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L. RESUMEN

DETECCION Y ANALISIS GENOMICO DE ENTEROBACTERALES PRODUCTORES
DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO Y CARBAPENEMASAS EN
AVES SILVESTRES PROVENIENTES DE CENTROS DE REHABILITACION

DETECTION AND GENOMIC ANALYSIS OF EXTENDED-SPECTRUM BETA-
LACTAMASE- AND CARBAPENEMASE-PRODUCING ENTEROBACTERALES OF
WILD BIRDS FROM REHABILITATION CENTERS

Los Enterobacterales productores de betalactamasas de espectro extendido (E-BLEE) y
productores de carbapenemasas son clasificadas como patégenos de prioridad critica
segun la OMS. El objetivo de este trabajo es detectar y realizar un analisis genémico de
Enterobacterales productores de BLEE y carbapenemasas en aves silvestres que
ingresan a centros de rehabilitacion de la Region de Valparaiso y Nuble durante el afio
2022. Se obtuvieron 154 hisopados cloacales de los cuales 22 fueron E-BLEE y no hubo
aislados productores de carbapenemasas. Once aislados fueron clasificados como cepas
multirresistentes a los antimicrobianos. Veinte cepas positivas correspondieron a E. coli
y se identificaron 15 secuencio tipos, mientras que dos se identificaron como K.
pneumoniae. El resistoma de las cepas en estudio arrojo los siguientes genes que
codifican a BLEE: blactx-m-1, blactx-m-2, blactx-m-8, blactx-m-15, blactx-m-27, blacTx-w-30, blacTx-
M-32, blactx-m-s5, blactx-m-177. También se detectaron otras betalactamasas ademas de
otros genes que confieren resistencia a aminoglucésidos, quinolonas, macrolidos,
sulfadiazinas, tetraciclinas, trimetoprima, anfenicoles, fosfomicina, rifampicina y
desinfectantes. Los replicones de plasmidos identificados de las cepas positivas fueron
principalmente tipo Col, tipo Inc y p0111. El gen de BLEE mas detectado fue blactx-w-15.
Se concluye que la adquisicion de esta resistencia fue del medio ambiente en el que
habitan estas aves silvestres, lo que esta posiblemente relacionado con el nivel de

poluciéon ambiental del medio en el que habitan.

Palabras clave: resistencia antimicrobiana, BLEE, E. coli, K. pneumoniae, fauna

silvestre.



. SUMMARY

DETECTION AND GENOMIC ANALYSIS OF EXTENDED-SPECTRUM BETA-
LACTAMASE- AND CARBAPENEMASE-PRODUCING ENTEROBACTERALES OF
WILD BIRDS FROM REHABILITATION CENTERS

Extended spectrum beta-lactamase (ESBL)- and carbapenemase-producing
Enterobacterales are categorized as critical priority pathogens by the World Health
Organization. The objective of this work is to detect and make a genomic analysis of ESBL
and carbapenemase-producing Enterobacterales isolated from wild birds admitted at
rehabilitation centers of V and XVI regions, Chile during 2022. 154 cloacal swabs were
collected and 22 were confirmed as ESBL producers. Non carbapenemase-producing
Enterobacterales were identified. Eleven isolates were classified as multidrug-resistant
strains. Species identification revealed twenty isolates as Escherichia coli that belonged
to 15 different sequence types (ST), and two Klebsiella pneumoniae of two different STs.
The resistome of the isolates displayed ESBL genes: blactx-m-1, blactx-m-2, blactx-m-s,
blactx-m-15, blactxm-27, blactxm-30, blactxwm-32, blactx-m-s5, and blactx-wm-177. Other beta-
lactamase were also detected in addition of genes that conferring resistance to
aminoglycosides, quinolones, macrolides, sulfadiazines, trimethoprim, tetracyclines,
amphenicols, fosfomycin, rifampicin, and disinfectants. Plasmidome of positive ESBL
strains were classified into Col-type, Inc-type, and p011 plasmid replicons. Our data
shows that blactx-w-15 gene was the most prevalent among the ESBL positive samples.
Regarding to the sample origins of the positive birds, we concluded that ESBL-producing
Enterobacterales are related with the environment where wild birds live and maybe have

a connection with the anthropogenic pollution.

Keywords: antimicrobial resistance, ESBL, E. coli, K. pneumoniae, wildlife



. INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una amenaza para la salud publica que se
ha reportado desde la década de 1920 (Hutchings et al., 2019); sin embargo, durante los
ultimos afos ha adquirido mayor preocupacion a nivel global. Actualmente, alrededor de
700.000 personas en el mundo mueren cada ano debido a la resistencia bacteriana, y
son cada vez menos las alternativas terapéuticas para combatir infecciones provocadas

por bacterias multirresistentes (Mancuso et al., 2021).

La propagacién de genes de resistencia junto con los factores asociados a la interaccion
entre humanos, animales domeésticos y/o silvestres, y el medio ambiente, supone como
resultado bacterias multirresistentes adaptables a diversas especies y condiciones
ambientales. Por esto, se hace necesario trabajar en un enfoque inclusivo para resolver

el rapido avance y evolucion de la RAM a nivel global (Aslam et al., 2021).

Desde el descubrimiento del primer antimicrobiano en 1910 (Hutchings et al., 2019), se
han elaborado e investigado otra serie de compuestos para combatir infecciones
bacterianas en humanos y animales domésticos (Brinkac et al., 2017). Las cefalosporinas
aparecen como importante opcidn terapéutica en el afio 1964, aunque unos afios mas
tarde se describen bacterias capaces de inhibir el efecto de estos antibiéticos (Hutchings
et al., 2019).

En el afio 1985 se comienzan a utilizar clinicamente los carbapenémicos, antibiéticos de
ultima generacién para tratar infecciones producidas por bacterias resistentes a
cefalosporinas (productoras de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE))
(Hutchings et al., 2019); sin embargo, en la década de los 90, se describen cepas de K.
pneumoniae resistentes al efecto de carbapenémicos, principalmente mediante la
produccion de enzimas carbapenemasas (Paterson y Bonomo, 2005; Lutgring, 2019;

Morrison y Zembower, 2020).

Entonces, cada vez que comienza el uso de un antimicrobiano, existe una presion
selectiva que conlleva a la generacion y/o adquisicion de mecanismos de resistencia por
parte de las bacterias (Rice, 2009; Ferri et al., 2017). Debido a esto, desde 1999 la

creacion de antibioticos ha disminuido en comparacién con afos anteriores (Projan y



Shlaes, 2004; Taconelli et al., 2018), ya que hay poco interés por la industria farmacéutica
de crear nuevas moléculas antimicrobianas, principalmente por la abertura de otros
mercados mas rentables como medicamentos para tratar diabetes o cancer (Ferri et al.,
2017). Estos factores constituyen una problematica para los tratamientos del presente y

futuro, sobre todo contra bacterias gramnegativas resistentes (Rice, 2009).

En la actualidad, Enterobacterales (como E. coli, K. pneumoniae, Salmonella sp., entre
otras) resistentes a carbapenémicos o a cefalosporinas de tercera generacion se
clasifican como patoégenos de prioridad critica segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (Tabla 1) (Taconelli et al., 2018; Mancuso et al., 2021).

Tabla 1. Clasificacion de patdgenos resistentes a antibidticos segun la Organizacion
Mundial de la Salud (Taconelli et al., 2018).

Prioridad Patogenos resistentes

Prioridad critica Acinetobacter baumannii, resistente a carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa, resistente a carbapenémicos

Enterobacterales, resistentes a  carbapenémicos  y/o

cefalosporinas de tercera generacion

Prioridad alta Enterococcus faecium, resistente a vancomicina
Staphylococcus aureus, resistente a meticilina y vancomicina
Helicobacter pylori, resistente a claritromicina
Campylobacter spp., resistente a fluoroquinolonas

Prioridad media Streptococcus pneumoniae, no susceptible a penicilina
Haemophilus influenzae, resistente a ampicilina

Shigella spp., resistente a fluoroquinolonas




La produccion de enzimas BLEE o carbapenemasas es un mecanismo que confiere
resistencia a antibidticos betalactamicos como penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos y/o carbapenémicos, segun el tipo de enzima (Guzman-Blanco et al.,
2014). En Enterobacterales, los genes que producen dichas enzimas estan generalmente
asociados a elementos genéticos moviles como los plasmidos (Madec et al., 2017). El
primer plasmido descrito que era capaz de codificar genes productores de BLEE fue
reportado en 1983 (Knothe et al., 1983), y se ha descubierto que estos plasmidos son
capaces de transportar genes adicionales que otorguen mecanismos de resistencia a

otras clases de antimicrobianos, desinfectantes y metales pesados (Bonnet, 2004).

En Latino América, se han reportado infecciones intrahospitalarias en humanos
provocadas por Enterobacterales productores de BLEE (E-BLEE) desde los anos 90,
siendo la familia de genes de resistencia del tipo CTX-M la mas relevante y prevalente
en cuanto a la resistencia a cefalosporinas de espectro extendido (Guzman-Blanco et al.,
2014). En el caso de enzimas de importancia asociadas a resistencia a carbapenémicos
en humanos, se encuentran KPC, NDM y/u OXA principalmente (Nordmann et al., 2012;
Lovleva y Doi, 2017).

Elimpacto que esto ha tenido en la fauna silvestre es poco conocido, sin embargo, existen
antecedentes de la deteccion de E-BLEE o carbapenemasas en fauna silvestre de
diversas partes del mundo (Bonnedahl et al., 2015). En Chile, se han descrito en aves
silvestres bacterias como E. coli y Salmonella enterica serovar Infantis productoras de
BLEE, que a su vez eran portadoras de factores de virulencia clinicamente relevantes
como sideréforos, toxinas y fimbrias (Hernandez et al., 2013; Fuentes-Castillo et al., 2019;
Fuentes-Castillo et al.,2020). Ademas, en un estudio reciente se detectaron cepas de E.
coliy K. pneumoniae productoras de carbapenemasas (KPC-2 y NDM-5) en gaviotas

migratorias (Ahlstrom et al., 2022).

La distribucién de RAM se ve favorecida a nivel local y global por la fauna que vive en
una determinada zona, asi como por las especies migratorias (Laborda et al., 2022). En
este contexto, se ha propuesto a las aves silvestres como centinelas ambientales y se ha
sugerido que podrian actuar como diseminadores de la RAM (Bonnedahl y Jarhult, 2014).

En sintesis, la propagacion de RAM y genes de resistencia a diferentes ambientes es una



realidad, y supone un riesgo multiple para la salud humana, animal y medioambiental
(Hernando-Amado et al., 2019).

Este estudio tiene como fin detectar y caracterizar gendmicamente los E-BLEE y/o
carbapenemasas que colonizan aves silvestres ingresadas a centros de rehabilitacion de

fauna silvestre de la region de Valparaiso y Nuble de Chile.
Hipotesis

Las aves que ingresan al Centro de Rehabilitacion de Fauna Silvestre Universidad de
Concepcion y a Fundacion Namku, son portadoras de Enterobacterales productores de

betalactamasas de espectro extendido y carbapenemasas.
Objetivo general

Evaluar la presencia y las caracteristicas gendémicas de Enterobacterales productores de
beta-lactamasas de espectro extendido y carbapenemasas aves silvestres que ingresan

a centros de rehabilitacion de fauna silvestre en Chile.
Objetivos especificos

1. Analizar los Enterobacterales resistentes a cefalosporinas y/o carbapenémicos
obtenidos desde hisopados cloacales de aves silvestres de Chile mediante test de
Kirby Bauer utilizando antimicrobianos de uso humano y veterinario.

2. Caracterizar el genoma de Enterobacterales productores de beta-lactamasas de
espectro extendido y/o carbapenemasas de aves silvestres de Chile considerando su

secuencio-tipo, resistoma y plasmidos.



IV. MATERIALES Y METODO

Las muestras provenian de los Centros de Rehabilitacién de Fauna Silvestre Universidad
de Concepcion, Region de Nuble y Fundacién Namku, Region de Valparaiso, Chile. El
muestreo se realizd por conveniencia y correspondié a hisopados cloacales de aves
silvestres colectados al momento de ingreso durante el afio 2022. Los hisopados fueron
cultivados en agar MacConkey suplementado con ceftriaxona (2 uyg/mL) y los aislados se
encontraban almacenados en caldo cerebro-corazén suplementado con glicerol (20%) a
-20° C.

Para la busqueda de bacterias resistentes a cefalosporinas de 3% generacion y
carbapenémicos se realizd cultivo de las muestras en agar MacConkey suplementado
con ceftriaxona (2 pg/mL) incubandolas durante 24 horas a 37°C en el Laboratorio de
Microbiologia Veterinaria del Departamento de Patologia y Medicina Preventiva de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Concepcién, campus Chillan. Los
Enterobacterales aislados se identificaron mediante la prueba bioquimica API®20E
(bioMérieux, Francia), sistema que permite identificar enterobacterias mediante 21 test

bioquimicos miniaturizados.

Los aislados fueron sometidos a la prueba de susceptibilidad antimicrobiana Kirby Bauer
donde se utilizaron los siguientes sensidiscos de antibidticos de uso humano y
veterinario: amoxicilina/Acido clavulanico, cefazolin, ceftriaxona, cefepime, ceftazidime,
ceftiofur, cefoperazona, cefoxitin, imipenem, meropenem, cloranfenicol, amikacina,
gentamicina, tetraciclina, enrofloxacino y sulfametoxazol/trimetoprim de acuerdo a los
protocolos y puntos de corte determinados por Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2022). El halo de inhibicion de cada antibidtico fue medido para clasificar si la cepa
bacteriana era sensible, medianamente resistente o resistente a dichos farmacos. Las
cepas resistentes a mas de dos clases de antibidticos seran consideradas como
multirresistentes (Magiorakos et al., 2012). Para evidenciar la produccion de BLEE, se
realizé la prueba de sinergismo de doble disco, que se forma debido a la inhibicién que
produce el acido clavulanico sobre las betalactamasas (Jarlier et al., 1988). Por otro lado,
la produccion de carbapenemasas fue confirmada utilizando la prueba NG-test® Carba 5
(Biotech).



Para los aislados de E-BLEE y/o carbapenemasas se realizé extraccion de ADN total
mediante la toma de una colonia bacteriana que se suspendié en 200uL de agua estéril
en un microtubo de 1,5mL. Luego, se centrifugd por un minuto a 10.000 — 12.000 rpm, se
descarto el sobrenadante y se adicion6 200uL del reactivo InstaGene™ Matrix (Bio-Rad
Laboratories). Posteriormente, se incubd a 56°C por 30 minutos y se agit6 a alta velocidad
por 10 segundos. Los tubos fueron colocados en un termo-bloque a 100°C por 8 minutos,
y se centrifugaron por 3 minutos a 10.000-12.000 rpm para finalmente guardar 50uL del
sobrenadante (ADN) a -20°C. El secuenciamiento del genoma completo se realizé con la
plataforma Illumina NextSeq en el centro de secuenciamiento SeqCenter, ubicado en
Pittsburgh, Estados Unidos. El ensamble gendmico se realiz6 en BV-BRC v3.26.4
mediante el ensamblador SPAdes v3.13.0. El secuencio tipo (muti-locus sequence typing,
MLST), resistoma y replicones de plasmidos fueron identificados mediante MLST 2.0,
ResFinder 4.1, PlasmidFinder 2.1, respectivamente, herramientas disponibles en Center

of Genomic Epidemiology (http://genomicepidemiology.org/).
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V. RESULTADOS

1. Origen y localizacion de las muestras

Se analizaron 154 muestras en total, 54 correspondientes al centro de rehabilitacion
(CRFS) Fundacion Namku (CRFS Namku) y 100 correspondientes al CRFS Universidad
de Concepcion (CRFS UdeC). Las muestras correspondian a aves de 16 ordenes, 27
familias, constituyendo un total de 44 especies (Tabla 3, Apéndice).

Del total de muestras positivas a E-BLEE, 21 pertenecian al CRFS Namku (13,6% del
total de muestras positivas), mientras que del CRFS UdeC solo una muestra fue positiva
(0,6% del total de muestras positivas). La positividad respecto al total de muestras de

ambos centros fue de 14,2% (Figura 1).

Total muestras negativas
122

——

Muestras Muestras
negativas negativas
99 23

Muestras

positivas
21

(13,6%)

CRFS Namku
54

Total
muestras
positivas

22
(14,2%)

Total de
muestras
154

CRFS UdeC
100

Muestra
positiva
1
(0,6%)

Figura 1. Muestras positivas y negativas provenientes de hisopados cloacales de aves
silvestres analizadas en el presente estudio segun centro de rehabilitaciéon de origen. El
total de muestras corresponden a 154 (verde), de las cuales 100 provienen del Centro de
Rehabilitacion de Fauna Silvestre Universidad de Concepcion (CRFS UdeC) (gris), las
que se dividen en 99 muestras negativas (amarillo) y 1 muestra positiva (naranjo). Las
otras 54 muestras provienen de Fundaciéon Namku (CRFS Namku) (blanco), de las que

23 son negativas (celeste) y 21 positivas (esmeralda).
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Los origenes de las 22 aves positivas a E-BLEE correspondieron a Niquén (1), de la
Region de Nuble; y Vifia del Mar (6), Valparaiso (5), Concén (6), San Antonio (1), Papudo
(1), Quintero (1) y Casa Blanca (1), de la Regién de Valparaiso (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de Chile con la distribucién geografica del origen de las aves colonizadas
del presente estudio por Enterobacterales productores de betalactamasas de espectro
extendido. A. distribucion de las muestras provenientes de la Regiéon de Valparaiso, B.

muestra positiva de la Regién de Nuble.
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Respecto a las especies de aves portadores de E-BLEE, Larus dominicanus obtuvo el
mayor numero de muestras positivas (17), Pelecanus thagus (1), Leucacarbo bougainvillii

(1), Falco peregrinus (1), Spheniscus magellancius (1), Coragyps atratus (1) (Figura 3).

2. Anadlisis fenotipico de Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de tercera

generacion

Las Enterobacterales positivas al fenotipo de BLEE correspondieron a dos especies: E.
coli (A124, A145, A118, A155, A153, A123, A90, A100, A152, A94, A129, A130, A132,
A101, A120, A127, A96, A42, A131, A126, A102, A114) y K. pneumoniae (A102, A114)
(Figura 3).
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Figura 3. Susceptibilidad antimicrobiana de los Enterobacterales productores de
betalactamasas de espectro extendido obtenidos de hisopados cloacales de aves
silvestres del presente estudio frente a diferentes antimicrobianos de uso humano vy

veterinario.
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El analisis fenotipico de los E-BLEE detectados en este estudio, evidencia la resistencia
a cefalosporinas de hasta 42 generacidén con excepcién de los carbapenémicos. Ademas,
las cepas fenotipicamente positivas a produccion de BLEE presentaron resistencia a
otras clases de antibiéticos como fenicoles, aminoglucésidos, tetraciclinas, quinolonas,
sulfadiazinas y trimetoprim. En este sentido, se refleja que 11 cepas son multirresistentes:
A18 y A90 resistentes a 3 clases de antibidticos, A155, A153, A152, A129, A127, A102
resistentes a 4 clases de antibidticos y A100, A94, A130 resistentes a 5 clases de

antibidticos (Figura 3).

3. Caracterizacion genémica de Enterobacterales productoras de betalactamasas
de espectro extendido que colonizan aves silvestres admitidas en centros de

rehabilitacion

De las 20 cepas de E. coli, se identificaron 15 secuencio tipos: ST38 (2), ST58(1),
ST69(1), ST131 (1), ST345 (1), ST540 (3), ST744 (3), ST1112 (1), ST2015 (1), ST2200
(1), ST2973 (1), ST5150 (1), ST7840 (1), ST10048 (1) y ST13045 (1). Por otra parte, las
2 cepas de la especie K. pneumoniae pertenecian a los secuencio tipos: ST469 y ST37
(Figura 4).

Los genes que codifican a BLEE fueron: blactx-m-1 (A120 y A42), blacTtx-m-2 (A114), blacTx-
m-s (A123 y A131), blactx-m-15 (A124, A155, A90, A100, A152, A96 y A102), blactx-m-27
(A118, A153 y A130), blactxm-30 (A101), blactx-m-32 (A145), blactx-m-55 (A132, A127 y
A126), blactx-m-177 (A94 y A129). Ademas, se detectaron otro tipo de betalactamasas
como blaoxa-10 (A114), blatem-18 (A155, A123, A90, A100, A152, A94, A129, A130y A126),
blatem-116 (A96), blasHv-11 (A102), blaskv-40 (A114), blashv-s6 (A114), blastv-70 (A102), blacwy-
2 (A130) (Figura 4).

Dentro del resistoma también se detectaron genes que confieren resistencia a otras
clases de antibidticos como aminoglucésidos, quinolonas, macrolidos, sulfadiazinas,
tetraciclinas, trimetoprima, anfenicol, fosfomicina y rifampicina, ademas de genes de

resistencia a desinfectantes de uso doméstico y hospitalario (Figura 4).
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Figura 4. Resistoma de las Enterobacterales productores de betalactamasas de espectro

extendido aislados de aves provenientes del Centro de Rehabilitacién de Fauna Silvestre

Universidad de Concepcion y Fundacion Namku. Los cuadrados de colores indican la

presencia de los genes segun la clase de antibiéticos betalactamicos y no betalactamicos

(aminoglucdsidos, quinolonas, macrélidos, sulfadiazinas, tetraciclinas, trimetoprima,

fenicoles, fosfomicina y rifampicina) y desinfectantes a los que confieren resistencia.
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Figura 5. Plasmidoma de los Enterobacterales aislados del presente estudio. Color verde
indica la presencia de los replicones de plasmidos detectados en los genomas

bacterianos.

Los replicones de plasmidos identificados de las cepas en estudio fueron: Col156,
Col(BS512), ColpEC648, IncFll, IncFIA, IncFIB, IncFIB(K), Incl1-(Alpha), Incl2(Delta),
IncM1, IncN, IncY, IncC1 y p0111 (Figura 5). Los cuales se pueden clasificar
principalmente en 3 grupos: tipo Col (cepas A145, A94, A129 y A96), tipo Inc (cepas
A145, A155, A153, A123, A100, A152, A94, A129, A130, A132, A101, A120, A127, A96,
A42, A131, A102 y A114) y p0111 (cepa A131).

La cepa A124 fue negativa a los replicones de plasmidos depositados en PlasmidFinder
2.1.



VI. DISCUSION

El presente estudio evalué muestras cloacales colectadas al momento de ingreso a los
CREFS, por lo que los aislados analizados fueron adquiridos por las aves en vida libre. La
especie de ave L. dominicanus fue la que obtuvo mas aislados positivos a BLEE en esta
investigacion. Aves de este género se han documentado como bioindicadores
ambientales para evaluar la presencia de E-BLEE en otras partes del mundo (Literak et
al., 2010; Cummins et al., 2020), ademas, se sugiere que la microbiota de las gaviotas
otorga un ambiente favorable para la transmision de resistencia a antibidticos entre

especies bacterianas (Aires-de-Sousa et al., 2020).

Las especies bacterianas aisladas pertenecian a E. coli y K. pneumoniae, dichas
especies se describen de como parte de la microbiota normal de aves silvestres (Cardoso
et al., 2023). Naturalmente, E. coli deberia expresar susceptibilidad a todos los
antibioticos analizados, pues no tiene mecanismos intrinsecos que le confieran
resistencia (Poirel et al., 2017). Para el caso de K. pneumoniae, esta descrita la
resistencia intrinseca a algunas cefalosporinas principalmente de primera generacion

mediante la produccién de betalactamasas del tipo SHV (Bernardini et al., 2018).

El alto porcentaje de positividad a E-BLEE en las muestras colectadas del CRFS Namku
frente a las muestras colectadas en el CRFS UdeC, puede ser explicado debido a la
notoria cercania a la costa de la Region de Valparaiso (Figura 2), sector geografico en
donde ademas desemboca al Océano Pacifico el Rio Maipo que cruza ciudades
altamente pobladas como Santiago. En este sentido, la Regién de Valparaiso y la Regién
Metropolitana, son zonas de alto desarrollo comercial y con mas polucién ambiental
debido al desarrollo de poblaciones humanas respecto al resto del pais (Marin et al.,
2017). Ademas, cabe destacar que los medios acuaticos pueden actuar como
acumuladores de residuos hospitalarios, siendo potencial fuente de bacterias resistentes
de importancia clinica (Hu et al., 2021; Esposito et al., 2023). Entonces, al igual como ha
sido reportado en estudios anteriores (Allel et al., 2023; Angulo et al., 2023), podria existir
una relacion entre la densidad poblacional humana y la cantidad de aves colonizadas por
E-BLEE. De esta forma, el bajo porcentaje de muestras positivas en la Region de Nuble

podria deberse a esto, ya que, posee 36,47 habitantes por Km? lo cual es
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significativamente menor en comparacién con las regiones ligadas a la mayor cantidad
de muestras positivas; regiones de Valparaiso (110,74 habitantes por Km?) vy
Metropolitana (461,77 habitantes por Km?) (Biblioteca del Congreso Nacional de Chile
2017a; Biblioteca del Congreso Nacional de Chile, 2017b; Biblioteca del Congreso
Nacional de Chile 2017c).

En este estudio no se detectaron Enterobacterales productores de carbapenemasas, sin
embargo, existen estudios recientes que lo describen en aves silvestres de Chile
(Ahlstrom et al., 2022), por lo que no se pude descartar que este tipo de resistencia esta

circulando en especies silvestres de Chile.

De los secuencio tipos detectados destacan: ST38, ST58, ST69 y ST131 clasificados
como patoégenos de importancia clinica en humanos (Manges et al.,, 2019). El linaje
patogénico ST38 esta asociado generalmente a la produccién de BLEE y se ha descrito
en humanos, fauna domeéstica y silvestre alrededor del mundo (Schaufler et al., 2018;
Fonseca et al., 2022). E. coli ST58 es considerado un patégeno emergente a nivel global,
que causa principalmente infecciones del tracto urinario y septicemia en humanos;
ademas, se reporta en animales de ganado enfermos y sanos, cursos de agua y animales
silvestres (McKinnon et al., 2018; Reid et al., 2022). E. coli ST131 es un linaje pandémico
de alto riesgo en la salud humana, ya que, es uno de los principales causantes de
infecciones urinarias y del sistema circulatorio en el mundo (Day et al., 2019; Wang et al.,
2021; Lindblom et al., 2022), mientras que fuera del ambiente clinico se ha descrito en
torrentes de agua cercanas a sitios urbanos (Biggel et al., 2023), animales de compafia
(Li et al., 2021) y fauna silvestre (Ewbank et al., 2022).

Los demas secuencio tipos de E. coli que se detectaron en este estudio y se han descrito
en la literatura portando resistencia a betalactamicos mediante produccion de BLEE son:
ST540 de una muestra de orina de humano (Bharathi y Rajamohan 2022), ST744 de
humanos, animales de abasto y fauna silvestre (Guenther et al., 2012; Nicolas-Chanoine
et al., 2013; Haenni et al., 2018), ST345 de muestras de carne de aves (Casella et al.,

2017), ST2973 en una muestra de un paciente humano (Mhaya et al., 2022).
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K. pneumoniae ST37 se describe en infecciones intrahospitalarias en hospitales humanos
(Yang et al., 2013; Li et al., 2017) y se ha detectado produciendo BLEE en pandas
gigantes cautivos (Su et al., 2022). Por otra parte, el ST469 de K. pneumoniae se reporta

en aislados de infecciones urinarias en humanos (Lee et al., 2021).

El analisis de genes de resistencia de los genomas de las cepas en este estudio revela
que las betalactamasas del tipo CTX-M-15 son las mas registradas en los resistomas de
los Enterobacterales aislados de aves silvestres ingresadas al Centro de Rehabilitacion
de Fauna silvestre Universidad de Concepcion, y Fundacion Namku, Region de
Valparaiso. Respecto a este grupo de enzimas, se describe que existe una diseminacién
a nivel mundial (especialmente de CTX-M-15), incluso se describen con gran frecuencia
en humanos en paises de Europa y Latino América (Wilson y Torék, 2018). En el caso
de los registros de BLEE o carbapenemasas producidas por Enterobacterales aislados
de fauna silvestre de Chile (Tabla 2) se documentan principalmente enzimas CTX-M, lo

gue concuerda con los resultados de este estudio.

También fueron detectadas otras betalactamasas que no confieren resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion (Ma et al., 2022), por lo que no se clasifican como
betalactamasas de espectro extendido; estas betalactamasas fueron las siguientes: OXA,
TEM, SHV y CMY, las que generalmente se encuentran de manera intrinseca en el
genoma bacteriano o pueden ser adquiridos mediante elementos genéticos moviles
(Wilson y Torok, 2018).

Los aislados presentan ademas genes que otorgan resistencia a desinfectantes,
principalmente amonio cuaternario. Genes de este tipo se han reportado en los mismos
plasmidos en donde se encuentran genes que otorgan resistencia a antibioticos (Pal et
al., 2015), por lo que se sugiere que las bacterias que portan mecanismos de resistencia
a antibioticos es probable que contengan genes de resistencia a desinfectantes y de esta

forma lograr una mejor adaptacion a los ambientes antropicos.
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Tabla 2. Enterobacterales productores de betalactamasas de espectro extendido o

carbapenemasas detectadas en fauna silvestre de Chile.

Hospedero Especie Enzima BLEE o Regién de Chile Referencia

bacteriana carbapenemasa
Gaviota de Franklin Escherichia coli  Grupo CTX-M-1, Valparaiso, Hernandez et al.,
(Leucophaeus grupo  CTX-M-2, 2013
pipixcan) grupo  CTX-M-9, Biobio

SHV-tipo

Gaviota de Franklin Escherichia coli CTX-M-2, CTX-M- Antofagasta Baez et al., 2015
(L. pipixcan) 15, CTX-M-22
Tucuquere (Bubo Escherichia coli, CTX-M-8, CTX-M- Nuble, Biobio Fuentes-Castillo et
magellanicus), Salmonella 65 al., 2019
Concon (Strix enterica serovar
rufipes) Infantis
Coéndor andino Escherichia coli CTX-M-14, CTX- Maule, Fuentes-Castillo et
(Vultur gryphus) M-55, CTX-M-65 Metropolitana al., 2020
Degu (Octodon  Escherichia coli  Grupo CTX-M-1 Metropolitana Benavides et al,
degus) 2021

Gaviota de Franklin

(L. pipixcan)

Coéndor andino

(Vultur gryphus)

Rata marrén

(Rattus norvegicus)

Gaviota de Franklin
(L. pipixcan), Gaviota

cahuil
(Chroicocephalus
maculipennis)

Degu
degus)

(Octodon

Escherichia coli,
Klebsiella
pneumoniae

Escherichia coli

Escherichia coli,

Citrobacter
freundii

Escherichia coli

Escherichia coli

KPC-2, NDM-5,
OXA-2, OXA-9,
CTX-M-15, SHV-
110

NDM-5, CTX-M-
177, OXA-2, OXA-
9, SHV-12
CTX-M-15, CTX-
M-32, CMY-48,
OXA-1

CTX-M-1, CTX-M-
55

CTX-M-15

Valparaiso

Metropolitana

Biobio

Los Lagos

Metropolitana

Ahlstrom et al,,
2022

Fuentes-Castillo et

al., 2022

Moreno et al., 2022

Fuentes-Castillo et
al., 2023

Hayer et al., 2023
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Los resultados otorgan antecedentes respecto a los plasmidos que portan las cepas en
estudio, sin embargo, el método utilizado para secuenciar (lllumina, short reads) no
permite ensamblar completamente el ADN plasmidial para comprobar su total contenido.
Aun asi, antecedentes previos demuestran que el linaje de plasmidos Col, esta
generalmente relacionado a la presencia de factores de virulencia, pero durante los
ultimos afnos algunos se han detectado portando genes de resistencia a algunas clases
de antibidticos (Ares-Arroyo et al, 2021; Cummins et al., 2022; Rodrigues et al., 2023).
Los plasmidos del grupo IncF son capaces de portar genes de resistencia a diversas
clases de antibidticos como betalactamicos, quinolonas, aminoglucdsidos, tetraciclicas y
cloranfenicol (Yang et al., 2015). Ademas, este grupo de plasmidos se ha asociado al
aumento de la distribucidon mundial de CTX-M-15 (Haenni et al., 2018). Respecto al
plasmido p011, también se ha visto implicado en el transporte de resistencia a

betalactamicos mediante genes de la familia CTX-M (Leao et al., 2021).

Las aves silvestres analizadas en este estudio provenian de la vida silvestre en
consecuencia no deberian estar expuestos a la presion selectiva generada por los
antibiéticos, por lo tanto, los individuos estudiados no deberian ser portadores de E-
BLEE. Estos resultados evidencian una problematica que debe ser atendida desde el
enfoque One Health, ya que, es probable que estas bacterias resistentes provengan de
humanos y mediante los desechos pasan a circular al medio ambiente de donde adquiere

resistencia bacteriana la fauna silvestre de nuestro pais.



VII.

1.

CONCLUSIONES

Se detectaron 22 cepas de Enterobacterales productores de beta-lactamasas de
espectro extendido en aves silvestres provenientes de la region de Valparaiso y
Nuble, mas no hubo cepas positivas a produccién de carbapenemasas. La
caracterizacion gendmica detecté 9 variantes de la enzima CTX-M en 17 linajes
diferentes de Enterobacterales.

El analisis de los aislados productores de beta-lactamasas de espectro extendido
evidencia la resistencia a cefalosporinas de hasta 42 generacion. Ademas, 11 de los
aislados fueron clasificados como multirresistentes.

La caracterizacion gendmica de los aislados positivos a produccién de beta-
lactamasas de espectro extendido, demostré 15 secuencio tipos de E. coliy 2 de K.
pneumoniae. Ademas, se detectdé un amplio resistoma con genes que confieren
resistencia a otros antibiéticos y desinfectantes. El gen de betalactamasa de espectro
extendido mas detectado fue blactx-m-15. Finalmente, los plasmidos descritos en este
estudio se asocian a portar genes de resistencia a antibioticos.

Segun el origen de las muestras, se concluye que la adquisicidon de esta resistencia
fue del medio ambiente en el que habitan estas aves silvestres, lo que esta
posiblemente relacionado con el nivel de polucién ambiental que existe en medio el

medio en el que se desarrollan.
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X. APENDICE

Tabla 3. Taxonomia de las aves muestreadas en el presente estudio, agrupados segun

orden, familia y especie.

Orden Familia Especie N° de individuos
Strigiformes Tytonidae Tyto furcata 16
Strigidae Athene cunicularia 2
Strigidae Bubo magellanicus 14
Strigidae Glaucidium nana 7
Falconiformes Accipitridae Parabuteo unicinctus 3
Accipitridae Geranoaetus polyosoma 3
Accipitridae Elanus leucurus 2
Falconidae Milvago chimango 6
Falconidae Falco sparverius 5
Falconidae Falco peregrinus 3
Falconidae Caracara plancus 1
Ciconiiformes Ardeidae Egretta thula 1
Cathartidae Vultur gryphus 1
Cathartidae Cathartes aura 1
Cathartidae Coragyps atratus 1
Ardeidae Bubulcus ibis 1
Threskiornithidae Theristicus caudatus 2
Passeriformes Thraupidae Thraupis episcopus 1
Tyrannidae Elaenia albiceps 2
Turdidae Turdus falckandii 7
Troglodytidae Troglodytes aedon 1
Icteridae Leistes loyca 1
Hirundinidae Tachycineta leucopyga 1
Anseriformes Anatidae Coscoroba coscoroba 1
Anatidae Anas flavirostris 2
Anatidae Anas georgica 2
Anatidae Cygnus melancoryphus 4
Pelecaniformes Sulidae Sula variegata 2



Charadriiformes

Suliformes

Sphenisciformes
Procellariiformes
Gruiformes
Tinamiformes
Columbiformes
Caprimulgiformes
Apodiformes

Psittaciformes

Pelecanidae
Charadriidae
Laridae

Laridae

Laridae
Phalacrocoracidae
Phalacrocoracidae
Phalacrocoracidae
Spheniscidae
Oceanitidae
Rallidae
Tinammidae
Columbidae
Caprimulgidae
Trochilidae

Psittacidae

Pelecanus thagus
Vanellus chilensis

Larus dominicanus
Leucophaeus pipixcan
Leucophaeus modestus
Poikilocarbo gaimardi
Nannopterum brasilianum
Leucocarbo bougaivillii
Spheniscus magellanicus
Oceanites oceanicus
Pardirallus sanguinolentus
Nothoprocta perdicaria
Zenaida auriculata
Systellura longirostris
Sephanoides sephanoides

Enicognathus leptorhynchus
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