrestres en concordancia a la

zona geografica en la que habitan.
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2.2. Objetivo general

Identificar perfiles de resistencia a antimicrobianos clasificados por la
OMS como de importancia critica de maxima prioridad (betalactamicos,
colistina y vancomicina) y muy importantes (tetraciclinas) en cepas de
Escherichia coli y Enterococcus spp., aislados de pinzones terrestres
(Geospiza spp.) en tres regiones de la Isla Santa Cruz, en el archipié¢lago

de Galéapagos.

2.3. Objetivos especificos

Aislar e identificar fenotipicamente a Escherichia coli y Enterococcus spp.
a partir de hisopados cloacales de pinzones terrestres de la Isla Santa Cruz.
Determinar perfiles fenotipicos de resistencia a antibidticos sugeridos por
la AGISAR/OMS (Advisory Group on Integrated Surveillance of
Antimicrobial Resistance), tales como gentamicina, cloranfenicol,
cefotaxima, cefepima, cefoxitina, azitromicina, ampicilina, amoxicilina,
ciprofloxacina, trimetoprima sulfametoxazol y tetraciclina en Escherichia
coli; 'y gentamicina, estreptomicina, cloranfenicol, vancomicina,
eritromicina, ampicilina, ciprofloxacina y tetraciclina en Enterococcus
spp., aislados de hisopados cloacales de pinzones terrestres en la Isla Santa
Cruz.

Identificar genes de resistencia a antibidticos betalactamicos (genes
blacrx-m, blaspy, blatem v blacmy), colistina (mer-1, 2, 3, 4y 5) y
tetraciclina (tetA) en cepas de Escherichia coli aisladas, y de vancomicina

(vanA), y tetraciclina (fefM) en cepas aisladas de Enterococcus spp.
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio cont6 con el permiso de investigacion cientifica No PC 85-18
emitido por la Direcciéon del Parque Nacional Galdpagos y la Direccion de

Gestion Ambiental.

El componente molecular de la investigacion conté con el permiso a acceso a
recursos genéticos No PC - 45-19, contrato marco MAE-DNB-CM-2028-0094,
emitido por el Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica del

Gobierno del Ecuador.

3.1. Muestreo y transporte de muestras

El muestreo de pinzones terrestres de Darwin (Geospiza spp.), se lo realizé en la
Isla Santa Cruz en Galdpagos y fue aleatorio simple estratificado por zonas. Los
puntos de coleccion de muestras fueron: zona urbana (0°44” 29"S/ 90°18°28"0),
zona agropecuaria (0°41” 34"S/ 90°19°16"0 y 0°38’ 41"S/ 90°24°19"0) y zona

protegida (0°36'56.3"S/ 90°22'06.8"0O) (ver figura 4).
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Figura 4. Puntos de colecciéon de muestras en la Isla Santa Cruz, Galapagos

(fuente: ABG)

El célculo del tamafio de muestra se lo realizé en base a una poblacion infinita con
un IC del 95% y un error del 0,5% (n= 384,16). Se muestrearon un total de 128
pinzones (n= 128) en cada una de las zonas, es decir 1/3 de la poblacién total calculada en
cada area seleccionada, durante los meses de marzo a agosto de 2019. Se realizé un
esquema de colecta semanal, de manera tal, que todas las zonas fueran muestreadas

durante el mismo mes.

Las aves fueron capturadas mediante la utilizacion de redes neblina de nylon de
dimension estandar (ver figura 5), con una longitud de 12 m (75 denier / 3 ply)
(Smith y col., 1999). Estas fueron dispuestas en los puntos de muestreo entre las
5:00 y 5:30 a.m., debido a la mayor actividad que presentan las aves durante las
primera horas del dia (Smith y col., 1999); se mantuvo la red durante 4 a 6 horas

en el dia (Ralph y col., 2001)
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Figura 5. Instalacion de red neblina en diferentes puntos de muestreo

Se manipuld individualmente a las aves para la toma de la muestra (ver figura 6),
la cual consistio en un hisopado cloacal (previa impregnacion del hisopo estéril en
caldo) y posteriormente sumergido en un tubo estéril con 700 pl caldo BHI (Brain

Heart Infusion Broth; Becton, Dickinson and Company; Sparks, Maryland, USA)

Figura 6. Hisopado cloacal en pinzones terrestres de la Isla Santa Cruz
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Una vez colectada la muestra, las aves fueron marcadas en la pata izquierda con
un anillo de color (Foti y col., 2017) y posteriormente fueron liberadas. Se utilizo

diferente color de anillo por zona de muestreo (ver figura 7).

Figura 7. Marcaje de los pinzones con anillos de diferente color para cada zona

Posteriormente, las muestras fueron transportadas a 4°C a los laboratorios de la
Agencia de Regulacion y Control de la Bioseguridad y Cuarentena para
Galapagos (ABGQG); el hisopo fue retirado mediante el uso de una pinza estéril y las
muestras fueron incubadas a 37°C por 24 horas. Al dia siguiente, se afiadi6 el 20%
de glicerol (140 pl) y se procedié a congelar las muestras a -20 °C, para su
posterior traslado y analisis, en los laboratorios de Bacteriologia y Micologia y a
la Unidad de Enfermedades Transmitidas por Alimentos y Resistencia a los
Antimicrobianos (UNIETAR) de la Facultad de Medicina Veterinaria de la

Universidad Central del Ecuador.

3.2. Aislamiento e identificacion de cepas centinela en pinzones de Darwin

(Geospiza spp.)

3.2.1. Aislamiento de Escherichia coli
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Previo a realizar el aislamiento de Escherichia coli, las muestras fueron
enriquecidas en 10 ml de caldo BHI e incubadas a 37 °C por 24 horas (Hasan y
col., 2016). Posteriormente, se sembré mediante la técnica de agotamiento por
estriacion, en el medio selectivo y diferencial para enterobacterias, agar Levine
EMB (Becton Dickinson, Heidelberg/Germany); las muestras se incubaron a 37
°C por 48 horas. Se escogieron dos colonias compatibles con E. coli (colonias
azul negro con verde metalizado), confirmando su identificacion a través de

pruebas bioquimicas.

3.2.2. Identificacion bioquimica de Escherichia coli

Las 2 colonias compatibles con E. coli en el medio selectivo, fueron aisladas en
agar nutritivo (Becton, Dickinson, Sparks, Maryland, USA). La identificacion
bioquimica de la bacteria se realizd de una bateria que const6 de 5 pruebas (ver
Anexo 1): agar triple azlcar hierro o TSI (Becton Dickinson,
Heidelberg/Germany); medio de sulfuro indol para movilidad o SIM (Sulfide,
Indol, Motility; Becton, Dickinson, Sparks, Maryland, USA); agar lisina hierro o
LIA (Lysine Iron Agar; Becton, Dickinson, Sparks, Maryland, USA); agar citrato
de Simmons (Becton, Dickinson, Sparks, Maryland, USA); y caldo urea (Becton,
Dickinson, Sparks, Maryland, USA). Todas aquellas cepas de E. coli identificadas
bioquimicamente y que amplificaron para alguno de los genes en estudio, fueron
reconfirmadas mediante espectrometria de masa por la técnica de MALDI-TOF

MS.

3.2.3. Aislamiento de Enterococcus spp.

Previo a realizar el aislamiento de FEnterococcus spp., las muestras fueron
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enriquecidas en 10 ml de caldo BHI e incubadas a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente, se sembrd mediante la técnica de agotamiento por estriacion, en
el medio selectivo y diferencial CHROMagar Orientation (Becton Dickinson,
Heidelberg/Germany) y las muestras fueron incubadas a 37 °C por 48 horas.
Posteriormente, se escogieron 2 colonias compatibles con Enterococcus spp.
(colonias pequefias de color verde azulado/turquesa), a fin de realizar la

identificacion bioquimica de las colonias.

3.2.4. Identificacion bioquimica de Enterococcus spp.

La identificacion bioquimica de Enterococcus spp. fue estandarizada en base a lo
descrito por Lopardo (2016). A fin de contar con cultivo puro de las colonias
fenotipicamente compatibles con Enferococcus, estas se sembraron nuevamente
en CHROMagar Orientation, y fueron incubadas a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente se realizé la tincion Gram de las 2 colonias y se incluy6 en el

estudio a aquellas que correspondieron a cocos grampositivos.

Las colonias de cocos grampositivos fueron sembradas en agar sangre de cordero
e incubadas 37 °C por 24 horas, con el objetivo de continuar con el proceso de
tipificacion de las mismas. Para la caracterizacion de las colonias aisladas, se
realizo la prueba de hidrdlisis de la esculina en agar Bilis Esculina (Becton,
Dickinson, Sparks, Maryland, USA), las cuales fueron incubadas 37 °C por 24

horas.

Aquellas colonias que fueron positivas (color verde oliva a negro) se re aislaron
en agar sangre de cordero e incubadas 37 °C por 24 horas, y se les realiz6 las

pruebas  confirmatorias para la  determinacion de las  enzimas
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pirrolidonilarilamidasa (PYR) y leucino aminopeptidasa (LAP). Finalmente se

realiz6 la prueba de cloruro de sodio al 6,5% (ver Anexo 1).

Para la realizacion de la prueba en disco, se tomd de una a dos colonias aisladas
previamente en agar sangre de cordero, y se suspendieron en 50 pl de cloruro de
sodio estéril al 0,9% contenidos en tubos Eppendorf ®. A continucién se coloco el
disco de PYR y se incubo a 37°C + 1°C por 30 minutos; finalmente, se revelo la
prueba colocando 2 gotas de cinamaldehido, y se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente (Britania, 2020a). Las cepas positivas a la presencia de la

enzima tornaron de color rosado-rojizo, y continuaron en el estudio.

A las cepas que dieron positivas a la prueba de PYR, se les realizo la prueba para
determinacion de la enzima leucino aminopeptidasa (LAP; Laboratorio Britania,
Buenos Aires, Argentina). El procedimiento fue similar al de PYR, pero
utilizando los discos de LAP (Britania, 2020). Una reaccion positiva se evidencia

cuando la reaccion torna a un color rosado rojo.

Finalmente, se realizd la prueba de Cloruro de Sodio (NaCl) al 6,5%. Las cepas
bacterianas aisladas, fueron previamente sembradas en caldo BHI e incubadas a
37 °C por 24 horas. Al dia siguiente, se colocd 200 pl de Cloruro de Sodio al
6.5% estéril mas 80 pl del cultivo, en un pocillo de una microplaca y se incubaron
a 37 °C por 24 horas. Ademas, se colocaron 2 controles negativos, los cuales
consistieron en NaCl al 6.5% mas caldo BHI estéril. Se observd turbidez

(crecimiento) en las cepas positivas o tolerantes.

Cabe destacar que las cepas de Enterococcus spp. fenotipicamente identificadas a

través de baterias bioquimicas, fueron reconfirmadas por MALDI TOF MS.
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3.2.5. Conservacion de cepas aisladas de Escherichia coli y

Enterococcus spp.

Las cepas aisladas correspondientes a E. coli y Enterococcus spp., fueron

criopresevadas a -80 °C en caldo BHI mas 20% de glicerol.

3.2.6. Determinacion fenotipica de perfiles de resistencia a los
antimicrobianos en cepas Centinela en pinzones de Darwin

(Geospiza spp.) por el método de difusion en disco (Kirby Bauer)

El perfil fenotipico de resistencia a los antimicrobianos se efectud por el método
de Kirby Bauer descrito por Hudzicki (2009). Los antibiogramas se realizaron de
acuerdo con el protocolo estandarizado, en cajas Petri de 150 x 15 mm, donde se
colocod 60 ml de agar Mueller Hinton (Becton Dickinson, Heidelberg/Germany).
Las cepas fueron sembradas previamente en agar nutritivo para E. coli y agar
sangre para Enterococcus, e incubadas a 37 °C por 24 horas. De acuerdo a lo
descrito, se inocularon de 4 a 5 colonias en solucion salina estéril al 0,9%, hasta
ajustar la suspension a 0,5 en la escala de McFarland (Hudzicki, 2009). A
continuacion, se inoculd y estrié la cepa a analizar mediante la utilizacion de un
hisopo estéril, siguiendo las recomendaciones del protocolo; finalmente, se

colocaron los discos de los antimicrobianos a analizar (WHO / AGISAR, 2017).

Cabe destacar que se realiz6 el control de viales de antibioticos (Hudzicki, 2009)
utilizando para los antibiogramas de E.coli, la cepa de E.coli ATCC 25922y la
cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Para los andlisis en Enterococcus
spp., el control de viales se realizé con la cepa de Staphylococcus aureus ATCC

25923 y con la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CLSI, 2019).
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Los puntos de corte utilizados para la interpretacion de resultados, fueron los
indicados en el manual M100 del Instituto de Estdndares Clinicos y de

Laboratorio (CLSI, 2019).

3.2.7. Determinacion fenotipica de perfiles de resistencia a los

antimicrobianos en cepas de Escherichia coli

Los antimicrobianos utilizados fueron los de importancia para enterobacterias, de
acuerdo con lo recomendado por la AGISAR-OMS (WHO / AGISAR, 2017);
ampicilina (10 pg), ciprofloxacina de (5 pg), cefoxitina (30 pg), cefotaxima (30
ng), cefepime (30 pg), gentamicina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), tetraciclina (30
pug) y trimetoprima mas sulfametoxazol (23,57/1,25 ng) (Becton, Dickinson,
Sparks, Maryland, USA). Los datos obtenidos fueron almacenados en una base de

datos en Microsoft Excel®.

3.2.8. Determinacion fenotipica de perfiles de resistencia a los

antimicrobianos en cepas de Enterococcus spp.

Los antimicrobianos analizados fueron los de importancia para Enterococcus, de
acuerdo con lo recomendado por la AGISAR-OMS (WHO / AGISAR, 2017).,
estos fueron: ampicilina (10 pg), gentamicina (120 pg), cloranfenicol (30 pg),
tetraciclina (30 pg), vancomicina (30 pg), estreptomicina (300 pg), teicoplanina
(30 pg) y ciprofloxacina (5 pg) (Becton, Dickinson, Sparks, Maryland, USA).
Los datos obtenidos fueron almacenados en una base de datos en Microsoft

Excel®.
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3.3. Determinacion genotipica de perfiles de resistencia a los

antimicrobianos en cepas centinela en pinzones de Darwin (Geospiza

spp.)

Mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se realizo
la determinacion de los genes de resistencia antimicrobianos de importancia
critica en cepas centinela de RAM (E. coli y Enterococcus spp.) aislados de
pinzones terrestres de Darwin. Estos fueron en E. coli: genes de resistencia a
antibioticos betalactamicos (genes blactx-m, , blasuy, blatem y blacmy); gen de
resistencia a la tetraciclina (zetA); y genes de resistencia a la colistina (mcr-1, 2, 3,
4y 5). En Enterococcus, se determino el gen de resistencia a la vancomicina
(vanA) y el gen de resistencia a la tetraciclina (zefM). Los protocolos se describen

a continuacion.

3.3.1. Extraccion de acidos nucleicos en cepas aisladas de Escherichia

coli'y Enterococcus spp.:_

Se realizo la extraccion de ADN de las cepas aisladas de E.coli y Enterococcus
spp., mediante la técnica modificada de lisis por ebullicion descrita por (Millar y
col., 2000). Las cepas fueron cultivadas en agar nutritivo (E. coli) y agar sangre
(Enterococcus) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Para la extraccion del material
genético, se tomaron de 2 a 3 colonias del cultivo, con un asa calibrada estéril de 1
pL; las colonias fueron suspendidas y homogenizadas en 300 uL de buffer TE 1X
(10mM Tris-HCl, 1mM EDTA). Posteriormente, las suspensiones fueron
colocadas en un termobloque a 95 °C por 20 minutos. A continuacion, se

centrifugd a 13 300 r.p.m. durante 3 minutos, y se colocd el sobrenadante
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mediante el uso de una micropipeta, en un tubo eppendorf ® nuevo. El material

genético fue almacenado a -20 °C.

3.3.2. Determinacion de genes de resistencia de antimicrobianos de

importancia critica en cepas de Escherichia coli

Se realizo la determinacion genotipica de resistencia a los antimicrobianos por
PCR convencional de E. coli aisladas de pinzones terrestres de Darwin. Se
determino la presencia de genes que codifican para betalactamasas, tetraciclina y

colistina, como se describen a continuacion.

3.3.2.1. Identificacion de genes de betalactamas (blacrx-m,

blatem, blasuv y blacwy)

En cepas de E. coli con perfil fenotipico de resistencia a los betalactaimicos
(cefotaxima y ampicilina), se analizé la presencia de los genes de resistencia que
codifican para betalactamasas. La betalactamasa CTX-M general (blacrx-m), s€
realiz6 de acuerdo al protocolo descrito por (Hasman y col., 2005). Los genes que
codifican para las betalactamasas TEM (blatem), SHV (blaspy) y CMY (blacmy)

se realizaron de acuerdo con el protocolo descrito por Dierikx y col., (2010).

La secuencia de los primers utilizados, asi como las condiciones de la PCR y
concentraciones del Master Mix (Promega, Madison, Winsconsin, USA) se

encuentran descritas en la seccion de anexos (ver Anexo 2).

Las reacciones de PCR se trabajaron a un volumen final de 15 pl y los amplicones
fueron visualizados en un gel de agarosa (Promega, Madison, Winsconsin, USA)

al 1.5% tefiido con SYBR safe (Invitrogen, Paisley, UK) en relacion de 1 ul/10 ml
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de TBE 0.5X.

Los fragmentos amplificados fueron de: 593 pb (blactx-m), 964 pb (blatem), 795

pb (blaSHv) y 1117 pb (blaCMy).

3.3.2.2. Identificacion de gen de resistencia a la tetraciclina

(tetA)

El gen de resistencia a la tetraciclina, tetA, fue determinado de acuerdo al
protocolo descrito por Pantozzi(2018). La secuencia de los primers utilizados, asi
como las condiciones de la PCR y la concentracion del Master Mix se encuentran

descritas en la seccion de anexos (ver Anexo 2).

La reacciéon de PCR se trabajé a un volumen final de 15 pl y el fragmento
amplificado fue visualizados en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR safe

(SYBR Safe DNA Gel Stain) en relacion de 1 pl/10 ml de TBE 0.5

3.3.2.3. Identificacion de gen de resistencia a la colistina (mcr-1

ajd)

La Multiplex-PCR para la amplificacion de los genes de resistencia a la colistina
(mcr-1, mer-2, mer-3, mer-4 'y mer-5), fue realizado de acuerdo a lo descrito por
(Rebelo y col., 2018). La secuencia de los primers utilizados, asi como las
condiciones de la PCR y la concentracién del Master Mix se encuentran descritas

en la seccion de anexos (ver Anexo 2).

La reacciéon de PCR se trabajé a un volumen final de 15 pl y el fragmento

amplificado fue visualizado en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR safe
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(SYBR Safe DNA Gel Stain) en relacion de 1 pl/10 ml de TBE 0.5X.

3.3.3. Determinacion de genes de resistencia de importancia critica

en cepas de Enterococcus spp.

3.3.3.1. Identificacion de gen de resistencia a la vancomicina

(vanA)

La identificacion del gen vanA que codifica para la resistencia a la vancomicina,
fue realizada de acuerdo a lo descrito por (Dutka y col., 1995). La secuencia de
los primers utilizados, las condiciones de la PCR y la concentracion del Master

Mix se encuentran descritas en la seccion de anexos (ver Anexo 3).

La reacciéon de PCR se trabajé a un volumen final de 15 pl y el fragmento
amplificado fue visualizado en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR safe

(SYBR Safe DNA Gel Stain) en relacién de 1 pl/10 ml de TBE 0.5X.

3.3.3.2. Identificacion de gen de resistencia a la tetraciclina

(tetM)

El gen de resistencia a la tetraciclina, fefM, fue determinado mediante la PCR
descrita por Cochetti y col., (2005). La secuencia de los primers utilizados, las
condiciones de la PCR y la concentracién del Master Mix se encuentran descritas

en la seccion de anexos (ver Anexo 3).

La reacciéon de PCR se trabajé a un volumen final de 15 pl y el fragmento
amplificado fue visualizado en un gel de agarosa al 1,5% tefiido con SYBR safe

(SYBR Safe DNA Gel Stain) en relacién de 1 pl/10 ml de TBE 0.5X.
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3.4. Genotipificacion de aislados de Escherichia coli mediante

Electroforesis en Gel de Campo Pulsado.

La Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE), es una técnica utilizada para
la diferenciacion genotipica entre aislados bacterianos del mismo tipo. Esta
metodologia se utiliz6 para la determinacion de clonalidad entre 22 cepas de E.
coli, aisladas de tres zonas (urbana, agropecuaria y protegida)) de la Isla. El
criterio de inclusion de las cepas fue que dentro de los meses de mayo a agosto del
2019 compartieran un perfil similar de resistencia antimicrobiana entre zonas

muestreadas (ver tabla 2)
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Tabla 2. Parametros de Inclusion de Cepas de Escherichia coli analizadas por la

técnica de PFGE.
Mes de Toma de Muestra Cédigo Muestra Zona de la Muestra LG Fenot}pl'co de.Res1stenc1a
Antimicrobiana
Mayo PTMBO51a Urbana Sensible
Junio PTMBO070a Urbana A+F
Junio PTMBO072b Urbana T+SXT
Julio PTMB098a Urbana A+F
Julio PTMB102a Urbana Sensible
Agosto PTMBI128a Urbana T+SXT+C
Agosto PTMB130a Urbana Sensible
Mayo PTMBe021b Agropecuaria A+F
Junio PTMBe038a Agropecuaria T+SXT+C
Junio PTMBe050c Agropecuaria Sensible
Junio PTMBe051a Agropecuaria Sensible
Julio PTMBe065b Agropecuaria Sensible
Julio PTMBe090b Agropecuaria A+F
Agosto PTMBel18a Agropecuaria Sensible
Agosto PTMBe118b Agropecuaria T+SXT
Mayo PTMKO022a Protegida A+F
Mayo PTMKO027a Protegida Sensible
Junio PTMKO032a Protegida A+T
Julio PTMKO053b Protegida A+F
Julio PTMKO062a Protegida Sensible
Agosto PTMK117b Protegida A+F
Agosto PTMK120b Protegida Sensible

A: Ampicilina, F: Cefoxitina, T: Tetraciclina, SXT: Trimetoprima Sulfametoxazol,

CL: Cloranfenicol.

El protocolo utilizado fue el descrito por la Red Pulsenet para “Escherichia coli
O157:H7, E.coli non-O157 (STEC), Salmonella serotipos, Shigella sonnei 'y

Shigella flexneri > (Centers for Disease Control and Prevention., 2017).

En sintesis, las cepas de E. coli seleccionadas, fueron cultivadas en agar tripticasa
de soya (BD Tryptic Soy Agar) por 24 horas a 37°C; al dia siguiente se realizo6 la
suspension celular. Las células bacterianas fueron mezcladas en agarosa de bajo
punto de fusion al 1% (SeaKem® Gold Agarose / SKG) con el objetivo de hacer
los moldes o plugs. Posteriormente, las células fueron lisadas a fin de que el ADN
quede libre dentro del p/ug utilizando buffer de lisis celular (50 mM Tris:50 mM

EDTA, pH 8.0 + 1% Sarcosil) y la enzima Proteinasa K (Promega); la digestion
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de ADN se hizo con la enzima de restriccion Xbal (Promega) 50 U/ muestra. La
separacion de los fragmentos en campo pulsado, se corrieron en un gel de agarosa
SKG al 1% con un sistema CHEF-DR III (CHEF-DR III Variable Angle System

Biorad).

Las condiciones de electroforesis fueron: tiempo de conmutacion inicial de 6.76
segundos, tiempo de conmutacion final de 35.38 segundos, voltaje de 6V de 17 a
20 horas. Finalmente, se tifido el gel con bromuro de etidio en proporcion de
10mg/ml (soluciéon de 500 ml de agua ultrapura) durante 60 a 90 minutos (al
menos 3 cambios de solucion cada 20 minutos aproximadamente. Se visualizd

mediante luz UV.

El control utilizado como marcador de peso molecular fue Salmonella serovar

Braenderup H9812.

3.4.1. Analisis Clonalidad

El andlisis de los resultados de la PFGE se realizé utilizando el programa
Bionumerics version 8.0. Se generaron 4 dendrogramas, 1 de cada zona (urbana,
agropecuaria y protegida) y otro de las tres zonas juntas. El método de
agrupamiento utilizado en los dendogramas fue UPGMA (Unweighted Pair Group

Method with Arithmetic Mean) con una tolerancia del 1%.

3.5. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los datos correspondientes a la proporcion de cepas de
bacterias centinela aisladas y la asociacion entre perfil fenotipico de resistencia y

las tres zonas muestreadas, se realizd mediante la prueba de Chi cuadrado para
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diferencia de proporciones. Se considerdé como significativo un valor de p=<0,05,
con un nivel de confianza (CI) del 95%. Se utiliz6 el programa estadistico on line

WinEpi © (2006).
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4. RESULTADOS

4.1. Aislamiento e identificacion de cepas centinela en pinzones de Darwin

(Geospiza spp.)

De un total de 384 muestras colectadas (n=384), ser aislaron 136 cepas de E. coli

y 332 cepas de Enterococcus spp.

La distribucion de los aislamientos de bacterias indicadoras segun la zona se
expresa en la tabla 3. Las proporciones de los aislamientos de E. coli y

Enterococcus spp., se asociaron a la zona de muestreo (p < 0,05).

Tabla 3. Numero y Porcentaje de Cepas Centinela Aisladas de Pinzones

(Geospiza spp.) de acuerdo con la Zona de Muestreo en la Isla Santa Cruz.

| Zonas muestreadas |

Bacterias Zona Zona Total Cepas
Urbana Agropecuari Protegid . P (< 0,05
indicadoras Zona Urbana Agropecu a g Aisladas (<0,05)
a
n (%) n (%) n (%) n (%) 0,0001
Escherichia coli 26 (19%) 64 (47%) 46(34%) 136 0,0001
Enterococcu s spp. 135(41%) 114 (34%) 83(25%) 332 0,0001

En la etapa de identificacion bacteriana se registrd un nimero notable de cepas de
Enterobacter spp. (n=206). Pese a no estar considerado en el estudio, se lo valord
por su frecuencia de aislamiento como una posible especie centinela dentro de los
bacilos gramnegativos. Es asi que, el 44% (n= 90/206) de las cepas
correspondieron a la zona urbana, 27% (n= 55/206) a la zona agropecuaria y el

30% (n= 61/206) a la zona protegida de la Isla Santa Cruz.
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Finalmente se determind la existencia de una diferencia de proporciones
(p<0,0001) entre los aislamientos de las cepas centinela en este estudio. El género
Enterococcus spp. fue aislado en mayor porcentaje que E. coli y Enterobacter
spp. (p<0,0001), y Enterobacter spp. fue aislado en mayor porcentaje que E. coli

(p<0,0001).

El porcentaje de aislamiento de cada cepa bacteriana, vario de acuerdo con la zona

de muestreo (ver tabla 4).

Tabla 4. Diferencia de proporciones (p<0,05) de Cepas Centinela Aisladas de

Pinzones (Geospiza spp.) de acuerdo con la Zona de Muestreo en la Isla Santa

Cruz.
[ Zonas muestreadas |
Bacterias indicadoras Zona Urbana Zona Agropecuaria Zona Protegida  Total Muestras P (<0,05)
% % % n P
Escherichia coli 19,12% 47,10% 33,80% 128 0,0001
Enterococcus spp. 40,70% 34,30% 25,00% 128 0,0280
Enterobacter spp. 43,70% 26,70% 29,60% 128 0,0086

4.2. Determinacion de resistencia a los antimicrobianos.

4.2.1. Determinacion fenotipica y perfiles de resistencia a los

antimicrobianos en Escherichia coli

Se determind fenotipicamente la resistencia a los antimicrobianos (WHO /
AGISAR, 2017) de 136 cepas aisladas de E.coli. Se identificd una resistencia del
50% (n= 68/136) a la ampicilina, 31,6% (n= 43/136) a tetraciclina, 18,4% (n=
25/136) a trimetoprima sulfametoxazol, 14,7% (n=20/136) a cloranfenicol, 11,1%
(n= 15/136) a la cefoxitina, 6,6% (n= 9/136) a ciprofloxacina 0,7% (n= 1/136) a

cefotaxima, 0,7% a cefepime (1/136) y 0% (n= 0/136) a gentamicina. A su vez, se
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determind la resistencia por zonas muestreadas de la Isla (ver figura 8). Se
determind la asociacion entre la RAM vy las tres zonas muestreadas (p<0,05)
(Anexo 4). Los antimicrobianos que mostraron una diferencia estadisticamente
significativa, fueron ampicilina (p<0,0001), tetraciclina (p < 0,0001),

trimetroprima sulfametoxazol (p < 0,0035) y cloranfenicol (p < 0,0084).

En este contexto, se observo la misma proporcion de resistencia a la ampicilina
entre la zona agropecuaria y protegida de la Isla (p< 0,500). Con respecto a la
tetraciclina, trimetroprima sulfametozaxol y cloranfenicol, estas mostraron una

proporcion significativamente mayor (p <0,0001) en la zona agropecuaria.

25,00

20,00

15,00

10,00

% de Resistencia Antimicrobiana

500 -
0,00 e

A% F% % FE% |GM% | T% |SXT%  Cl% CL%

® Urbana 5,15 2,21 0,00 0,00 0,00 3,68 2,94 0,74 2,21

| Agropecuaria| 22,06 | 588 | 0,74 | 0,74 | 0,00 [22,08] [1176] 2,94 [o,56]
Protegida | 22,79 | 2,94 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 588 | 3,68 2,94 | 2,94

A: Ampicilina, F: Cefoxitina, C: Cefotaxima, FE: Cefepime, GM: Gentamicina, T:

Tetraciclina, SXT: Trimetoprima Sulfametoxazol, CI: Ciprofloxacina, CL: Cloranfenicol.

Figura 8. Proporcion de RAM en cepas de Escherichia coli aisladas de las zonas

urbana, agropecuaria y protegida de la Isla Santa Cruz.
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Se identificaron 26 cepas de E.coli multiresistentes (MDR), es decir resistentes a
tres 0 mas clases de antimicrobianos (CDC, 2019). El 3,84% (n= 1/26) de las
cepas presentd un perfil de resistencia para ocho antimicrobianos, el 11,5% (n=
3/26) para cinco antimicrobianos, el 50% (n= 13/26) para cuatro antimicrobianos

y el 34,6% (n= 9/26) presento resistencia para tres antimicrobianos diferentes.

Los perfiles de resistencia a los antimicrobianos en las cepas aisladas de E. coli, se

presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Perfil Fenotipico de Resistencia Antimicrobiana en Cepas de

Escherichia coli aisladas de Pinzones (Geospiza spp.)

el Perfil
A+F+C+FE+T+SXT+CI+CL 8 1 1
A+F+T+SXT+CL 5 1 1
A+F+T+SXT+CI 5 1 1
A+T+SXT+CI+CL 5 1 1
A+F+T+CL 4 2 )
A+T+SXT+CIP 4 3 3
A+T+SXT+CL 4 6 6
A+T+CIP+CL 4 1 1
T+SXT+CI+CL 4 1 1
A+F+T 3 2 2
A+T+SXT 3 2 )
A+T+CL 3 1 1
A+SXT+CI 3 1 |
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T+SXT+CL 3 3 3
A+F 2 8 0
A+T 2 7 0
A+SXT 2 3 0
A+CI 2 1 0
A+CL 2 1 0
T+SXT 2 2 0
A 1 26 0
T 1 9 0
CI 1 2 0
SENSIBLES 0 51 0

A: Ampicilina, F: Cefoxitina, C: Cefotaxima, FE: Cefepime, T: Tetraciclina, SXT:

Trimetoprima Sulfametoxazol, CI: Ciprofloxacina, CL: Cloranfenicol.

4.2.2. Determinacion de genes de resistencia a los antimicrobianos de

importancia critica en Escherichia coli

4.2.2.1. Identificacion de genes de betalactamas (blacrx-m,

blatem, blasuv y blacwy)

Se identificaron los genes que codifican para betalactamasas, de acuerdo con los
pardmetros de inclusion fenotipicos de resistencia. En este sentido, no se
identifico el gen blacrxm en la cepa de E. coli (n= 1/136) con resistencia

fenotipica a la cefotaxima.

Por otro lado, se identificé el gen blarem en el 23,5% (n=16/68) de las cepas de E.

coli, el gen blaspy en 1,5% (n=1/68) de la cepa de E. coli, y no se identifico el gen
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blacyy (n= 0/68) (ver Figura 9).
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Figura 9. Producto de amplificacion del gen blatem (A) y gen blasyy (B) en las
zonas agropecuaria (Be) y protegida (K) de la Isla Santa Cruz; control positivo

(C+), control negativo (C-), marcador de peso molecular (L).

Se diferencio el porcentaje de amplificacion de los genes blacrx-wm, blatem, blasny
y blacmy, en las diferentes zonas muestreadas (ver figura 7). El gen que codifica
para la betalactamasa blatpm se identifico en cepas de E. coli (n= 11/16)
correspondientes a la zona agropecuaria y cepas de E. coli (n= 5/ 16) de la zona
protegida de la Isla; el gen blasuy solo se identificod en la zona protegida (n= 1/1);

ver porcentajes en la figura 10.
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Figura 10. Proporcion de cepas de Escherichia coli fenotipicamente resistentes a
la ampicilina en las que se identificaron los genes blargm, blasyy en las zonas

agropecuaria y protegida de la Isla Santa Cruz.

En las cepas de E. coli de la zona urbana no se identificaron genes de

betalactamasas de espectro extendido.

4.2.2.2. Identificacion de gen de resistencia a la tetraciclina

(tetA)

Se identificod el gen fetA en el 83,7% (n= 36/43) de las cepas fenotipicamente

resistentes a la tetraciclina (ver Figura 11).
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Figura 11. Producto de amplificacion del gen fefA en cepas de Escherichia coli
correspondiente a las zonas urbana (B), agropecuaria (Be) y protegida (K) de la

Isla Santa Cruz; control positivo (C+), control negativo (C-), marcador de peso

molecular (L).

De acuerdo con la zona muestreada, el porcentaje en las diferentes zonas de la Isla
se muestra en la figura 12. El mayor niimero de cepas positivas al gen fetA (n=
26/36) se observaron en la zona agropecuaria; la zona urbana (n= 4/36) y
protegida (n= 6/36) amplificaron en bajo niumero el gen sin embargo no existid

diferencia significativa entre estas dos zonas.
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Figura 12. Proporcion de cepas de Escherichia coli fenotipicamente resistentes a
la tetraciclina en las que se identifico el gen tetA en las zonas urbana,

agropecuaria y protegida de la Isla Santa Cruz.

4.2.2.3. Identificacion de genes de resistencia a la colistina (mcr-

1a5))

Los genes de resistencia a la colistina mcr-1, mcr-2, mecr-3, mer-4 'y mcr-5 no
fueron identificados en los aislados de E. coli de la Isla Santa Cruz (n= 0/136).

Los controles positivos amplificaron los fragmentos esperados (ver Figura 13).
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Figura 13. Muestras negativas en reaccion Multiplex PCR para la identificacion
de los genes mcr-1 a mcr-5 en cepas de Escherichia coli de la zona agropecuaria

(Be) y protegida (K) de la Isla Santa Cruz; control positivo (C+), control negativo

(C-), marcador de peso molecular (L).

4.2.3. Determinacion fenotipica de perfiles de resistencia a los

antimicrobianos en Enterococcus spp.

Se determind fenotipicamente la resistencia a los antimicrobianos (WHO /

AGISAR, 2017) de 332 cepas aisladas de Enterococcus spp. Se registrd una

resistencia del

19,58% (n= 65/332) a la tetraciclina, 6,93% (n= 23/332) a la estreptomicina,
5,72% (4/332) a la ciprofloxacina, 2,41% (n= 8/332) a la vancomicina, 1,81% (n=
6/332) a la ampicilina, 1,81% (n= 6/332) al cloranfenicol, 1,20% (n= 4/332) a la

gentamicina 'y 1,20% (n=4/332) a la teicoplanina.
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El porcentaje de resistencia por zonas muestreadas de la Isla varié dependiendo
del antibiotico y de la zona muestreada (ver Figura 14). Se determind la
asociacion entre la RAM y la zona muestreada (p<0,05). Estas fueron
estadisticamente significativas para tetraciclina (p<0.0105), estreptomicina
(p<0,0009) y ciprofloxacina (p< 0,0076). En la zona agropecuaria se observd una

mayor proporcion de RAM para los 3 antimicrobianos (p< 0,0001).
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8,00
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2,00

% Resistencia Antimicrobianos

00 A% eM% A%  T% VA% s% TC% Q%

 Urbana 030 1,20 1,20 602 09 09 060 181
Agropecuaria| 0,60 000 030 {964} 09 {48 o030 {363

Protegida 09 000 030 392 060 120 060 030

A: Ampicilina, GM: Gentamicina CI: Ciprofloxacina, CL: Cloranfenicol, S:

Estreptomicina, T: Tetraciclina, TC: Teicoplanina, VA: Vancomicina

Figura 14. Proporcion de RAM en cepas de Enterococcus spp. aisladas de las

zonas urbana, agropecuaria y protegida de la Isla Santa Cruz.

Se identificaron 7 cepas de Enterococcus spp. MDR. El 57,1% (n= 4/7) de las

cepas present6d un perfil de resistencia para 4 antimicrobianos, el 42,9% (n= 3/7)
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para 3 antimicrobianos diferentes.

Los perfiles de resistencia a los antimicrobianos en las cepas aisladas de

Enterococcus spp., se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Perfil Fenotipico de Resistencia Antimicrobiana en Cepas de

Enterococcus spp. aisladas de Pinzones (Geospiza spp.).

Numero de Cepas Multirresistenci

Perfil Numero Antibioticos con el Perfil a (MDR)

A+T+VA+TC 4 3 3
T+S+Cl 3 2 2
CL+T+ClI 3 1 1
CL+T+S 3 1 1
CL+T 2 4 0
S+Cl 2 1 0
T+Cl 2 3 0
T+S 2 10 0
VA+TC 2 1 0
A 1 3 0
GM 1 4 0
1 41 0
S 1 9 0
Cl 1 12 0

No Sensibles NA 77 NA

Sensible NA 160 NA

A:
Ampicilina, GM: Gentamicina CI: Ciprofloxacina, CL: Cloranfenicol, S: Estreptomicina,

T: Tetraciclina, TC: Teicoplanina, VA: Vancomicina
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4.2.4. Determinacion de genes de resistencia a los antimicrobianos de

importancia critica en Enterococcus spp.

4.24.1. Identificacion de gen resistencia a la vancomicina

(vanA)

El gen de resistencia vanA no fue identificado en los aislados de Enterococcus
spp. con perfil fenotipico de resistencia a la vancomicina (n= 8/332). El control

positivo amplifico el fragmento esperado (ver Figura 15).
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Figura 15. Muestras negativas para identificacion por PCR del gen vanA en cepas
de Enterococcus spp. de la zona urbana (B), agropecuaria (Be) y protegida (K) de
la Isla Santa Cruz; control positivo (C+), control negativo (C-), marcador de peso

molecular (L).

4.2.5. Identificacion del gen de resistencia a la tetraciclina (fefM)

Se identifico el gen tetM en el 75,4% (n= 49/65) de las cepas fenotipicamente

resistentes a la tetraciclina (ver Figura 16).
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Enterococcus spp. correspondientes a la zona urbana (B) de la Isla Santa Cruz;

control positivo (C+), control negativo (C-), marcador de peso molecular (L).

En la Figura 17 se muestran los porcentajes de resistencia segin la zona
muestreada de la Isla. El gen se identific6 en mayor niimero en la zona
agropecuaria (n= 24/49); se observaron 12/49 cepas positivas al gen tetM en la

zona urbana y 6/49 en la zona protegida, sin embargo no existio diferencia

significativa entre estas.
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Figura 17. Proporcion de cepas de Enterococcus spp. fenotipicamente resistentes

a la tetraciclina en las que se identifico el gen fetM en las zonas urbana,
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agropecuaria y protegida de la Isla Santa Cruz.

4.3. Determinacion fenotipica y perfiles de resistencia a los

antimicrobianos en Enterobacter spp.

Se determind fenotipicamente la resistencia a los antimicrobianos (WHO /
AGISAR, 2017) en 206 cepas aisladas de Enterobater spp. Se identificé una

resistencia del

85,9% (n= 177/206) a la ampicilina, 76,2% (157/206) a la cefoxitina, 16,5% (n=
34/206) a la cefotaxima, 15,1% (n= 31/206) a cefepima, 13,6% (n= 28/206) a la
ciprofloxacina, 8,7% (n= 18/206) a la tetraciclina, 6,3% (n= 13/206) a Ia
gentamicina, 1,9% (n= 4/206) al cloranfenicol y 1,4% (n= 3/206) a Ila

trimetoprima sulfametoxazol.

El porcentaje de resistencia por zonas muestreadas de la Isla, vario dependiendo

del antibidtico y de la zona muestreada (ver Figura 18).

Se determind la asociacion entre la RAM y la zona muestreada (p <0,05), sin
embargo, no se identificé diferencia estadisticamente significativa para ninguno

de los antimicrobianos (p< 0, 0619).
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A: Ampicilina, F: Cefoxitina, C: Cefotaxima, FE: Cefepime, T: Tetraciclina, SXT:

Trimetoprima Sulfametoxazol, CI: Ciprofloxacina, CL: Cloranfenicol.

Figura 18. Proporcion de RAM en cepas de Enterobacter spp. aisladas de las

zonas urbana, agropecuaria y protegida de la Isla Santa Cruz.

Se observaron 49 cepas de Enterobacter spp. MDR. El 2% (n= 1/49) de las cepas

presentd un perfil de resistencia para 8 antimicrobianos, el 18,4% (n= 9/49) para 6

antimicrobianos, el 22,4% (n= 11/49) para 5 antimicrobianos, el 26,5% (n= 13/49)

para 4 antimicrobianos y el 34,7% (n= 17/49) presentd resistencia para 3

antimicrobianos diferentes.

Los perfiles de resistencia a los antimicrobianos en las cepas aisladas de
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Enterobater spp., se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Perfil Fenotipico de Resistencia Antimicrobiana en cepas de

Enterobacter spp. aisladas de Pinzones (Geospiza spp.)

Perfil Numero Numero de Cepas Multirresisntecia
Antibiodticos con el Perfil (MDR)
A+F+C+FE+GM+CI+CL 8 1 1
A+F+C+FE+GM+T
A+F+C+FE+GM+CI
A+F+C+FE+T+CI
A+F+CH+FE+SXT+CI
A+C+FE+GM+CIP
A+F+C+FE+SXT
A+F+C+T+CI
A+F+C+FE+CI
A+F+C+FE+GM
A+F+FE+GM+CI
A+F+T+CI+CL
F+FE+GM+T+CI
A+F+C+FE
A+F+C+T
A+F+FE+T
A+F+FE+CI
A+F+T+CL
A+T+SXT+CL
A+F+C
A+F+GM
A+F+T
A+F+CI
A+F
A+T
FE+CI
A
F
T
CI
SENSIBLE 0

W B O = = WM — W —m = e B e o s OGN

[ N3
w s — K

—m = m RO NN WWWWADRDRERADRDUOUULUUWULUL UKL UK A
—_

SO OO OO OO W = O = = W= N = e e N e e = = O

R
Z
>

A: Ampicilina, F: Cefoxitina, C: Cefotaxima, FE: Cefepime, T: Tetraciclina, SXT:

Trimetoprima Sulfametoxazol, CI: Ciprofloxacina, CL: Cloranfenicol.

4.3.1. Determinacion de genes de resistencia a los antimicrobianos de

importancia critica en Enterobacter spp.

4.3.1.1. Identificacion de genes de betalactamas (blacrx-m,

blatem, blasuv y blacwy)

Al igual que para E. coli, se identificaron los genes que codifican para
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betalactamasas, de acuerdo con los parametros de inclusion fenotipicos de

resistencia.

Se identifico el gen blacrxm en el 11,8% (n= 4/34) de las cepas de Enterobacter

spp. con resistencia fenotipica a la cefotaxima (ver Figura 19).
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Figura 19. Producto de amplificacion del gen blactx-m en la zona agropecuaria

(Be) de la Isla Santa Cruz; control positivo (C+), control negativo (C-), marcador

de peso molecular (L).

Los genes que codifican para las betalactamasas blargm, blasny y blacmy, fueron
rastreados en aquellas cepas fenotipicamente resistentes a la ampicilina (n=
177/206). Asi, blarpm se determiné en el 3,95% (n= 7/177) de las cepas, , blasnyy

en el 2,26% (n=4/177)y blacmy en el 0,6% (n= 1/177) de las cepas (ver Figura

20).
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Figura 20. Producto de amplificacion del gen blarem (A), gen blaspy (B) y
blacmy (C) en las zonas urbana (B), zona agropecuaria (Be) y protegida (K) de la
Isla Santa Cruz; control positivo (C+), control negativo (C-), marcador de peso

molecular (L).

También, se determind el porcentaje para los genes blacrx-m, blartem, blaspy 'y
blacmy, en las tres zonas muestreadas (ver figura 21). El gen que codifica para la
betalactamasa blacrx.v se observé en cepas de Enterobacter spp. (n=4/4)
correspondientes a la zona agropecuaria; los genes para blargm, se determind en la
zona urbana (n= 1/7), en la zona agropecuaria (n= 3/7) y en la zona protegida (n=
3/7). Los genes para la enzima blasyy se identificaron en la zona urbana (n= 1/4),
en la zona agropecuaria (n= 2/4) y en la zona protegida (n= 1/4). Solo una cepa

amplifico para el gen blacmy (n= 1/1) y esta correspondid a la zona agropecuaria
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Figura 21. Proporcion de cepas de Enterobacter spp. fenotipicamente resistentes

a la ampicilina en las que se identificaron los genes blacrx-m, blarem, blaspy 'y

blacmy en las zonas agropecuaria y protegida de la Isla Santa Cruz.

4.3.1.2.

(tetA)

Identificacion de gen de resistencia a la tetraciclina

EL gen tetA que codifica para la resistencia a la tetraciclina, se observo en el

16,7% (n= 3/18) de las cepas fenotipicamente resistentes a la tetraciclina (ver

Figura 22).
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Figura 22. Producto de amplificacion del gen fetA en cepas de Enterobacter spp.

correspondientes a las zonas urbana (B), agropecuaria (Be) y protegida (K) de la

Isla Santa Cruz; control positivo (C+), control negativo (C-), marcador de peso

molecular (L).

A su vez, se determind el porcentaje de resistencia de acuerdo con las zonas

muestreadas en la Isla (ver Figura 23). El mayor numero de cepas positivas al gen

tetA (n=2/3) se observé en la zona agropecuaria; se identificd una cepa en la zona

protegida (n= 1/3), y no hubo amplificacion del gen en la zona urbana (0/3).
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Figura 23. Proporcion de cepas de Enterobacter spp. fenotipicamente resistentes

a la tetraciclina en las que se identificod el gen fetA en las zonas agropecuaria y

protegida de la Isla Santa Cruz.
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El gen fetA no se identificéd en el 83,3% (n= 15/18) de las cepas de Enterobacter

spp. fenotipicamente resistentes a la tetraciclina.

4.3.1.3. Identificacion de genes de resistencia a la colistina (mcr-

1a5))

Genes de resistencia a la colistina mcr-1, mcr-2, mer-3, mer-4 y mer-5, no fueron
identificados en los aislados de Enterobacter spp. en ningun aislado de las tres

zonas de la Isla Santa Cruz (n= 0/206).

4.4. Resistencia antimicrobiana integral en pinzones de Darwin

Los resultados fenotipicos y genotipicos de la resistencia a los antimicrobianos

en cepas bacterianas centinela de pinzones se pueden observar en la tabla 8.
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Tabla 8. Perfil Fenotipico y Genotipico de Resistencia Antimicrobiana en Cepas

de Centinela aisladas de Pinzones (Geospiza spp.)

Cepa Perfil de Resistencia Genes de Resistencia Numero de Cepas
Escherichia coli ~ A+F+C+FE+T+SXT+CI+CL blaTEM,; tetA 1
Escherichia coli A+F+T+SXT+CI tetA 1
Escherichia coli A+F+T+SXT+CL tetA 1
Escherichia coli A+T+SXT+CI+CL blaTEM; tetA 1
Escherichia coli A+F+T+CL tetA 2
Escherichia coli A+T+SXT+CI blaTEM; tetA 3
Escherichia coli A+T+SXT+CL blaTEM; tetA 5
Escherichia coli A+T+SXT+CL tetA 1
Escherichia coli A+T+CI+CL tetA 1
Escherichia coli A+F+T tetA 1
Escherichia coli A+T+SXT blaTEM; tetA 2
Escherichia coli A+T+CL tetA 1
Escherichia coli A+SXT+CI blaTEM 1
Escherichia coli A+T tetA 4
Escherichia coli A+SXT blaTEM 3
Escherichia coli T+SXT+CI+CL tetA 1
Escherichia coli T+SXT+CL tetA 3
Escherichia coli T+SXT tetA 2
Escherichia coli A blaSHV 1
Escherichia coli T tetA 6

Enterococcus A+T+VA+TC tetM 2
Enterococcus T+S+CI tetM 2
Enterococcus CL+T tetM 4
Enterococcus T+CI tetM 2
Enterococcus T+S tetM 7
Enterococcus CL+T+S tetM 1
Enterococcus T tetM 31
Enterobacter spp. ~ A+F+C+FE+GM+T+CI+CL blaTEM; blaSHV 1
Enterobacter spp. A+F+C+FE+GM+T blaCTXM 1
Enterobacter spp. A+F+C+FE+GM+CI blaCTXM 1
Enterobacter spp. A+F+T+CIP+CL tetA 1
Enterobacter spp. A+F+C+FE blaTEM 1
Enterobacter spp. A+F+FE+CI blaCTXM; blaTEM;blaSHV 1
Enterobacter spp. A+F+C+T blaTEM 1
Enterobacter spp. A+F+T+CL tetA 1
Enterobacter spp. A+T+SXT+CL tetA 1
Enterobacter spp. A+F+C blaCTXM 1
Enterobacter spp. A+F+GM blaSHV 1
Enterobacter spp. A+F blaTEM 1
Enterobacter spp. A+F blaTEM 1
Enterobacter spp. A+F tetA 1
Enterobacter spp. A blaTEM 1
Enterobacter spp. A blaCMY 1

A: Ampicilina, F: Cefoxitina, C: Cefotaxima, FE: Cefepime, T: Tetraciclina, SXT:

Trimetoprima Sulfametoxazol, GM: Gentamicina, CI: Ciprofloxacina, CL:
Cloranfenicol, S: Estreptomicina, VA: Vancomicina, TC: Teicoplanina.
4.5. Genotipificacion de aislados de Escherichia coli mediante

Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

Se realiz6 el analisis por PFGE a 22 cepas de Escherchia coli aisladas de las tres



zonas muestreadas de la Isla Santa Cruz.

Se obtuvieron 20 perfiles genéticos diferentes. Los pulso tipos presentaron de 13 a
21 bandas, con fragmentos de ADN de entre 28,5 y 1135 Kb. Los resultados del
dendograma, indicaron que no existi6 clonalidad de las cepas de E. coli aisladas

en el estudio, entre las zonas urbana, agropecuaria y protegida de la Isla (Figura

24).
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Figura 24. Dendograma de cepas de Escherchia coli aisladas de las zonas urbana,

agropecuaria y protegida de la Isla Santa Cruz. UPGMA-Bionumerics 8.0.

Se realiz6 la comparacion del pulso tipo de las cepas de cada una de las zonas, a
fin de determinar clonalidad entre las mismas. En la zona urbana de la Isla, se

identificaron 7 genotipos diferentes entre las cepas analizadas (n= 7/22), es decir



68

no se observd clonalidad entre cepas de Escherchia coli en esta zona (ver figura

25).
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Figura 25. Dendograma de cepas de Escherchia coli aisladas de la zona urbana de

la Isla Santa Cruz. UPGMA-Bionumerics 8.0.

En la zona agropecuaria se identificaron 7 genotipos diferentes entre las cepas

analizadas (n= 8/22). Se identificoé un patréon de bandas similar entre las cepas

PTMBe 050c y PTMBe 051c. Los dos clones fueron colectados en la misma fecha

(17/06/2019) y presenta el mismo perfil de sensibilidad antimicrobiana (ver

Figura 26).
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Figura 26. Dendograma de cepas de Escherchia coli aisladas de la zona

agropecuaria de la Isla Santa Cruz.

Finalmente, se realizo el andlisis del pulso tipo de las cepas de E. coli aisladas de
la zona protegida de la Isla (n= 7/22). Se identificaron 6 genotipos diferentes,
existiendo clonalidad entre las cepas PTMK 027a y PTMK 053b, colectadas en
fechas diferentes, la primera el 28 de mayo de 2019 y la segunda el 26 de julio de
2019. Ademas, las cepas tenian diferente perfil de RAM, PTMKO027a
correspondid a una cepa sensible, y PTMK 053b a una cepa con perfil de

resistencia a la ampicilina y cefoxitina (ver Figura 27).
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Figura 27. Dendograma de cepas de Escherchia coli aisladas de la zona protegida

de la Isla Santa Cruz.
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5. DISCUSION

5.1. Cepas centinela en pinzones de Darwin (Geospiza spp.)

En este estudio se pudieron aislar e identificar bacterias centinela de RAM a partir
de hisopados cloacales de pinzones de Darwin en la Isla Santa Cruz. Se aisl6 un
menor porcentaje de E. coli (n= 136) en relacién con Enterococcus (n=332) y a
Enterobacter spp. (n= 206), esta Gltima a pesar de no haber sido propuesta como

bacteria indicadora.

Las aves poseen una microbiota intestinal diversa (Waite y Taylor, 2015), y la de
los paseriformes estd conformada principalmente por los filos Proteobacterias,
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Tenericute (Cho y Lee, 2020). Este es
el caso también de los pinzones de Darwin, en los que un estudio realizado sobre
el microbioma de 12 de las 19 especies descritas (n= 114) a lo largo de las Islas
Galapagos, observd una dominancia del filo Firmicutes con un 50%,
Proteobacterias en un 40% y Actinobacteria en un 8% (Michel y col., 2018). Esto
explicaria de alguna manera, porqué Enterococcus spp. fue aislado en mayor

proporcion (p<0,0001) en relacion con las Protebacterias E. coli y Enterobacter

spp.

Si se analizan los porcentajes de aislados segin el area estudiada, E. coli, se
encontrd en mayor proporcién en la zona agropecuaria (p<0,0001) de la Isla.,
mientras que, en la zona urbana, la de mayor proporcion fue para Enterococcus
spp. (p<0,0028) y Enterobacter spp. (p<0,0086). Algunos factores, como la dieta
y el ambiente (Knutie y col., 2019; Michel y col., 2018; Waite y Taylor, 2015),

podrian afectar el microbioma intestinal de las aves. Durante el proceso de
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radiacién adaptativa en los pinzones, la composicion de esta microbiota se ha
mantenido conservada en la mayoria de las especies (Michel y col., 2018). Sin
embargo, se sabe que la influencia del hombre en la alimentacién de estas aves
con la introduccion de alimentos artificiales, estarian modificando la composicion
microbiana intestinal (Knutie y col., 2019), (Cho y Lee, 2020). Estos cambios en
la microbiota, también se han observado por la existencia de diferencias en la
estacion climatica del afio (hiimeda o seca) debido a cambios en las fuentes de

alimentos o al apareamiento o anidacion de las aves (Michel y col., 2018)

5.2. Resistencia fenotipica a los antimicrobianos en Escherichia coli

Los animales silvestres son indicadores de la RAM en el ambiente, permitiendo
identificar mecanismos de resistencia circulantes dentro de un ecosistema. A
través de la fauna silvestre, es posible determinar reservorios, vectores o fuentes
de bacterias MDR en humanos y animales (Dolejska y Literak, 2019). Las
especies silvestres son buenos indicadores de resistencia antimicrobiana dentro de
ambientes locales, permitiendo visualizar fuentes potenciales de contaminacion de

tipo antropogénico (Ramey y Ahlstrom, 2020).

A su vez, las aves silvestres al ser consideradas centinelas de RAM han permitido
realizar estudios en tiempo y espacio a fin de identificar el papel de estas en la

epidemiologia de la resistencia a los antimicrobianos. (Bonnedahl y Jarhult, 2014)

Existen algunos ejemplos de investigaciones relacionadas a la determinacion de la
RAM en aves silvestres paseriformes, rapaces, acuaticas, entre otras, en diversos
ambientes, ( Silva y col., 2009; Santos y col., 2013; Giacopello y col., 2016; Foti

y col., 2017; ).. En las Islas Galdpagos, se ha analizado la RAM en diferentes
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especies de animales endémicos (Franco y col.,, 2011; Thaller y col., 2010;
Wheeler y col., 2012), sin embargo, no se han realizado investigaciones de la

RAM en aves silvestres de las Islas.

Al determinar la proporcion entre la RAM y la zona muestreada en nuestro
estudio, esta fue estadisticamente significativa (p<0,05) para ampicilina,
tetraciclina, trimetroprima sulfametoxazol y cloranfenicol en la zona

agropecuaria.

Es asi, que el porcentaje de resistencia a la ampicilina en las cepas de E. coli
aisladas, concuerda con los resultados descritos por Giacopello y col., (2016) en
Italia, en el cual se analizaron enterobacterias en aves silvestres rapaces, acuaticas
y paserinos, y se identifico el 51,8% (n= 43/83) de resistencia a la ampicilina.
También en aves silvestres carrofieras (Neophron percnopterus) de la Peninsula
Ibérica, donde las cepas de E.coli, fueron resistentes a betalactdmicos, entre ellos
la ampicilina y amoxicilina (Blanco y col., 2007). De igual manera en el estudio
de Skarzynska y col., (2021), la ampicilina tuvo una resistencia del 41,4% (n=

29/70), siendo uno de los valores de RAM mas altos dentro del estudio.

El alto porcentaje de resistencia a la ampicilina en la zona agropecuaria de la Isla,
podria estar relacionada con el amplio uso de diversos agentes antimicrobianos
en practicas pecuarias (Blanco y col., 2007). Se sabe que el uso de antibioticos,
ejerce una presion de seleccion, favoreciendo la RAM en estas comunidades
microbianas (Wall y col., 2016). En este contexto, las penicilinas semi sintéticas,
como la ampicilina, son antimicrobianos de uso comun en cerdos y aves (EMA,

2014), lo que explicaria el alto porcentaje de resistencia a estos antibioticos.
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Por otro lado, el porcentaje de resistencia a la ampicilina en la zona protegida no
difiri6 de la agropecuaria. Estos resultados podrian estar relacionados con su
cercania, y la posible migracion de aves, desde la zona agropecuaria a la zona
protegida. Las aves silvestres migratorias pueden portar y diseminar
determinantes genéticos de resistencia a los antimicrobianos en el ambiente
(Wang y col., 2017). También, podria ser el agua que es llevada en camiones para
asentar el polvo del camino hacia las minas de granillo rojo, cercanas al area de
muestreo. Sin embargo, futuras investigaciones determinaran la relacion de la

RAM entre estas dos zonas de la Isla.

La resistencia a la tetraciclina fue la segunda RAM mas alta en esta investigacion.
Estos datos son comparables con lo descrito por Giacopello y col., (2016), quienes
reportaron una resistencia a la tetraciclina, del 48,2% (n= 40/83) en diversas aves
silvestres de Europa. Sin embargo difieren del estudio realizado en el archipié¢lago
de Azores, Portugal, en aves silvestres (n=208) entre las que se incluyeron 9
especies de paseriformes (Santos y col., 2013). En este estudio, del 24,3% (n=
28/115) de aislados de Esherichia coli que presentaron resistencia, el 17,9% (n=

5/28) correspondi6 a la tetraciclina.

El mayor porcentaje de resistencia a la tetraciclina, de igual manera se observo en
la zona agropecuaria. La resistencia a este antibidtico, estaria relacionada a su uso
extensivo como terapéutico, profildctico y como promotor de crecimiento en
ganado (Michalova y col., 2004). Ademas, el alto porcentaje de resistencia a este
antimicrobiano, estd asociado con la rapida diseminacion de la resistencia debido

a la adquisicion de determinantes genéticos a través de plasmidos, transpones e
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integrones (Chopra y Roberts, 2001).

En lo que respecta a la resistencia reportada en nuestro estudio a la trimetoprima
sulfametoxazol, los datos son similares a los observados por Foti y col., (2017),
quienes observaron un 12,3% (n= 15/122) de resistencia a SXT en cepas aisladas
de enterobacterias a partir de hisopados cloacales de aves paseriformes en un
bosque protector (Metaponto) en Italia. A diferencia de nuestra investigacion,
Guenther y col., (2010), identificaron un 80% (n=12/15) de resistencia a las
sulfonamidas en cepas de E. coli procedentes de aves silvestres en Alemania; este
porcentaje seria mayor, debido a el que analisis se lo realizd solamente en cepas

con perfil MDR.

El valor de RAM observado en sulfonamidas fue, el tercero mayor entre los
antimicrobianos analizados en este estudio. Estos resultados, se relacionan con el
estudio de Pinto y col., (2010), quienes identificaron un 18,8% (n= 6/32) de
resistencia a este antibidtico en cepas de E. coli BLEE aisladas de aves silvestres
de presa en Portugal. La zona de la Isla Santa Cruz analizada en este estudio se
dedica en su mayoria a la produccién avicola. Al ser las sulfonamidas, un
antibiotico utilizado ampliamente como tratamiento y profilactico en aves

(Cheong y col., 2010), se podria explicar la RAM, aunque limitada, en esta zona.

Se observo resistencia al cloranfenicol, la cual se presentd con mayor proporcion
en la zona agropecuaria. Sin embargo, difiere del reporte de Atterby y col.,
(2016), quienes determinaron un 7% (n= 4/55) de resistencia al cloranfenicol en
aislados de E. coli en gaviotas en una zona urbana de Alaska. El uso de florfenicol

en medicina veterinaria, podria también estar mediando la resistencia al
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cloranfenicol o podria haber dado origen a otros mecanismos de resistencia
(Schwarz y col., 2004). También se ha descrito una asociacion entre genes de
virulencia bacterianos y la resistencia al cloranfenicol, lo que explicaria su
presencia pese a no existir una presion de seleccion (Schwarz y col., 2004). Por
ultimo, hay que tomar en cuenta que la resistencia a este antimicrobiano esta
generalmente asociada a elementos genéticos moviles, los cuales contribuyen en
la dispersion de genes de resistencia entre bacterias (Roberts y Schwarz, 2009), lo

que podria generar un impacto en la salud publica.

Los porcentajes de resistencia a las cefalosporinas analizadas en esta investigacion
fueron en general bajas para cefoxitina, cefotaxima y cefepime. En lo que respecta
a cefoxitina (cefalosporina de segunda generacion), nuestros resultados fueron
similares a los de Atterby y col., (2016), quienes identificaron una resistencia al

cefadroxilo (cefalosporina de segunda) del 16% (n= 9/55) en gaviotas en Alaska.

Acerca de las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion (C y FE), los
resultados fueron similares a los de Giacopello y col.,, (2016), quienes no
observaron resistencia en este tipo de cefalosporinas en enterobacterias aisladas
(n=11/55) de aves paseriformes silvestres en Italia. De igual forma Silva y col.,
(2009), determinaron un patron de sensibilidad en todas las cepas de E. coli
aisladas (n= 182) a partir de palomas del Brasil. De acuerdo con el estudio de
Santos y col., (2013), de los aislados de E. coli (n= 28) en aves paseriformes y
otras aves silvestres en Archipiélago de Azores en Portugal, ninguna fue resistente

a cefoxitina, cefotaxima o ceftazidima.

Finalmente, el perfil fenotipico de resistencia para la ciprofloxacina y a
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gentamicina en esta investigacion, concuerda con los datos obtenidos por
Gambino y col., (2021), quienes determinaron la RAM en diferentes especies de
aves paseriformes (n=193). El perfil fenotipico de resistencia a la ciprofloxacina
y gentamicina en los aislados de enterobacterias fue bajo, y especificamente en el
caso de E. coli, la RAM para CI fue de 6% (n=1/15) y para GM del 0% (n= 0/15).
De igual forma, Bonnedahl y col., (2008) reportaron una sensibilidad del 100% a
la ciprofloxacina y gentamicina, en cepas de enterobacterias (n= 14/49) aisladas a

partir de hisopados cloacales de pingiiinos (Pygoscelis papua) en la Antartida.

Si revisamos otros estudios de RAM, realizados en las Islas Galapagos, los
porcentajes de resistencia fenotipicos obtenidos para algunos de los
antimicrobianos analizados en nuestra investigacion, son similares a los obtenidos
en otras especies animales, como iguanas y tortugas (Franco y col., 2011; Thaller
y col.,, 2010; Wheeler y col., 2012). Por ejemplo, Wheeler y col., (2012),
determinaron el porcentaje de RAM en cepas de E. coli (n= 59) aisladas de heces
fecales de iguanas terrestres (Conolophus subcristatus), iguanas marinas
(Amblyrhynchus cristatus), tortuga gigante (Geochelone nigra) y muestras de
agua de mar. Ellos identificaron un 28% de resistencia a la ampicilina, 39% a
tetraciclina, y 6% a trimetoprima sulfametoxazol; todas las cepas fueron sensibles

a cefazolina, gentamicina, ciprofloxacina y cloranfenicol.

Asi también, Thaller y col., (2010), identificaron patrones de sensibilidad de tipo
silvestre (wild-type) en las enterobacterias dominantes o codominantes analizadas
en iguanas terrestres (Conolophus pallidus) de la Isla de Santa Fe. Solamente 2

cepas aisladas de E. coli, fueron resistentes al acido nalidixico y a la gentamicina,
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asociando la RAM a la toma muestras cercanas a zonas de acceso a pescadores.
De esta manera, los investigadores concluyeron que la resistencia a los
antimicrobianos, no se encontraria normalmente en un habitat silvestre, a menos
que existiera un impacto antropogénico minimo y por tanto una presion de
seleccion. Es asi, que los estudios realizados en vida silvestre son importantes

para la evaluacion del impacto de los seres humanos en la RAM.

Se identificaron cepas de E. coli con perfil MDR, es decir, que presentaron
resistencia a 3 o mas clases de antimicrobianos. Estos resultados son comparables
con los obtenidos por Atterby y col., (2016), quienes reportaron un 22% (n=
12/55) de cepas de E. coli MDR en gaviotas en Alaska; y con el estudio de
Gambino y col., (2021), quienes encontraron aislamientos de cepas MDR en el
23% de las aves silvestres muestreadas (n= 6/26). El porcentaje de cepas
bacterianas MDR en un ecosistema especifico, se encuentra relacionado con un
impacto antropogénico, es decir, con el contacto de aves silvestres con desechos
humanos o de origen agropecuario (Skarzynska y col., 2021). A su vez, estas aves,
serian portadoras frecuentes de cepas bacterianas MDR y por tanto, asociadas con
la RAM en el ambiente (Guenther y col., 2010). Es importante entender el rol que
poseen las bacterias en el medioambiente como reservorios naturales de
resistencia a los antimicrobianos y como fuente de elementos genéticos de
resistencia (Chamosa y col., 2017); siendo importante determinar los mecanismos

y la dispersion de la RAM a través de centinelas, como lo son las aves silvestres.

5.3. Resistencia genotipica a los antimicrobianos en Escherichia coli

5.3.1. Genes de betalactamasas (blacrx-m, blarem, blasuv 'y blacwmy)
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Con respecto a los genes que codifican a betalactamasas, no se identifico el gen
blacrx-m en el aislado con perfil fenotipico de resistencia a la cefotaxima. El
resultado obtenido podria ser comparable con lo determinado por Silva y col.,
(2011), quienes identificaron este gen solo en el 0,5% (n= 1/220) de los aislados
de E. coli procedentes de aves silvestres en el archipi¢lago de Azores en Portugal.
Sin embargo, nuestras observaciones difieren de los resultados de Ahlstrom y col.,
(2018); Islam y col., (2021); Pinto y col.,(2010) quienes identificaron el gen
blacrx-m en el 11,1% (n= 3/27), 30,9% (n= 17/55) y 46,9% (n= 15/32) de las
cepas de E. coli de aves silvestres de Alaska, Bangladesh y Portugal

respectivamente.

El gen blatem fue el de mayor proporcion en el estudio, entre los aislados de E.
coli resistentes a la ampicilina. Estos resultados fueron mayores que los de Santos
y col., (2013) y los de Veldman y col., (2013), quienes determinaron el gen en un
3,47% (n=4/115) y un 3,1% (n= 2/65) de los aislados de E. coli en aves silvestres
de Azores en Portugal y Paises Bajos respectivamente. Por el contrario,
Nowaczek y col., (2021), identificaron el gen blarem en el 100% (n= 9/9) de los

aislados de E. coli resistentes a la ampicilina (n= 9/32).

El gen blasyy también se determind en esta investigacion en cepas de E. coli
resistentes a la ampicilina. En otros estudios, Atterby y col., (2016) y Bonnedahl y
col., (2009), identificaron el gen en el 10,3% (n= 3/9) y 12,5% (n= 2/16)
respectivamente, de cepas de E. coli de aves silvestres en Suecia y Francia. Los
porcentajes son bajos, pero mayores que en nuestro estudio; es importante indicar,

que las dos investigaciones se realizaron a partir de aislamientos caracterizados
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fenotipicamente como cepas BLEE.

No se amplifico el gen blacmy a partir de las cepas de E. coli aisladas de pinzones
de Darwin. Este resultado se asemeja al de Ben Yahia y col., (2018) quienes no
identificaron el gen blacmy de cepas de E. coli con perfil fenotipico BLEE (n=
5/111) de aves silvestres en Tunez. Sin embargo, difieren del estudio de
Skarzynska y col., (2021), quienes pese a reportar un bajo porcentaje del gen, de
7,1% (n= 5/70) en cepas de E. coli de aves silvestres en Polonia, fue mayor al de

esta investigacion.

Cabe indicar, que se identifico el gen blatpm en cepas E. coli de la zona
agropecuaria y de la zona protegida de la Isla. El gen blasny, se lo determin6
solamente en la zona protegida. No se registrd la presencia de estos genes en la
zona urbana del muestreo. Algunos estudios muestran un bajo porcentaje de cepas
BLEE en aves paseriformes ( Silva y col., 2011; Santos y col., 2013;), por lo que
al parecer estos genes se encontrarian en menor frecuencia en este tipo de aves.
Esta particularidad podria deberse a la influencia en composicion de la microbiota

intestinal (Guenther y col., 2011).

Las betalactamasas de espectro extendido, son consideradas un problema
significativo tanto en medicina humana, como en veterinaria (Guenther y col.,
2011). Pese a que las betalactamasas de blacrx-m, han sido comunmente
identificadas tanto en humanos (Li y col., 2011) como en animales (Ho y col.,
2015) y en algunos estudios de aves silvestres (Atterby y col., 2017; Veldman y
col., 2013), nosotros no las identificamos en pinzones de la Isla Santa Cruz. Las

aves permiten evidenciar la actividad humana en el ambiente (Guenther y col.,
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2011), por lo que los resultados de esta investigacion, indicarian probablemente
un bajo uso de cefalosporinas de tercera generacion en las zonas estudiadas y por

tanto una baja presion de seleccion en el ambiente natural de estas aves.

Se conoce que los genes que codifican para bacterias BLEE se encuentran
frecuentemente en la microbiota de animales de produccion (Smet y col., 2010).
Es asi que, en nuestro estudio, los genes que codifican para betalactamasas de tipo
blargm y blaspy se identificaron en la zona agropecuaria, y debido a su cercania
con esta, también en la zona protegida de la Isla. Estos resultados, podrian
asociarse al uso de penicilinas sintéticas en animales; la presencia de
antimicrobianos en granjas, aguas residuales y terrenos que utilizan abono de
origen animal, podrian estar ejerciendo una presion de seleccion y por tanto una
evolucion hacia la RAM (Martinez, 2009). Por otro lado, las cepas de tipo BLEE
se encuentran localizadas generalmente en pldsmidos, transposones o integrones,
lo que permitiria la transferencia horizontal de determinantes genéticos entre

bacterias (Smet y col., 2010).

En lo que respecta a estudios realizados en Galdpagos, Nieto y col., (2021),
determinaron mediante PCR cuantitativa un panel de 21 genes de resistencia en
muestras de heces fecales de tortugas gigantes (Chelonoidis spp.) (n= 200) de la
Isla Santa Cruz e Isabela. Ellos identificaron 19 genes de resistencia (n= 19/21) y
al menos uno se observo en cada muestra, siendo asi que el gen blatpm se reportd
en un 33%. Por lo que estariamos de alguna manera corroborando la circulacion

de este gen en la Isla Santa Cruz.
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5.3.2. Gen de resistencia a la tetraciclina (fefA)

La resistencia a la tetraciclina en enterobacterias generalmente estd asociada a la
adquisicion de genes que codifican para bombas de eflujo, como el gen fefrA
(Diren Sigirci y col., 2019; Handrova y Kmet, 2019). En este estudio, se identifico
a tetA, en cepas de E. coli fenotipicamente resistentes a la tetraciclina. Estos
resultados son similares a los reportados por Merkeviciene y col., (2018), quienes
identificaron a este gen en un 85% (n= 28/33) de las cepas de E. coli
fenotipicamente resistentes a este antimicrobiano, en aves silvestres en Lituania.
Por otro lado, Radhouani y col., (2012), identificaron el gen tetA en el 59,3% (n=
16/27) de cepas aisladas de aguilas ratoneras de Portugal; pese a que la proporcion
fue baja, de la misma que manera que en nuestro estudio, el porcentaje fue

elevado.

La alta proporcion de este gen en la investigacion, se podria deber a que
generalmente se encuentran asociado a elementos moviles de las bacterias
(Roberts y Schwarz, 2009); es por esto, que el alelo de este gen, se encontraria en
un amplio rango de bacterias, dado a su transferencia a través de plasmidos

conjugativos (Roberts y Schwarz, 2009).

A su vez, el gen tetA se registr6 en mayor proporcion en la zona agropecuaria.
Este resultado podria estar asociado a la crianza de aves que se practica en dicha
zona de la Isla, ya que este gen se lo ha relacionado con cepas de aves de corral
fenotipicamente resistentes a la tetraciclina (Nowaczek y col., 2021; Vuthy y col.,

2017).
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5.3.3. Genes de resistencia a la colistina

La colistina es un antimicrobiano utilizado como ultimo recurso de tratamiento
para bacterias gramnegativas MDR (Aghapour y col., 2019). Existen estudios que
identifican a las aves silvestres como posibles reservorios de genes mcr de
resistencia a la colistina (Ahmed y col., 2019; Ruzauskas y Vaskeviciute, 2016);
razon por la cual, las aves podrian ser importantes, en la diseminacion de bacterias

que codifican para estos genes (Anyanwu y col., 2020).

La diseminacion de cepas resistentes a la colistina podria estar relacionado a su
uso como promotor de crecimiento en ganado (Yamamoto y col., 2019), sin
embargo actualmente en el Ecuador, se encuentra prohibida su utilizacion en

animales (Agrocalidad, 2019).

En esta investigacion, no se determind la presencia de genes de resistencia a la
colistina (mcr-1 a mcr-5) en las cepas de E. coli analizadas en pinzones. Estos
datos concuerdan con las investigaciones de Atterby y col., (2016) y Carvalho y
col., (2020), quienes no identificaron el gen mcr-1 en gaviotas de Alaska, ni en

buitres de las Islas Canarias respectivamente.

Pese a que en el Ecuador, se ha reportado la presencia del gen mcr-1 en aves
domésticas, cerdos, y mascotas (Loayza y col.,, 2020; Ortega y col., 2016;
Yamamoto y col., 2019), no se han reportado los genes mcr-2, mcr-3, mcr-4 o
mcr-5 (Loayza y col., 2020). Nuestro hallazgo podria indicar, que estos genes no
estan circulando en la Isla Santa Cruz, lo cual se podria corroborar, con lo
observado por Nieto y col., (2021), quienes no determinaron la presencia del gen

mcr-1 en muestras de heces fecales de tortugas.
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5.4. Resistencia fenotipica a los antimicrobianos en Enterococcus spp.

Los Enterococcus, son bacterias que forman parte de la microbiota intestinal
normal de humanos y animales (Garcia y col.,, 2022). Ademas, debido a la
resistencia intrinseca que poseen para algunos antimicrobianos de uso comun, y la
gran capacidad que tienen de adquirir genes de resistencia, este género posee una

gran importancia en la clinica de enfermedades infecciosas (Kristich y col., 2014).

Dado a que, los animales silvestres permiten entender los mecanismos de la RAM
en diversas fuentes ambientales (Ramey y Ahlstrom, 2020), es importante
identificar los mecanismos, a través de Dbacterias centinelas como los
Enterococcus. En este sentido, las aves silvestres pueden actuar como vectores de
este tipo de bacterias (Klibi y col., 2015). Existen algunos estudios enfocados en
la resistencia a los antimicrobianos en cepas de Enterococcus aislados de aves
silvestres (Ben Yahia y col., 2018; Hathcock y col., 2019; Santos y col., 2013), sin

embargo este seria el primer reporte en pinzones de las Islas Galapagos.

En esta investigacion, se registré un porcentaje de cepas de Enterococcus spp. que
no presento resistencia fenotipica a ninguno de los antimicrobianos analizados. La
tetraciclina fue el Unico antimicrobiano en el que se identificod una resistencia
mayor al 7%, y esta se encontré en mayor proporcion en la zona agropecuaria de
la Isla. Estos datos, son similares a los de Radimersky y col., (2010) quienes
identificaron una alta resistencia a la tetraciclina, siendo esta del 20% (n=28/143)
en cepas de Enterococcus spp. aisladas de palomas ferales de la Republica Checa.
De igual forma, Klibi y col., (2015), reportaron una resistencia a este

antimicrobiano en el 19,2% (n= 11/27) de aislados de Enterococcus provenientes
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de aves silvestres en Tunez. Los resultados podrian estar asociados, a la presion
de seleccion ejercida por un posible uso de tetraciclina en animales, sobre todo en
aves de corral que se encuentran en esta zona (Ben Yahia y col., 2018; Schell,
2018); también se debe tener en cuenta, que la transferencia de determinantes
genéticos de resistencia a la tetraciclina a través de elementos mdviles como
transposones conjugativos, podria ser un factor importante a tomar en cuenta en la

resistencia de este antimicrobiano (Schell, 2018).

La resistencia a la estreptomicina en esta investigacion fue baja, sin embargo,
existen otros estudios que informan una menor resistencia. Tal es el caso de
Santos y col., (2013), quienes reportaron un 0% (n=0/138) de resistencia a este
antimicrobiano en aislados de Enterococcus de aves silvestres en el archipiélago
de Azores en Portugal. También, Ben Yahia y col., (2018), determinaron una
resistencia del 2,5% (n= 2/79) en cepas de Enterococcus de diversas aves
silvestres en Tunez. Al igual que para la tetraciclina, se observd en esta
investigacion, una mayor proporcion de la resistencia a la estreptomicina en la

zona agropecuaria.

La ciprofloxacina fue el tercer antimicrobiano en presentar una mayor RAM en
cepas de Enterococcus aislada de pinzones y se determind en mayor proporcion
en la zona agropecuaria de la Isla. Estos resultados difieren a lo identificado por
Hathcock y col., (2019), quienes no observaron resistencia a este antimicrobiano
(n= 0/76) en cepas de Enterococcus faecalis aislados de aves silvestres rapaces en
el Sudeste de los Estados Unidos. Sin embargo, otros estudios como los de

Radhouani y col., (2012) y el de Vuthy y col., (2017) reportaron resistencias mas
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altas de entre el 29% (n= 9/31) y el 41% (n= 30/73) en cepas de Enterococcus

spp. aislados de aves silvestres en Portugal y Tunez respectivamente.

Las resistencias a la estreptomicina y ciprofloxacina, pese a que fueron bajas,
podria asociarse a un posible uso en baja cantidad, de estos antimicrobianos en el
ambiente agropecuario (Garcia y col., 2022). Cabe destacar, que las quinolonas
poseen una actividad moderada contra los Enterococcus, y generalmente ha sido
observada en aislados clinicos (Kristich y col., 2014), lo cual no seria el caso de
esta investigacion, dado a que la resistencia fue minima en la zona urbana de la

Isla.

Los resultados de resistencia a la vancomicina y teicoplanina en esta investigacion
fueron bajos y son similares a los obtenidos en otros estudios. Este es el caso del
estudio de Santos y col., (2013), en los que reportan porcentajes del 0,7% (n=
1/138) para los dos antimicrobianos. Por otro lado, Radhouani y col., (2012) no
observaron resistencia a estos antimicrobianos 0% (n= 0/31). Existen otros
reportes como el de Ben Yahia y col., (2018), quienes pese determinar resistencias
del 6.3% (n= 5/79) y 2,5% (n= 2/79) para vancomicina y teicoplanina, igual se
presentaron en baja proporcion. Las aves silvestres podrian adquirir bacterias
resistentes a los antimicrobianos a través de su exposicion con el area que les
rodea (Radhouani y col., 2012b), por lo que el identificar una baja resistencia a la
vancomicina y teicoplanina, nos estaria indicando la no circulacion de este

mecanismo de RAM en el ambiente.

La ampicilina en este estudio fue uno de los antimicrobianos en los que se observo

menor resistencia en pinzones de Darwin. En este contexto, Radimersky y col.,
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(2010) hallaron una resistencia a la ampicilina del 2,8% (n= 4/143) en cepas de
Enterococcus aislados de aves silvestres en la Republica Checa. A su vez,
Marrow y col., (2009); Klibi y col., (2015); Hathcock y col., (2019),
determinaron un 0% de resistencia a este antimicrobiano en aves silvestres en
Estados Unidos y Africa. Por lo que podriamos decir que en general esta
resistencia puede ser baja en este tipo de aves, y podria estar relacionada con las
especies de Enterococcus presentes en la microbiota intestinal de estas aves

(Stepien y col., 2019).

Generalmente la RAM en Enterococcus aislados del tracto intestinal de aves
silvestres, ha estado asociado a la especie E.faecium, y en menor proporcion a
otras especies tales como, E.casseliflavus, E.durans, E.hirae, entre otros (Santos y
col., 2013; Stepien-Pysniak y col., 2019). Pese a que el objetivo de esta
investigacion no fue el de tipificar las especies de Enterococcus en pinzones, dado
a su perfil de sensibilidad, se podria inferir que la mayoria de cepas aisladas no
pertenecerian a la especie E.faecium (Radhouani y col., 2012) . Estos datos
también se podrian asociar, con el bajo porcentaje de resistencia encontrada a la
ampicilina en esta investigacion. Enterococcus suele ser frecuentemente resistente
a este antimicrobiano (Garcia y col., 2022). Sin embargo, la resistencia intrinseca
de los Enterococcus, asi como la extension de la sensibilidad a diferentes clases
de betalactamicos, estaria también asociada a la especie de la bacteria (Kristich y
col., 2014). Por otro lado, la resistencia adquirida a los antimicrobianos obtenida a
través de elementos moviles o a través de la exposicion al antimicrobiano,

también estaria relacionada con la especie de Enterococcus (Kristich y col., 2014).
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El cloranfenicol y la gentamicina analizadas en esta investigacion presentaron
resistencias bajas, de manera similar a las reportadas en aislados de Enterococcus
de aves silvestres en Polonia por Stepien y col., (2019). Los investigadores
observaron una resistencia al cloranfenicol del 0% (n= 0/27) y a la gentamicina
del 3,37% (n= 1/27). Por otro lado, los datos de esta investigaciéon también
difieren un poco con los identificados por Ben Yahia y col., (2018), quienes pese
a hallar una baja RAM para estos antimicrobianos, estas fueron mayores que en
nuestro estudio, observando el 8.8% (n= 7/79) de RAM para cloranfenicol y 3,8%

(n=3/79) para la gentamicina respectivamente.

La RAM observada en estas cepas en términos generales, fue baja y se asemeja a
la de otras investigaciones realizadas en aves silvestres (Radimersky y col., 2010;

Santos y col., 2013)

Finalmente, en este estudio, se determin6 un bajo porcentaje de cepas MDR, por
lo cual se podria inferir, que los pinzones no serian reservorios potenciales de

cepas de Enterococcus multiresistentes en las Islas Galapagos.

5.5. Perfil de resistencia genotipica a los antimicrobianos en Enterococcus

Spp-

5.5.1. Resistencia a la vancomicina (vanA)

La vancomicina es considerada un antimicrobiano de ultimo recurso para el
tratamiento de infecciones severas causadas por cocos grampositivos (Stogios y
Savchenko, 2020). La resistencia a este antimicrobiano, se ha reportado en

plasmidos o transposones en diferentes especies de Enterococcus (Stogios y
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Savchenko, 2020). Esta, se manifiesta principalmente a través de genes llamados
van, los cuales actian a nivel de la biosintesis de la pared celular (Binda y col.,

2014).

Los mecanismos de resistencia a la vancomicina en Enterococcus (VRE) en
humanos y animales, se asocian principalmente a los genes vanA o vanB, (Ben
Yahia y col., 2018). En aves silvestres, se ha determinado la presencia de estos
genes en algunos estudios (Ben Yahia y col., 2018; Radimersky y col., 2010;
Santos y col., 2013). Sin embargo, en esta investigacion no se identifico el gen
vanA en los aislados de Enterococcus spp. con perfil fenotipico de resistencia a la

vancomicina.

Los estudios en los que se han identificado los genes vand y B en aves silvestres,
principalmente han sido realizados a partir de cepas de Enterococcus faecium y
fecalis (Oravcova y col., 2016; M. Roberts y col., 2016; Santos y col., 2013). Por
lo que se podria inferir, que en nuestra investigacion no se habrian aislado estas
especies de Enterococcus en pinzones. Sin embargo, ya que la caracterizacion de
Enterococcus, no fue un objetivo de esta investigacion, se recomienda tipificarlas
en futuros estudios y determinar si existe una relacion entre la especie y la

presencia del gen vanA en pinzones.

En este estudio, no se realizo la identificacion de otros genes van, sin embargo, las
cepas fenotipicamente resistentes podrian pertenecer al fenotipo VanC, el cual es
un gen de resistencia intrinseca que se ha descrito en especies de Enterococcus
casseliflavus 'y gallinarum; ademads las cepas suelen ser susceptibles también a

teicoplanina (Jhonson y col., 1990), lo cual va acorde con algunas de las cepas
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fenotipicamente resistentes a la vancomicina en pinzones. El gen vanB se ha
identificado en humanos en Europa y a nivel mundial no es comtn encontrarlo en
animales (Ben Yahia y col., 2018); sin embargo estudios posteriores podrian

confirmar estos datos en pinzones.

No existen estudios en Galapagos que hayan investigado la presencia de este gen

en las Islas.

5.5.2. Gen de resistencia a la tetraciclina (tefM)

Las tetraciclinas, son un grupo de antimicrobianos de amplio espectro que actian
inhibiendo 1la sintesis proteica tanto de bacterias gramnegativas como
grampositivas (Aminov y col., 2001). La resistencia a este antimicrobiano, esta
dada por los genes fet (Chopra y Roberts, 2001). El gen tetM es uno de los
principales genes de resistencia a la tetraciclina, relacionado a la proteccion
ribosomal. Este gen, se encuentra en elementos conjugativos como transposones,
lo que ayuda a la dispersion de la RAM en bacterias como los Enterococcus

(Frazzon y col., 2010).

En este estudio se identifico el gen tetM en cepas de Enterococcus spp.
fenotipicamente resistentes a la tetraciclina. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Radimersky y col., (2010), quienes determinaron el gen fefM en el
78% (n= 16/28) cepas de Enterococcus aislados de palomas ferales en la
Republica Checa. Al contrario, otras investigaciones como las de (Ben Yahia y
col., 2018; Santos y col.,, 2013; Stgpien y col., 2019), quienes registraron
porcentajes mayores en relacion a la presencia del gen fetM en cepas de

Enterococcus en aves silvestres de Tunez, Portugal y Polonia. Estas fueron del
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89,2% (n=33/37), 92,5% (n=37/40) y 90,9% (n= 10/11) respectivamente. En este
trabajo se encontr6 una mayor proporcion del gen fetM en la zona agropecuaria
(72,2%), lo cual podria asociarse el amplio uso de la tetraciclina en medicina
veterinaria, siendo su presencia en el medio ambiente bastante extendido
(Marosevic y col., 2017). En el caso especifico de esta investigacion, en la zona
agropecuaria de la Isla Santa Cruz, existen algunas explotaciones avicolas, por lo
que, dado al amplio uso de este antimicrobiano en aves (Schell, 2018), el hallazgo
podria estar relacionado con este factor. A su vez, el estudio de Nieto y col.,
(2021), determind un alto porcentaje de genes tet (97,2%), entre ellos tetM
(35,5%) en muestras fecales de tortugas gigantes (Chelonoidis spp.) en la Isla
Santa Cruz. Los investigadores en su estudio concluyeron, que una alta
resistencia a este antimicrobiano podria estar relacionado a su uso en animales de

acuerdo con datos que obtuvieron a nivel local.

Finalmente, se podria concluir que las aves silvestres de Galdpagos, como los
pinzones serian centinelas de la RAM, al poder determinar entre ellos, una

potencial contaminacion ambiental con bacterias resistentes

5.6. Resistencia a los antimicrobianos en Enterobacter spp.

5.6.1. Resistencia fenotipica a los antimicrobianos en Enterobacter

spp-

En este estudio se identifico el porcentaje de resistencia fenotipica y genotipica de
Enterobacter spp., pese a no haber sido un objetivo primario de esta
investigacion. Este género bacteriano se aislo en mayor proporcion en relacion a

E.coli en pinzones de Darwin, por lo cual se la analiz6 como posible bacteria
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centinela de RAM en estas aves en Galapagos.

Los Enterobacter spp., son bacterias que se encuentran ampliamente distribuidas
en el ambiente, asi también como en la microbiota intestinal de humanos y otros
animales (Mezzatesta y col., 2012). Ademas son importantes agentes causales de
infecciones nosocomiales y comunitarias (Bouza, 2002); es debido a estas
caracteristicas, que Enterobacter spp. permitiria el analisis de determinacion de
patrones de presion selectiva de los antimicrobianos en el ambiente (Torres,

2012).

Se observd en esta investigacion, un mayor porcentaje de resistencia para
ampicilina y cefoxitina. Otros estudios realizados en aves silvestres (Foti y col.,
2017a; Giacopello y col., 2016) han reportado porcentajes de resistencia a la
ampicilina en enterobacterias, del 63% (n= 77/122) y del 52% (n=43/83)
respectivamente. Cabe destacar que los investigadores, no aislaron diversas cepas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae; sin embargo, observaron un
aislamiento de Enterobacter spp. del 29,5% (n=36/122) en aves paseriformes, y la
resistencia a la ampicilina en esté género fue del 88,9% (n= 32/36). Cabe indicar,
que Enterobacter spp. posee un fenotipo de cefalosporinasa AmpC inducible
codificada cromosémicamente (Jacoby, 2009; Ruppé y col., 2015); lo cual hace
que esta bacteria sea intrinsecamente resistente a la ampicilina, amoxicilina,
amoxicilina clavulanato, cefalosporinas de primera generaciéon y cefoxitina
(Bouza, 2002). Estas betalactamasas de tipo AmpC son importantes clinicamente
(Jacoby, 2009) ya que dificultan el tratamiento de este patogeno debido a que no

solo las hace resistentes a los betalactamicos mencionados, sino que bajo presion
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de seleccion con estos antimicrobianos, este microorganismo desarrolla
resistencia inclusive a cefalosporinas de tercera generacion y monobactamicos

(Hilty y col., 2013).

En este contexto, en este estudio se observd un porcentaje de resistencia
intermedio a la cefotaxima y al cefepime. Por el contrario, Foti y col., (2017),
reportaron un alto porcentaje de resistencia a la cefotaxima, siendo esta del 76,9%
(n=10/13) en cepas de Enterobacter spp. de aves paseriformes en Italia. Estos
resultados podrian estar asociados a una sobre expresion de enzimas de tipo
AmpC inducibles, lo cual conferiria resistencia a cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion (Bouza, 2002; Jacoby, 2009). Cabe concluir, que la resistencia
de Enterobacter a las cefalosporinas de tercera generacion ha incrementado
debido al uso cada vez mas frecuente de estos antimicrobianos desde su

introduccion (Paterson, 2006).

Por otro lado, se registro resistencia a la ciprofloxacina, a la gentamicina y a la
trimetoprima sulfametoxazol. Estos resultados fueron similares a los de Ben
Yahia y col., (2020), quienes reportaron una resistencia a la ciprofloxacina del 8%
(n= 8/99), a gentamicina del 6% (n= 6/99) y del 3% (n= 3/99) para trimetoprima
sulfametoxazol en cepas de enterobacterias aisladas de aves silvestres en Tunez.
La mayoria de aislados de Enterobacter spp. suelen ser sensibles a estos 3
antimicrobianos (Bouza, 2002), lo que explicaria los bajos porcentajes de RAM

encontrados en estos estudios.

De la misma manera, fueron bajos los porcentajes de resistencia a la tetraciclina y

al cloranfenicol. Sin embargo, estos resultados difieren de los de Gibbs y col.,
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(2007), quienes registraron un 0% (n= 0/ 25) de resistencia a la tetraciclina y un
8% (n=2/25) al cloranfenicol en cepas de enterobacterias aisladas de mirlos en los
Estados Unidos. También difieren de otras investigaciones realizadas en aislados
de E.coli, como el de Santos y col., (2013), quienes en el Archipi¢lago de Azores
en Portugal, identificaron una resistencia total a la tetraciclina del 4,34% (n= 5/11)

y del 0% (n= 0/115) al cloranfenicol en cepas de aves silvestres.

En este estudio los porcentajes de RAM también variaron entre las cepas de E.coli
y las de Enterobacter aisladas en pinzones. Esto se puede deber a la diferencia en
proporcion entre los aislados de las dos enterobacterias y son similares a los de
Rose y col., (2009), quienes determinaron en los Estados Unidos, un porcentaje de
RAM del 14% en E.coli versus un 92% para Enterobacter, en aislados de
animales silvestres, entre los que se encontraban aves, Se podria concluir que la
resistencia a los antimicrobianos también podria variar entre diferentes grupos
taxon6émicos dentro de un mismo ambiente (Rose y col., 2009). Es por esto que
seria importante la inclusion de otras enterobacterias como centinelas de RAM en
diversos ambientes, permitiendo identificar los mecanismos de resistencia

circulantes en el ambiente, de mejor manera.

Finalmente, se observaron cepas de Enterobacter spp. MDR, en similar porcentaje
al identificado en E.coli. Estos resultados confirmarian que las aves pueden ser
portadoras y diseminadoras de genes de resistencia antimicrobiana en el ambiente

(Skarzynska y col., 2021).
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5.6.2. Resistencia genotipica a los antimicrobianos en Enterobacter

spp-

En este estudio, se determiné los genes que codifican para betalactamasas (blacrx-
m, blatem, blasuy 'y blacmy), tetraciclina (fetA) y colistina (mcr-1 a mcr-5), en
cepas de Enterobacter spp. aisladas de pinzones. En lo que respecta a los genes de
resistencia a los betalactdmicos, es importante considerar que el reporte de estos
en enterobacterias, ha ido en aumento tanto en humanos como otros animales
(Smet y col., 2010). En el género Enterobacter, la produccion de betalactamasas,
es el principal mecanismo de resistencia, producido por enzimas de las 4 clases
moleculares de Ambler (A, B, C y D) (Mezzatesta y col., 2012). Es ademas
importante considerar, que Enterobacter spp., produce una betalactamasa de tipo
AmpC constitutiva, siendo capaz de sobre-producir este tipo de betalactamasas
por depresion genética cromosdmica o por la adquisicion de genes a través de

elementos moviles bacterianos (Mezzatesta y col., 2012).

En este estudio, se identificaron los genes blactx-m , blarem, blasyy v blacmy en
cepas de Enterobacter spp. con resistencia fenotipica a la cefotaxima o ampicilina
respectivamente. Estos resultados difieren de los resultados de Miller y col.,
(2020), quienes no identificaron los genes blacrx-m y blasyy en cepas de
enterobacterias aisladas de buhos en Estados Unidos; sin embargo, son similares
con respecto al porcentaje registrado de blatem del 7% (n= 6/78) y blacmy del
1,3% (n= 1/78). La diferencia podria estar influenciada por el nimero de muestras
analizadas. Los resultados de este estudio difieren de los reportados por Poirel y

col., (2012) en 10 cepas de enterobacterias con perfil fenotipico BLEE, aisladas
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de gaviotas y pelicanos en Miami, Estados Unidos. Los investigadores,
identificaron a un 20% (n= 2/10) como Enterobacter cloacae, y de estas cepas, el

100% (n= 2/10) amplifico el gen blaspy.

Por el contrario, Oteo y col., (2018), identificaron a Enterobacter spp. en el 8,5%
(n= 8/94) de cepas de enterobacterias con fenotipo BLEE, aisladas de aves
silvestres en Espana. Ellos, determinaron la presencia del gen blacrx-m en el 25%

(n= 2/8) de los aislados correspondientes a este género.

Cabe destacar que no existe un estudio que analice especificamente la proporcion
de genes productores de betalactamasas en Enterobacter spp. La mayoria de
estudios realizan una seleccion de enterobacterias con fenotipo BLEE, razén por

la cual los datos difieren de los hallados en este estudio.

Estos resultados en pinzones son relevantes, dada la importancia de las
betalactamasas en la clinica, asi como la facilidad de trasferencia de estos genes a
través de elementos genéticos moviles (Smet y col., 2010). Los genes blactx-m en
estas aves estaria circulando en la zona agropecuaria de la Isla Santa Cruz en

Galapagos.

La resistencia a la tetraciclina en la mayoria de las bacterias se debe a la
adquisicion de determinantes genéticos a través de elementos moviles. Entre los
mecanismos asociados a la RAM en tetraciclina, estan las bombas de eflujo, y los
genes como fetA, suelen ser los mas comunes en bacterias gramnegativas

(Roberts, 2005).

En este trabajo se identifico el gen de resistencia a la tetraciclina (fetA) en cepas
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de Enterobacter spp., fenotipicamente resistentes a este antimicrobiano. Estos
resultados difieren de los estudios de Sigirci y col., (2019) y Miller y col., (2020),
quienes determinaron el gen tetA en el 6,1% y 6,4% de cepas de enterobacterias
aisladas de aves silvestres en Estambul y Estados Unidos respectivamente. Los
dos estudios basaron su andlisis, en la identificacion del gen fetA en bacterias de
la familia Enterobacteriacea y no solo en Enterobacter como en nuestra
investigacion; pudiendo inferir que la diferencia de porcentajes ente los dos
estudios, estaria asociado al taxon bacteriano (Rose y col., 2009)., Por otro lado,
también podria ser, que otros genes importantes, asociados a bombas de eflujo,
tales como tefB, tetC, tetD o tetG serian responsables de la RAM observada
(Belaynehe y col., 2018) . Teniendo en cuenta que este no fue un objetivo inicial

de este estudio, se requieren nuevos analisis para corroborar esta hipotesis.

Finalmente se analizo la presencia de los genes de resistencia a la colistina (mcr-1
a mcr-5) en las cepas de Enterobacter spp. aisladas de pinzones, sin embargo,
todas las cepas fueron negativas. Cabe sefalar que la resistencia a la colistina en
Enterobacter spp., suele ser inusual en este género bacteriano (<1%) (ANLIS
Malbran, 2014). Ademas, los resultados de este estudio son similares a los
reportados en la Isla Santa Cruz en tortugas gigantes (Chelonoidis spp.), donde no
se amplificé el gen mcr-1 en ninguna de las muestras colectadas (Nieto y col.,

2021).

5.7. Analisis de clonalidad por PFGE

El anélisis mediante PFGE en este estudio, no pudo demostrar clonalidad entre las

cepas circulantes en la Isla. Solamente 2 de 8 cepas de la zona agropecuaria y 2 de
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7 de la zona protegida presentaron patrones de bandas indistinguibles entre si. La
existencia de una amplia diversidad genética en los aislados analizados, podria

estar relacionada con la diversidad en la composicién de su microbiota intestinal.

Los pinzones son aves que suelen adaptarse a diferentes nichos ecologicos
(Michel y col., 2018) y que adecuan su alimentacion dependiendo del lugar en
donde habitan. Pese a que la dieta de los pinzones terrestres (Geospiza spp.), se
basa principalmente en el consumo de semillas, suelen ser oportunistas y
alimentarse de lo que se encuentre a mayor disposicion (Knutie y col., 2019). En
este sentido, la microbiota de los pinzones también presenta variaciones asociadas
a la presencia o no de humanos, por lo que esta podria diferir entre zona

geografica y entre especies hospederas (Knutie y col., 2019).

Ademas, las cepas analizadas en este estudio fueron tomadas durante las dos
estaciones climaticas de la Isla. En este contexto, se conoce que la microbiota
intestinal de los pinzones podria variar entre las estaciones seca y humeda,

asociando estos cambios, a la composicion de su dieta (Knutie y col., 2019).

La falta de clonalidad entre las cepas de E. coli en esta investigacion, podria estar
relacionada también con una diversidad en proteobacterias de pinzones asociada a
las caracteristicas ecologicas y metabodlicas de las aves (Ettema y Andersson,
2009). Los investigadores en su estudio determinaron que la diferencia en el
tamano del genoma de o-proteobacterias, era un reflejo de la adaptacion a
diferentes ambientes. Sin embargo, no se descarta que mediante técnicas de menor
poder discriminatorio como Tipificacion de Secuencia Multilocus (MLST) o

secuenciacion de genomas completos (WGS) pueda demostrarse el origen comun
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de las mismas.

En cuanto a los patrones de resistencia similares en los distintos aislados, podrian
deberse a la diseminacion horizontal de determinantes de resistencia mediante

elementos genéticos moviles como plasmidos o transposones.

La resistencia a los antimicrobianos es considerada un problema de salud publica
global, la cual puede ser controlada a través de una mirada interseccional
primando el concepto de “Una Sola Salud”. Es asi, que en este estudio se
identifico a la RAM a través de un analisis medioambiental, enfocado a un nicho
ecologico tnico como lo son las Islas Galdpagos. Los pinzones de Darwin han
sido estudiados como modelo de radiacion adaptativa, por lo que ademas de tomar
esta caracteristica importante de los pinzones para el andlisis, se suma el hecho de
que al ser un ave silvestre podria ser considerada como una posible centinela del

mecanismo de la RAM en las Islas.

En este contexto, se determino los perfiles fenotipicos y determinantes genéticos
de resistencia de algunos de los antimicrobianos incluidos dentro de la lista de
importancia critica de la OMS. Los resultados obtenidos, de alguna manera nos
llevan a pensar que existiria un impacto antropogénico indirecto asociado con las
practicas agropecuarias llevadas a cabo en la Isla Santa Cruz. La tetraciclina fue
uno de los antimicrobianos con alto porcentaje de resistencia en cepas de E.coli 'y
Enteroccus spp. aislados de la zona agropecuaria de la Isla. Este es un
antimicrobiano utilizado frecuentemente en veterinaria, tanto en ganado como en
aves. De acuerdo con el estudio de Nieto y col., (2021), la doxiciclina seria uno de

los antimicrobianos mas utilizados en animales domésticos en el mundo, por lo
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que su hallazgo estaria asociado a un patrén de presion de seleccion y posible

transferencia a través de elementos genéticos moviles.

Se identificaron determinantes genéticos importante de RAM no solo en las
bacterias indicadoras seleccionadas inicialmente, sino también en cepas aisladas
de Enterobacter spp. Este género bacteriano fue aislado en mayor proporcioén en
pinzones en relacion a E.coli, y se observaron otros perfiles de resistencia y
determinantes genéticos. Es por esta razon, que se propone a Enterobacter spp.

como una posible bacteria indicadora en pinzones para futuros estudios.

Por otro lado, no se determiné clonalidad entre las cepas de E. coli seleccionadas,
lo que estaria asociado a la diversidad de su microbiota intestinal debido a
factores como la dieta, clima entre otros, como el impacto humano en su
alimentacion. Sin embargo, entendemos, que se requieren de andlisis con
herramientas moleculares que posean un menor poder discriminatorio para llegar

a una conclusion.

Se conoce que la poblacion de las Islas ha aumentado en el Gltimo tiempo, sin
embargo, no se sabe exactamente cual seria su impacto en Galdpagos. Se
requieren de estudios posteriores que determinen si existe un impacto
antropogénico directo de la RAM en las Islas, asi como la identificacion de
elementos genéticos modviles como responsables de resistencia a los

antimicrobianos en este ecosistema.

Existen algunos estudios fenotipicos y genotipicos de resistencia a los
antimicrobianos realizados en las Islas Galdpagos, sin embargo, todos ellos se han

enfocado en réptiles y en muestras de agua. Este seria el primer estudio realizado
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en aves silvestres de las Islas Galapagos.
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6. CONCLUSIONES

Se logrd aislar e identificar cepas de E. coli y Enterococcus spp. en
muestras de hisopados cloacales de pinzones de Darwin (Geospiza spp.)
correpondientes a tres zonas georeferenciadas de la Isla Santa Cruz. En E.
coli, el 19% de los aislamientos correpondio a la zona urbana, el 47% a la
zona agropecuaria y el 34% a la zona protegida. Por otro lado, en
Enterococcus, el 41% de las cepas identificadas correspondio a la zona

urbana, el 34% a la zona agropecuaria y 25% a la zona protegida de la Isla.

Se determino fenotipicamente los perfiles de resistencia a antimicrobianos
de importancia critica propuestos en el estudio, en cepas aisladas de E.
coli. Es asi, que el 50% de las cepas fue resistente a la ampicilina, el
31,6% a la tetraciclina, el 18,4% a trimetoprima sulfametoxazol, el 14,7%
a cloranfenicol, el 11,1% a la cefoxitina, el 6,6% a la ciprofloxacina, el

0,7% a la cefotaxima y cefepime y el 0% a la gentamicina.
y p y g

Se determino fenotipicamente los perfiles de resistencia a los
antimicrobianos de importancia critica propuestos en el estudio, en cepas
aisladas de Enterococcus spp. En este contexto, el 19,58% de las cepas
fue resistente a la tetraciclina, el 6,93% a la estreptomicina, 5,72% a la
ciprofloxacina, 2,41% a la vancomicina, 1,81% a la ampicilina y

cloranfenicol, 1,20% a la gentamicina y teicoplanina.

Se identificaron determinantes genéticos de resistencia a las

betalactamasas en cepas de E. coli, a excepcion del gen blacrx-wm.
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Se identificaron determinantes genéticos de resistencia a la tetraciclina

(tetA) en cepas de E. coli fenotipicamente resistentes a la tetraciclina.

No se determind la presencia de genes de resistencia a la colistina (mcr-1 a

mcr-5) en cepas de E. coli.

No se identificé la presencia del gen de resistencia vanA, en los aislados

de Enterococcus spp. con perfil fenotipico de resistencia a la vancomicina.

La resistencia encontrada en este estudio podria estar asociada a un

impacto antropogénico asociado con la actividad agropecuaria de la zona.

No se observo clonalidad en las cepas de E. coli seleccionadas,
posiblemente debido a la diversidad en la microbiota intestinal de los

pinzones.

Este estudio propone a los pinzones de Darwin como posibles centinelas
de resistencia antimicrobiana en las Islas Galapagos, considerando la
importancia de las aves silvestres en el entendimiento de los mecanismos

de RAM circulantes en el ambiente.
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO 1

8.1.1. Aislamiento e Identificacion Bioquimica de Escherichia coli

Bateria de pruebas bioguimicas
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8.1.2. Aislamiento e Identificacion Bioquimica de Enterococcus spp.
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8.2. ANEXO 2

8.2.1. Secuencia de primers, reaccion de PCR y condiciones de
termociclado del gen de resistencia a antimicrobianos en cepas
aisladas de Escherichia coli

8.2.1.1.  Secuencia de primers, reaccion de PCR y condiciones de
termociclado de genes de Betalactamasas (blacrx-m, blarem,

blasuv y blacmy) (Dierikx y col., 2010; Hasman y col., 2005)

Secuencias de primers CTX-M General

Gen Primer Secuencia Tamaiio

bla_CTX-M-General CTX-MUI1 5'-ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC-3’

593 pb
bla_CTX-M-General CTX-MU2 5 -TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG-3’
Reactivos Master Mix
Reactivo Concentracion final
Agua | L
Templado 1 ul
Buffer 1X
dNTP Mix 0,2 mM
MgCI2 2 mM
CTXMU1 1 pmol/ul
CTXMU2 1 pmol/ul
Taq 0,025 U/ul
Parametros de ciclado
Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 minutos 1
94°C 1 minuto
62 °C 30 segundos X 30
72 °C 1 minuto
72 °C 7 minutos 1
10 °C 0
Secuencias de primers TEM
Gen Primer Secuencia Tamaiio
bla TEM TEM-Fa 5'-GCG GAACCCCTATTT G-3° 964 ob
p
bla TEM TEM-Ra 5’-ACC AAT GCT TAATCA GTG AG-3°




Reactivos Master Mix

Reactivo Concentracion final
Agua |
Templado 2l
Buffer 1X
dNTP Mix 0,2 mM
MgCl12 2 mM
TEM-Fa 1 pmol/pl
TEM-Ra 1 pmol/pl
Taq 0,025 U/ul
Parametros de ciclado
Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 4 minutos 1
94°C 1 minuto
54 °C 1 minuto X35
72 °C 10 segundos
72 °C 7 minutos 1
10 °C o
Secuencias de primers SHV
Gen Primer Secuencia Tamafio
bla SHV SHV-Fe 5-TTATCT CCC TGT TAG CCA CC-3’
795 pb
bla SHV SHV-Re 5'-GAT TTG CTG ATT TCG CTC GG-3’

143



Reactivo Concentracion final
Aguia | L
Templado 1 ul
Buffer 1X
dNTP Mix 0,2 mM
MgCl12 2 mM
SHV-Fe 1 pmol/pl
SHV-Re 1 pmol/pl
Taq 0,025 U/ul
Parametros de ciclado
Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 4 minutos 1
94°C 1 minuto
62 °C 1 minuto X35
72 °C 1 minuto
72 °C 7 minutos 1
10 °C o0
Secuencias de primers CMY
Gen Primer Secuencia Tamaifio
bla CMY CMY-2-Fe 5'-ATG ATGAAAAAATCGTTATGC TGC 1117-37 1117 pb

bla CMY CMY-2-R

5'-GCT TTT CAA GAA TGC GCC AGG-3’
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Reactivos Master Mix

Reactivo Concentracion final
Agua | .
Templado 1pl
Buffer 1X
dNTP Mix 0,2 mM
MgCl12 1,5 mM
CMY-2-Fe 1 pmol/pl
CMY-2-R 1 pmol/pl
Taq 0,025 U/ul

Parametros de ciclado

Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 4 minutos 1
94°C 1 minuto
62 °C 1 minuto X35
72 °C 1,20 minuto
72 °C 10 minutos 1
10 °C o0




146

8.2.1.2.  Secuencia de primers, reaccion de PCR y condiciones de
termociclador del gen de resistencia a la tetraciclina (fefA)

(Pantozzi, 2018)

Secuencias de primers tetA

Gen Primer Secuencia Tamaiio
tetA tetA-F 5"-TTT CGG CGA GGATCG CTT TCA CTG -3’ 283 ob

p
tetA tetA-R 5"-ATC CAC CTG CCT GGA CAA CAT TGC -3°

Reactivos Master Mix

Reactivo Concentracion final
Agua |
Templado 1 ul
Buffer 1X
dNTP Mix 0,2 mM
MgCI2 1,5 mM
tetA F 0,1 uM/ul
tetAR 0,1 pM/ul
Taq 0,025 U/ul
Parametros de ciclado
Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 minutos 1
95°C 45 segundos
59 °C 45 segundos X35
72 °C 1 minuto
72 °C 5 minutos 1
4°C 0
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8.2.1.3.  Secuencia de primers, reaccion de PCR y condiciones de
termociclador de genes de resistencia a la colistina (mcr-1,

mcr-2, mcr-3, mcr-4 'y mcr-5) (Rebelo y col., 2018)

Secuencias de primers MCR

Gen | Primer | Secuencia | Tamaiio

bla MCR-1 merl_fw 5"-AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC-3" 320 ob
p
bla MCR-1 merl_rev 5"-AGATCCTTGGTCTCGGCTTG-3"
bla MCR-2 mer2_fw 5'-CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT-3"
715 pb

bla MCR-2 mcr2_rev 5'-TCTAGCCCGACAAGCATACC-3’
bla MCR-3 mer3 fw 5"-AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG-3’
bla MCR-3 mcr3_rev 5"-AATGGAGATCCCCGTTTTT-3’ 929 pb
bla MCR-4 merd fw 5"-TCACTTTCATCACTGCGTT-3"
bla MCR-4 mcr4_rev 5"-TTGGTCCATGACTACCAATG-3’ 1116 pb
blaMCR-5 MCRS5_fw 5"-ATGCGGTTGTCTGCATTTATC-3’
blaMCR-5 MCRS _rev 5"-TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG-3" 1644 pb

Reactivos Master Mix

Reactivo Concentracion final
Agua |
Templado 2 ul
Master Mix Go Taq 1X
MCR Mix primers 10 Mm/pl

Parametros de ciclado

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C | 5 minutos | 1
95°C 30 segundos
55°C 30 segundos X 30
72 °C 45 segundos
72 °C 10 minutos 1
4°C )
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8.3. ANEXO 3

8.3.1. Secuencia de primers, reaccion de PCR y condiciones de
termociclador del gen de resistencia a antimicrobianos en cepas
aisladas de Enterococcus spp.

8.3.1.1.  Secuencia de primers, reaccion de PCR y condiciones de

termociclador del gen de resistencia a la vancomicina (vanA)

(Dutka-Malen y col., 1995)

Secuencias de primers VanA

Gen Primer Secuencia Tamaiio
vanA VAN-A-Plus 5"-GGG AAAACG ACAATT GC-3°
732 pb
vanA VAN-A-Minus 5'-GTA CAA TGC GGC CGT TA-3"
Reactivos Master Mix
Reactivo Concentracion final
Agua | L.
Templado 2,5 ul
Buffer 1X
dNTP Mix 0,2 mM
MgCI2 1,5 mM
VanA F 0,1 pM/pl
VanA R 0,1 uM/ul
Taq 0,025 U/ul
Parametros de ciclado
Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 minutos 1
94°C 30 segundos
48 °C 30 segundos X35
72 °C 30 segundos
72 °C 5 minutos 1
4°C 0




149

8.3.1.2.  Secuencia de primers, reaccion de PCR y condiciones de

termociclador del gen de resistencia a la tetraciclina (terM)
(Cochetti y col., 2005)

Secuencias de primers tetM

Gen Primer Secuencia Tamaiio
tetM TETM3 5'- GAACTCGAACAAGAGGAAAGC -37
740 pb
tetM TETM4 5'- ATGGAAGCCCAGAAAGGAT-3’
Reactivos Master Mix
Reactivo Concentracion final
Agua | Ll
Templado 1l
Buffer 1 X
dNTP Mix 0,2 mM
MgCI2 2 mM
TETM3 1 pmol/pl
TETM4 1 pmol/pl
Taq 0,025 U/ul
Parametros de ciclado
Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 minutos 1
94°C 1 minuto
58°C 30 segundos X 30
72 °C 1 minuto
72 °C 7 minutos 1
4°C ©




150

8.4. ANEXO 4

8.4.1. Analsis Estadistico con el programa WinEpi© (2006)
8.4.1.1. Tabla analisis estadistico de Chi cuadrado para

diferencia de proporciones de cepas centinela del estudio

Isla Santa Cruz % Aislamiento de % Aislamiento de % de Aislamientos de e
Escherichia coli Enterococcus Enterobacter

Total 3542 86,46 53,65 <0.0001

Interpretacion: las proporciones encontradas de cada bacteria en la Isla son diferentes

(p=<0.0001)

8.4.1.2. Tabla analisis estadistico de Chi cuadrado para
diferencia de proporciones de cada bacteria centinela segin

la zona muestreada (p< 0,05)

(1)
Numero de Muestras % Aislamiento de % Aislamiento de ) /o, i
Zona Muestreada . . . . Aislamientos de
Analizadas Escherichia coli Enterococcus
Enterobacter

Urbana 128 19,12 40,66 43,69
Agropecuaria 128 47,06 34,34 26,7
Protegida 128 33,82 25 29,61

p- valor <0.0001 0.0280 0.0086
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Tablas analisis estadistico de Chi cuadrado para

diferencia de proporciones encontradas entre Escherichia

coliy la RAM (p= 0,05)
Antibiético Urbana % Agropecuaria % Protegida % p-valor
Ampicilina 5.15 22 22.79 <0.0001*
Cefoxitina 2.21 5.88 2.94 0.2347
Cefotaxima 0 0.74 0 0.3646
Cefepime 0 0.74 0.74 0.6031
Gentamicina 0 0 o
Tetraciclina 3.68 22.06 5.88 <0.0001*
Trimetoprim Sulfametoxazol 2.94 11.76 3.68 0.0035*
Ciprofloxacina 0.74 2.94 2.94 0.3618
Cloranfenicol 2.21 9.56 2.94 0.0084*
En rojo: la significacion de la X? no es valida ya que el 50.0% de los resultados esperados son
menores de 5.
8.4.1.4. Tablas analisis estadistico de Chi cuadrado para
diferencia de proporciones encontradas entre Enterococcus
spp. y la RAM (p< 0,05)
Antibiético Urbana % Agropecuaria % Protegida % p-valor
Ampicilina 0.30 0.60 0.90 0.6059
Gentamicina 1.20 0 0 0.0183
Vancomicina 0.60 0.30 0.30 0.7788
Estreptomicina 0.90 4.82 1.20 0.0009*
Teicoplanina 0.60 0.30 0.60 0.8186
Tetraciclina 6.02 9.64 3.92 0.0105%
Ciprofloxacina 1.81 3.61 0.30 0.0076*
Cloranfenicol 1.20 0.30 0.30 0.2225

En rojo: la significacién de la X* no es valida ya que el 50.0% de los resultados esperados son

menores de 5.
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8.4.1.5. Tablas analisis estadistico de Chi cuadrado para

diferencia de proporciones encontradas en Enterobacter spp.

y la RAM (p< 0,05)
Antibiético Urbana % Agropecuaria % Protegida % p-valor
Ampicilina 34.47 24.27 27.18 0.0619*
Cefoxitina 31.07 21.36 23.79 0.0633*
Cefotaxima 5.83 6.31 4.37 0.6493
Cefepime 5.83 5.83 3.40 0.4349
Gentamicina 291 2.43 0.97 0.3784
Tetraciclina 3.88 3.40 1.46 0.2943
Trimetoprim Sulfametoxazol 0.49 0 0.97 0.4058
Ciprofloxacina 6.31 4.85 243 0.1564
Cloranfenicol 0 1.46 0.49 0.1925

En rojo: la significacion de la X no es valida ya que el 50.0% de los resultados esperados .





