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Resumen

La identificacion de cepas de Enterococcus resistentes a antimicrobianos en aves silvestres en entornos
urbanos abiertos como plazas y/o parques, es crucial para la Salud Publica ya que son consideradas
reservorios importantes de patégenos que pueden afectar la salud de adultos y nifios, mediante el contacto
con deyecciones. Enterococcus spp. no es un patégeno zoon6tico comun, sin embargo, la presencia de
cepas portadoras de genes resistentes aislados de materia fecal de estas aves aumenta el riesgo de
transmision a humanos y otras especies, especialmente a personas débiles inmnoldgicamente. Por ende, el
monitoreo de Enterococcus spp. en aves silvestres en zonas urbanas puede servir como indicador temprano
de aparicion de resistencia antimicrobiana en un darea, proporcionando informacién valiosa para
implementar estrategias de control y politicas sanitarias antes de que el problema se agrave. El siguiente
estudio tuvo como objetivo determinar la presencia o ausencia de Enterococcus spp. en heces de aves
silvestres, obtenidas en entornos urbanos y caracterizar las cepas para evaluar el perfil de resistencia a los
antibidticos de importancia para la Salud Publica. Se identificaron cepas de Enterococcus spp. con perfiles
de resistencia a los multiples antibiéticos, la mayoria resultan de importancia moderada para la Salud
Pudblica. En conclusion, realizar estudios de monitoreo de Enterococcus spp. aislados de aves silvestres que
habitan espacios urbanos aporta informacion valiosa a los organismos de salud.

Palabras claves: Enterococcus; Resistencia antimicrobiana; Salud Piblica; Zoonosis; Palomas y
aves silvestres; Espacios publicos recreativos.

Abstract

“The identification of antimicrobial-resistant Enterococcus strains in wild birds that frequent open urban
environments such as squares and/or parks is crucial for public health since they are considered important
reservoirs of pathogens that can affect the health of adults and children, through contact with the droppings
and feces that these birds disperse. Although Enterococcus spp., is hot a common zoonotic pathogen, the
presence of strains carrying resistance genes isolated from fecal matter of these birds increases the risk of
transmission to humans and other species, especially people with weakened immune systems. Finally,
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monitoring Enterococcus in wild birds in urban areas can serve as an early indicator of the emergence or
expansion of antimicrobial resistance in an area. This provides valuable information to implement control
strategies and health policies before the problem worsens. The following study aimed to determine the
presence or absence of Enterococcus spp., in feces of wild birds obtained in urban environments and
characterize the strains to evaluate the resistance profile to antibiotics of importance for Public Health.

contamination scenarios.

Keywords: Enterococcus; Antimicrobial resistance; Public Health; Zoonosis; Pigeons and wild birds;

public recreational spaces.

Introduccién

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un
problema de impacto mundial que afecta tanto a
la salud publica como a la economia global®. La
emergencia de RAM est4 impulsada por el uso
indebido de antibidticos y la evolucidn natural de
las bacterias. La RAM en bacterias gram
positivas, como Staphylococcus aureus y
Enterococcus spp., representa una carga
significativa para los servicios de salud publica,
complicando la terapia y aumentando los costos
de atencion médica>. La presencia de
Enterococcus spp. resistente a antibidticos en
aves silvestres representa un riesgo para la salud
publica, ya que estas aves pueden transportar y
diseminar estas bacterias en espacios publicos
como plazas, donde pueden entrar en contacto
con humanos y sobre todo nifios®. La vigilancia
y el estudio de la susceptibilidad de cepas
bacterianas aisladas en materia fecal de aves
silvestres que habitan entornos publicos son
cruciales para la salud puablica dada la
importancia de las aves silvestres como
reservorios de Enterococcus spp. y como agentes
de diseminacion de genes de resistencia
antimicrobiana®. movil creado por nuestro
equipo, para la notificacion de eventos de morbi-
mortalidad, facilitando la integracion entre la
comunidad y los esfuerzos de investigacion.

Material y método

Durante los meses de agosto a octubre se
recolectaron muestras de materia fecal de aves
silvestres en 13 plazas de la provincia de
Cérdoba, Argentina, situadas en los siguientes
barrios y localidades: Barrio Alberdi, Nueva
Coérdoba, General Artigas, Alta Cordoba,
Colinas de Vélez Sérfield, Arglello, Centro y
Parque Sarmiento, Villa Allende y Alta Gracia
(Figura 1). Para la recoleccion de las muestras se
utilizaron frascos de 50 ml, guantes y
bajalenguas  estériles. Las muestras se
almacenaron refrigeradas hasta llegar al
laboratorio.
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Figura 1. Distribucion de las plazas muestreadas
en la provincia de Cérdoba, Argentina

A su arribo al laboratorio las muestras se
sembraron en placas de petri con agar selectivo
Slanetz y Bartley (BIOKAR®), mediante
hisopado por estrias. Se incubaron a 37°C de 24
a 48 horas. Posteriormente, las colonias tipicas
(rojas, granates o rosadas) fueron sembradas en
agar Azida Bilis Esculina (Britania®) a 44°C
durante 4 horas para la confirmacién del género
Enterococcus. Las cepas confirmadas se
sembraron en agar Muller Hinton (Britania®)
para su posterior conservacion a -20°C.

Las cepas se sembraron en Agar Miller Hinton y
se incubaron a 37°C durante 24 horas para la
obtencion de cultivos frescos para proceder a la
extraccion de ADN. Para ello, del cultivo fresco
se recolectd con ansa de 10ul una alicuota y se
suspendié en un tubo eppendorf con 1ml de
buffer TE. Se homogeneizaron y se llevaron a un
bafio seco durante 10 minutos a 100°C. Luego se
centrifugaron a 10000 rpm por 10 minutos y se
recolecté el sobrenadante para su posterior
analisis de cantidad y calidad de DNA extraido
mediante NanoDrop®.

Para la caracterizacion de género por PCR, se
siguié el protocolo (con moadificaciones) de
Ryu.et al.5. Se utilizaron los primers Entero-F 5°-
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AGAAATTCCAAACGAACTTG-3" y Entero-
R 5’-CAGTGCTCTACCTCCATCATT-3". Se
prepar6 una master mix usando la enzima TAQ
polimerasa (marca) con las siguientes
condiciones de termociclador: desnaturalizacion
94°C 2 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 30 segundos, annealing 58°C por 30
segundos, extensién 72°C por 1 minuto y una
extension final 72°C por 10 minutos.

Para evaluar la susceptibilidad de los aislados de
Enterococcus spp. se determind la concentracion
inhibitoria minima mediante el método “gold
standard” de microdilucion en caldo segun CLSI,
20176. Las cepas aisladas fueron estudiadas
frente a un panel de 6 antimicrobianos
Ampicilina (0.0625 a 32), Tetraciclina (0.0625 a
32), Gentamicina (0.5 a 256), Eritromicina
(0.0625 a 32), Estreptomicina (1 a 512) y
Vancomicina (0.125 a 64). Para definir si la cepa
es resistente o sensible se utilizaron los
siguientes puntos de corte (Tabla 1). Se utilizé la
cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212 como
control de sensibilidad.

Tabla 1. Punto de corte epidemioldgico para cada

antimicrobiano evaluado.
ANMP TET GEN ERI EST VAN

ECOFF
(ul/ml}

AMP:  Ampicilina; ERI:  Eritromicina; EST:
Estreptomicina; GEN: Gentamicina; TET:
Tetraciclina; VAN: Vancomicina. ECOFF: punto de
corte epidemiolégico segin EUCAST para E. faecium
y E. faecalis; *ECOFF tentativo estimado mediante
ECOFFinder v. 2.1.

4 4 256 B4+ 4 4

Resultado y discusion

Mediante cultivo bacteriolégico se aislo
Enterococcus spp. en 10 muestras de materia
fecal de aves obtenidas en espacios recreativos
de diferentes barrios de la ciudad de Cérdoba y
de localidades aledafias (tabla 2).

Tabla 2. Identificacion de muestras, lugar de
recoleccidn y resultado al aislamiento de Enterococcus

Spp.
D Plaza Giudad kel
1 Parque Sarmiento Cardoba Negativo
2 Plaza de Los Nifios Cérdoba Positivo
3 Plaza Manuel Belgrano Villa Allende Positive
4 Plaza Rivadavia Cérdoba Positivo
5 Monza 154 Cardoba Positivo
6 Plaza San Martin Cardoba Positivo
7 Parque De los Nifios Alta Gracia Positivo
8 Plaza de Arglello Lisardo Novillo Saravia Cordoba Positivo
9 Parque de las tejas Cardoba Positivo
10  Plaza de la intendencia, Héroes de Malvinas ~ Cérdoba Negativo
11 Plazoleta Julio Cesar Paganetto Cérdoba Positivo
12 Plaza de la Intendencia, Héroes de Malvinas  Cdérdoba Positivo
13 Parque Sarmiento Cordoba Negativo

Mediante el cultivo microbiolégico se aislé
Enterococcus spp. en el 76.9% (10/13) de las
muestras analizadas. Los resultados sugieren una
amplia dispersion del agente zoonético en
diferentes  espacios recreativos.  Algunos
sugieren que las aves cumplen un rol destacable
en la dispersion de este patdgeno en ambientes
urbanos rurales’. La alta prevalencia de bacterias
resistentes en aves que frecuentan areas urbanas
y rurales subraya la necesidad de monitorear y
gestionar la presencia de estas aves en espacios
publicos para mitigar riesgos de salud®.
Mediante la PCR se identificd al 100% de las
cepas de las cepas aisladas como género
Enterococcus spp. (Figura 2).

M C+ C- 2P 3P 4P 5P 6P 7P 8P 9P 11P 12P

=

\

Figur 2. Resultado PCR género Enterococcus.

La caracterizacion genética de Enterococcus
aislados de materia fecal de origen aviar es
crucial para la salud publica debido a su papel en
la diseminacién de genes de resistencia
antimicrobiana y su potencial zoonético4. Los
resultados de este estudio si bien s6lo confirman
el género de Enterococcus, denotan que el uso de
biologia  molecular para realizar la
caracterizacién genética resulta una herramienta
préactica y accesible para la monitorizacion de
estos patdgenos. Desde una perspectiva de Una
Salud, resulta necesario la caracterizacion de
género y especie.

En la Tabla 3 se muestran los resultados
obtenidos en relacién a la sensibilidad y/o
resistencia de las cepas aisladas frente a los
antimicrobianos evaluados.

Tabla 3. Porcentaje de cepas de Enterococcus
resistentes.

N cepas N: cepas

Antimicrobiano [ . P Total % Resistencia
Ampicilina 6 4 10 66,67%
Tetraciclina T 3 10 42 86%
Gentamicina 7 3 10 42,86%
Eritromicina 8 2 10 25,00%
Estreptomicina 9 1 10 11,11%
Vancomicina 7 3 10 42,86%

En este estudio observacional se utilizaron los
puntos de corte epidemiolégicos, ECOFF (de sus
siglas en inglés Epidemiological Cut Off). Estos
obtienen de datos experimentales in vitro que se
basan en la presencia o ausencia de resistencia
fenotipica y permiten estimar valores de MIC
que separan las poblaciones bacterianas de una
misma especie en dos grupos, cepas salvajes
(wild-type) y no salvajes (non wild-type), En
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nuestro estudio toda cepa que presenté un valor
de MIC por encima del ECOFF se consider6
resistentes®.

La mayoria de las cepas aisladas muestran
resistencia a maltiples antibidticos, incluyendo
ampicilina, tetraciclina, eritromicina,
gentamicina y vancomicina. Los porcentajes de
resistencia observados en este estudio son
coincidentes con los reportados por varios
autores, que evaluaron la presencia de perfiles de
resistencia en Enterococcus aislados de materia
fecal de aves silvestres®'%. En un 42% de las
cepas aisladas se identifico resistencia a
vancomicina. Se debe tener presente que el
tamafio muestral de este estudio descriptivo es
bajo, por ende, los porcentajes de resistencia
podrian estar sobreestimando las prevalencias
observadas. Sin embargo, algunos autores han
observado prevalencias que van de 4.85% a un
18.9% de cepas de Enterococcus resistentes a
vancomicina (VRE) aisladas de muestras
procedente de aves silvestres®®, los resultados
observados en estos estudios nos permiten inferir
la presencia de VRE en espacios urbanos, y su
potencial impacto en la Salud Publica.

Otro resultado relevante observado, es que en un
20% (2/10) de las cepas analizadas se detect6 un
perfil de multirresistencia (resistentes a 3 6 mas
antimicrobianos de diferentes familias). Estas
cepas presentaron resitencia a Penicilinas
(AMP), Tetraciclinas (TET), Aminoglucésidos
(GEN), Macrélidos (ERI) y Glucopéptidos
(VAN). En linea con esto, varios autores han
informado la presencia de cepas con perfiles
MDR en estudios similares®*°,

Conclusioén

Las aves silvestres juegan un papel importante en
la diseminacion de Enterococcus resistente a
antibidticos en diversos ambientes, incluyendo
espacios publicos como plazas. La capacidad de
estas aves para albergar y transportar cepas
resistentes a multiples antibidticos, incluyendo
vancomicina, representa un riesgo significativo
para la salud puablica. Es crucial monitorear y
controlar la diseminacién de estas bacterias para
mitigar su impacto en la salud humana y animal.
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