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Resumen

En este trabajo se evalué la resistencia a antibiéticos de las enterobacterias aisladas
a partir de hisopados anales de crias de elefante marino del Norte, Mirounga
angustirostris, con metodologias basadas en cultivo, aislamiento y caracterizacién. Se
caracterizaron los morfotipos de enterobacterias y se analizaron conforme a los afnos
de muestreo, condicién corporal y sexo de las crias. También se realizaron
antibiogramas en bacterias cultivables. Se encontr6 evidencia de cambios anuales en
bacterias integrantes de la microbiota entérica, y diferencias metabdlicas entre anos
y entre sexos. Se registré la presencia de enterobacterias con resistencia a 11 de los
14 antibidticos utilizados, con mas del 50% de las cepas desplegando resistencia a
antibiéticos comunes, lo que constituye el primer registro en el elefante marino del
Norte en aguas mexicanas. La tesis discute como el elefante marino del Norte, como
especie centinela, puede proveer informacion del estado de salud del ecosistema y
resalta la problematica de presencia de resistencia a antibidticos en ecosistemas

marinos.

Palabras clave: Antibiéticos, elefante marino del norte, microbiota entérica, Mirounga

angustirostris, resistencia a antibidticos.



Abstract

In this research, the antibiotic resistance of enterobacteria isolated from anal swabs
collected from Northern elephant seal, Mirounga angustirostris, pups were evaluated
using culture-based methodologies, isolation, and characterization. The
enterobacteria morphotypes were characterized and analysed according to sampling
year, body condition, and sex of the pups. Antibiotic resistance tests were also
performed on the culturable enterobacteria. Evidence of annual changes in bacteria
composing the enteric microbiota was found, as well as metabolic differences between
years and sex. Presence of bacteria resistant to 11 out of 14 antibiotics tested was
recorded, with over 50% of strains exhibiting resistance to common antibiotics, being
the first record in the Northern elephant seal in Mexican waters. In this thesis we
analyse how the Northern elephant seal, as a sentinel species, can provide information
on the health status of the ecosystem and highlights the issue of antibiotic resistance
presence in marine ecosystems.

Keywords: Antibiotics, northern elephant seal, enteric microbiota, Mirounga

angustirostris, antibiotic resistance.
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Introduccion

A la comunidad de microorganismos que encontramos en el interior o exterior de otro
organismo le conocemos como microbiota (Hou et al., 2022). Estudiar el microbioma
de un organismo nos puede brindar informacion util para comprender su estado de
salud e identificar los estados de disbiosis, 0 desequilibrio de la microbiota, que
pueden incrementar el riesgo de diversas enfermedades (Ribas et al., 2023)
Caracterizar fenotipicamente a las bacterias que conforman a la microbiota puede
brindar informacién de relevancia para el manejo y conservacion de las especies
silvestres (Laborda et al., 2022). Una de las aplicaciones del estudio de la microbiota
es la identificacién de bacterias cultivables a las que pueden realizarse desafios in
vitro con antibidticos. Este andlisis, conocido como estudio de resistencia a
antibidticos es un elemento clave para entender la exposicion de estos organismos a

antibiéticos en los ambientes naturales (Sabtu et al., 2015).

La resistencia a antibidticos es considerada actualmente un problema serio para la
salud publica a nivel mundial (Conly & Johnston, 2005). En un estudio realizado por
(Murray et al., 2022) a partir de modelos estadisticos predictivos se estimé que en el
2019, 4,95 millones de muertes podrian asociarse a bacterias resistentes a
antibidticos. Se han registrado bacterias Gram positivas y Gram negativas causantes
de diversas infecciones, donde el tratamiento a partir de antibioéticos convencionales
resulta muy dificil o con resultados nulos, o que ocasiona una alta morbilidad y
mortalidad (Akova, 2016).

La resistencia a antibiéticos no solamente se observa en bacterias del humano y de
animales domésticos, dado que los metabolitos de los antibibticos, los antibibticos en
si mismos, y las bacterias con resistencia a antibidticos son excretados en los
desechos humanos y agropecuarios, pueden llegar facilmente a diversos
ecosistemas, incluso encontrandose en especies silvestres (Laborda et al., 2022). En
un estudio reciente realizado por Laborda y colaboradores (2022), se reportan
diferencias en la cantidad de bacterias con resistencia a antibiéticos entre animales

silvestres que estan en contacto con residuos humanos y animales silvestres de
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zonas mas conservadas. Esto lo observaron para diversas especies de reptiles, aves
y mamiferos comparando poblaciones cercanas a zonas perturbadas por el ser
humano y zonas conservadas, evaluando si albergan bacterias resistentes a los
antibidticos y las cepas resistentes a multiples farmacos, encontraron mayor
frecuencia de resistencia en animales de los sitios mas antropizados (Laborda et al.,
2022). Esto sugiere que la antropizacion incrementa la posibilidad de transferencia de
antibidticos, sus metabolitos y bacterias con resistencia a antibiéticos hacia otras
especies. Lamentablemente, aun se ha estudiado poco sobre la presencia de
bacterias resistentes a antibiéticos en fauna silvestre de diversos ecosistemas.
Tomando en cuenta estos resultados, es fundamental comprender y reconocer la
conexion entre las fuentes de contaminacién, la microbiota humana, animal y
ambiental para entender el problema desde la perspectiva de One Health y dar pauta
a la gestion de esta problematica de salud global. (Larsson & Flach, 2022)

Las especies centinela son aquellas que brindan informacién sobre la salud de los
ecosistemas, a partir de conexiones entre el estado de salud humana, animal y del
ambiente (Demas & Nelson, 2012). Para cumplir este papel, deben de tener una serie
de caracteristicas asociadas a su historia de vida, como longevidad, amplio espectro
tréfico y presencia en zonas de impacto antrdpico. Los mamiferos marinos son
especies centinelas de los ecosistemas marinos, ya que son longevos, residen a largo
plazo en ecosistemas pelagicos y costeros y se alimentan en niveles tréficos elevados
(Bossart, 2011). El elefante marino del norte (Mirounga angustirostris) es una especie
centinela del ecosistema marino particularmente informativa. Esto es debido a su
historia de vida, tanto neonatal como adulta, que permite que pueda la especie reflejar
el impacto de la antropizacion del ecosistema en las madres al estudiar a las crias.
Por otro lado, las diferencias intersexuales en su historia de vida, incluso a etapas
tempranas del desarrollo, asi como la inversion diferencial de recursos energéticos
de las madres hacia las crias hembras y machos. (Noren et al. 2003), permite plantear
Su uso como especie modelo para investigar diferencias entre la diversidad fenotipica
de las enterobacterias de las crias desde una perspectiva ecoevolutiva e investigar
diferencias en la resistencia a antibiéticos que exhiben esas bacterias (Hiltunen et al.,
2017).
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En esta tesis se caracteriz6 fenotipicamente a las enterobacterias de crias de elefante
marino del Norte que fueron capturadas y muestreadas durante 2022 y 2023 en su
colonia de nacimiento, en la Isla Benito del Oeste, en el Pacifico Mexicano. El objetivo
de la tesis fue investigar la variacion si los fenotipos de las enterobacterias cultivables
y sus patrones de resistencia a antibidticos varian entre afnos y entre sexos, y si son

influidos por la condicién de las crias.
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Hipétesis de trabajo

La diversidad fenotipica de enterobacterias rectales de crias de elefante marino del

Norte es diferente entre sexos.

La diversidad fenotipica de enterobacterias rectales de crias de elefante marino del
Norte es proporcional a la condicién corporal de las crias.

La diversidad fenotipica de enterobacterias rectales de crias de elefante marino del
norte es diferente entre 2022 y 2023.

Las enterobacterias rectales de crias de elefante marino del Norte presentan
resistencia a antibiéticos de uso humano y agropecuario.

Los patrones de resistencia a antibiéticos de las bacterias rectales de crias de elefante

marino del Norte difieren entre sexos.

Los patrones de resistencia a antibiéticos de las bacterias rectales de crias de elefante

marino del Norte varian con la condicién corporal de las crias.

Los patrones de resistencia a antibiéticos de las bacterias rectales de crias de elefante
marino del Norte varian entre 2022 y 2023.
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Objetivo general

Caracterizar las enterobacterias cultivables de muestras rectales de crias de elefante

marino del Norte e investigar sus patrones de resistencia a antibioticos.

Objetivos particulares

Evaluar si la diversidad fenotipica de enterobacterias rectales de crias de elefante

marino del Norte es diferente entre sexos.

Analizar si la diversidad fenotipica de enterobacterias rectales de crias de elefante

marino del Norte es proporcional a la condicién corporal de las crias.

Identificar si la diversidad fenotipica de enterobacterias rectales de crias de elefante

marino del norte es diferente entre 2022 y 2023.

Investigar si las enterobacterias rectales de crias de elefante marino del Norte

presentan resistencia a antibiéticos de uso humano y agropecuario.

Evaluar si los patrones de resistencia a antibidticos de las bacterias rectales de crias

de elefante marino del Norte difieren entre sexos.

Analizar si los patrones de resistencia a antibiéticos de las bacterias rectales de crias

de elefante marino del Norte varian con la condicidén corporal de las crias.

Identificar si los patrones de resistencia a antibidticos de las bacterias rectales de

crias de elefante marino del Norte varian entre 2022 y 2023.
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Antecedentes

Mecanismos de accion de los antibioticos

Los antibiéticos son una serie de compuestos que inducen la muerte celular o inhiben
el crecimiento y reproduccion de microorganismos (Bentley & Bennett, 2003).
También se ha definido a un antibidético como sustancia producida por un
microorganismo o de origen bioldgico que a bajas concentraciones puede inhibir el
crecimiento o ser letal para otros microorganismos (Denyer et al., 2011) a su vez, esta
definicién ha sido modificada a lo largo del tiempo al incluir a los antibiéticos que son
formados de manera sintética o contienen compuestos sintéticos. Aquellos
antibiéticos que son letales para las bacterias se les nombra como bactericidas,
mientras que los que se encargan de inhibir el crecimiento bacteriano son
bacteriostaticos (Pankey & Sabath, 2004). Esta accién se debe a que alteran procesos
asociados a la supervivencia de las bacterias, como la sintesis de componentes de la
pared celular, del ADN, el ARN o de la sintesis de proteinas (Kohanski, Dwyer &
Collins, 2010).

Existen numerosas formas de clasificar a los antibiéticos con base en su estructura
molecular, actividad antibacteriana o mecanismos de accién (Etebu, et al. 2016) Se
pueden clasificar los mecanismos de accion de los antibidticos con base en los

procesos y estructuras celulares que inhiben o en los que interfieren (Figura 1).

Pared celular

Membrana celular : ﬁ

Y / ‘:‘i&; > Traduccion
_ b i\ T 5 Ci
= I ‘%‘ ransctipeién Ana,

Figura 1. Procesos y estructuras celulares que inhiben o interfieren los antibidticos.
Imagen creada a partir de la informacién revisada en (Etebu, et al. 2016).
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Hay antibiéticos que inhiben la sintesis de pared celular, estructura formada de un
compuesto llamado peptidoglicano. La pared celular es necesaria para mantener la
forma de la célula bacteriana y esencial para protegerse del entorno (Bugg & Walsh,
1992). En el proceso de sintesis de peptidoglicano estan involucradas enzimas
transglicosilasas y transpeptidasas que forman la pared celular afiadiendo péptido
sacaridos y hebras de peptidoglicano inmaduro (Bugg & Walsh, 1992). Antibiéticos
como la cefalosporina, penicilinas y glicopéptidos, inhiben la generacién de pared
celular al bloquear a las enzimas transpeptidasas o transglicosilasas y uniéndose a
las unidades de peptidoglicano (Kahne et al., 2005).

Las proteinas son biomoléculas responsables de muchas funciones celulares, como
la conformacién de estructuras, desarrollo de procesos metabdlicos y procesos
fisioldgicos en la célula (Alberts et al., 2015). Las proteinas se forman a partir del
proceso de transcripcion y traduccion, en los cuales se codifica la informacion
contenida en un gen del ADN celular en un fragmento de ARN mensajero
(transcripcion) y la interpretacién de la informacién contenida en el ARN mensajero
para la formacidon de cadenas de aminoacidos (traduccion), en el proceso de
traduccion estan involucrados los ribosomas, estructuras celulares responsables del
acoplamiento del ARN mensajero y ARN de transferencia (el ARN de transferencia
trae los aminodcidos correspondientes a la secuencia contenida en el ARNm a partir
de la complementariedad de codones y anticodones de ambos tipos de ARN) (Alberts
et al., 2015). A su vez, los ribosomas son los responsables de la formacién de los
enlaces peptidicos entre aminoacidos, con el fin de formar las cadenas peptidicas.
Los ribosomas estan formados de dos subunidades, una mas grande que la otra 'y se
han descrito a partir de los coeficientes de sedimentacion que son 50S y 30S (Alberts
et al., 2015). Ya que los ribosomas forman la cadena de aminoacidos, posteriormente
las cadenas son plegadas y modificadas para adquirir la estructura y grupos
funcionales que conforman la estructura de la proteina madura y funcional (Alberts et
al., 2015).

Los antibiéticos que pueden intervenir en este proceso de sintesis de proteinas, se
pueden clasificar dependiendo de si inhiben 50S y 30S, partes esenciales del
ribosoma y por lo tanto indispensables para la sintesis de proteinas, algunos ejemplos
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de estos antibidticos son la eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol y clindamicina que
inhiben 50S vy tetraciclina y estreptomicina inhibe el funcionamiento de la subunidad
ribosomal 30S (Etebu, et al. 2016).

El proceso de sintesis de acidos nucleicos también es un proceso esencial en el
funcionamiento de la célula, la disrupcion de este proceso puede impedir la
supervivencia y reproduccién (Alberts et al., 2015). Los antibiéticos que interfieren en
este proceso bloquean el proceso de replicacion o transcripcidn, siendo la replicacion
el proceso que se lleva a cabo para formar copias del ADN celular y permitir que las
células productos de la divisién celular posean una copia del ADN de la célula madre
(Etebu, et al. 2016). Por su parte, la transcripciéon, que ya se ha mencionado
anteriormente, es el proceso en que la informacién contenida en un gen en el ADN se
copia en una molécula de ARN (Alberts et al., 2015). En la replicacién estan presentes
numerosas enzimas, como es el caso de la helicasa que tiene como funcién abrir la
cadena de ADN y separar las hebras, rompiendo los puentes de hidrégeno existentes
entre nucle6tidos complementarios (Alberts et al., 2015).

La funcién de la helicasa es esencial para permitir el funcionamiento de las enzimas
que contintan el proceso de replicacién del ADN y antibiéticos como las quinolonas
evitan que ocurra al interferir con la enzima helicasa (Chen et al., 1996). A su vez, las
quinolonas interrumpen el proceso de transcripcion, inhiben especialmente a las
enzimas topoisomerasas, que en consecuencia impide el trabajo de las polimerasas,
enzimas responsables de formar las cadenas de ARN mensajero a partir de las
secuencias de nucledtidos presentes en el ADN celular, impidiendo asi la formacion
del ADN, su la reproduccion o la sintesis de proteinas de las bacterias (Etebu, et al.
2016).

En el caso de los antibiéticos que afectan la membrana celular (estructura externa de
la célula, clave para permitir una entrada y salida selectiva de sustancia), estos son
especificos para cada grupo de bacterias, ya que actian sobre los lipidos presentes
en la membrana celular y estos pueden varias dependiendo del grupo de bacterias
del que se trate (Falagas et al., 2010). Algunos ejemplos de esto son la daptomicina
y polimixinas, que depolarizan las membranas dependientes de calcio o que
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desintegran

la membrana al

unirse con

liposacaridos de su estructura,

respectivamente, dando como resultado la perturbacion de su funcion, lo que

ocasiona desequilibrio entre los contenidos celulares con respecto al exterior y la

muerte de la célula (Falagas et al., 2010).

Siendo los antibiéticos compuestos que pueden afectar el crecimiento, reproduccion

y supervivencia de las bacterias, afectando estructuras como la pared celular,

membrana celular, sintesis de proteinas y sintesis de &cidos nucleicos, se han

descrito como uno de las principales presiones de seleccion de las bacterias (Etebu,

2016). A su vez, los antibidticos también se pueden clasificar por su estructura

quimica (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion de antibiéticos. Se describe la estructura, proceso que

inhiben y ejemplos de antibiéticos en cada grupo.

Antibiéticos Estructura Proceso que afecta Ejemplos
quimica
Beta-lactamicos Con  estructura | Inhiben la sintesis de | Cefalosporinas,
(Bush & Bradford, | conformada por | pared celular. | penicilinas,
2016) un anillo beta- | Bactericidas. carbapenémicos.
lactamico.
Macrodlidos Poseen un anillo | Inhiben la sintesis de | Claritromicina,
(Etebu, 2016). macrociclico proteinas (Afectan a | Azitromicina vy
lactonico 50S del ribosoma) | eritromicina.
Bacteriostéticos.
Tetraciclinas Las tetraciclinas | Inhiben la sintesis de | Tetraciclina,
(Chopra & Roberts, | presentan cuatro | proteinas. (Afectan a | doxiciclina,
2001) anillos fusionados | 30S del ribosoma) | minociclinas.
en su nucleo, son | Bacteriostaticos.
similares a las
porfirinas.
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Continuacién (Cuadro 1)

Quinolonas Presentan Inhiben la sintesis de | Levofloxacina,
(Aldred et al., 2014) | estructura  de | acidos nucleicos. | moxifloxacina vy
quinolina. (transcripcion y | ciprofloxacina.
replicacion)
Bactericida.
Aminoglucésidos Presentan Inhiben la sintesis de | Amikacina,

(Vakulenko &

grupos aminos y

proteinas (Afectan a

gentamicina vy

Mobashery, 2003) azucares en | 30S del ribosoma) | estreptomicina.
estructura Bactericida
ciclica.

Sulfonamidas Presentan  un | Inhiben la sintesis del | Trimetoprima y

(Reeves, 1984)

grupo funcional
en el nacleo de

la molécula
formado de
amidas del

acido sulfénico
(sulfonamida)

acido foélico, el cual

funciona como un
precursor en la
sintesis de acidos

nucleicos.

Bacteriostatico.

sulfametoxazol.

Glicopéptidos Péptidos  con | Inhiben la sintesis de | Teicoplanina vy
(Courvalin, 2006) estructura la pared celular. | vancomicina.

ciclica que | (Afectan

contienen especialmente a los

azucares y | precursores del

aminoacidos. peptidoglicano)

Bactericidas.

Oxazolidinonas Estructura  en | Inhiben la sintesis de | Linezolid.

(Boéttger & Springer,
2008)

forma de anillo.

proteinas.

Bacteriostaticos.
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Resistencia a antibioticos

La resistencia a antibiéticos se da por una serie de mecanismos que poseen los
microorganismos para evitar o disminuir los efectos de antibi6ticos. (Martinez, 2014).
Estos mecanismos de resistencia tienen bases genéticas y se pueden diferenciar en
cuatro tipos principales segun su desarrollo y origen (Munita & Arias, 2016). Primero,
la resistencia natural, que poseen algunas bacterias de forma intrinseca, codificada
en sus genes, y que les permite no ser afectadas directamente por el compuesto
antibiotico desde un inicio, ya sea por su estructura o vias metabdlicas. Un ejemplo
de esto es cuando las bacterias carecen del sitio de unién u objetivo del antibiético o
cuando su membrana es impermeable y no permite el paso de los antibi6ticos al
interior de la célula (Allen et al., 2010). En segundo lugar, la resistencia adquirida, que
se desarrolla a partir de la modificacion genética en cromosomas o plasmidos, por
mutaciones aleatorias causadas por cambios en el medio extra o intracelular, por
errores en la polimerasa durante la sintesis de ADN o mediante transposones o
integrones, siendo la informacién en los plasmidos muy importante en la sintesis de
enzimas que inactivan algunos compuestos antibiéticos (Munita & Arias, 2016).

En tercer lugar, esta la resistencia cruzada, que ocurre cuando, a partir de contar con
resistencia a un antibidtico especifico, si es molecularmente similar a otros
antibidticos, las bacterias expuestas a ellos puedan ser resistentes por el proceso que
las protegia contra el primer antibidtico (Munita & Arias, 2016). Finalmente, la
resistencia puede ser de tipo multi farmacos. Este tipo de resistencia se ha descrito
en bacterias patéogenas que desarrollan multiples estrategias contra mas de un
antibidtico de origen farmacéutico, poseen varios genes asociados a resistencia, se
puede presentar un aumento en la sintesis de enzimas inactivadoras de antibibticos
y cambios en las estructuras blanco (Munita & Arias, 2016). Cuando antibi6ticos
actian a través de los mismos mecanismos su efecto funciona de forma aditiva,
creando condiciones perfectas para la resistencia cruzada o co-resistencia, dando
como resultado la multi-resistencia a numerosos tipos de antibiéticos. (Blackburn et
al., 2010)
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Para que un antibiético tenga efecto es necesario que ingrese a la célula bacteriana,
en algunos casos, los antibi6ticos requieren de un proceso de activacion y anclarse
al sitio de unién que les corresponde para tener efecto en la célula, es importante que
debe de existir a una concentracién suficiente del farmaco para tener el efecto
antibiético que corresponde (Vittecoq et al., 2016). Los mecanismos de resistencia a
antibiéticos afectan a este proceso de ingreso, activacion, anclaje al sitio de unién o
concentracion de los ligandos, evitando que el antibi6tico tenga efecto en la célula
bacteriana. (Martinez, 2014) (Figura 2).

O A)Disminucion de la permeabilidad de la membrana

Figura 2. Mecanismos de accidn de resistencia a antibidticos.

A) La disminucién de la permeabilidad de la membrana impide que el antibidtico
ingrese a la célula, evadiendo la accién del antibitico sobre la estructura o funcién
celular. B) En el mecanismo de extrusion es evacuado de la célula el compuesto
antibiético evitando que pueda continuar su proceso antibiético. C) En el proceso de
inactivacion, se destruye o modifica el compuesto antibiético ya que ingresé a la
célula, evitando que llegue al blanco celular. D) En el mecanismo de modificacion del
blanco celular, la estructura receptora del antibiético se modifica, impidiendo que al
entrar en contacto con el antibiético comience el mecanismo de accion de este
(Modificado de Vittecoq et al., 2016).
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El mecanismo de disminucién de permeabilidad de la membrana implica que el
antibiético no pueda ingresar a la célula bacteriana, esto puede ocurrir al no contar
con el transportador correspondiente, como es el caso de Pseudomonas aeruginosa
que no presenta transportador de imipenem OprD2 ya que el antibiético no puede
ingresar a la célula, el farmaco no puede continuar con el efecto antibiético que posee.
(Martinez, 2014). En bacterias Gram negativas, la membrana externa funciona como
barrera, y evita que ingresen a la célula sustancias como antibi6ticos. Hay varios
antibiéticos como las tetraciclinas y algunas fluoroquinolonas que se ven afectadas
por los cambios en la permeabilidad de la membrana externa, ya que estos son
dependientes de canales de difusion llenos de agua, conocidos como porinas
(Hancock & Brinkman, 2002). Existen algunos antibiéticos que no presentan el mismo
efecto en células que tienen una menor cantidad de porinas en su membrana, por lo
que entran en menor concentracion a la célula. Un ejemplo de la eficacia de esta
barrera es la vancomicina que no afecta a bacterias Gram negativas ya que no puede
ingresar por la membrana externa (Munita & Arias, 2016).

Al alterar las porinas también se puede provocar que el antibidtico no tenga el mismo
efecto en la célula, esto puede ocurrir por un cambio en las porinas normalmente
expresadas, un cambio en la cantidad de porinas presentes en la membrana y el
deterioro de la funcién de las porinas en la célula. Este es un mecanismo de
resistencia de bajo nivel y normalmente esta asociado con otro mecanismo para
aumentar la resistencia a cierto grupo de antibiéticos dependientes de la presencia

de porinas (Hancock & Brinkman, 2002).

Una vez que el antibidtico entra a la célula, puede ocurrir un mecanismo de resistencia
conocido como extrusion, que consiste en sacar al antibiético de la célula mediante
bombas que los secretan al exterior (Vittecoq et al., 2016). Existen transportadores
que bombean antibiéticos directamente fuera de la célula o hay otros que secretan a
los antibidticos en el periplasma, espacio entre la membrana interna y externa de la
célula presente en células Gram negativas. (Allen et al., 2010). Este mecanismo de
resistencia afecta a una amplia gama de clases de antibiéticos, incluidos inhibidores
de la sintesis de proteinas, fluoroquinolonas, B-lactdmicos y polimixinas (Vittecoq et
al., 2016).
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Los mecanismos antes mencionados no modifican en si al antibidtico; sin embargo,
existen varios mecanismos de accion que actian directamente sobre la estructura o
activacion de antibiético, inactivando y evitando su funcion (Vittecoq et al., 2016).
Pueden ocurrir estos procesos de inactivacion con enzimas especificas o modificando
enzimas existentes que son necesarias para que ocurra el proceso de activacion del
antibidtico. (Martinez, 2014). Se han descrito multiples enzimas que modifican a los
antibioticos, entre las reacciones que realizan esta la fosforilacién (que afecta
aminoglucésidos) acetilacién (que afecta aminoglucésidos y cloranfenicol) vy
adenilacién (que también afecta aminoglucésidos y lincosamidas) (Munita & Arias,
2016). Un ejemplo de modificacion covalente de un antibiético es la realizada por la
acetiltransferasa que actua en antibidticos aminoglucésidos o también las enzimas
que degradan directamente al antibiético como las betalactamasas que actian sobre
los antibiéticos betalactadmico (Allen et al., 2010).

Por ultimo, en el mecanismo de modificacion del sitio de unién, describe como el
cambio en la estructura del sitio de unidén correspondiente al antibidtico para evitar
que el antibiético pueda anclarse al mismo y asi evitar su efecto. Este tipo de
modificacién puede adquirirse de diferentes formas, entre ellas se puede incluir la
mutacion, que implica que, a partir de mutaciones, se modifica a la proteina diana,
desactivando el sitio de union del antibidtico, pero se mantiene la funcién celular de
la proteina de la célula (Allen et al., 2010). Un ejemplo de este mecanismo ocurre en
las quinolinas cuyo mecanismo de resistencia asociado es la mutacion de la
informacion genética correspondiente para la formacién de topoisomerasas
bacterianas (Martinez, 2014). Otras modificaciones del sitio de unién pueden ser a
partir del reemplazo molecular (como ejemplo podemos mencionar la adquisicién de
proteinas de penicilina quimérica) modificacibn enzimatica (la resistencia a la
vancomicina se debe a una reorganizacién de la pared celular) o la proteccion del sitio
de union. Algunos de los farmacos que son afectados por el mecanismo de resistencia
de proteccion de sitios de union son las tetraciclinas y como ejemplo la proteina QnrA
que protege a las topoisomerasas al bloquear la accion de las quinolonas (Martinez,
2014).
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Dependiendo del tipo de bacterias de las que se trate, el sitio en el que se encuentran
y su exposicidn a compuestos antibiéticos, pueden desarrollar alguno de los tipos de
resistencia con mayor o menor medida, para poder comprender cdmo es que se
genera el fendmeno de resistencia cruzada o multirresistencia, se debe de describir

la resistencia adquirida la cual se explica a continuacién.

La adquisicion de genes asociados a resistencia a antibiéticos se puede explicar a
partir de dos origenes, el primero corresponde a mutaciones y el segundo a la
transferencia horizontal de genes a partir de elementos genéticos moéviles. (Boto &
Martinez, 2011) La adquisicién de genes de resistencia por mutacién ocurre cuando
un conjunto de células bacterianas susceptibles a cierto antibi6tico, desarrollan
mutaciones que afectan la actividad del farmaco, lo que tiene como resultado la
supervivencia de aquellas bacterias que presentaron esta nueva mutacién y la
eliminacién de la poblacién que continta siendo susceptible. Por lo tanto las bacterias
resistentes predominan y esta informacion es adquirida a partir de la mutacién

continua en las siguientes generaciones (Munita & Arias, 2016).

Se describieron anteriormente las formas mediante las que las bacterias pueden
adquirir resistencia a partir de mutaciones en su propio linaje. Sin embargo, también
pueden adquirir esta informacidon genética a partir de material genético con un origen
distinto al del linaje propio. Esto ocurre en un proceso conocido como transferencia
horizontal de genes, que puede ocurrir a partir de informacién genética ya presente
en el ambiente o a partir de la diseminacidn de antibibticos por actividades humanas.
En el proceso de adquisicion de genes de resistencia a antibidticos a partir de
informacion ya presente en el ambiente, se considera que muchas bacterias
comparten el mismo ambiente con moléculas o microorganismos que tienen
propiedades intrinsecas de resistencia, es posible que esta informacion genética que
brinda resistencia intrinseca pueda compartirse con los integrantes de este ambiente
a partir de procesos de transferencia horizontal (Keen & Montforts 2012). A este
conjunto de genes y microorganismos que poseen estos mecanismos de resistencia
que se encuentran en el ambiente se les conoce como resistoma y existe evidencia
sélida que sugiere que tal “resistoma ambiental” es una fuente de adquisicién de
genes de resistencia a los antibidticos en bacterias relevantes para en el ambito de
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salud humana. Otro de los origenes a partir de los que se pueden adquirir genes de
resistencia a partir de transferencia horizontal es por la diseminacion de antibiéticos
de uso frecuente, que se explicard mas adelante como las actividades humanas han
aumentado la diseminacion de estos antibioticos por su uso desmedido en la industria,
clinica y produccion ganadera. (Munita & Arias, 2016).

La transferencia horizontal de genes puede ocurrir a partir de tres estrategias
principales, la transformacidén que consiste en la incorporacién de ADN presente en
el medio extracelular, la transduccidn que es mediada por material genético
incorporado a la célula por fagos y la conjugacién, transmision de informacién en
elementos genético moviles como plasmidos entre bacterias. Estos mecanismos se
describiran con mayor detalle mas adelante (Munita & Arias, 2016) (Figura 3). Es
importante comprender estos mecanismos de adquisicion de resistencia ya que se ha
descrito a la transferencia horizontal de genes como la mas importante y de mayor

preocupacion para las bacterias que afectan la salud humana (Carattoli, 2013).
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Figura 3. Mecanismos de adquisicion de genes de resistencia a antibioticos.

Los elementos genéticos moéviles adquiridos a partir de transferencia horizontal de
genes (A) A partir de conjugacion se transmite informacién presente en plasmidos
entre células (B)La transformacion que consiste en la adquisicién de ADN presente
en el medio extracelular (C) La transducciéon mediada por virus fagos que insertan
material genético al interior de la célula. (D) Adquisicién de genes de resistencia a
partir de mutacion cromosémica, aquellas bacterias que poseen estos genes
originados a partir de mutacion seran seleccionados en presencia de antibiéticos y
esta informacion genética que le confiere resistencia podra heredarse a las siguientes
generaciones del mismo linaje (Vittecoq et al., 2016).

En los mecanismos de transmisién horizontal de genes se han mencionado a los
plasmidos. Estos son moléculas de ADN extracromosémico que tienen replicacion
auténoma al cromosoma celular, y entre la informacién que poseen contienen genes

que pueden conferir resistencia a varios antibidéticos como los beta-lactamicos,
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aminoglucdésidos, tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, trimetoprim, macrélidos y

quinolonas (Carattoli, 2009).

Para que ocurra el proceso de conjugacion se requiere que dos células tengan
contacto fisico y se forme un puente a partir de los pili que permite la transferencia de
la informacion contenida en un plasmido de la célula donante hacia la célula receptora
(Lerminiaux, & Cameron, 2019). Este proceso puede ocurrir entre diferentes especies
bacterianas y puede ser estimulada por presencia de antibiéticos, se ha descubierto
que la exposicidén a concentracién minima inhibitoria de estreptomicina, gentamicina
y cloranfenicol estimula el proceso de conjugacion en especies de bacterias Gram
negativas (Zhang et al., 2013).

En el proceso de transduccion las particulas virales transfieren genes bacterianos,
esto sucede cuando secciones del ADN bacteriano son errbneamente encapsulados
e incapacidades virales y posteriormente estos fagos infectan a células bacterianas y
transfieren este material genético. (Lerminiaux, & Cameron, 2019). Esto suele ocurrir
especialmente dentro de la misma especie bacteriana. (Lerminiaux, & Cameron,
2019). Un ejemplo es la adquisicién de genes de resistencia a antibidticos como
tetraciclina y penicilina que han sido observados transfiriéndose entre cepas de
Staphylococcus aureus en entornos hospitalarios (Lerminiaux, & Cameron, 2019).

En el proceso de transformacién las bacterias captan ADN que se encuentra fuera de
la célula y lo integra al material genético. Algunos ejemplos de bacterias con
resistencia a antibi6ticos por mecanismos de transformacion son pertenecientes a los
grupos de Acinetobacter, Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas, Staphylococcus y
Streptococcus. La presencia de antibioticos también puede influir en las tasas de
transformacién, un ejemplo de esto son las quinolonas, que se ha comprobado
estimulan la expresion de genes de competencia y aumentan la tasa de

transformacioén en estudios realizados en laboratorio (Lerminiaux, & Cameron, 2019).

El uso de antibidticos para prevenir enfermedades se remonta hasta 2000 afios en el
pasado. Se sabe del uso de microbios productores de antibiéticos como remedios
para tratar heridas abiertas en culturas en Serbia, China, Grecia y Egipto. El primer
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registro de esto es un papiro encontrado en 1550 a.C donde se menciona el uso de
pan con moho y tierra para tratar heridas y evitar infecciones (Hutchings et al., 2019).
Sin embargo, el uso de antibiéticos como un medicamento fue realizado por primera
vez por Paul Ehrlich, que desarrolld fadrmacos sintéticos a base de arsénico hace
aproximadamente 100 afos para tratar la sifilis causada por Treponema pallidum
(Hutchings et al., 2019), Se inventé posteriormente el prontosil un farmaco de
sulfonamida, desarrollado por Gerhard Domagk, que, junto con sus colegas, continu6
el trabajo de Paul Ehrlich en el desarrollo de las sulfonamidas como los primeros
antibiéticos de uso farmacéutico eficaces y de amplio espectro en el uso clinico
(Hutchings et al., 2019).

Desde su descubrimiento en 1910 por Paul Ehrlich, se han desarrollado mas de 38
clases de antibidticos extraidos de actinomicetos, bacterias, hongos y formados de
manera sintética (Hutchings et al., 2019). Sin embargo, es importante mencionar que
la resistencia a antibi6ticos ha estado presente desde antes de su introduccion y uso
en la farmacéutica, ya que se trata de un fenémeno evolutivo de competencia entre
cepas bacterianas, y entre cepas bacterianas y hongos (Larsson, 2014) y esto ha sido
una presioén selectiva para las bacterias a lo largo del tiempo (Larsson, 2014). Sin
duda, la resistencia a antibiéticos ha incrementado desde la incorporacién de los
antibiéticos como medicamentos (Hutchings et al., 2019). De hecho, se estima que
actualmente hay bacterias de relevancia en salud publica que son resistentes a todos
los antibiéticos comerciales disponibles (Bharadwaj et al., 2022).

En ese sentido es que el uso de antibidticos sin control ha acelerado el desarrollo y
dispersion de la resistencia. Ademas, no solamente se utilizan en la medicina
humana; el uso de antibi6ticos se ha extendido para la medicina veterinaria, pero
también para_la produccidn e industria de alimentos, en zonas rurales y urbanas (Allen
et al., 2010). Esto ha hecho que exista la posibilidad de derrame de antibioticos, sus
metabolitos y de bacterias resistentes a ellos hacia diversos ecosistemas de manera
constante, en ocasiones sin ser necesaria la exposicion directa (Rizzo et al., 2013).
Aunque se ha estudiado esta resistencia en bacterias patégenas para humanos o de
importancia médica o econdmica, poco se sabe sobre la presencia y los efectos que
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puede tener este fendbmeno en fauna silvestre y como a su vez estéa relacionado con

consecuencias a la salud de los ecosistemas (Larsson, 2014).

Emergencia y transmision de resistencia a antibiéticos en los ecosistemas

En los dltimos afios se han realizado numerosos estudios donde se muestra evidencia
de la presencia de antibidticos asociados a resistencia en la vida silvestre y los
ambientes naturales (Allen et al. 2010). El desarrollo de la resistencia a antibi6ticos
se da a partir de dos eventos conectados, la emergencia y la transmisién (Martinez,
Baquero, 2014). El proceso de emergencia es dependiente de la presidén selectiva
originada por los antibidticos, por lo que se han tomado restricciones conforme a su
uso, mientras que la transmisién no es dependiente de procesos de seleccién, si no
de la distribucién de los antibi6ticos en las actividades humanas y como se transportan
a los ecosistemas (Laborda et al., 2022). Para poder entender el fenémeno de la
resistencia a antibidticos en los ecosistemas y fauna silvestre es necesario
comprender los procesos de emergencia y las rutas de transmision, las cuales se

explicaran mas adelante.

La emergencia de bacterias con resistencia a antibioticos ocurre principalmente en
habitats en donde hay presencia humana, habitats naturales altamente contaminados
o directamente en las ciudades vy territorio urbanizado (Laborda et al., 2022). Ya que
es donde ocurre el proceso de seleccion, donde los antibi6ticos eliminan a las
bacterias que son susceptibles y las bacterias con resistencia adquirida
horizontalmente o resistencia adquirida por mutaciones propias, sobreviven y pasan

esta informacién a las siguientes generaciones (Allen et al. 2010).

Cuando encontramos bacterias con resistencia a antibiéticos en ecosistemas
conservados o fauna silvestre, podemos considerar esto como un indicador de
contaminacion por antibidticos, genes causantes de resistencia o bacterias
resistentes (Martinez, 2009). Cabe sefialar que existe correlacion entre la
contaminacion fecal humana y la abundancia de genes asociados a resistencia a

antibioticos en ambientes perturbados por el ser humano (Karkman et al., 2019).
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Un estudio realizado por Ahasan et al. (2017) en el que estudiaron la presencia de
resistencia a antibioticos en tortugas marinas australianas, encontraron resistencia
por parte de las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, incluyendo
bacterias que pueden ser comensales o patégenas para los seres humanos, como
Klebsiella, Citrobacter o Escherichia. En el estudio también se menciona que las
poblaciones de tortugas que se encuentran mas cerca de asentamientos humanos y
areas urbanas presentan mas bacterias con resistencia a antibioticos a comparacién

de poblaciones que se encuentran mas alejadas de estos sitios (Ahasan et al., 2017).

En otro estudio realizado por Di Lallo et al. 2021 se realizé una investigacion similar
con la especie de Iguana delicatissima de las Antillas Menores, donde también se
encontraron bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae con resistencia
a antibidticos, siendo los muestreos mas cercanos a los sitios mas antropizados
donde encontraron con mayor frecuencia cepas multirresistentes. Esto se consideré
evidencia de que la adquisicion de bacterias con resistencia a antibidticos por parte
de fauna silvestre es consecuencia de la contaminacién generada en sitios donde se

encuentra poblacion humana (Di Lallo et al., 2021).

En el caso de las aves podemos comparar estudios realizados sobre resistencia a
antibidticos entre distintos tipos de aves acuaticas, en donde los patos que suelen
alimentarse en sitios mas perturbados y con llegada de agua contaminada de tipo
residual, tienen mayor carga de bacterias con resistencia (Parnanen et al., 2019). A
comparacién con otras aves como pinguinos, vuelve piedras y avocetas que suelen

alimentarse en aguas menos contaminadas (Marcelino et al., 2019).

En el caso de estudios realizados con mamiferos, un ejemplo de comparacion de
fauna silvestre en cautiverio y de vida libre es el estudio realizado por Campbell et al.
(2020). En dicho estudio se compard la presencia de bacterias resistentes en
chimpancés y gorilas de cautiverio y de vida libre, siendo los simios de cautiverio los
que portan mas bacterias resistentes y asociadas al humano que las poblaciones

silvestres, se menciona que en este caso los simios de cautiverio y humanos pueden
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intercambiar de manera bidireccional las bacterias resistentes a partir de contacto

directo, suministros de agua o alimentos (Campbell et al., 2020).

En el trabajo realizado por Sun et al. (2020) se investigaron los cambios del
microbioma y el resistoma en estudiantes que pasaban una temporada en una granja.
Se encontré que el microbioma y el resistoma de los estudiantes varia, adquiriendo
bacterias con genes de resistencia presentes en los animales de granja, dando
evidencia sobre el intercambio bidireccional de bacterias resistentes entre animales

domésticos y seres humanos (Sun et al., 2020).

Otro ejemplo de estudios de resistencia a antibiéticos en fauna silvestre es el realizado
por Atterby et al. (2017). En esta investigacion se compara la presencia de E. coli
resistente en gaviotas presentes en diferentes hdabitats, como asentamientos
humanos, zonas de produccion ganadera y agua superficial. Dando como resultado
el hallazgo de plasmidos similares entre humanos y gaviotas que presentan
betalactamasas de amplio espectro como estrategia de resistencia. Se discute en el
articulo como la contaminacion antropogénica fue la causa de transmisién entre

humanos y las gaviotas silvestres (Atterby et al., 2017).

En un trabajo realizado con peces (Jobbins & Alexander, 2015) se evalu6 si existian
cepas de E. coli con resistencia a antibioticos en el microbioma intestinal de animales
silvestres africanos de Botswana. Para esto, evaluaron 150 muestras de heces y su
respuesta ante 10 antibidticos de uso comun. Encontraron que un 41.3% de las cepas
aisladas presentaron resistencia ante uno o dos tipos de antibiéticos y el 13.3% multi-
resistencia, que consiste en presentar resistencia a mas de 3 antibibticos diferentes a
la vez. Los autores discuten sobre como los factores de historia de vida de los
organismos evaluados y si tienen relacion con la cercania a asentamientos humanos,
tipo de alimentacion, hébitat y si hay distribucién en zonas urbanas puede aumentar
la susceptibilidad a la resistencia a antibidticos, los organismos carnivoros
presentaron mayor resistencia, seguidos de los omnivoros y por ultimo los herbivoros,
mostrando que la acumulacion tréfica de estos farmacos afecta en mayor medida a
organismos que se encuentran en un nivel tréfico mas alto, y como este tipo de

organismos pueden funcionar como centinelas en la evaluacién de la presencia de
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resistencia a antibiéticos en los ecosistemas. También se menciona que los
organismos acuaticos fueron afectados de manera significativa y se discute cdmo es
que el transporte de estos residuos en ecosistemas acuaticos puede hacer aun mas
susceptibles a organismos que se encuentran en estos ecosistemas o estan

asociados a zonas cercanas (Jobbins & Alexander, 2015).

En otro trabajo realizado por Blackburn, Mark y colaboradores (2010), se describe
como en peces de niveles tréficos elevados, se tomaron 134 muestras de cloaca y se
realizaron antibiogramas con 13 antibiéticos diferentes, los resultados indican que hay
una mayor resistencia en especies de tiburones, se encontr6 resistencia a por lo
menos un farmaco en cada uno de los seis sitios de estudio y en todas las muestras
de especie de peces analizadas. (Blackburn et al., 2010) La resistencia a multiples
farmacos también se document6 en la mayoria de los sitios de estudio, se discute
cémo este fendbmeno ocurre en peces de diferentes taxa y con distintas distribuciones,

con la capacidad de volverse un fenomeno ubicuo (Blackburn et al., 2010).

Algunos insectos como las cucarachas y las moscas, que estan mas presentes en
territorios habitados por seres humanos, pueden actuar como vectores para la
transmision de bacterias con resistencia a antibidticos, siendo importante la
consideracion de la posibilidad de transmitir esta resistencia entre patégenos

humanos (Onwugamba et al., 2018).

Mencionando algunos ejemplos de fauna que puede funcionar como vector de esta
resistencia entre ambientes conservados y perturbados estan las aves, que pueden
transmitir estas bacterias durante sus movimientos migratorios estacionales
(Parnanen et al., 2019). Lo mismo ocurre con algunos animales acuaticos, como las
tortugas marinas, que se proponen como posibles centinelas en la diseminacion de la
resistencia en ecosistemas acuaticos, dada la posibilidad de transmisién por largas

distancias incluso entre paises o continentes (Alduina et al., 2020).

El papel que tiene la fauna silvestre en la problematica de desarrollo de resistencia a
antibibticos, radica principalmente en la transmisién, en especial al funcionar como

reservorios y ser parte de la dindmica de transmisién de resistencia entre especies
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vinculadas a ecosistemas perturbados y el ser humano, siendo la fauna silvestre
hospedadores de bacterias con resistencia a antibidticos y eslabones en la
transmision y transporte a diferentes areas geograficas y al humano, contribuyendo a

la propagacion de resistencia antimicrobiana (Sun et al., 2020).

La transmision/dispersion de la resistencia a antibiéticos en los ecosistemas aun no
es clara; todavia no se conoce a profundidad cémo se pueden transmitir estos genes
de resistencia entre especies, poblaciones y comunidades de organismos (Laborda
et al.,, 2022). Conocer la dindmica de dispersién de la resistencia a antibidticos
evaluando el nicho y papel ecolégico que tienen organismos silvestres como
centinelas en la salud de un ecosistema, nos puede brindar informacion util sobre las
consecuencias a pequefna o gran escala de esta problematica, su impacto en la
conservacion y como estan relacionados los sistemas antropogénicos y naturales en

la transmision de genes de resistencia a antibiéticos (Ramey & Ahlstrom, 2020).

Las enterobacterias de la microbiota rectal

Las enterobacterias son un grupo de bacterias, en su mayoria Gram negativas, que
podemos encontrar en el tracto intestinal. El grupo abarca bacterias patégenas o
comensales del organismo y forman parte del microbioma intestinal (Baylis et al.,
2011). Se trata de una familia bacteriana, Enterobacteriaceae, que incluye a bacterias
del género Biostraticola, Buttiauxella, Cedecea, Citrobacter, Cronobacter,
Enterobacillus, Enterobacter, Escherichia, Franconibacter, Gibbsiella, Izhakiella,
Klebsiella, Kluyvera, Kosakonia, Leclercia, Lelliottia, Limnobaculum, Mangrovibacter,
Metakosakonia, Phytobacter, Pluralibacter, Proteus, Pseudescherichia,
Pseudocitrobacter, Raoultella, Rosenbergiella, Saccharobacter, Salmonella,
Scandinavium, Shigella, Shimwellia, Siccibacter, Trabulsiella, Yokenella, ademas de
algunos otros géneros candidatos’.

Las enterobacterias se identifican en el laboratorio mediante pruebas bioquimicas,
que incluyen tincion de Gram, catalasa y oxidasa (Mehrad et al., 2015). Para una

! Recuperado de https:/www.bacterio.net/family#Enterobacteriaceae
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identificacion certera a nivel de especie es necesario realizar analisis genético
moleculares y secuenciacion , existen diferentes sistemas de identificacion, como los
medios entubados convencionales, API-20E y los sistemas de tubos R/B, pueden
identificar especies de enterobacterias con un 91,1% de acuerdo en la designacion
de especies (Rutherford et al., 1977).

En términos de su resistencia a antibiéticos, este grupo de bacterias posee una gran
diversidad de mecanismos, lo que se debe a que muchas de estas bacterias tienen la
capacidad de adquirir genes de resistencia a partir de otros microorganismos de su
misma especie o de otras (Navarro et al., 2010).

A la fecha, se ha descrito resistencia a diversos antibidticos en la familia
Enterobacteriaceae (Cuadro 2). Mas recientemente, se han detectado cepas de
enterobacterias resistentes a los antibi6ticos carbapenémicos (Iredell et al. 2016).
Esto es preocupante, ya que se considera este antibiético una de las ultimas opciones
de tratamiento médico contra infecciones bacterianas multiresistentes (Fritzenwanker,
et al., 2018). Incluso se han detectado genes de resistencia al carbapenem (genes
de carbapenemasas blaOXA-48, blaKPC, blaNDM-1, blaVIM y blalIMP) en Escherichia
coliy Klebsiella pneumoniae (Ghaith et al., 2019).

En estudios realizados para evaluar la presencia de bacterias con resistencia a
antibiéticos se ha visto la presencia de bacterias resistentes pertenecientes a los
siguientes géneros o especies bacterianas, siendo E. coli (115 estudios), Salmonella
spp. (54 estudios) y Enterococcus spp. (43 estudios) las que mas frecuentemente

demuestran resistencia (Vittecoq et al., 2016).

Una de las especies de enterobacterias con mayor relevancia en estudios
relacionados con resistencia a antibiéticos es E. coli, ya que forma parte de la
microbiota intestinal normal del ser humano y de otros animales, sin embargo, puede
causar infecciones de varios tipos, incluyendo infecciones del tracto urinario y del
torrente sanguineo (Kaper et al., 2004). Se han encontrado cepas de E. coli con
resistencia a antibiéticos en vida silvestre, mencionando especificamente en aves y
mamiferos (Costa et al. 2006; LiteraK et al. 2010; Silva et al. 2011).
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Cuadro 2. Enterobacterias con resistencia a antibioticos y mecanismos de

resistencia.

(Informacién recopilada de Iredell et al. 2016 y Ghaith et al., 2019)

Antibiotico

Enterobacterias que se
ha reportado con
resistencia

Mecanismos de
resistencia descritos

Cefalosporinas

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter spp.

Enzimas B-lactamasas de
espectro extendido,
alteraciones en porinas,
bombas de reflujo

Carbapenems

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter spp.
Citrobacter spp.
Proteus spp.

Enzimas
carbapenemasas,
alteraciones de porinas,
bombas de reflujo

Fluoroquinolonas

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter spp.
Proteus spp.

Mutaciones en genes
responsables de la
sintesis de girasa y la
topoisomerasa 1V,
bombas de reflujo

Aminoglucésidos

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter spp.
Proteus spp.

Modificaciones en
ribosomas, bombas de
reflujo

Penicilinas

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter spp.

Enzimas [B-lactamasas,
porinas alteradas

Sulfonamidas

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter spp.

Alteraciones en las vias
metabdlicas del folato

Tetraciclinas

Escherichia coli

Klebsiella  pneumoniae,
Enterobacter spp.

Proteus spp.

Bombas de eflujo,
producciéon de proteinas
de unién a tetraciclinas

Otro ejemplo de bacterias con las que se han hecho estudios de resistencia a

antibidticos son las pertenecientes al género Salmonella (Vittecoq et al., 2016). Esta
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bacteria se puede encontrar en los intestinos de animales como cerdos y aves; en
humanos, pueden causar gastroenteritis o fiebre entérica y se han reportado serotipos
multirresistentes, como lo es el caso de S. typhimurium, una especie que porta un
elemento gendmico que le brinda resistencia a cinco antibidticos diferentes y es capaz
de transmitirse de manera horizontal (Lawson et al., 2002). Este serotipo de
salmonella se ha detectado en mamiferos (Caleja et al.2011) y aves (Cizek et al.
2007) de vida silvestre.

Las bacterias que pertenecen al género Enterococcus estan presentes en varios
ecosistemas y son bacterias comensales de mamiferos, aves, reptiles e invertebrados
(Holzbauer & Chiller, 2006). Se han registrado especies de este género que pueden
causar infecciones nosocomiales y presentan resistencia de manera intrinseca y
portan genes de resistencia a antibioticos con posibilidad de transmitirse de manera
horizontal (Vittecoq et al., 2016). Su estudio es de gran relevancia ya que se ha
descrito como un indicador de resistencia a antibiéticos en bacterias Gram positivas
(Vittecoq et al., 2016).

Debido a su ubicuidad en el tracto intestinal, y a la facilidad y baja invasividad de los
métodos de colecta de heces, el uso de enterobacterias para identificar cepas con
resistencia a antibiéticos ofrece la posibilidad de estudiar la resistencia a antibi6ticos
en poblaciones silvestres, y esto, a su vez, nos puede dar informacion sobre el origen
de exposicion a estos antibidticos y las consecuencias a corto y largo plazo tanto en
el organismo como en el ecosistema (Allen et al., 2010). No es que la presencia de
bacterias con resistencia a antibiéticos vaya a ocasionar un problema en el
ecosistema o en las especies animales que albergan a estas bacterias, sino que
refleja el grado de antropizacion de un ecosistema (Laborda et al., 2022) y, por otro
lado, genera reservorios de bacterias resistentes a antibidticos que pueden regresar
hacia el humano, incrementando un problema de salud que ya es considerado una

amenaza mundial (Allen et al., 2010).
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La resistencia a antibioticos en el contexto de la historia de vida

Las especies varian en historias de vida. La teoria de la historia de vida propone que
existen decisiones estratégicas a lo largo de la vida de un organismo, influenciadas
por su estado fisiolégico y circunstancias externas (Partridge et al.,1988). Esto da
como consecuencia diferencias en las probabilidades de supervivencia, las tasas de
reproduccion, y la asignacion del esfuerzo reproductivo, asi como su evolucion en
respuesta a factores ambientales, lo que significa que estos varian en cuanto a
aspectos ligados a su metabolismo, reproduccion, estrategias de supervivencia y ciclo
de vida (McNamara et al. 1996). Ninguna historia de vida es mas exitosa que otra;
todas las especies existentes han sido exitosas hasta el momento; sin embargo,
algunas historias de vida exponen a los individuos de algunas especies a ser mas
dados a exponerse o encontrarse con factores exdégenos. Es decir, en el contexto de
la resistencia a antibioticos, algunas especies serdn mas dadas a exponerse a
bacterias con resistencia a antibiéticos, a antibiéticos o a sus metabolitos (Allen et al.,
2010).

El nivel tréfico en el que se alimentan los individuos también puede influir en su
exposicion a antibiéticos, sus metabolitos y bacterias resistentes a antibidticos. Esto
es porque productos farmacéuticos, como los antibiéticos, que se utilizan en grandes
cantidades para el tratamiento de enfermedades humanas y animales, suelen llegar
a ambientes naturales, donde pueden pasar por procesos de bioacumulacion y
biomagnificacién (Zenker et al., 2014). La bioacumulacion es el proceso mediante el
cual sustancias exdgenas, como pesticidas o productos farmaceéuticos, se acumulan
en los tejidos de los organismos con el tiempo (Zenker et al., 2014). Ocurre cuando
los organismos estan expuestos a estas sustancias en su entorno, ya sea por contacto
directo o por ingestién de alimentos o agua que esté contaminada (Zenker et al.,
2014). Por su parte, la biomagnificacion se explica como el aumento de la
concentracion de una sustancia (xenobidtico), respecto a los niveles de la cadena
alimentaria en la que esta presente. Ocurre cuando los organismos en niveles troficos
mas bajos consumen organismos en los que ya se encuentra el xenobiotico, este se

acumula y pasa a los organismos en niveles tréficos mas altos, de forma que entre
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mas arriba en la cadena tréfica, mas alta la concentracion del xenobidtico (Zenker et
al., 2014).

Existen antibidticos que no son facilmente biodegradables y tienen potencial de
bioacumulacién, causando que los niveles mas altos de antibiéticos estén en
organismos con niveles troficos mas altos (Squadrone, 2020). Un ejemplo de esto
puede ser comparar la presencia de bacterias con resistencia a antibiéticos en los
peces y con la concentracion de bacterias con resistencia a antibidticos del agua
circundante. Por lo tanto, evaluar la presencia de bacterias con resistencia a
antibiéticos en organismos con niveles altos en la cadena trofica, como es el caso del
elefante marino del norte, puede brindar informacion sobre la presencia de resistencia
a antibiéticos en niveles inferiores por procesos de bioacumulacion y biomagnificacion
(Squadrone, 2020).

Incluso, diferencias en la historia de vida entre sexos de una misma especie podrian
influir en el riesgo de incorporar bacterias con resistencia a antibiéticos en su
microbiota. Por ejemplo, en especies sexualmente dimorficas, muchas veces los
machos se alimentan en lugares diferentes a los de las hembras, o a un nivel tréfico
diferente (lsaac, 2005). Esto implica que su exposicidn a los antibidticos, sus

metabolitos y a bacterias resistentes a antibiéticos seria diferencial.

Es importante mencionar que los caracteres de historia de vida que pueden influir en
la exposicidén a antibidticos y en la susceptibilidad de que las enterobacterias de su
microbiota desarrollen resistencia a antibiéticos pueden ser sinérgicos y actuar de
forma exponencial cuando se combinan. Es decir, aquellos organismos que estan en
niveles troficos altos, en habitats acuaticos costeros, con una distribucidén cercana a
asentamientos humanos, tienen una mayor susceptibilidad a presentar resistencia a
antibiéticos (Jobbins & Alexander, 2015). Un ejemplo de una especie que cumple
estas caracteristicas es el elefante marino del Norte, seleccionado como organismo

modelo para esta tesis.
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Materiales y métodos

Modelo de estudio

El elefante marino del Norte (Mirounga angustirostris) es un pinnipedo de la familia
Phocidae, que evolucioné a partir de un ancestro carnivoro terrestre hace
aproximadamente 25 millones de afos (Berta et al., 2018). Se estima que la poblacion
total se compone de entre 210,000 y 239,000 individuos (Lowry et al. 2014), que se
distribuyen en las costas e islas en el Pacifico Norte, desde Alaska hasta México, Baja
California, con la mayoria localizados en las costas de California (Hickstadt, 2015).

El elefante marino del Norte realiza inmersiones para alimentarse de calamares,
peces de profundidad, tiburones y rayas, por lo que pasa mas tiempo sumergido que
en la superficie (Le Boeuf, 1994). Las hembras pueden permanecer sumergidas un
promedio de 28 minutos a una profundidad de 480 metros, mientras que los machos
pueden hacerlo durante 20 minutos a una profundidad de 400 metros. Alcanzan
profundidades maximas de mas de 1,000 metros y realizan cerca de 120 inmersiones
diarias, su capa de grasa es gruesa, lo que, ademas de otras adaptaciones

fisioldgicas, les permite resistir temperaturas bajas del agua (Le Boeuf, 1994).

Los machos adultos establecen su posicion como macho dominante en una zona de
la costa, mediante enfrentamientos con otros machos. A este territorio reproductivo
se le conoce como harén, y dentro del mismo se encuentran las hembras que ya han
procreado y han criado con éxito a sus crias, a estas hembras se les denominan
“‘hembras alfa”, mientras que las hembras primerizas 0 menos experimentadas se les
denomina “hembras beta” y se encuentran en los margenes del territorio del harén,
por lo que pueden llegar a ser perturbadas por los machos subadultos que se mueven
entre estos territorios buscando reproducirse (Le Boeuf, 1972).

La especie se caracteriza por tener un dimorfismo sexual marcado en su etapa adulta:
las hembras adultas pesan alrededor de 600 kg y pueden medir entre 2 y 3 metros de
longitud, mientras que los machos pueden pesar hasta 2,300 kg y medir alrededor de
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4 m de largo, ademas de presentar una probdscide (Le Boeuf, 1994). Es marcada la
diferencia conductual reproductiva. Después de la gestacidbn de las hembras,
comienza la época reproductiva, durante el invierno llegan a las costas después de
sus viajes de alimentacion y listas para dar a luz, pasan 28 dias amamantando a sus
crias, posterior a esto destetan a las crias y entran en celo, tras la copula comienzan

el viaje de alimentacién post-reproductivo (Le Boeuf, 1972).

Las crias nacen pesando alrededor de 30 kilos, su pelaje es de color oscuro y va
cambiando a un tono grisaceo con el destete que ocurre entre los 20 y 20 dias de
edad, tras el destete llegan a pesar 130 kg (Le Boeuf, 1994). Las crias reciben leche
con alto contenido en grasas (de hasta 54%) y toman leche aproximadamente cuatro
veces al dia (Costa et al. 1986). Durante el periodo de lactancia, las crias aumentan
su masa en un 10,4% de la masa corporal inicial por dia, mientras que las hembras
pierden alrededor de 4,19% de su masa corporal inicial por dia, siendo la lactancia

muy costosa energéticamente para las madres (Costa et al. 1986).

Durante la época reproductiva los machos alfa ayunan durante 80 dias, lo que
ocasiona la pérdida de entre 7 y 10 kg de masa corporal diaria. Utilizan la grasa que
poseen como reserva para obtener energia, ya que, durante esta temporada, a pesar
del ayuno, deben defender su territorio, atacar competidores y copular con las
hembras (Deutsch et al., 1990). Al finalizar la temporada reproductiva los machos se
alejan del harén descansan entre 10 y 20 dias, y luego emprenden su primer viaje de

alimentacién (Deutsch et al., 1990).

En los viajes de alimentacion los elefantes marinos recorren grandes distancias, se
dirigen hacia el golfo de Alaska, recorriendo aproximadamente 100 km al dia, donde
permanecen durante dos meses para alimentarse (Deutsch et al., 1994). Cada afio,
en mayo, comienzan su migracion de regreso al sur, hacia la colonia donde se
reproducen. Sin embargo, se trata de una temporada de descanso y muda de pelaje,
en la que, a diferencia de la época reproductiva, los individuos descansan sin
agresiones ni enfrentamientos durante un mes antes de regresar al golfo de Alaska
durante cuatro meses mas para aumentar su masa y acumular energia para la

siguiente época reproductiva (Deutsch et al., 1994).
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Historicamente, los elefantes marinos han sido objeto de caza por su piel y grasa en
las costas de California y Baja California hasta el siglo XIX, lo que redujo
considerablemente su poblacién, se consideré extinta a la especie en varias
ocasiones y a partir de la década de 1920 se observé un incremento en su poblacién
gracias a medidas de proteccion, como la creacion del Parque Nacional en lIsla
Guadalupe en 1922 y a su nombramiento como especies sujetas a proteccion
especial por parte de legislacion mexicana y estadounidense. Su estado de
conservacion evaluado por la IUCN en 2014 lo clasifica como de “preocupacion
menor” (Huckstadt, 2015). Actualmente se continda el monitoreo continuo de las
poblaciones, normatividad de prohibicibn de caza y siguen presentando
problematicas de conservacion debido a la contaminacién y pérdida de habitat
(Huckstadt, 2015).

T TR

Figura 4. Elefantes marinos del norte en el archipiélago de San Benito, Baja

California.
De izquierda a derecha se puede observar una cria tomando leche de su madre, tres
hembras adultas y un macho. Fotografia: M.F. Félix Huergo (2023).
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Sitio de estudio

Las muestras de este estudio se colectaron en la isla Oeste del Archipiélago de San
Benito (Figura 5). Este se encuentra a 140 km al oeste de la peninsula de Baja
California y tiene una extension de 386 hectareas. El Archipiélago se conforma por
tres islas; la Oeste, la del medio (de 44 hectareas) y la del Este (con 142 hectareas
de superficie). El area cuenta con una altitud maxima de 1200m sobre el nivel del mar
y se encuentra dentro de la regién parte de la Reserva de la Biésfera de “Islas del
Pacifico de la Peninsula de Baja California” decretada desde el 2016 (DOF:
07/12/2016).
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Figura 5. Mapa del archipiélago de San Benito.
Se conforma de tres islas volcanicas: San Benito Oeste, San Benito Medio y San

Benito Este. Imagen tomada de Elorriaga- Verplancken (2015).

El Archipielago de San Benito se caracteriza por tener un clima arido con lluvias en
invierno, su vegetacion se describe como matorral desértico y en cuestiones de fauna
tiene una gran abundancia de aves marinas que anidan en la zona, una especie de
reptil y cuenta con especies marinas de importancia econémica como el abulén azul
(Haliotis fulgens) y la langosta roja (Palinurus elephas), los cuales se encuentran en
concesion exclusiva de la cooperativa pesquera pescadores nacionales de abulon
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desde hace mas de 70 afnos. En esta isla coexisten cuatro especies de pinnipedos: la
foca comun (Phoca vitulina) el lobo marino de California (Zalophus californianus), el
lobo fino de Guadalupe (Arctocephalus philippii) y el elefante marino del norte

(Mirounga angustirostris) (Elorriaga-Verplancken, 2015).

Colecta de las muestras

Se capturaron 26 crias de elefante marino del Norte en 2022 y 23 crias en 2023. Se
realizé la captura de las crias por parte de integrantes del Laboratorio de Fisiologia
de la Conservaciéon de la Universidad Auténoma de Querétaro. Después de la captura,
una persona inmoviliza la cabeza de la cria de forma manual, y otras dos personas
inmovilizan el resto del cuerpo de forma manual. En cada muestreo se tomaron
medidas de longitud estandar y diametro a la altura del ombligo, capa de grasa lateral
y se identifico el sexo de las crias. Estas eran marcadas con peréxido de hidrégeno
en el pelaje con un numero de identificacion unico, para marcarlas de forma temporal

y evitar que fuera recapturado el mismo individuo durante la salida.

La condicién de las crias se estima de forma indirecta tomando en cuenta tres
medidas: la longitud total (LT, en cm) el diametro umbilical (DU, en cm) y el grosor
de la capa de grasa (CG, en cm) en la linea media lateral, a nivel umbilical. Esta ultima
medida se registré mediante un vernier, por duplicado. Los dos indicadores de
condicién fueron: DU/LT y CG/LT. Se realiz6 una prueba de Chi? para comparar el
valor de LT/DU y LT/DG y demostrar la relacién que tienen ambos valores de
condicion corporal. (Chi’= 4.6212 , gl=1 , p= 5.458 x 10-"4; Figura 6)
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Figura 6. Relacidn de los valores de condicidén corporal LT/DU y LT/DG.

Se utilizaron hisopos estériles para recolectar muestras rectales. Para esto, se insertd
un hisopo por el ano de la cria y se frotd ligeramente en las paredes del recto, al
retirarlo se almacenaba en un tubo con medio Stuart y se transporté en una hielera
hasta terminar el muestreo. En el campamento se mantuvieron las muestras en
refrigeracion y protegidas de la luz, y se transportaron al laboratorio en una hielera de
transporte para ser procesadas.

Procesamiento de muestras

Se realiz6 un cultivo primario a partir del hisopo. Para esto, se sembraron las bacterias
por estrés con descarga en medio McConkey y el cultivo fue incubado durante 18
horas a 35°C. Se evalud el crecimiento primario y se sembré por aislamiento cada
morfotipo identificado como morfolégicamente distintivo en una nueva placa de medio
McConkey, mediante siembra por estria. Los cultivos fueron incubados nuevamente

por 18 horas a 35°C, con el fin de aislar las colonias y describir los morfotipos fisica y
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quimicamente. Las caracteristicas que se tomaron en cuenta fueron: tamano, forma,

elevacién, margen, color, apariencia, densidad y consistencia.

Caracterizacion fenotipica de las enterobacterias

Ya que fueron descritos los diferentes morfotipos identificados de cada una de las
muestras, cada morfotipo fue aislado. Para esto, se utilizdé un asa bacterioldgica estéril
para tomar una colonia Unica; esta se sembré en una placa de Petri con cultivo de
cerebro corazén, se incubd a 35 °C durante 18 horas y se realizaron las siguientes
pruebas bioquimicas para caracterizar cada colonia:

Tinciéon de Gram

Se siguié la metodologia establecida (Coico, 2005). Brevemente, con un asa
bacteriolégica estéril se tomd una colonia Unica del cultivo realizado en medio cerebro
corazon, se colocd sobre un portaobjetos limpio y se agregd una gota de agua sobre
la colonia. Se esparcio6 el agua y la muestra sobre el portaobjetos y con ayuda de una
lampara de alcohol, se fijé la muestra con calor al pasar el portaobjetos sobre el fuego
rapidamente para secar poco a poco la muestra sin quemarla. Una vez que el
portaobjetos contenia la muestra seca, se llevé al cuarto de microbiologia y tinciones,
donde se realiz6 la metodologia de tincion de Gram. Esto requirié tefir la muestra con
cristal violeta durante 30 segundos, retirar el exceso de cristal violeta con agua,
escurrirla, colocarla en solucion de yodo durante 1 minuto, retirar el exceso de agua
por escurrimiento, colocar una solucién de 1:1 de alcohol y acetona durante 5
segundos sobre la muestra y enjuagar con agua; para finalizar, se colocé solucién de
safranina durante 45 segundos, se enjuagé con un poco de agua y se dejo secar para
observar al microscopio (Coico, 2005).

Se observo el portaobjetos con la preparacién tefiida bajo el microscopio y se
examinaron las bacterias bajo inmersion en aceite (900x a 1000x) para distinguir
entre bacterias Gram positivas (color violeta) y Gram negativas (color rosa) (Coico,
2005).
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Pruebas bioquimicas

a) Prueba de catalasa
Para realizar la prueba de catalasa se tomé con una asa bacteriolégica estéril una
colonia Unica y se colocé sobre un portaobjetos limpio; se agregd una gota de
peréxido de hidrégeno y se observo si habia produccidén de burbujas. La presencia
de burbujas indica un resultado positivo para la presencia de la enzima catalasa (Tille,
2015).

b) Prueba de oxidasa
La prueba oxidasa tiene como objetivo detectar y comprobar un complejo llamado
citocromo-oxidasa el cual esta presente en microorganismos aerobios (Bankar et al.,
2009). Para la realizacion de esta prueba se utilizaron tiras de deteccidén de oxidasa
marca Bioser (Tiras de Oxidasa- Bioser, 2021). Con un palillo de madera estéril se
tomd una colonia Unica y se frotd sobre la seccidn de la tira donde se encuentra el
reactivo, después de 30 segundos se registré el cambio de coloracion para registrar
si hay resultado negativo (color amarillo) o positivo (color violeta 6scuro) (Tille, 2015).

c) Prueba de motilidad, ornitina e indol

La prueba de motilidad, ornitina e indol se utiliza para evaluar la motilidad bacteriana,
la capacidad de examinar ornitina y la produccion de indol a partir del triptéfano
(Bergey, 1994). Se prepar6 el medio MIO y se coloco en tubos de ensayo de vidrio.
Estos se esterilizaron y conservaron en refrigeracién para el cultivo. Para la
inoculacién de las bacterias con una asa bacteriolégica estéril se tomo6 una colonia
Unica y se coloc6 de manera vertical en el tubo con el medio. Se colocaron los tubos
de medio MIO en la incubadora durante 18 horas a 35 °C. Pasado este tiempo se
realizo la interpretacién de resultados (Murray et al. 2018).

Para la prueba de motilidad, se observé el medio después de la incubacion y si habia
turbidez desde el punto de inoculacién hacia otros sitios del medio la motilidad se
registré como positiva, sin embargo, si el crecimiento bacteriano solo ocurrié en el

sitio de la inoculacién se registr6 como motilidad negativa (Murray et al. 2018).
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Para la prueba de ornitina se observo el cambio de color en el medio. Si la colonia era
productora de amonio, el pH del medio se vuelve alcalino, lo que causa que el color
se torna verdoso o purpura mas brillante que el medio original. Esas variaciones de
color se registraron como positivas. Se repitieron dos veces las pruebas para evitar
que cambios ligeros de color dieran falsos positivos (Murray et al. 2018).

Para la prueba de indol se agregaron 2 gotas de reactivo de Kovac al tubo de medio
MIO. Al agregar el reactivo de Kovac en el medio se forma un anillo de color rosa o
rojo en la capa superior del medio (resultado positivo); en el caso de un resultado
negativo no se forma este anillo de color. Se realizd la prueba después de haber
corroborado los resultados de motilidad y ornitina para evitar el cambiar el color del
medio al agregar el reactivo de Kovac (Murray et al. 2018).

Elaboracion de antibiogramas

Se realizaron antibiogramas con multidiscos con 14 antibiéticos:Cefuroxima,
Norfloxacina, Aztreonam, Cefotaxima, Ceftriaxona, Acido Nalidixico, Nitrofurantoina,
Gentamicina, Amikacina, Ciprofloxacina, Ofloxacina, Ceftazidima, Cefixime y Cefdinir,

mediante la técnica de Kirby-Bauer (Esser, 1970).

Brevemente, los antibiogramas se realizaron de la siguiente forma: Se prepararon
medios de cultivo Miller Hinton en placa Petri y tubos con solucion salina estériles.
Para la inoculacién del cultivo bacteriano se seleccion6 una colonia pura, previamente
identificada como una enterobacteria, con un asa bacteriolégica estéril y se coloco en
el tubo con solucion salina. Se midié la densidad 6ptica del tubo con la escala de
McFarland para asegurar que se trabajaba con una suspensién homogénea de
bacterias, asegurando que la solucion salina estuviera a una escala de 0.5 de lo que
corresponde aproximadamente a una suspension homogénea de Escherichia coli de
1.5 x 108 células por mL (Sutton, 2011).  Se repitié el proceso de inoculacién,

agregando mas colonias bacterianas, hasta que se alcanzaba la densidad indicada.

Para la siembra se tomé un hisopo estéril y se introdujo en el tubo con solucién salina

y con la muestra bacteriana, se escurre levemente en la pared interior del tubo y se
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esparcio sobre la placa Petri en una linea por la mitad y de manera perpendicular, se
marcar una linea por la mitad de la placa y se volvid a sembrar de manera

perpendicular.

Después de la siembra de la muestra, se colocaba con una pinza estéril un multidisco
con antibiéticos (Combi Disc Multidisco para Gram negativos (GN1). Antibioticos:
NOR, AT, CTX, CRO, NA, NI, XM, GM, AK, CI, OF, CAZ, FIX, CD. 13CD101-20. Reg.
No. 0979R2011 SSA. Fabricados por Arkray Healthcare, distribuido por Accutrack)
Se tenia particular cuidado de que se colocara de manera centrada en la placa Petri
y que todos los discos tocaran el cultivo. Se incubaron las placas a 35°C por 18 horas.
Tras el tiempo de incubacidén se midié con un vernier el didmetro del halo de inhibicién
que se formé y se comparé el diametro registrado con los puntos de cohorte que
establece el documento M100 del 2019 que es el Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorio CLSI establecido para enterobacterias, donde se clasifican
dependiendo del didmetro del halo de inhibicién en R(Resistentes), S (Sensibles) e |
(Intermedias). Se realiz6 un solo antibiograma por morfotipo, sin duplicados y se
tomaron fotografias de todas placas. En la figura 7 se puede apreciar un ejemplo de
una caja de Petri con los discos con antibioticos.

Figura 7. Antibiograma en caja petri con multidisco de 14 antibiéticos para gram -.
Se realizaron los experimentos de acuerdo con la metodologia de Kirby Bauer (Esser,
1970).
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Analisis estadisticos

Los datos recopilados fueron evaluados utilizando el programa R y Python. Se
realizaron pruebas de Chi? y pruebas de Fischer para desafiar las siguientes hipotesis:
Esta tesis desafio las siguientes hipdtesis:

e Ladiversidad fenotipica de enterobacterias rectales de crias de elefante marino
del Norte es diferente entre machos y hembras.

e Ladiversidad fenotipica de enterobacterias rectales de crias de elefante marino
del Norte es proporcional a la condicién corporal de las crias.

e Ladiversidad fenotipica de enterobacterias rectales de crias de elefante marino
del Norte varia entre 2022 y 2023.

e Las enterobacterias rectales de crias de elefante marino del Norte presentan
resistencia a antibiéticos de uso humano y agropecuario.

e Los patrones de resistencia a antibidticos de las bacterias rectales de crias de
elefante marino del Norte difieren entre machos y hembras.

e Los patrones de resistencia a antibidticos de las bacterias rectales de crias de

elefante marino del Norte varian con la condicion corporal de las crias.

e Los patrones de resistencia a antibidticos de las bacterias rectales de crias de
elefante marino del Norte varian entre 2022 y 2023.

Las variables independientes del estudio fueron: sexo (dicotomico: macho o hembra),

condicién corporal (continuo: grosor de la capa de grasa) y afno de colecta (2022 y
2023).
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Las variables dependientes fueron: diversidad de enterobacterias (variable discreta
producto de conteos), diversidad de fenotipos resistentes (variable discreta producto
de conteos), magnitud de la resistencia a los antibidticos (mediciéon del halo de
inhibicién, en mm; variable continua), diversidad de fenotipos resistentes (variable

discreta, producto de conteos).

Las variables dependientes que fueron producto de conteos no pueden analizarse
como si fueran normales, por lo que se utilizaron pruebas de Chi-cuadrada para
desafiar la primera, la segunda y la tercera hipétesis. La cuarta hipétesis se desafio
Unicamente con los resultados obtenidos, sin necesidad de realizar una prueba
estadistica. Para la quinta, la sexta y la séptima hipétesis habia dos variables
respuesta, una que era producto de conteo (para cada categoria: resistencia,
resistencia parcial, susceptibilidad), y que se analizé mediante pruebas de Chi-
cuadrada, y la segunda que era una variable continua (diametro del halo de

inhibicion).

Para la variable de magnitud de la resistencia a los antibidticos, se construyd un
histograma y se le aplicé una prueba de Shapiro-Wilk para determinar si se ajustaba
a una distribucion gaussiana. Posterior a esto se realizé una prueba de Mann Whitney
U para comparar las medias de las variables de ano. En el caso de los diametros de
resistencia con respecto a los morfotipos evaluados y los valores de sexo y condicidn
corporal se realizd un ajuste de Bonferroni y Hochberg por la cantidad de pruebas
realizadas y con el objetivo de prevenir la probabilidad de cometer un falso positivo

(error tipo 1).

Todos los analisis fueron realizados con el programa estadistico de acceso libre R y
Python (versiones 4.3.1 y 3.12.2 respectivamente). Se utilizaron los paquetes
incluidos en ambos programas Yy la biblioteca Scipy.stats, Matplotlib y NumPy, en

Python para las pruebas estadisticas y construccién de graficas.
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Resultados

Caracterizacion de los morfotipos

Se pudieron cultivar 34 morfotipos diferentes de enterobacterias de las muestras
rectales de crias de elefante marino del Norte (ver Figura 8), de los cuales solo tres
morfotipos (M9, M12 y M29) se repitieron en las muestras de 2022 y 2023. El resto
de los morfotipos fueron Unicos para cada afo de muestreo. Se realiz6 una prueba
de Chi?para comparar los morfotipos encontrados en 2022 y 2022 con resultados que
indican diferencias significativas entre los morfotipos encontrados por afos
(Chi?=66.46, p=0.0005, gl= 33; Figura 8).

Cantidad de morfotipos por afio
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Figura 8. Morfotipos de enterobacterias aislados de muestras rectales de crias de
elefante marino del Norte en 2022 y 2023.

Se contd la cantidad de morfotipos (riqueza) que fueron cultivadas y aisladas de cada
muestra, siendo lo mas comun que cada muestra tuviera dos morfotipos diferentes,
aunque algunas muestras solamente tuvieron un morfotipo y, menos frecuentemente,
algunos tuvieron tres y seis morfotipos por muestra (ver Figuras 9y 10). La cantidad
de morfotipos encontrados por muestra no varié por afo (Chi?=0.78, p=0.85, gl= 3;
Figura9y 10).
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Rigueza de morfotipos por afio
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Figura 9. Cantidad de morfotipos de enterobacterias identificados por muestra en

2022 y 2023.
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Figura 10. Cantidad de morfotipos de enterobacterias identificados por muestra en
2022 y 2023.

A partir de los resultados de las pruebas bioquimicas se realiz6 el siguiente cuadro
donde se indican las pruebas estadisticas de Fischer y su valor de significancia (p)
resultante para evaluar si hay diferencias entre los resultados bioquimicos de
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morfotipos de 2022 y 2023 (Cuadro 3). La caracterizacion bioquimica de las cepas
fue semejante entre afnos, con la excepcion de la prueba de ornitina, ya que hubo mas
cepas positivas en 2023 que en 2022 (Chi?2 = 6.71, gl= 1, p = 0.0096; Figura 111).

Cuadro 3. Porcentaje de resultados de pruebas bioquimicas realizadas a las

enterobacterias aisladas de elefante marino del Norte en 2022 y en 2023.

2022 2023
Prueba Bioquimica
+ - + -

Gram 0% 100% 0% 100%
Catalasa 100% 0% 100% 0%
Oxidasa 0% 100% 0% 100%
Motilidad 93% 7% 83% 17%
Ornitina* 32% 68% 66% 34%

Indol 85% 15% 73% 27%

* p<0.05 en la prueba de Fisher.

Resultados de |la prueba de ornitina

Bacteria
BN Positivo
EEE Negativo

30

257 Chi-square: 6.71

p-value: 0.0096
Degrees of freedom: 1
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Figura 11. Resultados de pruebas bioquimicas de ornitina en 2022 y 2023.
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Comparacioén de sexos y diversidad

No hubo una diferencia significativa entre los morfotipos encontrados en machos y
hembras, al realizarse la prueba de Chi? (p>0.05; Figura 12).
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Figura 12. Morfotipos encontrados en machos y hembras

Resistencia a antibioticos

Se detecto resistencia a 11 de los 14 antibi6ticos analizados en las muestras de 2022,
mientras que en el 2023 se encontrd resistencia a 10 de los 14 antibiéticos. En el caso
de los resultados intermedios, en 2022 se encontro resistencia intermedia a ocho de
14 antibi6ticos y en 2023 a siete de 14 antibiéticos. No se encontraron diferencias
significativas en la cantidad de morfotipos resistentes, intermedios o sensibles entre
2022 y 2023 (en los tres casos, p >0.05; Cuadro 4).

Con los datos de los didmetros del halo de inhibicion de cada antibiético se realiz6 un
histograma, una prueba de Shapiro-Wilk para evaluar si presentan una distribucion
normal y una prueba de Mann Withney-U para comparar las medias entre anos. Para
siete de 14 antibidticos si se observaron diferencias en el diametro del halo de
inhibicion (Cuadro 5; Figura 13A-G). La distribuciéon del diametro del halo solamente

fue normal en el caso de (NI) Nitrofurantoina y (GM) Gentamicina.
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Cuadro 4.Resultados de antibiogramas con frecuencia de morfotipos de

enterobacterias resistentes, intermedios y sensibles en 2022 y 2023.

Se muestra el numero de morfotipos en cada categoria y el porcentaje que

representan para cada antibiético.

2022 2023
Antibidtico
R | S R I S
Cefuroxima 20 8 3 12 2 7
64.52% | 25.81% 9.68% 57.14% 9.52% 33.33%
Cefdinir 17 1 13 11 0 10
54.84% | 3.23% 41.94% | 52.38% 0% 47.62%
Nitrofurantoina 17 1 13 12 7 7
54.84% | 3.23% 41.94% | 46.15% 26.92% | 26.92%
Cefixima 9 1 21 2 1 18
29.03% | 3.23% 67.74% 9.52% 4.76% 85.71%
Gentamicina 2 8 21 0 3 18
6.45% | 25.81% | 67.74% 0% 14.29% | 85.71%
Ceftriaxona 3 1 27 2 0 19
9.68% 3.23% 87.10% 9.52% 0% 90.48%
Aztreonam 2 0 29 2 0 19
6.45% 0% 93.55% 9.52% 0% 90.48%
Cefotaxima 5 0 26 2 1 18
16.13% 0% 83.87% 9.52% 4.76% 85.71%
Amikacina 6 10 15 3 5 13
19.35% | 32.26% | 48.39% 14.29% 23.80% | 61.90%
Ac. Nalidixico 2 12 17 1 4 16
6.45% | 38.71% | 54.84% 4.76% 19.04% | 76.19%
Ofloxacina 3 0 28 0 0 21
9.68% 0% 90.32% 0% 0% 100%
Ceftazidima 0 0 31 1 0 20
0% 0% 100% 4.76% 0% 95.24%
Ciprofloxacina 0 0 31 0 0 21
0% 0% 100% 0% 0% 100%
Norfloxacina 0 1 30 0 0 21
0% 3.23% 96.77% 0% 0% 100%

56




Cuadro 5. Resultados significativos de la prueba de Mann Withney-U comparando el
diametro de los halos de inhibicion de bacterias del 2022 y 2023.

Antibidtico Estadistica U (Mann-Whitney) Valor de p
Norfloxacina 585.5 1.802 x 1098
Aztreonam 42.0 6.638 x 1099
Cefotaxima 582.5 4.694 x 1008
Ceftriaxona 109.5 1.751 x 10%
Ciprofloxacina 84.5 1.974 x 1006
Ceftazidima 149.5 0.001
Cefixima 468.0 0.004

No se encontraron diferencias significativas entre los diametros del halo de inhibicién
entre cachorros machos y hembras (p>0.05 para todos los analisis). Sin embargo, al
comparar las categoria de resistencia, se encontr6 que los morfotipos sensibles (S
) eran mas comunes en hembras que en machos (Chi? = 508.65, gl= 1, p= 0.03176;
Figura 14).
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presencia de antibiético en bacterias del 2022 y 2023.
A) Norfloxacina, B) Aztreonam, C) Cefotaxima, D) Ceftriaxona.
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Figura 13 (Continuacion). Gréfica de Distribucion e Histograma de los halos de
inhibicion en presencia de antibidtico en bacterias del 2022 y 2023.
E) Ciprofloxacina, F) Ceftazidima, G) Cefixima.
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Figura 14. Comparacién entre frecuencias de bacterias sensibles ( S ) a antibidticos

detectadas en cachorros machos (M) y hembras (H).

Se realizaron pruebas de Chi? para comparar los valores de DG para evaluar si
existen diferencias significativas entre la condicién corporal de crias machos y
hembras, dando resultados no significativos, lo que nos indica que la condicidn
corporal es igual entre sexos.(Chi’= 269.81, gl=1,p= 0.2245; Figura 15).
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Figura 15 . Relacién de valor de condicién corporal DG y sexos.
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En la comparacion de la diversidad de morfotipos y los valores de condicion corporal,
se realizaron las mismas pruebas estadisticas y no se encontraron diferencias
significativas entre la presencia de la mayoria de los morfotipos y los valores de
condicién corporal LT/DU y LT/DG, a excepcién del morfotipo #10 (Chi2 = 11.285, gl=
1, p= 0.0007815) y morfotipo #1 (Chi? =10.489, gl= 1, p= 0.001201), que son mas
comunes en crias de elefante marino con menor condicion corporal con los valores
de LT/DG y LT/DU respectivamente (Figura 16y 17).
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Figura 16. Boxplot con la relacién de LT/DU y la presencia del morfotipo #10.
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Figura 17. Boxplot con la relacién de LT/DG y la presencia del morfotipo #1.
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En la comparacion de los resultados de pruebas bioquimicas y los valores de
condicién corporal, se realizaron las mismas pruebas estadisticas y no se encontraron
diferencias significativas entre los valores de ornitina, motilidad y los valores de
condicion corporal LT/DU y LT/DG, a excepcion de los resultados indol positivo (Chi?
= 1.3957, gl= 1, p= 0.02812.). Siendo resultados de indol positivo mas comunes en
elefantes con menor condicion corporal LT/DU (Figura 18).

También se compararon los resultados de resistencia antibiéticos y los valores de
condicién corporal, se realizaron las mismas pruebas estadisticas y no se encontraron
diferencias significativas entre los valores de R (resistentes) y S (sensibles) y los
valores de condicién corporal LT/DU y LT/DG, a excepcion de los resultados |
(Intermedio) con respecto a LT/DG (Chi? = 19.588, gl=1, p= 0.003611). Las bacterias
con valores intermedios de resistencia fueron mas comunes en elefantes con mayor
condicién corporal LT/DU (Figura 19).

oo
o o]
o
™
—_—
|
[
& [
e [
= S — :
Q- 1
P 1
- I
& I
9  w
g -
[
o
©
—
|
T S T
1
< |
- ]
1
—
] ] | |
0 1 2 3

Frecuencia de bacterias Indol positivo

Figura 18. Relacién de valores de condicion corporal LT/DU con frecuencia de
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Discusion

Esta tesis fue una primera exploracion del fendmeno de resistencia a antibiéticos en
bacterias entéricas aisladas de una especie silvestre que es considerada un centinela
del ecosistema marino costero. A partir de las pruebas bioquimicas, se pudo confirmar
que las bacterias cultivadas pertenecian a la familia Enterobacteriaceae al ser Gram
negativos, catalasa positivos y oxidasa negativos (Hawkey, 2006).

El hecho que la diversidad fenotipica de enterobacterias rectales de crias de elefante
marino del Norte variara entre 2022 y 2023 sugiere que la microbiota entérica
depende de muchos factores que, a su vez, varian entre afos. Esto pudiera reflejar
cambios en el ecosistema marino al que estan expuestos los animales (Trevelline,
2019). Se sabe que las actividades humanas ocasionan la perturbacién de los
ecosistemas, a partir de fragmentacién del habitat, pérdida de la vegetacion,
contaminacion, especies invasoras y transmision de patégenos, lo que, en conjunto,
puede modificar factores ambientales y ecolégicos de la fauna silvestre (Aguirre,
2012; Junge, 2011). El cambio en el uso de la tierra, la contaminacion ambiental, el
cambio climatico y las enfermedades infecciosas son algunas de las amenazas que
afectan a la biodiversidad en nuestro planeta (Cardinale, 2012), y los ecosistemas
marinos del norte de México no son la excepcién. A su vez, estos factores también
afectan de manera indirecta el estado de salud de los organismos al alterar la
composicién de su microbiota (Trevelline, 2019). Por supuesto, también es posible
que la microbiota entérica sea en su mismo un ecosistema cambiante que refleja
fendémenos internos del hospedero, como variaciones en las etapas de crecimiento y
diversos fendmenos fisioldgicos, mas que externos (Sekirov et al., 2010). Esta tesis
no se enfoco en el estudio de la microbiota per se; y estudios posteriores en el grupo
podran abordar esta posibilidad. Sin embargo, se discutiran a continuacion ambos
escenarios posibles.

Se ha evaluado la capacidad de modificar la composicion de la comunidad microbiana
intestinal y sus genes, conocida como plasticidad metagendmica, a partir de analisis

que comparan diferentes condiciones provocadas por cambios ambientales
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propiciados por la actividad humana, con el objetivo de comprender la dinamica de
enfermedades posiblemente emergentes en vida silvestre (Fackelmann et al., 2021).
Especificamente, se compar6é la composicibn microbiana intestinal de la rata
espinosa de Tomes, Proechimys semispinosus, en habitats conservados, habitats
fragmentados no alterados por las actividades humanas y habitats fragmentados
perturbados por asentamientos humanos, y se encontraron diferencias marcadas
relacionados con las actividades antrépicas (Fackelmann et al., 2021). El impacto de
la urbanizacién se ha reportado para otras clases animales, como aves (Teyssier et
al., 2018). También se ha reportado que los anfibios que viven en habitats agricolas
y en habitats naturales varian en su composicién comunitaria microbiana (Chang et
al., 2016), Estos estudios ayudan a entender los efectos de las actividades humanas
en la composicion bacteriana intestinal de estos animales, al dar evidencia de que los
animales que habitan en sitios perturbados por actividades humanas pueden tener
menor diversidad alfa, o cambios en la composicién de la microbiota. Es posible que
en algunos casos, los efectos observados se deban al impacto de xenobidticos, como
metales pesados (Cardinale, 2012), lo que se ha determinado para peces, en donde
altos niveles de metales pesados se asocian a una disminucion su en la diversidad y
alteracion en la composicion comunitaria de su microbioma intestinal (Xia et al., 2018).
Lo mismo ocurre con la exposicién a compuestos bifenil policlorados (PCBs, por sus
siglas en inglés), que alteran la composicion comunitaria del microbioma intestinal de

las larvas de anfibios con una persistencia hasta en la etapa adulta (Kohl et al., 2015).

Otro de los factores que puede afectar a la microbiota es el cambio en la temperatura
ambiental. Esto se ha visto en el microbioma de reptiles y de anfibios (Bestion et al.
2017; Fontaine et al. 2018), donde el aumento de la temperatura resulta en pérdidas
de diversidad y alteraciones en la composicibn comunitaria de los microbiomas
intestinales de reptiles. Algo semejante se ha reportado para Cnidaria y Porifera, ya
que el aumento de la temperatura del océano altera el conjunto de comunidades
microbianas asociadas con especies de estos fila (Ramsby et al., 2018), ademas de
que la acidificacién del océano reduce la diversidad y altera la composicion

comunitaria de los microorganismos asociados al coral (Grottoli et al., 2018).
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La microbiota intestinal cumple un papel fundamental en la nutricién, proteccidén contra
patdgenos y en el mantenimiento de la inmunidad de mucosas, siendo, a su vez,
esencial su funcionamiento para mantener la homeostasis intestinal (Hooper et al.,
2012). Por lo tanto, los cambios en la diversidad de la microbiota pueden tener efectos
en la salud del organismo en el que se establecen (Hooper et al.,, 2012). Tales
cambios pueden estar dentro de un rango adaptativo, pero también pueden estar
asociados a disbiosis, un desequilibrio que esté asociado a un aumento de patégenos
o mal funcionamiento de la microbiota intestinal (Wilkins et al., 2019).

Si consideramos posibles estados de disbiosis como una consecuencia del cambio
en la composicion de la microbiota intestinal, entonces, los microorganismos con
potencial patégeno pueden ser un indicador de estos cambios. Por ejemplo, las
infecciones parasitarias pueden disminuir la diversidad del microbioma intestinal de
las aves (Knutie, 2018) y pueden alterar la composicibn comunitaria de los
microbiomas intestinales de mamiferos (McKenney et al., 2017; Walk et al., 2010) y
anfibios (Shu et al.,, 2019). Incluso las infecciones virales pueden alterar la
composicién comunitaria del microbioma intestinal de las aves (Ganz et al., 2017) y
el microbioma cutaneo de los anfibios (Campbell et al., 2018). En el elefante marino
del Norte no se cuenta aun con estudios semejantes, pero se han registrado
patdgenos que afectan negativamente a la especie, como el nematodo Otostrongylus
circumlitus, que puede ocasionar anorexia, deshidratacion, neutrofilia y, en ocasiones,
la muerte, debido a que llega a invadir el corazén y los pulmones (Gulland,1997).
También se tienen registros de infecciones por laespiroqueta Leptospira spp.
(Colegrove, 2005) y por herpesvirus (Colegrove, 2005). No se conoce si estos
patdgenos pueden alterar la microbiota entérica de los cachorros de elefante marino
del Norte, y en esta tesis no se contaba con datos sobre patégenos de las crias; sin
embargo, todas fueron evaluadas por un médico veterinario durante el manejo, y
ninguna mostraba evidencia de estar enferma. Estudios futuros podrian investigar su
presencia para determinar si impactan sobre la diversidad de enterobacterias. Si se
determinara que si, seria posibles considerar a la diversidad o composicién de las
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enterobacterias como un indicador delestado de salud de las crias, como se ha hecho

para otras especies (McKenney et al., 2017; Walk et al., 2010; Shu et al., 2019). .

Aunque los ecosistemas marinos no presentan fragmentacion y cambios en el uso de
suelo como los ecosistemas terrestres, se ven afectados por actividades humanas
que pueden tener efectos similares. La presencia de rutas maritimas que restringen
el paso de la fauna marina (Schoeman et al., 2020) y la presencia de puertos o zonas
costeras con asentamientos humanos pueden afectar la distribucién de la fauna
silvestre marina (Crain et al., 2009). En el caso de elelefante marino del Norte, que se
distribuye en el Pacifico Norte (Hiickstadt, 2015), la especie puede verse afectada por
la presencial impacto directo e indirecto de rutas maritimas utilizadas para el
transporte (Schoeman et al., 2020), por el movimiento de aguas entre puertos a partir
del agua de lastre, que es un factor importante en el movimiento de genes bacterianos
de resistencia a antibi6ticos entre zonas maritimas (Lv et al.,2020), por modificaciones
en su habitat (Hickstadt, 2015) o por la ocupacién de las zonas costeras por
asentamientos humanos (Crain et al., 2009). Esta es otra de las posibles causas de
las diferencias observadas entre morfotipos del 2022 y 2023.

Si consideramos la contaminaciéon como otro factor que puede alterar la microbiota
de fauna silvestre, debe ser considerado que el Pacifico nororiental tiene
contaminantes como hidrocarburos, metales, contaminantes domésticos y
contaminantes organicos (Macdonald et al., 2003). Es importante considerar que los
efectos de estos contaminantes no se pueden analizar de manera aislada de otros
factores como la sobrepesca, el cambio climatico, la destruccidbn de habitats
acuaticos, eutrofizacion de las aguas y la introduccién de especies exéticas, que
también estan presentes en el Pacifico Norte y alteran las vias de contaminacion
(Macdonald et al., 2003). El elefante marino del Norte se distribuye a lo largo de la
costa e islas costeras del Pacifico nororienta y, en consecuenciaesta en contacto con
contaminantes organicos persistentes y metales pesados (Peterson et al., 2015).
Dado que es una especie de alto nivel tréfico, entonces estos contaminantes se
biomagnifican y bioacumulan hasta alcanzar niveles altos (Bossart, 2011).. La
variacion en los niveles de contaminantes entre afios podria ser uno de los factores

que ayudaran a explicar los resultados observados en cuanto a la diversidad y riqueza
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de enterobacterias cultivables de los cachorros de elefante marino del Norte evaluada
en esta tesis. Si esta posibilidad se estableciera, significaria que las enterobacterias
cultivables de las crias, serian buenos indicadores de procesos que afectan a las
hembras adultas.

También es necesario considerar que la temperatura superficial del mar en el Pacifico
Norte experimenta variaciones; se tienen registros de las fluctuaciones decenales en
la temperatura del océano, y estas fluctuaciones afectan significativamente la
abundancia y riqueza de especies del plancton y zooplancton, ademas de alterar el
clima, provocando transiciones entre diferentes estados de los ecosistemas marinos.
Patrones climaticos como la oscilacién del Giro del Pacifico y El Nifio central del
Pacifico, que pueden volverse mas frecuentes ante los niveles crecientes de gases
de efecto invernadero en la atmdésfera y desempefar un papel cada vez mas
importante en la configuracién del clima (Lorenzo et al., 2010), también contribuyen a
las variaciones en la temperatura del Pacifico Norte.

Se ha evaluado de qué forma las alteraciones climéaticas pueden impactar sobre las
comunidades microbianas en ambientes marinos(Bestion et al., 2017; Fontaine et al.,
2018; Ramsby et al., 2018). En ese sentido, se podria considerar como uno de los
posibles factores que influyan en los cambios observados en los morfotipos de

enterobacterias cultivables de las crias muestreadas en 2022 y en 2023.

También se encontré una relacion entre los dos estimadores de condicion corporal
(LT/DU y LT/DG) de los cachorros y la presencia del morfotipo 10 y del morfotipo 1,
siendo mas comun la presencia de morfotipo 10 en cachorros con menor condicion
corporal y mas comun la frecuencia del morfotipo 1 en cachorros con mayor condicion
corporal. Las enterobacterias de los cachorros con diferentes valores de condicidén
corporal variaron en su habilidad de degradar &cido triptéfano, que, si recordamos lo
presentado en la secciéon de antecedentes, es la base de la prueba de indol (Ledn-
Rodriguez, 2016). Este sustrato funciona como una seial intracelular, es un
modificador de flujo de carbono en condiciones anaerobias y se ha evaluado la
produccién de hidrégeno y otros metabolitos como el etanol (Ledn-Rodriguez, 2016).
La produccién bacteriana de indol depende en buena medida del pH ambiental y se
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ha reportado que cepas de E. coli en presencia de antibioticos, como la ampicilina y
kanamicina, tienen un nivel mas alto de produccion de indol extracelular ya que el
indol incrementa la supervivencia celular bajo el estrés causado por el antibi6tico (Han
etal., 2011).

En esta tesis se encontré6 una mayor frecuencia de morfotipos indol positivos de
enterobacterias aisladas de crias con menor condicién corporal; y que estas crias
tenian méas probabilidad de presentar el morfotipo #10. Una explicacion plausible de
este resultado es la relacién de la microbiota intestinal con la nutricibn de los
organismos Se sabe que la microbiota esta intimamente relacionada con la nutricion
de los organismos y entre las funciones en las que esta involucrada estan la
produccién de metabolitos bioactivos, la regulacién de la inmunidad, la homeostasis
energética y la proteccién contra patégenos (Mills et al., 2019). Ademas, el
microbioma intestinal varia significativamente de un huésped a otro y es determinada
por una serie de factores, incluida la dieta y la genética del huésped, siendo
importante la cantidad y calidad de la microbiota y su potencial metabdlico (Mills et
al., 2019).

En los mamiferos, la microbiota desempefa un papel crucial en el suministro de
carbono, energia, vitaminas y componentes macromoleculares, pero su equilibrio
puede verse alterado por los farmacos antibidticos y las enfermedades. (Savage,
1986) y la dieta puede determinar la configuracién de las variaciones interindividuales

en las comunidades microbianas de la microbiota intestinal (Carmody et al., 2015).

Seria conveniente continuar con la investigacion de los resultados de la presente
tesis, incluyendo la secuenciacion de ambos morfotipos (#1 y #10) para identificar qué
bacterias son y poder entender mejor la significancia biolégica de los resultados
obtenidos, ademas de buscar posibles relaciones entre la presencia de estos

morfotipos en crias de elefante marino del Norte con diferente condicién corporal.

Otro resultado inesperado fue que los morfotipos de enterobacterias de las crias
muestreadas en 2022 y en 2023 varian en su metabolismo de ornitina. Para discutir

qué implicaciones tienen estos resultados, primero debemos de comprender cual es
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la base bioquimica de esta prueba de identificacion y qué informacién brinda sobre el
metabolismo de la microbiota intestinal. La ornitina funciona como sustrato de
deteccién de la enzima ornitina descarboxilasa, cuya actividad enzimatica es
favorable en condiciones de acidez y es responsable de la formacidn de putrescina y
diéxido de carbono (Bergey, 1994). A su vez la putrescina es un precursor en la
sintesis de poliaminas, moléculas esenciales para el crecimiento y proliferacion
celular (Bergey, 1994). Las bacterias que son positivas en la prueba de ornitina,
presentan la enzima ornitina descarboxilasa y lo que indica que presentan esta ruta
metabdlica activa, por otro lado, las bacterias que dan resultado negativo pueden
carecer de esta ruta metabdlica o pueden utilizar rutas alternativas para metabolizar
la ornitina (Romano, 2014). Se han realizado estudios donde las bacterias que
cuentan con la enzima descarboxilasa, como algunas bacterias acido lacticas, pueden
tener mayor supervivencia al estrés acido al regular el pH intracelular y producir
energia metabdlica mediante la generacién de una fuerza motriz de protones y su
conversion en ATP (Romano, 2014). La descarboxilacion de ornitina es un posible
mecanismo de adaptacion a una condicibn ambiental acida, lo que seria una
caracteristica benéfica y necesaria para cultivos probidticos y ciertamente importante
para la supervivencia de bacterias presentes en el tracto gastrointestinal, en estudios

realizados con humanos (Ferreira, 2015).

La investigacion realizada para esta tesis no permite identificar si las enterobacterias
de crias de elefante marino del Norte se enfrentaron a un ambiente mas acido en
2023, o si las crias de este afo tenian un estado menos disbidtico que en 2022.
Estudios posteriores sobre microbiota podran ayudar a investigar este fenédmeno. Sin
embargo, no deja de ser interesante notar una variacion en la huella metabdlica de la
microbiota entérica entre afos, misma que no se hubiera podido identificar con
aproximaciones basadas en secuenciacion del ADN, como son la mayoria de los
estudios actuales.

Uno de los resultados mas relevantes de la tesis fue la evidencia de que las
enterobacterias rectales de crias de elefante marino del Norte presentan resistencia
a diversos antibioticos de uso comun, tanto en la medicina humana como en la

medicina veterinaria y la industria agropecuaria. No se encontré resistencia a ningun

70



antibiético en el 100% de las cepas investigadas, en ninguno de los dos afos del
estudio, pero mas del 50% de las cepas presentaron resistencia a cefuroxima, cefdinir
y nitrofurantoina ambos afnos. Solamente se observd susceptibilidad completa a
cuatro antibidticos (ceftazidima, ciprofloxacina, norfloxacina y ofloxacina), tres de ellos

quinolonas.

Los patrones de resistencia a antibiéticos de las bacterias rectales de crias de elefante
marino del Norte no variaron entre 2022 y 2023 considerando la clasificacién de CLSI
de R, I y S. Esto puede tomarse como indicaciéon de que, aun cuando cambian los
morfotipos de enterobacterias en 2022 y 2023, la resistencia a antibidticos se
mantiene. Es posible que esto se deba a una constante y persistente contaminacién
con antibiéticos del ecosistema marino (Zhang et al. 2009) en el area de distribucién
del elefante marino del Norte es persistente y que las enterobacterias cambiantes
entre anos ya posean con anterioridad esta resistencia. Otra posibilidad es que se
estén llevando a cabo transmisiones de los genes de resistencia a antibiéticos entre
las bacterias presentes en el ecosistema (Dolejska et al., 2018) incluso a pesar de
que pudiera ser cambiante la exposicidn a antibidticos. Ya se tiene evidencia de que
la resistencia mediada por plasmidos a antibiéticos, como las beta-lactamasas y la
colistina, estd emergiendo en Enterobacteriaceae procedentes de la vida silvestre
(Dolejskéa et al., 2018). Este fendbmeno de presencia de antibidticos y procesos de
resistencia también puede ocurrir en donde se distribuye el elefante marino del Norte,
lo que implica una contaminacién en zonas mas amplias del océano pacifico (Jang et
al., 2022).

Cabe sefalar que en solo un afno se observo resistencia a la ceftazidima, pero también
se observo una pérdida de resistencia para la ofloxacina, ya que de haber encontrado
tres cepas resistentes en 2022, en 2023 ninguna cepa mostro resistencia a este
antibiético. Cuando se comparan los diametros de los halos de inhibicion entre
bacterias del 2022 con las de 2023 si hay diferencias significativas para 7 antibiéticos.
Esto puede significar que aunque no haya cambiado la clasificacidén de la resistencia
segun la clasificacién de la CLSI, si hay cambios en los efectos de los antibidticos
entre bacterias de 2022 y 2023, ya que en algunos casos aumentan o disminuyen los
halos de inhibicidén, lo que podria reflejar que la ganancia y pérdida de genes de
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resistencia a antibidticos es dinamica y con cierto grado de estocasticidad
(Wintersdorff et al., 2016). Sin embargo, también podria reflejar limitaciones del
namero de muestras utilizado en la tesis. En otras palabras, si se hubiera contado con
mas muestras, ¢;se hubieran encontrado mas fenotipos de resistencia en los dos
anos?

A pesar de las incognitas que no pueden ser respondidas en este momento, los
resultados de esta tesis concuerdan con otros estudios realizados sobre este grupo
de bacterias y su adquisicion de resistencia a nivel mundial (Lynch et al., 2023;
Paterson, 2006). El proceso de resistencia a antibioticos esta presente en diversos
ecosistemas, y la fauna silvestre funge un papel de reservorios de bacterias
resistentes y forma parte del sistema de transmisién de resistencia ( Allen et al., 2010).
En cuanto a estudios previos con el elefante marino del Norte, se han realizado
investigaciones sobre resistencia a antibiéticos como la realizada por (Johnson et al.,
1998), en la cual se evalué la susceptibilidad a antibioticos de bacterias aisladas de
lobos marinos, focas y elefantes varados en California, obtenidas de inflamacién,
abscesos y ombligo. Se encontré6 que las enterobacterias y en general bacterias
Gram negativas son las mas comunes, también se encontro resistencia a multiples
medicamentos siendo las bacterias Gram negativas mas susceptibles a la amikacina
y menos a la clindamicina (Johnson et al., 1998). En otras investigaciones se ha
determinado que el uso de medicamentos antimicrobianos aumenta la resistencia de
Escherichia coli gastrointestinal comensal de elefantes marinos del Norte de vida libre
que se encontraban en rehabilitacién. A partir de muestras aisladas de E. coli se
determiné la prevalencia de resistencia a antibidéticos como amoxicilina-acido
clavulanico, cloranfenicol, enrofloxacino, ticarcilina-acido clavulanico y trimetoprim-
sulfametoxazol, al terminar la rehabilitacion el 77,8% de los individuos tenian E. coli
resistentes a estos antibidticos (Stoddard et al., 2009).

Las enterobacterias de crias de elefante marino del norte variaron en la frecuencia de
resultados sensibles (S) en crias machos y hembras, estos resultados muestran que
hay mas bacterias sensibles a antibiéticos en hembras que en machos. Esto puede
deberse a diferentes causas: las hormonas sexuales son un potente impulsor de las
diferencias en el microbioma de machos y de hembras, siendo importante considerar

que los cambios asociados con la exposicion a hormonas reproductivas pueden ser
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dinamicos, pero también las diferencias hormonales sostenidas relevantes (Valeri et
al., 2021).

En un estudio realizado por Sun et al. (2023) con el ciervo rojo Cervus elaphus, se
comparo la microbiota intestinal de individuos en cautiverio e individuos de vida libre,
y encontraron que el sexo de los individuos y cambios relacionados con sus hormonas
influian en las diferencias de la microbiota. Atribuyen estos resultados a los niveles
de hormona del crecimiento femenina, que durante la gestacién, puede afectar la
microbiota fecal (Sun et al., 20283). Sin embargo, en la presente tesis se trabajé con
crias, no con animales adultos. No queda claro si hay variacién marcada en las
hormonas reproductivas de los animales en la etapa neonatal. Los estudios han
mostrado que la concentracion de estradiol y de testosterona incrementan conforme
avanza la etapa del destete (Sherman-Cooney et al., 2005). Sin embargo, a la fecha
no ha habido ningun estudio que demuestre que estas hormonas puedan impactar a
la microbiota de pinnipedos. Aunque se trata de una especie filogenéticamente
alejada del modelo de estudio de la presente tesis, en humanos se han realizado
estudios que identifican cambios desde la gestacidon en machos y en hembras, los
embriones de sexo masculino adaptan la funcion placentaria para permitir crecimiento
continuo en ambientes maternos adversos, mientras que los embriones femeninos
reducen su crecimiento en un intento de sobrevivir a condiciones adversas, esto se
ha explicado a partir de una expresion diferencial de citocinas placentarias y la
respuesta placentaria al cortisol (Clifton, 2010).

Una explicacion plausible de las diferencias encontradas en las bacterias presentes
en machos y hembras del elefante marino del Norte, podria relacionarse con un
desarrollo diferencial entre los embriones machos y hembras durante la gestacion. Un
estudio realizado por el mismo grupo de investigacion en el que se desarrollé esta
tesis encontrd que la microbiota entérica de cachorros macho y hembra variaba en su
diversidad incluso desde el inicio del destete (Stoffel et al., 2020). Se especula que
pudiera reflejar diferencias en las estrategias de tolerancia inmune entre sexos (Y. S.
Juarez-Campusano, datos no publicados), lo que a su vez reflejaria la historia de vida
de esta especie sexualmente dimorfica. Sin embargo, es improbable que eso
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explicara también las diferencias en los fenotipos de resistencia bacteriana entre

sexos encontrada en esta tesis.

Otra explicacién plausible es una inversion diferencial de recursos energéticos por
parte de las hembras prefadas en funcioén del sexo del feto. Hay cierta evidencia de
esto para otras especies de pinnipedos. Por ejemplo, los cachorros machos de lobo
fino de Galapagos (Arctocephalus galapagoensis) siempre pesaron mas que las
hembras y crecieron mas rapido que ellas, a pesar de tener la misma edad, debido a
que las madres amamantaron mas a las crias macho que a las crias hembra
(Trillmich, 1986). Y en un estudio realizado con el lobo fino del norte (Callorhinus
ursinus) se detecté que las crias macho crecen mas rapido y son mas grandes que
las crias hembras y que el tamafo del feto esta influenciado por la edad, el tamafo y
la historia reproductiva de la madre, siendo las hembras mayores y mas grandes, las
que producen fetos progresivamente mas grandes. (Reiter, 1978). La condicién de la
madre como factor determinante en la proprocién de sexos de las crias también se
ha investigado en otras especies de mamifero marino, como la ballena jorobada
(Megaptera novoeangliae), y se ha visto que las hembras maduras con condicidon
corporal superior sesgan su reproduccién al sexo masculino de las crias, con mayor

variacion en el éxito reproductivo (Wiley et al.,1993).

Si fuera semejante la situacion en el elefante marino del Norte, y las madres invirtieran
mas recursos cuando estan prefiadas de un feto machos, es plausible plantear que
su busqueda de recursos y alimentacion podria ser diferente y su dieta mas diversa.
Las hembras adultas de elefante marino del Norte que estuvieran gestando a un feto
macho se podrian alimentar en zonas diferentes a las que estuvieran gestando a un
feto hembra para brindar més recursos a su cria durante la lactancia. Entonces,
podrian realizar, de forma diferencial, viajes de alimentacién a zonas o donde haya
mas bacterias resistentes a antibidticos, mas antibiéticos o mas metabolitos de
antibidticos que en las otras zonas de alimentacién. Esto explicaria la mayor
presencia de morfotipos sensibles a antibiéticos en las crias hembras que en las crias

macho.
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Es importante considerar que existe la posibilidad de la transmision de bacterias
resistentes a antibidticos hacia las poblaciones humanas (transferencia bidireccional
de resistencia) (Sun et al., 2020). Esto puede ser de especial importancia ya que, al
ser los elefantes marinos organismos migratorios, pueden atraer resistencia de
antibiéticos no usados en nuestro pais, como es el caso del antibiético Aztreonam,
que no suele encontrarse de manera comercial en nuestro pais y que, en esta tesis
se encontro resistencia de algunas enterobacterias contra este farmaco. No debe de
olvidarse que la resistencia a antibiéticos es considerada un gran riesgo a la salud
publica y que el manejo de antibiéticos sigue siendo una gran problematica en México
(Dreser et al., 2008). La resistencia a los antibiéticos se ve influenciada por factores
naturales, desechos animales y humanos, y contaminantes (Swift, 2019; Wellington
et al.,, 2013). En ese sentido, se requiere de accidon urgente para prevenir la
propagacion de resistencia a antibibticos y se requieren modificaciones en el manejo
y uso de estos farmacos (Wellington et al., 2013; Osterblad et al., 2000; Iredell et al.,
2016).
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Conclusiones

Este es el primer estudio que caracterizé fenotipicamente a las enterobacterias
cultivables de elefante marino del Norte, y los resultados obtenidos aportan mucha
informacion relevante sobre la presencia de bacterias resistentes a antibi6ticos

comunes de uso humano y veterinario, en el Pacifico Norte.

Se encontr6 evidencia de resistencia a la mayoria de los antibiéticos de uso comun
en México. Cabe sefalar que se trata de una especie que tiene relativamente poco
contacto con el humano, por lo que la presencia de estas bacterias con resistencia a
antibioéticos refleja un problema mayor que una derrama directa de antibiéticos, sino
su acumulacién en la cadena tréfica por procesos agroindustriales que impactan a lo

largo del ecosistema, ayudado por las corrientes marinas.

La tesis enfatiza la importancia del estudio de la especie como organismo centinela y
del andlisis del microbioma como indicador potencial de la salud y viabilidad

ecosistémica en proyectos de conservacion y manejo.

La informacién obtenida en esta tesis abre la posibilidad de evaluar cémo se puede
complementar esta informacion sobre microbiota en fauna silvestre y como podria
esta ser influida por factores como nutricién, estado de salud y contacto con
contaminantes La metodologia usada fue util como una herramienta poco invasiva
con muchas mas posibles aplicaciones para investigar mas a los ecosistemas y los

efectos de las actividades humanas.

Es necesario continuar con los estudios de resistencia a antibiéticos en fauna
silvestre. Sin embargo, los resultados de esta tesis dan evidencia de la problematica
mundial en este tema y permiten generar mas preguntas acerca de cuales son los
genes responsables de la resistencia a antibiéticos en el elefante marino del Norte vy,
sobre todo, cual es el origen de esos genes. Contar con esta informacion en el futuro
seria relevante para entender el papel del elefante marino del Norte como reservorio
de resistencia a antibioticos y como modelo para entender el origen de los procesos

de resistencia a antibidticos en los ecosistemas marinos.
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