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Evaluacién del estado sanitario de las tortugas gigantes de las Islas Galdpagos desde una perspectiva de One Health

Figura 10. Nueva definicion de One Health, incorporando lo diversos sectores y disciplinas,
asi como el conjunto de la sociedad civil, haciendo hincapié en la comunicacién,
coordinacidn, colaboracion y capacitacién para impulsar la salud desde un enfoque
integrador. Adaptado del Panel de Expertos en One Health (OHHLEP) publicado en
diciembre de 2021 (https://www.who.int/news/item/01-12-2021-tripartite-and-unep-

support-ohhlep-s-definition-of-one-health)........cccccoeeiiiiiiiici e, 18

Figura 11. Tortuga de Santa Cruz (C. porteri) en una zona periurbana con una elevada
contaminacién por residuos antropogénicos, mayoritariamente pldsticos (izquierda) y

tortuga ingiriendo un plastico (derecha). Imagenes cedidas por Karina Ramén, GTMEP.

Figura 12. Recomendaciones para una respuesta integral a la crisis global de las
resistencias antimicrobianas y su relacién con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la
Agenda 2030. Adaptado del Interagency Coordination Group on Antimicrobial Resistance

(IACG) REPOTE, 2019, veieeeeeeeeeeeeeseese e eeeseese e e eseseese e s eseseeseseesesesseseseesaeseneeeeseseeeseneene 30

Figura 13. Monitoreo de tortugas terrestres empleando una antena de radio- telemetria
(Freddy Cabrera, izquierda) y primera tortuga marcada con un dispositivo GPS en 2009.

Imagenes cedidas por Stephen Blake, GTMEP. ...........uviiiiieeiie e 32

Figura 14. Patrones de movimiento de las tortugas gigantes de Galdpagos en las diferentes
islas. Cada color refleja el movimiento de un individuo diferente. En el volcan Alcedo (A) y
en las dos especies de Santa Cruz (B) predomina la migracién estacional, mientras que en

Espafiola (C) predomina el sedentarismo. Adaptado de Bastille-Rousseau et al. (2017). 33

Figura 15. Realizacion de ecografias en el campo (Dra. Sharon Deem, Freddy Cabrera y
Freddy Villalba) (izquierda). Neonato marcado con dispositivos de radio seguimiento

(derecha). La Reserva, Santa Cruz. Imagenes cedidas por Samuel Rowley, GTMEP....... 344

Figura 16. Lesiones de coloracién blanquecina en el caparazén de una tortuga adulta
(izquierda) y una juvenil (derecha) de Santa Cruz (C. porteri). Lesion compatible con el
hongo Aphanoascella galapagosensis. Imagen de archivo personal (izquierda) y cedida

por Jorge Carridn, GTMEP (derecha). .....coccueieeeciiiee e e 377

Figura 17. Tumoracion de gran tamano en extremidad posterior derecha de un macho

adulto de tortuga terrestre de Santa Cruz (C. porteri) encontrado en 2017. Vista caudal
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del individuo (arriba), vista ventral donde se observa la masa creciendo por encima del
plastrén (abajo izquierda) y vista ventrocaudal, posterior a la escision parcial realizada por

Ainoa Nieto y Andrea Loyola (abajo derecha). Imagenes de archivo personal................. 39

Figura 18. Hembra adulta de tortuga terrestre de Santa Cruz (C. porteri) con inflamacidn
edematosa en la region ventrocaudal del cuello de etiologia desconocida. Imagenes de
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Figura 19. Trauma producido por perros en una hembra subadulta de Santa Cruz (C.
porteri) con lesiones en los escudos marginales de las regiones craneolateral y caudal del
caparazon (arriba). Abajo dos atropellos por vehiculos en Santa Cruz. Fractura de escudos
marginales craneales con hemorragia severa (izquierda) y politraumatismo en un
individuo adulto ocasionando la muerte del animal (derecha). Imagenes de archivo

personal e imagen cedida por Andrea Loyola, DPNG (abajo derecha). .......ccccceeeeunnene. 411

Figura 20. Tortugas terrestres del este (arriba izquierda) y oeste (arriba derecha) de Santa
Cruz, volcan Alcedo en la isla Isabela (abajo izquierda) e isla Espafiola (abajo derecha). Se
puede apreciar la diferente morfologia del caparazén de la tortuga de Espafiola (forma
“silla de montar”). Imagen de archivo personal y cedidas por Jorge Carrion, GTMEP (arriba

derecha) y Juan Manuel Garcia, FCD (abajo). .....cccciiieeeiiiieieeeiiee e e 533

Figura 21. Representacion de las localidades de muestreo de la especie C. porteri en laisla
Santa Cruz. Cada circulo blanco corresponde con un individuo muestreado. Se puede
apreciar en el mapa que las tortugas fueron muestreadas dentro y fuera de la zona

agropecuaria, delimitada en rojo. Mapa cedido por Carolina Carrién, FCD. .................. 555

Figura 22. Zonas de muestreo del estudio piloto realizado en la isla Santa Cruz,
categorizadas por uso de suelo: zona agropecuaria (verde), zona protegida (naranja) y

zona urbana vy periurbana (rosa). Mapa cedido por Carolina Carridn, FCD. ................... 577

Figura 23. Toma muestras de las tortugas silvestres. Pesaje (arriba derecha), toma de
muestra de sangre (centro izquierda), hisopado ocular (centro derecha), colocacién de
microchip (abajo izquierda) y recoleccion de muestra fecal (abajo derecha). Imagenes

cedidas por Joshua Vela y Juan Manual Garcia, FCD. ........ccccocvieeeeiieccciieeeee e, 611

Figura 24. Procesamiento de las muestras de sangre en el campo. Elaboracién de frotis

sanguineos inmediatamente después de la toma de muestra en el volcan Alcedo (arriba)
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Resumen y Abstract

La tortuga gigante de las Islas Galapagos (Chelonoidis spp.) es uno de los animales
mas emblemadticos de todo el mundo. Los reptiles que dan nombre a uno de los
archipiélagos mejor conservados del planeta enfrentan hoy en dia numerosas amenazas,
vinculadas a los cambios antropogénicos que estan afectando a sus ecosistemas vy
causando un potencial impacto sobre su ecologia, su fisiologia y su estado de salud. De las
14 especies de tortuga gigante que un dia poblaron las islas, dos estdn consideradas
extintas debido a la depredacién humana, y las otras 12 especies se encuentran
registradas bajo alglin grado de amenaza, de acuerdo con la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN). El incremento del turismo, el cambio climaticoy la
presencia de especies invasoras son algunos de los factores que estan contribuyendo al
deterioro de la salud de los ecosistemas de Galapagos y su biodiversidad (entendido desde
un enfoque de One Health), pero hay otros muchos factores que no han sido estudiados
en detalle. El presente trabajo propone generar conocimiento cientifico sobre el estado
de salud de las tortugas gigantes de Galdpagos, centrando los esfuerzos en tres objetivos
especificos: establecer los valores de referencia de hematologia y bioquimica de la especie
Chelonoidis porteri, determinar la presencia de agentes infecciosos de importancia
sanitaria en quelonios (herpesvirus, adenovirus, micoplasma y ranavirus) y establecer la
presencia y prevalencia de genes de resistencia a antimicrobianos (ARGs) y su potencial
correlacién con las actividades humanas del archipiélago. Para ello, se recogieron
muestras de un total de 454 tortugas gigantes pertenecientes a tres islas y cinco especies

(C. porteri, C. donfaustoi, C. vandenburghi, C. hoodensis y C. becki). En cada uno de los
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estudios realizados se empled un diferente tipo y nimero de muestras y especies, en
funcién de la metodologia y la hipdtesis a probar. Se utilizaron un total de 208 muestras
de sangre de las tortugas de Santa Cruz (C. porteri) obtenidas de la vena braquial, para
establecer los intervalos de referencia de hematologia y bioquimica sanguinea. Para cada
individuo, se determinaron el hematocrito (PCV)y los sélidos totales (TS), el recuento total
y diferencial de leucocitos en frotis, se estudid la morfologia celular y se realizé un perfil
bioquimico. Se empled la herramienta Reference Value Advisor para el calculo de los
intervalos de referencia (IR 95 %) y los intervalos de confianza (IC 90 %) de cada variable,
siguiendo los estandares internacionales. Se evalué la influencia del sexo, edad vy
estacionalidad para cada uno de los parametros fisioldgicos. Se recogieron hisopados
orales, conjuntivales y cloacales de 454 individuos, que fueron empleados para la
deteccion de herpesvirus, adenovirus, micoplasma y ranavirus mediante técnicas
moleculares de PCR y rtPCR. Las muestras positivas fueron secuenciadas con el método
Sanger y las secuencias resultantes sometidas a una busqueda en BLAST. Los darboles
filogenéticos de nucledtidos y aminoacidos fueron elaborados empleando el algoritmo de
maxima verosimilitud (Mega 7.0). Se recogieron heces directamente de la cloaca de 270
tortugas de las especies C. porteri y C. vandenburghi, para determinar la presencia y
prevalencia de ARGs. Tras un primer estudio exploratorio con 30 muestras, se procedio a
analizar el total de muestras mediante rtPCR, para un total de 21 ARGs que codifican
resistencia para ocho clases antimicrobianas (tetraciclinas, aminoglucésidos, polimixinas,
R- lactamicos, fenicoles, macrdlidos, quinolonas y sulfonamidas). Se establecié un
gradiente antropogénico en funcién de la localizacién de las muestras analizadas, para
realizar comparaciones entre los perfiles de resistencia, empleando métodos estadisticos
no paramétricos, y un analisis espacial para establecer las zonas con mayor prevalencia
de ARGs. Se establecieron los IR e IC en 164 tortugas adultas y 46 tortugas subadultas de
Santa Cruz, encontrando diferencias significativas entre sexos (hembras con hematocrito
mas bajo y valores mas elevados de calcio y potasio), edades (adultos con valores mas
elevados de hematocrito, sélidos totales y albimina, y valores mas bajos de leucocitos
totales, aspartato aminotransferasa y creatina quinasa) y estaciones del afio (linfocitos
mas elevados en la época seca y basdfilos, eosinodfilos, potasio, fésforo y sélidos totales
aumentados en la época de lluvias). Se identificaron dos nuevas secuencias de adenovirus

(CheAdV1 y CheAdV2) y dos de herpesvirus (CheHV1 y CheHV2). Las dos secuencias de

Xiv



Resumen y Abstract

adenovirus se agrupan en un mismo clado, dentro del arbol filogenético, siendo el Red
footed adenovirus el mds cercano en la clasificacion. En cuanto al herpesvirus, se
identificaron cuatro secuencias nucleotidicas, tres de las cuales tradujeron a la misma
secuencia aminoacidica, siendo consideradas como una Unica variedad virica (CheHV1),
mientras que la cuarta secuencia tradujo en una diferente secuencia aminoacidica no
emparentada con la anterior (CheHV2). Ambas secuencias aminoacidicas de herpesvirus
no se agrupan en el mismo clado, estando CheHV1 prdéxima a Terrapene herpesvirus 2 y
CheHV2 a Loggerhead oro-cutaneous herpesvirus. La distribucion de estos nuevos virus
no es homogénea, siendo las tortugas del oeste de Santa Cruz (C. porteri) y Alcedo (C.
vandenburghi) las Unicas en las que estan presentes ambos virus, mientras que en Wolf
(C. becki) solo se detecté CheHV, en el este de Santa Cruz (C. donfaustoi) solo CheAdV y
en la isla Espanola (C. hoodensis) no se detectdé ninguno de los cuatro virus. Se
identificaron resistencias antimicrobianas en todas las muestras analizadas, sin embargo,
los resultados cualitativos y cuantitativos fueron mas elevados en la especie mas afectada
por las actividades humanas (C. porteri), en comparacidon con las tortugas del remoto
volcdn Alcedo. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en la
carga de ARGs que codifican resistencia para las tetraciclinas y los aminoglucdsidos,
ademads de una mayor proporcion de microbiomas multirresistentes en las tortugas de
Santa Cruz. Aquellas tortugas muestreadas en las zonas mds antropizadas (fincas
agroganaderas y zonas urbanas) presentaron un numero significativamente mayor de
ARGs y multirresistencia que aquellas pertenecientes a zonas menos antropizadas dentro
de la misma isla. Esta tesis doctoral constituye el primer esfuerzo integrado enfocado en
generar informacién sanitaria sobre las tortugas gigantes de Galdpagos, contribuyendo
asi a desarrollar una linea base sobre el estado de salud de estas especies y sus
ecosistemas, desde un enfoque holistico e integrador de la medicina veterinaria y la salud
humana y ambiental. Este trabajo describe por primera vez, los intervalos de referencia
de hematologia y bioquimica en tortugas de Galdpagos, la detecciéon de cuatro nuevos
agentes infecciosos y la presencia de bacterias resistentes y multirresistentes asociadas a
las actividades humanas de las islas. Proponemos el uso de esta informacidon como una
herramienta diagndstica en los proyectos de cria en cautividad y reintroduccion de
tortugas que se llevan a cabo en el archipiélago, asi como para la implementacién de

programas de vigilancia epidemiolégica de enfermedades emergentes y reemergentes en
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las fauna silvestre de Galdpagos, pudiendo emplear a las tortugas terrestres como
especies centinelas de la salud de los ecosistemas que habitan, dada su amplia
distribucidn en el archipiélago, sus caracteristicas ecolégicas y su estrecha convivencia con
animales domésticos y seres humanos. Por ultimo, ponemos de manifiesto potenciales
nuevas amenazas, no solo para la salud de las tortugas terrestres sino para otras especies
animales (silvestres y domésticas) y para los seres humanos que habitan el archipiélago,
proponiendo a las autoridades ambientales que integren esta informacion en los planes
de manejo y conservaciodn, para contribuir a la proteccidon de las tortugas gigantes de
Galapagos y sus ecosistemas, mitigando el impacto de las actividades humanas sobre la

salud de todo el conjunto.
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The Galapagos giant tortoise (Chelonoidis spp.) is one of the most emblematic
animals on Earth. The reptiles named for one of the best-preserved archipelagos on the
planet are facing several challenges today. Anthropogenic activities are severely changing
Galapagos ecosystems which have potential impacts to the ecology, physiology, and
health status of these giants. Of the 14 tortoise species that once inhabited the islands,
two are considered extinct due to human predation, and the remaining 12 are considered
endangered according to the International Union for Conservation of Nature (IUCN). The
increase of tourism, together with climate change and the presence of invasive species
are some of the main factors affecting the health of Galapagos ecosystems and
biodiversity. However, many other factors have not been studied in detail. The present
work proposes to generate scientific knowledge about the health status of the Galapagos
giant tortoise from a One Health approach, focusing on three specific objectives: 1) to
establish hematology and biochemistry reference intervals (Rl) for Western Santa Cruz
tortoise species (Chelonoidis porteri); 2) to determine the presence and prevalence of
infectious agents of importance for chelonian conservation (herpesvirus, adenovirus,
mycoplasma, and ranavirus); and 3) to establish the presence and prevalence of
antimicrobial resistance genes (ARGs) and their potential association with human
activities in the archipelago. To conduct this research, we collected samples from a total
of 454 giant tortoises from three islands and five species (C. porteri, C. donfaustoi, C.
vandenburghi, C. hoodensis, and C. becki). For each research component, a different type

and number of samples and species were used, based on the methodology and the
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hypothesis to be tested. A total of 208 blood samples from the Santa Cruz tortoises (C.
porteri) obtained from the brachial vein were used to establish Rl. Hematocrit (PCV), total
solids (TS), white blood cell counts (WBC), differentials, cellular morphology, and a
biochemical profile was described and performed for each individual. We calculated 95 %
RI with 90 % confidence intervals (Cl) for each variable, following international standards
and using Reference Value Advisor. The influence of sex, age, and seasonality was
evaluated for each of the physiological parameters. Oral, conjunctival, and cloacal swabs
were collected from 454 individuals for the detection of herpesviruses, adenoviruses,
mycoplasma, and ranavirus using PCR and real time PCR (rtPCR). Positive samples were
sequenced with the Sanger method and the resulting sequences were subjected to a
BLAST search. Phylogenetic nucleotide and amino acid trees were performed using the
maximum likelihood algorithm (Mega 7.0). Feces were collected directly from the cloaca
of 270 tortoises from Santa Cruz (C. porteri) and Alcedo Volcano (C. vandenburghi), to
determine the presence and prevalence of ARGs. After a pilot study using 30 samples, a
broader exploratory study was conducted on all 270 samples using rtPCR to test 21 ARGs
that codify resistance to eight different antimicrobial classes (tetracyclines,
aminoglycosides, polymyxins, B-lactams, phenicols, macrolides, quinolones, and
sulfonamides). An anthropogenic gradient was established based on the sample collection
area and comparisons were performed using non-parametric statistical methods and
spatial analysis. Hematology and plasma biochemistry Rl and Cl were established for 164
adult tortoises and 46 subadult tortoises from Santa Cruz. Significant differences were
found between sexes (females with lower PCV value and higher calcium and potassium),
ages (adults with higher PCV, TS, and albumin, and lower WBC, aspartate
aminotransferase, and creatine kinase) and seasons (higher lymphocytes during the dry
season and increased basophils, eosinophils, potassium, phosphorus, and TS during the
rainy season). Two novel adenovirus sequences (CheAdV1l and CheAdV2) and two
herpesviruses (CheHV1 and CheHV2) were identified. The two adenovirus sequences
grouped in the same clade within the phylogenetic tree, with the Red footed adenovirus
being the most closely related. Four nucleotide sequences of herpesvirus were identified.
Three of these sequences translated into the same amino acid sequence, being
considered as a single viral strain (CheHV1) whereas the fourth sequence translated into

a different amino acid sequence not related to the previous one (CheHV2). Both
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herpesvirus amino acid sequences did not group in the same clade, with CheHV1 being
most related to Terrapene herpesvirus 2 and CheHV2 to Loggerhead oro-cutaneous
herpesvirus. The distribution of these new viruses varied between islands. Both
adenovirus and herpesvirus were found in Western Santa Cruz and Alcedo Volcano, in
Wolf Volcano only CheHV was detected, in eastern Santa Cruz only CheAdV, and no viruses
were found on Espafiola Island. Antimicrobial resistance was identified in all analyzed
samples; however, qualitative and quantitative data were higher in the species most
affected by human activities compared to tortoises from the remote and isolated Alcedo
Volcano. Statistically significant differences (p < 0.05) were found in the load of ARGs
encoding resistance to tetracyclines and aminoglycosides, in addition to a higher
proportion of multi-resistant microbiomes in Santa Cruz tortoises. Tortoises sampled
within the most anthropized areas (farmland and urban areas) presented a significantly
higher number of ARGs and multi-resistant patterns than those from less anthropized
areas (touristic and park areas) within the same island. This doctoral dissertation
constitutes the first comprehensive effort to generate health information for Galapagos
tortoise species, thus contributing to generate a baseline of the health status of these
species and their ecosystems, using a One Health approach. This work describes for the
first time, hematology and biochemistry Rl in Galapagos tortoises, four novel viruses, and
the presence of resistant and multi-resistant bacteria in tortoises, associated with human
impacts. This information may be used as an important diagnostic tool for captive
breeding and tortoise restoration projects carried out in the archipelago, as well as for the
implementation of epidemiological surveillance programs for emerging and re-emerging
diseases in Galapagos wildlife. Galapagos tortoises are key species that may act as
sentinels of ecosystem health given their wide distribution in the archipelago, their
ecological characteristics, and their interactions with domestic animals and humans.
Lastly, we highlight potential new threats in Galapagos, not only for the health of tortoises
but for the health of wildlife, domestic species, and humans inhabiting the archipelago.
This information should be considered for current and future management and
conservation action to ensure the protection of the Galapagos tortoise health as well as

the health of the entire archipelago.
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Introduccion

1.1 LAS ISLAS GALAPAGOS: UN LABORATORIO VIVIENTE

1.1.1 BREVE HISTORIA DEL ARCHIPIELAGO DE COLON

El archipiélago de las Galapagos, conformado por 123 islas e islotes de origen
volcanico, se encuentra ubicado en el Pacifico Este Tropical, a casi 1.000 km del continente
sudamericano. Con una superficie terrestre de 8.010 km? y una reserva marina de 138.000
km?, Galapagos constituye uno de los archipiélagos ocednicos mejor preservados del
mundo (Snell et al., 1996). El primer occidental que dejé testimonio de haber visitado el
archipiélago fue Fray Tomas de Berlanga, Obispo de Panama, en marzo de 1535. Desde
entonces, las islas fueron visitadas de manera esporadica y accidental por aventureros y
colonizadores, hasta la llegada de corsarios y piratas ingleses en el siglo XVII, que
encontraron en el archipiélago un lugar estratégico donde reparar los buques y
aprovisionarse de agua y comida (Latorre, 1999). Si el siglo XVII estuvo marcado por la
presencia de piratas a lo largo del océano Pacifico, el siglo XVIII se convirtié en la era de
los balleneros, con el primer registro oficial de la presencia de cazadores de ballenas en
las Galdpagos en 1788. Comenzd entonces una época de exterminio, no solo de los
mamiferos marinos de toda la regidn, sino de las tortugas gigantes que poblaban las islas,
gue fueron cazadas y sacrificadas para usar su aceite y consumir su carne (Figura 1).
Octavio Latorre menciona en su libro: “si los piratas terminaron con cientos [de tortugas],

los balleneros lo hicieron con miles” (Latorre, 1999).
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Figura 1. Balleneros y filibusteros extrayendo tortugas gigantes de las Galdpagos. Imdgenes cedidas por la
Academia de Ciencias de California, Archivo de la FCD.

Al comenzar el siglo XIX las Islas Galapagos continuaban sin estar habitadas,
solamente sometidas a la administracion colonial de Espafia, a través de la Real Audiencia
de Quito (Latorre, 1999). El 12 de febrero de 1832 el archipiélago fue anexado al Gobierno
del Ecuador, constituyendo desde 1973 una de las 24 provincias del pais. Aunque el
nombre oficial es Archipiélago de Coldn, las islas son administrativamente conocidas

como Provincia de Galdpagos (Latorre, 2001).

La primera misién cientifica que visitd las Islas Galdpagos fue la expedicién
Malaspina, una expedicidn espafiola dirigida por Alejandro Malaspina que llegd en 1790y
cuyos registros nunca fueron publicados. La expedicién mas célebre y que puso a las Islas
Galapagos en el mapa mundial fue la expedicion britdnica capitaneada por Robert Fitzroy
y en la cual viajaba el joven naturalista Charles Darwin, en 1835. Los estudios y muestras
resultantes de este viaje fueron decisivos para la publicacién del libro El Origen de las
Especies (1859), que cambiaria para siempre el rumbo de la ciencia e inspiraria desde
entonces a cientificos de todo el mundo a visitar el archipiélago. A finales del siglo XIX y
principios del XX, numerosos investigadores, seguidores y detractores de Darwin,
encontraron en el archipiélago un lugar privilegiado donde realizar estudios de biologia y
evolucién que probaran las teorias evolucionistas, a la vez que creacionistas vy
catastrofistas visitaban las islas para refutar esos mismos argumentos. En estos afios,
numerosas expediciones cientificas recolectaron cientos de especimenes que serian
estudiados y exhibidos en zooldgicos y museos de todo el mundo (Quiroga, 2009a). Segun

crecia la reputacion de Galdpagos como “laboratorio viviente”, crecia también Ia
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preocupacion de un buen numero de cientificos por proteger sus especies y su
biodiversidad, que habia sido diezmada por el extractivismo de piratas y balleneros en
siglos pasados, y por las recientes expediciones cientificas. En 1959, cien afios después de
la publicacién del Origen de las Especies, se cred la Estacion Cientifica Charles Darwin
(ECCD), en un esfuerzo conjunto entre investigadores, universidades internacionales y la
Organizacion de la Naciones Unidas para la Educacidn, la Ciencia y la Cultura (UNESCO)
(Quiroga, 2009b). Ese mismo afio, el gobierno de Ecuador establecid el Parque Nacional
Galdpagos, que da proteccion al 97 % de la superficie terrestre del archipiélago (7.700
km?). Tan solo un 3 % de la superficie corresponde a las zonas urbanas y rurales de las
cinco islas habitadas: Santa Cruz, San Cristdbal, Isabela, Floreana y Baltra (Figura 2). La
UNESCO declaré al archipiélago como Patrimonio Natural de la Humanidad en 1979, en
1985 como Reserva de la Biosfera y en 2001 como Humedal de Importancia Internacional
de acuerdo con el Convenio Ramsar. Sin embargo, en 2007 la misma organizacién declaré
a las Islas Galapagos como Patrimonio de la Humanidad en riesgo medioambiental, y
estuvo incluida en la Lista del Patrimonio de la Humanidad en peligro hasta 2010, debido

al significativo incremento del turismo y las especies invasoras.

Figura 2. Mapa de las Islas Galdpagos y
su ubicacion geogrdfica en relacion con
el continente americano. Mapa cedido
por Byron Delgado, FCD.
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Los ecosistemas insulares se caracterizan por poseer un elevado nivel de
endemismo, si bien la diversidad bioldgica suele ser reducida (Fordham & Brook, 2010;
Veron et al., 2019). Estas islas oceanicas son muy susceptibles a la degradacion ocasionada
por las actividades antropogénicas, que conllevan, entre otras cosas, la presencia de
especies introducidas que alteran seriamente los ecosistemas nativos y provocan en
numerosas ocasiones la extincién de las especies nativas y endémicas (Sadler, 1999; Tye,
2018). El estudio mas completo publicado hasta la fecha acerca de la abundancia de
especies introducidas e invasoras en el archipiélago contabiliza un total de 1.579 especies
gue llegaron de manera accidental o intencional hasta el afio 2017, de las cuales un 93 %
se habrian establecido en las islas y al menos 52 de ellas serian consideradas invasoras (p.
ej. mora, guayaba, cedrela, cerdos, cabras, ratas, gatos) (Toral-Granda et al., 2017).
Estudios mas recientes indican que al menos existen 53 especies marinas introducidas en
el archipiélago (Carlton et al.,, 2019) y nuevas muestras estan siendo actualmente
procesadas para su identificacion (l. Keith, comunicacién personal). El incremento del
turismo y la conectividad en el archipiélago a partir de los afios 70 favorecio la entrada de
especies introducidas (Figura 3), lo que resultd en la creacién de una instituciéon
gubernamental encaminada a controlar la entrada de bienes y productos: la actualmente
conocida como ABG (Agencia de Regulacién y Control de la Bioseguridad y Cuarentena
para Galdpagos) que ha impuesto numerosas medidas restrictivas e incluso la prohibicién

de ingreso de productos, alimentos y materiales al archipiélago (ABG, 2019).
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La poblacién de la provincia evolucion6 desde los primeros colonos, que apenas
contabilizaban 1.300 personas en la década de 1950, hasta una poblacién estimada en
mas de 30.000 personas, de acuerdo con las proyecciones realizadas en el ultimo censo
(INEC, 2015). Este incremento poblacional corresponde también con un aumento de la
demanda de bienes y servicios por parte de la industria turistica, que ha crecido
exponencialmente desde el afio 2000, llegando a un récord histdrico en el afio 2018 con
la llegada de 276.000 turistas al archipiélago (Observatorio de Turismo, 2018). A partir del
afio 2009 sucede ademas un cambio en el modelo turistico predominante en el
archipiélago, que deja de estar dominado por el turismo de a bordo para enfocarse en un
modelo donde los turistas pernoctan en los nucleos poblados (Figura 4). Esto conlleva un
notable incremento en la demanda de infraestructura y servicios, especialmente en
cuanto al consumo de agua potable, de electricidad y de combustible, y un aumento
significativo en el volumen de desechos producidos en los nucleos poblados (Naula et al.,
2018; Cajiao et al, 2020). En los ultimos afios, el incremento de estas actividades de origen
antropogénico (p. ej. urbanismo, agricultura, ganaderia, turismo) constituye la principal
causa de degradacion de los ecosistemas terrestres de Galdpagos y la mayor amenaza
para la conservacion de su biodiversidad (Toral-Granda et al., 2017; Garcia-Carrasco et al.,

2020; Watson et al., 2010).
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Tourism arrivals to the Galapagos Islands between 1980 and 2019
Aggregations and Compound Annual Growth Rate (CAGR) are shown for each decade
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The Compound Annual Growth Rate (CAGR) has been calculated as:

CAGR({ty, 1) - ( :fEH ) L

Where Vftﬂ) is the initial number of tourists of the analyzed period, V(rn) is the final number of arrivals, and t" - to is the number of years of the period.

The result represents the growth rate expected to be returned each year of the period, for arrivals to grow from the first to last year values.

Figura 4. Turismo en las Islas Galdpagos desde 1980 hasta 2019 y Tasa Anual de Crecimiento Compuesto
(CAGR) por décadas. Se incluye el turismo total y el turismo categorizado por tipo (turismo de tierra y
turismo de a bordo). Adaptado de Cajiao et al. (2020).

1.1.2 LAS TORTUGAS DE LAS ISLAS GALAPAGOS: DE LA EXPLOTACION A LA CONSERVACION

La definicion de lo que es considerado una “tortuga gigante” ha generado un gran
debate en la comunidad cientifica. Aunque no existe un consenso, numerosos autores se
refieren a las tortugas gigantes como aquellas especies cuyas dimensiones alcanzan los
100 cm de largo recto del caparazén, donde definitivamente se encuentran las tortugas
terrestres de Galapagos (Frazier, 2021a). Como tal, estas especies estan consideradas
megavertebrados debido a su gran tamafio y peso (superior a 100 cm de largo y 100 kg de

peso) y por tanto se encuentran incluidas dentro del grupo de megafauna (Vlachos & Rabi,
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2018). Al igual que otras muchas especies de este grupo de grandes animales (aves,
reptiles, mamiferos y anfibios), las tortugas gigantes que una vez habitaron en todos los
continentes, a excepcidn de Australia y Antartica, sufrieron extinciones masivas durante
el Pleistoceno, cuando comenzd la expansion poblacional de los humanos prehistdricos
(Gill, 2014). En la actualidad, no existen tortugas gigantes en ninguna masa continental,
siendo las Unicas especies supervivientes de tortuga gigante las que se encuentran en el
Archipiélago de Aldabra, en el océano Indico, y en el Archipiélago de Colén, en el océano
Pacifico (Frazier, 2021a). No existen registros de extinciones prehistdricas de tortugas
gigantes en Galdpagos, hasta la llegada de los colonizadores humanos, momento en que
comenzd la explotacion de estas especies y la introduccion de plantas y animales

invasores (Frazier, 2021ab).

Desde el “descubrimiento” del archipiélago en 1535, la explotacién de las tortugas
gigantes de Galdpagos tuvo lugar en dos grandes fases: la explotacion llevada a cabo por
marineros (mayoritariamente cazadores de ballenas) que emplearon a las tortugas como
fuente de comida y aceite; y la llevada a cabo por los primeros colonos, asi como por
zooldgicos, museos y coleccionistas privados, que estaban no solo motivados por sus

cualidades culinarias sino por un interés seudocientifico (Slevin, 1959).

La época mas tragica comenzo en el siglo XVIII, donde se calcula que, en apenas
dos siglos de explotacién humana, hasta un 90 % de la poblacion originaria de tortugas
terrestres fue sacrificada a manos de balleneros y cazadores de focas y leones marinos,
gue encontraron en estos reptiles un excelente recurso alimenticio para nutrir sus largas
expediciones ocednicas. La eco-fisiologia de estas especies las hizo especialmente
vulnerables a la depredacién humana, al ser animales inofensivos, faciles de capturar,
transportar y almacenar y provistos de gran cantidad de carne y grasa. Las especies de
tortuga mds vulnerables fueron aquellas de menor tamaio (morfotipo silla de montar) y
las hembras (que son por lo general mas pequenas), escogiendo aquellos animales que se
encontraban en lugares e islas mas accesibles al ser humano (p. ej. Floreana, Pinta,
Espafiola y San Cristébal) (Conrad & Gibbs, 2021). Las expediciones balleneras
documentaban de manera exhaustiva sus viajes, lo que ha permitido recopilar en ciertos
periodos el nimero de tortugas que fueron extraidas. A modo de ejemplo, Charles

Townsend sintetizé el numero de tortugas extraidas por 79 balleneros de la flota de
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Estados Unidos, que entre 1831y 1868 realizaron 189 visitas al archipiélago de Galapagos,
cazando 13.013 tortugas en menos de cuatro décadas (Townsed, 1925). La extrapolacién
de estos datos al numero de barcos y flotas balleneras que visitaron las Galapagos en el
siglo XIX arroja el escalofriante dato de mas de 100.000 tortugas cazadas para

aprovisionar las expediciones balleneras de la época (Conrad & Gibbs, 2021) (Figura 5).

Figura 5. Exterminio de tortugas gigantes de Galdpagos a manos de piratas y balleneros. Imdgenes cedidas
por la Academia de Ciencias de California, Archivo de la FCD.

Debido a esta depredacion sin precedentes, la especie Chelonoidis niger, que
habitaba en la isla Floreana y cuya poblacién preexplotacion esta estimada en 12.500
individuos, desaparecié entre 1846 y 1850, apenas dos décadas después de la llegada de
los primeros colonos a la isla (Stahl, 2020; Cayot & Hunter, 2021). En la isla Pinta, de las
9.800 tortugas que se estima poblaron la isla, sobrevivié un unico individuo de la especie

Ill

Chelonoidis abingdonii, el “Solitario Jorge”, que murid en junio del 2012 en cautividad, sin
haber dejado descendencia (Cayot & Hunter, 2021). En 1959, afno de la creacion del
Parque Nacional Galdpagos, solo 14 individuos de la especie Chelonoidis hoodensis
sobrevivian en Espafiola, mientras que en Pinzéon quedaban menos de 200 individuos

10



Introduccion

adultos (Chelonoidis duncanensis) y no existia reclutamiento debido a la depredacion de
huevos y neonatos por parte de las ratas introducidas, probablemente de manera

accidental (MacFarland et al., 1974a; Cayot, 2021ab).

Tras la creacién del Parque Nacional Galapagos y la Fundacion Charles Darwin
(FCD) en 1959, comenzaron los esfuerzos de conservacion para preservar y/o restaurar
los ecosistemas de Galapagos y su biodiversidad. En un esfuerzo conjunto entre ambas
instituciones, comenzé en la década de los 60 la busqueda de informacién y los
monitoreos para establecer el estado poblacional de las diferentes especies y las
prioridades de manejo y conservacion de estas, resultando evidente que las tortugas
gigantes habian sido las especies mads afectadas por la explotacién humana vy la presencia
de especies invasoras (MacFarland & Reeder, 1975; Vries, 1984). Mientras se
desarrollaban las herramientas para establecer los limites del Parque Nacional Galdpagos
y los mecanismos de control y monitoreo, en la isla Santa Cruz se establecié en 1964 La
Reserva, un drea de 166 km? ubicada en el suroeste de la isla, lugar de distribucion del
grueso de la poblacién de tortugas de la especie Chelonoidis porteri. A pesar de ser un
area de grandes dimensiones y no estar cercada, se prohibieron todo tipo de actividades
humanas y se restringio el acceso, lo que resulté en la proteccidon de las principales zonas
de anidacion de tortugas y se evitd en cierta medida la caza furtiva de tortugas y la
extraccidn de juveniles para su comercializacién en las redes de trafico ilegal (Snow, 1964).
En 1969 se establecieron los limites del Parque Nacional Galapagos y comenzé a funcionar
el sistema de guardaparques que opera hasta el dia de hoy, realizando las labores de

control, manejo y conservacién (Corley-Smith, 1990).

A mediados de los afios 60 y como resultado de los crecientes esfuerzos de
conservacion, comenzd el programa de reintroduccién de tortugas gigantes, con la cria en
cautividad de las tortugas de la isla Pinzén. Empleando incubadoras rudimentarias se logré
la primera eclosion de huevos de tortuga en cautividad, proceso que se iria tecnificando
a lo largo de los afios (Cayot, 2021b). En afios posteriores, comenzo el programa de cria
en cautividad de las tortugas de la isla Espafiola, cuya poblacién contaba con tan solo 14
individuos silvestres (12 hembras y 2 machos), a los que se uniria un macho mantenido en
cautividad en el Zoolégico de San Diego (el famoso Diego) al que se le atribuye ser el padre

biolégico de una gran proporcidn de las 2.000 tortugas que a lo largo de las ultimas cinco
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décadas han sido repatriadas en la isla. El proyecto de reintroduccién de tortugas de
Espafiola se dio por finalizado en junio de 2020, con la repatriacién de los ultimos 16
adultos reproductores (incluido Diego) (Cayot, 2021ac; Tapia, 2021a). Entre 1970y 2019,
un total de 8.261 tortugas juveniles de ocho especies diferentes fueron criadas en

cautividad y repatriadas con éxito (Cayot, 2021c) (Figura 6).

Figura 6. Proyecto de cria en cautividad de tortugas terrestres en Santa Cruz. A la izquierda, recoleccion e
identificacion de huevos de tortuga a manos del guardaparque D. Fausto Llerena. A la derecha, tortugas
neonatas en el Centro de Crianza Fausto Llerena.

Los esfuerzos de conservacion de las tortugas gigantes no se centraron
Unicamente en los proyectos de cria en cautividad, sino en el control y erradicacién de las
especies invasoras (p. ej. cerdos, cabras, ratas, burros) y en la proteccion de las zonas de
anidacién (protegiendo los nidos de la depredacion de cerdos, hormigas o ratas)
(MacFarland et al., 1974b). El proyecto de erradicacién de especies invasoras de mayor
envergadura del archipiélago, y que duraria casi una década, fue el denominado Proyecto
Isabela, que concluyé en 2006 con la erradicacién de mas de 200.000 cabras introducidas
en Santiago, Pinta e Isabela, ademds de la erradicaciéon de cerdos en Santiago y la
erradicacion de burros en Isabela y Santiago (Lavoie et al., 2007ab; Carrion et al., 2011)
(Figura 7). Al igual que ha sucedido en Pinzdn con la erradicacion de las ratas introducidas
(Cayot, 2021b), la erradicacion de mamiferos invasores en islas como Isabela, Pinzén y

Santiago ha permitido la recuperacién de muchas especies, incluyendo las tortugas
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terrestres, cuyas poblaciones han crecido significativamente en los ultimos afios como

resultado del esfuerzo combinado de todas estas iniciativas (Cayot, 2021cd; Tapia, 2021b).

Figura 7. Tortuga juvenil entre las patas de un chivo o cabra introducida (izquierda) y manada de chivos
introducidos junto a una tortuga (derecha). Imdgenes cedidas por el Archivo de la FCD.

Debido al éxito obtenido en estos programas de conservacién y reintroduccion de
especies, a partir del 2005 la Direccién del Parque Nacional Galapagos (DPNG) establecio
una nueva estrategia de conservacion, centrada en proteger y restaurar la integridad
ecolégica de los ecosistemas, en vez de estar basada fundamentalmente en la
recuperacién de especies clave. El éxito de los programas de cria en cautividad vy
reintroduccién de tortugas se ha visto sin embargo empafiado en las ultimas décadas por
el incremento en el tréfico ilegal de tortugas (mayoritariamente neonatos o juveniles) y la
caza furtiva para consumo, que si bien puede resultar relativamente anecddtica a dia de
hoy, sigue sucediendo con mayor o menor frecuencia en todas las islas pobladas del
archipiélago donde coexisten las tortugas terrestres y los seres humanos (Santa Cruz,

Isabela y San Cristébal) (Cayot & Louis, 1994; Marquez et al., 2007; Cayot, 2021c).

En la isla Fernandina, la mas joven y occidental del archipiélago, las tortugas
gigantes de la especie Chelonoidis phantasticus se consideraban extintas debido al
vulcanismo, hasta el descubrimiento en 2019, de una hembra adulta de dicha especie en
un pequeno parche de vegetacion de la isla (Figura 8). En el volcan Wolf, ubicado el norte
de laisla Isabela, se han hallado recientemente tortugas hibridas que portan genes de las

especies extintas de Floreana y Pinta. Estos animales estdan siendo actualmente
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estudiados y se contempla la realizaciéon de programas de cria en cautividad y seleccién

genética (Tapia, 2019; Cayot, 2021d).

Figura 8. Tortuga encontrada en la
isla de Fernandina en 2019,
mantenida en cautividad en el Centro
de Crianza Fausto Llerena, Santa Cruz.
Imagen de archivo personal.

A pesar de los impactos ocasionados por los seres humanos en los ultimos 400
afios, las Islas Galdpagos han conservado la mayor parte de sus especies endémicas, con
un total de 58 especies de reptiles descritas en el archipiélago (Arteaga et al., 2019),
siendo sin duda alguna la tortuga gigante el reptil mas icdnico y emblematico de las islas
gue llevan su nombre. En décadas recientes, la taxonomia de las tortugas terrestres de
Galapagos ha sufrido sucesivas revisiones, estando actualmente aceptado por la Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) la presencia de 14 especies de
tortuga gigante en el archipiélago (2 extintas, 6 criticamente amenazadas, 3 en peligroy

3 vulnerables) (IUCN, 2022).

Las tortugas gigantes de Galdpagos constituyen el Unico megavertebrado terrestre
del archipiélago, ampliamente distribuido por casi todas las islas, ocupando tanto aquellos
ecosistemas naturales como aquellos modificados por las actividades humanas (zonas
agroganaderas y urbanas). A pesar de los numerosos esfuerzos que realizan las entidades
publicas y privadas, las y los investigadores y guardaparques, estos gigantes siguen
enfrentando amenazas para su conservacién, todas ellas ligadas a actividades
antropogénicas: pérdida y fragmentacion de habitat, trafico ilegal, pérdida de diversidad
genética, especies introducidas e invasoras, cambio climatico, enfermedades, caza furtiva

y colision con vehiculos (Figura 9) (Blake et al., 2012a; Ellis-Soto et al., 2017; Bastille-
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Rousseau et al., 2019; Frazier, 2021b). Conocer el estado de salud de estos reptiles, y las
potenciales consecuencias que las crecientes actividades antropogénicas pueden

ocasionar en su bienestar, constituye hoy en dia una prioridad para el manejo vy

conservacion de estas especies y su habitat natural.

Figura 9. Tortuga gigante cruzando la carretera principal en Santa Cruz (izquierda) y atravesando el cercado
de una finca ganadera en Santa Cruz (derecha). Imdgenes cedidas por Stephen Blake, GTMEP.

1.2 EVALUACION SANITARIA DE LAS TORTUGAS GIGANTES DE GALAPAGOS

1.2.1 EL PARADIGMA DE ONE HEALTH

A pesar de lo novedoso del término One Health (“Una Salud” en castellano), sus
raices se remontan atrds en el tiempo a lo largo de toda la historia antigua del ser humano.
Este concepto, entendido como la interrelacién entre la salud humana, animal vy
ambiental, ha sido descrito tanto por la medicina oriental como por la occidental, y ha
formado parte de los saberes ancestrales de numerosas culturas desde la historia antigua.
El concepto de la medicina tradicional China de las Cinco Fases y de la importancia del
ambiente es similar a las ideas cientificas griegas de los Cuatro Elementos (tierra, agua,
aire y fuego) postulados por Empédocles (495-444 a. de C.) y a las antiguas ideas indias de
los Cinco Elementos (tierra, agua, fuego, aire y éter) (Tseui, 1978; Brun, 2003; Lu et al.,

2004). Han tenido que pasar mas de 2.000 anos para que un enfoque integrador de la
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medicina sea reconocido y asumido en occidente por (al menos) una parte de la
comunidad cientifica moderna y por una pequena parte de la comunidad gobernante.
Dentro de la historia de la medicina occidental, Hipdcrates (460-370 a. de C.) ya menciond
la importancia de contar con un ambiente limpio y saludable para asegurar la salud
humana. Afios después, Aristoteles (384-322 a. de C.) escribid acerca de la interconexion
entre la salud animal y la salud humana, asi como hizo Galeno (129-216 d. de C.). Tuvieron
gue pasar sin embargo varios siglos de oscurantismo y olvido, hasta que estos conceptos
fueran retomados después del Renacimiento (Kahn, 2016). La primera vacuna no se
desarrollé en occidente hasta el siglo XVIIl, a manos del investigador inglés Edward Jenner
(1749-1823) y el término zoonosis fue acufiado afios después por Rudolf Virchow (1821-
1902), un patdlogo prusiano que es considerado por muchos autores como “el padre
moderno” del concepto de One Health, al reiterar la importancia e interrelacién entre la
salud humana y animal con el medio ambiente. Virchow fue un paso mas all3,
introduciendo las dimensiones sociales, econdmicas y politicas en la toma de decisiones
relativas a la Salud Publica (Kahn, 2016; Zunino, 2018; Deem et al., 2019). La mayoria de
estos descubrimientos a manos de médicos tuvieron lugar estudiando las enfermedades
animales, o en el interfaz animal-ser humano, lo que contribuyé a que existiera una
estrecha colaboracidn y sinergia entre los campos de la medicina veterinaria y la humana.
Lamentablemente, con el paso de los afos la medicina humana se fue especializando cada
vez mas, adquiriendo un enfoque mucho mas individualista sobre el concepto de
enfermedad, dejando de lado en gran medida el enfoque holistico e integrador de la salud

(Kahn, 2016).

Hace ahora 100 afios, la Asociacidon Nacional de Veterinaria Espafiola (antecesora
del actual Consejo General de Colegios Veterinarios de Espafia) adopté el lema Higia
pecoris, salus populi (la higiene del ganado, la salud del pueblo) que sigue vigente hoy en
dia y es parte del escudo de la profesion veterinaria en Espaiia. Si bien este concepto no
incluye la salud del medio ambiente, si incorpora la interrelacion entre la salud animal y
humana, a la vez que emplea la palabra higiene, que hace una clara referencia a la

importancia de la prevencién de las enfermedades (Duran, 2008).

En la década de los 60 del siglo XX, el veterinario y epidemidlogo Calvin Schwabe

acufié el término Una Medicina (One Medicine) (Schwabe, 1984) que en los afios 90
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evolucionaria hacia el concepto de Medicina de la Conservacion. Ambos conceptos, a
pesar de englobar la interrelacidn entre la salud animal y el medio ambiente, en cierta
manera omitian, de forma no intencionada, la salud humana y su importancia dentro de
este concepto global de salud (Deem et al., 2019). En 2007, en una iniciativa liderada por
la Asociacion Americana de Medicina Veterinaria (AVMA), aparece finalmente el concepto
de One Health con la intencién de incluir todos los conceptos pasados y llevar la salud
planetaria un paso mas alla, estableciendo una innegable conexion entre la salud humana,
animal y medioambiental, que viene a llamarse La Triada de Una Salud (the One Health
Triad). En 2008, la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAQ), la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la Organizaciéon
Mundial de la Salud (OMS/WHO) asumen formalmente el concepto de One Health y se
comprometen a desarrollar estrategias y acciones conjuntas para afrontar los desafios de

salud a escala global (WHO, 2008; Lee & Brumme, 2013).

En diciembre de 2021, FAO, OIE y OMS publican una definicién actualizada sobre
el concepto de One Health (Figura 10), descrita por el Panel de Expertos en One Health

(OHHLEP). La definicidn dice asi:

“One Health es un enfoque integrador y unificador que tiene como objetivo
equilibrar y optimizar la salud de las personas, los animales y los ecosistemas. Este enfoque
reconoce que la salud de los seres humanos, los animales domésticos y salvajes, las plantas
y el medio ambiente (incluidos los ecosistemas), estdn estrechamente vinculados y son
interdependientes. El enfoque moviliza multiples sectores, disciplinas y comunidades en
diferentes niveles de la sociedad para trabajar juntos, fomentando el bienestar y haciendo
frente a las amenazas para la salud y los ecosistemas, al tiempo que aborda la necesidad
colectiva de agua, energia y aire limpios y alimentos nutritivos, tomando medidas sobre el

cambio climdtico y contribuyendo al desarrollo sostenible.”
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Figura 10. Nueva definicion de One Health, incorporando lo diversos sectores y disciplinas, asi como el
conjunto de la sociedad civil, haciendo hincapié en la comunicacion, coordinacion, colaboracion y
capacitacion para impulsar la salud desde un enfoque integrador. Adaptado del Panel de Expertos en One
Health (OHHLEP) publicado en diciembre de 2021 (https://www.who.int/news/item/01-12-2021-tripartite-
and-unep-support-ohhlep-s-definition-of-one-health).

Bajo este enorme paraguas, como asi definen algunos autores el marco conceptual
de One Health, se engloban numerosas disciplinas entre las que destacan tres grandes
areas de especial interés y relevancia: 1) seguridad alimentaria, 2) zoonosis vy
enfermedades emergentes y reemergentes, y 3) resistencias a los antimicrobianos (OMS,

2021).

Dentro de las estrategias que se han establecido para abordar la prevencidn,
deteccion y control de enfermedades emergentes y reemergentes, asi como la dispersion
de la resistencias antimicrobianas desde una perspectiva de One Health destacan: los
planes de vigilancia activos y pasivos (que engloban a la fauna silvestre, los animales
domésticos y los seres humanos); la investigacion basada en especies centinela (especies
clave de los ecosistemas que pueden proporcionar abundante informaciéon acerca del
estado de salud de todo el medio en que se distribuyen); la investigacién de brotes de
enfermedad producidos en animales o humanos y su posible transmisidn entre especies;
y la investigacion en la busqueda de nuevas vacunas, nuevos antibidticos y nuevas

herramientas para reducir el uso y la dependencia de los antibidticos (Wielinga &
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Schlundt, 2013; Riegelman & Kirkwood, 2018). Como tal, el paradigma de One Health
aborda los impactos negativos de las resistencias antimicrobianas en el bienestar de los
animales y los seres humanos y la salud del medio ambiente, junto con la necesidad de
planes de investigacidon y prevencion transdisciplinarios para minimizar esta amenaza

compartida (Fisman & Laupland, 2010; Kahn 2016; Amuasi et al., 2020).

1.2.2 PATOGENOS DE IMPORTANCIA PARA LA CONSERVACION DE QUELONIOS
SILVESTRES

Las enfermedades infecciosas emergentes son consideradas como una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en muchas especies silvestres, incluyendo
las tortugas; si bien es cierto que los patégenos no son usualmente incluidos entre las
principales amenazas para la conservacion de estas especies, debido en gran medida al
gran desconocimiento que existe aun hoy en dia acerca de estos agentes en muchas
especies de reptiles (Daszak et al., 2000; Gibbons & Steffes, 2013). Estudios recientes
sefialan la importancia de expandir el conocimiento existente acerca de las enfermedades
emergentes en tortugas terrestres y marinas para prevenir eventos de mortalidad en
poblaciones ya de por si muy comprometidas o cuyas poblaciones estan sufriendo un
rapido declive debido a otros impactos de origen antropogénico como el cambio climatico
o la degradacidn, contaminacién y destruccién del habitat (Doszpoly et al., 2013; Kane et

al., 2017; Kolesnik et al., 2017).

En las ultimas décadas se han incrementado las investigaciones enfocadas en
describir agentes viricos y bacterianos en los reptiles. El interés por describir estos
patdgenos especificos ha estado motivado tanto por su importancia en la terapéutica y
conservacion de estas especies, como por su aplicacion para incrementar el conocimiento
acerca de la sistematica y evolucion de los microorganismos (Agius et al., 2019).
Numerosas enfermedades infecciosas contintdan siendo prevalentes en las especies de
guelonios, tanto en libertad como en cautividad, incluyendo las enfermedades producidas

por herpesvirus y Mycoplasma spp., mientras que otros patégenos son considerados

19



Evaluacién del estado sanitario de las tortugas gigantes de las Islas Galdpagos desde una perspectiva de One Health

actualmente como emergentes en las tortugas (p. ej. adenovirus, ranavirus) (Gibbons &
Steffes, 2013; Marschang, 2011). Es frecuente observar la coinfeccion entre dos o mas de
estos agentes patégenos, lo que puede aumentar significativamente la severidad vy
mortalidad en esos individuos, a la vez que dificulta su diagndstico (Kolesnik et al., 2017;
Sim et al., 2016). En los reptiles, numerosos factores pueden afectar al hecho de que un
cierto microorganismo resulte o no patogénico, incluyendo el estado nutricional del
hospedador, la temperatura (determinante en especies poiquilotermas), la presencia de
coinfecciones con otros agentes patdgenos y el estado inmunitario del hospedador, que
a su vez puede verse afectado por numerosos factores (p. ej. estrés, cautividad,
manipulacion, hacinamiento) (Wellehan & Divers, 2019). A la hora de realizar la
identificacion y diagndstico de estos agentes infecciosos es importante diferenciar entre
la presencia o colonizacion del agente o microorganismo y la infecciéon causada por el o
los agentes infecciosos (Marschang, 2019). En muchos casos, los postulados de Koch no
se cumplen en las enfermedades observadas en los reptiles, lo que obliga a establecer la
conexioén entre la presencia del agente infeccioso y los signos clinicos e histopatolégicos

observados (Marschang, 2011; Wellehan & Divers, 2019).

La micoplasmosis es una de las enfermedades infecciosas mejor caracterizadas en
los quelonios y se ha asociado con declives poblacionales en algunas especies silvestres
(Jacobson et al., 2014). Se trata de bacterias gramnegativas del filo Tenericutes que han
perdido la pared celular y muchos de los mecanismos bioquimicos, lo que las convierte en
microorganismos intracelulares obligados, altamente dependientes de las células del
hospedador. El género Mycoplasma ha sido descrito en todos los vertebrados y la
infeccidon asintomatica ocasionada por estas bacterias es mucho mas frecuente que la
enfermedad activa en la mayoria de las especies (Wellehan & Divers, 2019). Mycoplasma
agassizii se encuentra descrita como el microorganismo causante de la enfermedad del
tracto respiratorio superior (URTD) en ciertas especies de tortuga terrestre (Gopherus
agassizzi y Gopherus polyphemus) mientras que Mycoplasma testudineum ha sido aislada
también en tortugas con URTD sin que se haya podido esclarecer si este agente puede ser
también causante del sindrome respiratorio (Brown et al., 1994; 1999). Una nueva especie
del género Mycoplasma fue descrita en tortugas terrestres de Estados Unidos, también

asociada con URTD, pudiendo causar reaccién seroldgica cruzada con M. agassizii y M.
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testidineum en las pruebas diagndsticas (Palmer et al., 2016). Lo signos clinicos
comunmente asociados con infecciones por micoplasmosis en quelonios incluyen letargia,
edema palpebral, conjuntivitis y descarga oculonasal (Palmer et al., 2016). Las bacterias
del filo Tenericutes requieren de medios especiales para su cultivo; la ausencia de pared
celular hace que estas bacterias sean altamente susceptibles a la desecacién y su
crecimiento en cultivos celulares es lento, por lo que puede requerir varias semanas. El
método estandarizado para su diagndstico es la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR). El tratamiento es sintomatico, incluyendo el uso de antibidticos como las
tetraciclinas o fluoroquinolonas. La eliminacién completa de estas bacterias no siempre
es posible, siendo frecuente la apariciéon de portadores asintomaticos incluso después de

haber recibido tratamiento (Wellehan & Divers, 2019).

Las infecciones por herpesvirus (HV) se han documentado en numerosas especies
de quelonios, siendo uno de los agentes viricos mejor estudiados en casi todas las familias,
incluyendo a las tortugas terrestres (Testudinidae), tanto en sus poblaciones silvestres
como en individuos mantenidos en cautividad (Kane et al., 2017; Origgi, 2012; Richard R
Sim et al., 2015; Yonkers et al., 2015). Las infecciones por HV comUnmente observadas en
las tortugas terrestres varian desde infecciones subclinicas hasta cuadros agudos y graves,
pudiendo existir una latencia de larga duracién. Los signos clinicos mas frecuentes
incluyen anorexia, letargia, rinitis, conjuntivitis, estomatitis, glositis, presencia de placas
diftérico-necréticas en cavidad oral que pueden extenderse hasta la trdquea y el eséfago
y edema a nivel del cuello (Marschang, 2019). Generalmente, los animales que sobreviven
a una infeccién aguda por HV pueden desarrollar desérdenes del sistema nervioso central
tales como pardlisis, incoordinacidn o torticolis (Marschang, 2019). Hasta la fecha se han
descrito cuatro herpesvirus asociados con infeccidon en tortugas terrestres: Testudinid
HV1-4 (TeHV1-4) (Marschang, 2011). TeHV1 ha sido detectado en tortugas terrestres de
Rusia, Japén y Europa, asociado con estomatitis y procesos leves en los animales
infectados, ocasionando una baja morbilidad y mortalidad (Une et al., 1999). TeHV2 fue
descrito en Estados Unidos, en una tortuga de California (Johnson et al., 2005), mientras
gue TeHV3 se ha descrito con mayor frecuencia en tortugas de Europa, si bien ha sido
aislado también en Estados Unidos y el norte de Africa. TeHV3 parece presentar un cuadro

mas grave en algunas especies, ocasionando una mayor morbilidad y mortalidad que los
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otros herpesvirus descritos hasta ahora. Por ultimo, TeHV4 fue aislado en una tortuga
asintomatica en un zooldgico de Estados Unidos y posteriormente en Europa (Bicknese et
al., 2010; Kolesnik et al., 2016; 2017). El método diagndstico de preferencia es la PCR,
mediante el uso de primers degenerados para una seccién altamente conservada del gen
de la polimerasa, siendo necesario confirmar los resultados mediante secuenciacién (Van

Devanter et al., 1996).

Las infecciones por Adenovirus (AdV) son consideradas enfermedades emergentes
en las tortugas dada su relativamente reciente deteccién y aislamiento en estas especies.
Estos virus han sido comiUnmente aislados en otras especies de reptiles del orden
Squamata (Saurios) en los que se encuentran mejor caracterizados (Marschang, 2011;
2019). La taxonomia de la familia Adenoviridae sugiere una estrecha coevolucién entre
estos virus y sus hospedadores, pudiendo observarse saltos entre especies hospedadoras,
lo que suele conllevar un aumento de la patogenicidad (Benko et al., 2005). En algunas
especies, como las tortugas de Célebes (Sulawesi) (Indotestudo forstenii), la enfermedad
por adenovirus ha sido asociada con un cuadro sistémico muy grave y una alta mortalidad
(Rivera et al., 2009). Los signos clinicos observados incluyen estomatitis, esofagitis,
hepatitis necrética y lipidosis hepatica, necrosis mieloide de la médula espinal,
enterocolitis necrotizante, neumonia y encefalitis (Gibbons & Steffes, 2013; Marschang,
2011). Este adenovirus hallado en las tortugas de Célebes ha sido propuesto como
perteneciente a un nuevo género denominado Siadenovirus. Wilkinson (2004) describié
un AdV en una tortuga leopardo (Stigmochelys pardalis) que presentaba una coinfeccidn
con HV y cuyos signos clinicos incluian biliverdinuria, pérdida de peso y episodios
hemorrdagicos. Posteriormente, Farkas & Gal (2009) describieron un AdV en una tortuga
caja (Terrapene ornata ornata) mantenida en cautividad, donde se observé degeneracion
de las células hepaticas, vacuolizacidon en el citoplasma y cuerpos de inclusidon en los
hepatocitos. Algunos virus similares han sido hallados en afios recientes en tortugas de
Estados Unidos y Europa, tanto en animales enfermos como asintomaticos, por lo que se
ha propuesto clasificar a estos virus dentro de un nuevo género de la familia Adenoviridae,

denominado Testadenovirus (Doszpoly et al., 2013).

La familia Iridoviridae se subdivide en cinco géneros, entre los que se encuentra el

Ranavirus spp. Los virus de este género estan considerados como importantes patégenos
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qgue afectan a muchas especies poiquilotermas, siendo causantes de graves declives
poblacionales a nivel mundial en numerosas especies de anfibios (Marschang, 2019). Los
estudios realizados acerca de su filogenia y rutas de transmisidn indican que los ranavirus
pueden transmitirse entre anfibios, reptiles y peces, habiendo sido aislados de manera
regular en numerosas especies de reptiles desde los afios 90 (Marschang, 2011). El trafico
ilegal de reptiles y anfibios, asi como otros factores de origen antropogénico como el
cambio climatico, estan facilitando la traslocacion de especies y sus patégenos y con ello
la mayor ubicuidad y dispersidn de ranavirus, contribuyendo a que sea considerada como
una enfermedad emergente de elevada importancia para la conservacién de anfibios,
reptiles y peces. Al igual que sucede con otros agentes, su patogenicidad estd relacionada
con la especie hospedadora y su estado inmunitario, la cepa viral, la presencia de
coinfecciones y diversos factores ambientales, entre los que destaca la temperatura
(Allender, 2012; Duffus et al., 2015). En las tortugas, el género Ranavirus fue aislado por
primera vez en la década de los 80 en Suiza (Heldstab & Bestetti, 1982), siendo
posteriormente aislado en diversas especies acuaticas y terrestres, incluyendo tortugas
caja (Terrapene spp.) y tortugas africanas (Testudo spp.) (Johnson et al., 2008; Allender et
al., 2013; Sim et al., 2016). La mayoria de los brotes de ranavirus descritos en tortugas han
ocurrido en tortugas caja de Norte América, habiendo relacionado estos eventos y su
potencial susceptibilidad al hecho de que estas especies, a pesar de ser terrestres, estan
en contacto estrecho con lagunas temporales donde pueden verse expuestas a la
infeccién por aguas contaminadas o por la presencia de anfibios infectados (Allender,
2012; Kimble, 2015; Duffus et al., 2015). El virus aislado con mas frecuencia en las tortugas
es el ranavirus tipo 3 (FV3-like) (Allender et al., 2011). Los signos clinicos asociados a la
infeccidon por ranavirus en las tortugas incluyen letargia, anorexia, secrecion oculonasal,
conjuntivitis, edema cervical subcutaneo, estomatitis ulcerativa, “enfermedad del cuello
rojo” e incluso la muerte (Marschang, 2019). Aunque la ruta de transmision descrita con
mayor frecuencia ha sido la transmisién desde anfibios hacia reptiles, se ha demostrado
gue puede existir contagio entre tortugas (Marschang et al., 2008; 2011). El método de
eleccion para el diagndstico incluye PCR y PCR a tiempo real (rtPCR) en hisopados orales
o cloacal, o en muestras de tejidos diana (higado, rifidn, bazo y sistema gastrointestinal)

(Allender, 2013; Marschang, 2019).
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1.2.3 RESISTENCIAS ANTIMICROBIANAS: LA PANDEMIA INVISIBLE

A nivel mundial, estamos experimentando un rdpido aumento de las resistencias
a los antimicrobianos (AMR) combinado con una drastica reduccién en el descubrimiento
y desarrollo de nuevas clases de antibidticos. Las infecciones causadas por bacterias
resistentes son responsables de al menos 700.000 muertes humanas cada afio que antes
podrian haberse evitado y de la pérdida de millones de ddlares. La estimacién realizada
para el 2050 situa a las resistencias como la primera causa de mortalidad en los seres

humanos (O’ Neil, 2014; World Bank, 2016; Patel et al., 2020).

Las resistencias antimicrobianas fueron detectadas poco después del
descubrimiento de los primeros antibidticos, a principios del siglo XX. Alexander Fleming,
poco después de ganar el Premio Nobel en 1945 por su descubrimiento de la penicilina
vaticind: “The thoughtless person playing with penicillin treatment is morally responsible
for the death of the man who succumbs to infection with the penicillin-resistant organism”
(la persona irreflexiva que juegue con la penicilina sera moralmente responsable de la
muerte del ser humano que sucumba a la infeccién por organismos resistentes a la
penicilina) (Sillankorva et al., 2019). La resistencia a la penicilina empezaria a ser
detectada (como su descubridor predijo) apenas una década después de haberse
generalizado su uso, lo mismo que sucederia tan sdlo unos afios después con las
resistencias a la estreptomicina, tetraciclina, vancomicina o fluoroquinolonas, entre otros

(Errecalde, 2004; Levy & Marshall, 2004; Davies & Davies, 2010).

El desarrollo de la resistencia es un fendmeno que ocurre de manera natural en
las comunidades microbianas a pequefia escala, debido a que la mayoria de los
antibidticos derivan de precursores de origen natural extraidos de organismos fungicos o
bacterianos (Tan et al., 2018), encontrando bacterias resistentes en todos los continentes
y ecosistemas, incluso en aquellos menos modificados por las actividades antropogénicas
como son los casquetes polares, o en restos arqueoldgicos neoliticos (Aminov, 2010;
Segawa et al.,, 2013; Van Goethem et al., 2018). Estos organismos productores de
sustancias con accién antimicrobiana cuentan a su vez con genes que codifican resistencia

para esas mismas sustancias que producen (genes de resistencia a los antimicrobianos o
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ARGs), como pueden ser las R-lactamasas. La reconstrucciéon filogenética de los ARGs
sugiere la presencia de genes que confieren resistencia a varias clases de antibiéticos en
la naturaleza mucho antes de la era de los antibiéticos, estimando que las enzimas R-
lactamasas, por ejemplo, pueden haber estado presentes en los plasmidos desde hace
varios millones de afios (Aminov, 2010). A pesar de que se pueden encontrar resistencias
de origen natural en todos los nichos ecoldgicos, el uso de antibiéticos en las diversas
actividades humanas incrementa de manera significativa la abundancia y diversidad de las

resistencias en el medio ambiente.

Los mecanismos moleculares involucrados en la resistencia a los antibidticos estan
ampliamente distribuidos en el reino microbiano y han sido bien descritos para una
variedad de microorganismos comensales y patégenos (Davies & Davies, 2010; Wang et
al., 2014; Pu et al., 2015). La mayoria puede diseminarse mediante uno o mas mecanismos
distintos de transferencia de genes, debido en gran medida a la accién de los elementos
genéticos moéviles (MGE), un término utilizado para referirse a los elementos que
promueven la movilidad del ADN intracelular (por ejemplo, desde el cromosoma a un
pldsmido o entre plasmidos) e intercelular. Las secuencias de insercidén (IS) y los
transposones (Tn) son segmentos del ADN capaces de moverse ellos mismos al azar, hacia
nuevas ubicaciones dentro de una sola célula. Otros elementos, como los integrones (In),
usan la recombinacién especifica de una region para mover los genes de resistencia entre
regiones definidas. Los mecanismos intercelulares de intercambio genético incluyen la
conjugacién/movilizacion (mediada fundamentalmente por plasmidos), la transducciéon
(mediada por bacteriéfagos) y la transformacién (captacién de ADN extracelular)

(Partridge et al., 2018).

Los ARGs han existido en el medio ambiente debido a una variedad de presiones
selectivas de origen natural, pero los seres humanos hemos aplicado una presion selectiva
adicional a estos genes debido a las grandes cantidades de antibidticos que producimos,
consumimos y aplicamos en los campos de la medicina (humana y animal), ganaderia y
agricultura. Las fuerzas fisicas (agua, aire) y bioldgicas (animales y seres humanos)
contribuyen a su vez a la diseminacion generalizada de estos genes de resistencia en todos
los habitats y ecosistemas (Allen et al., 2010). Tomando en cuenta todos estos factores,

los ARGs han sido catalogados hace casi dos décadas como contaminantes ambientales
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de alta preocupacion para la salud humana, animal y medioambiental (Pruden et al.,

2006).

El uso de antibiéticos conlleva la seleccién y diseminacién de resistencias, tanto en
medicina humana como en veterinaria, y la dispersidon de éstas sucede de persona a
persona, de animal a animal, entre personas y animales y entre éstos y el medio ambiente.
Las AMR se encuentran presentes en los sistemas de producciéon animal y por tanto en los
alimentos de origen animal, asi como en el medio ambiente, especialmente en los suelos
y en los sistemas acuaticos (Calero-Caceres et al., 2014; Nesme & Simonet, 2015; Jones-
Dias et al., 2016; Van et al., 2020). Los antibidticos se usan también en los sectores de la
acuicultura y la horticultura, lo que implica que las resistencias a estas sustancias estan
presentes en casi todos los ecosistemas y productos alimenticios ( Chee-Sanford et al.,

2009; Collington et al., 2013; Jiang et al., 2013; Wang et al., 2016).

El mal uso y abuso de antimicrobianos en medicina humana y veterinaria ha
desempefiado un papel fundamental en el crecimiento exponencial de las resistencias
antimicrobianas a escala global. En la préctica veterinaria se puede destacar el uso de
antibidticos como profilacticos, metafilacticos y promotores de crecimiento en
colectividades, lo que ha contribuido de manera silenciosa, a que los antibidticos y
consecuentemente las bacterias resistentes a éstos se hayan distribuido a lo largo y ancho
del planeta (World Bank, 2016; Wadsworth & Berthe, 2019). Numerosos patégenos
causantes de enfermedades epidémicas han evolucionado a lo largo del tiempo en formas
multirresistentes, como consecuencia del extendido uso de los antibiéticos. El término
superbacteria se ha acuiado en los ultimos afios para describir a estos patégenos
multirresistentes que han incrementado su morbilidad y mortalidad en un proceso
evolutivo de sucesivas mutaciones que pueden transferirse de manera horizontal,
confiriendo resistencia a multiples antimicrobianos. Las opciones terapéuticas para tratar
las infecciones provocadas por estas superbacterias se han reducido drésticamente, de Ia
mano con un incremento en los costes de tratamiento intrahospitalario y los indices de

mortalidad (Davies & Davies, 2010; Wadsworth & Berthe, 2019).
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Considerando que la fauna silvestre generalmente no recibe antibiéticos ni
atencién veterinaria de ningun tipo, se encuentra aceptado y reconocido que la
prevalencia de resistencias en bacterias comensales de los animales silvestres esta
influenciada por el nivel de exposicion que sufren a la contaminacién de origen
antropogénica. Numerosos estudios realizados recientemente en diferentes sistemas
ecolégicos demuestran que los organismos silvestres pueden actuar como centinelas de
la carga de ARGs presentes en un ecosistema, por lo tanto, puede ser Util emplear a estas
especies clave para identificar posibles fuentes de contaminaciéon de resistencias
antimicrobianas de origen antropogénico (Blanco-Pefia et al., 2017; Cevidanes et al.,
2020; Ramey & Ahlstrom, 2020; Sacristan et al., 2020; Ahlstrom et al., 2021; Ewbank et
al.,, 2021). La prevalencia de AMR en la fauna silvestre depende de una variedad de
factores, como son el uso del habitat y las estrategias de alimentacién de las diferentes
especies. La busqueda de alimento representa un mecanismo por el cual la vida silvestre
puede estar expuesta de diferentes maneras a la contaminacién de AMR de origen
humano, pudiendo emplear estos factores ecoldgicos para identificar aquellas especies
mas idoneas para actuar como centinelas del resistoma (conjunto de ARGs de una
comunidad microbiana) ambiental (Ramey & Ahlstrom, 2020). Se ha encontrado incluso
una correlacion positiva entre la presencia de microplasticos y AMR (Pham et al., 2021),
lo que podria explicar una mayor prevalencia de resistencias en aquellas especies que

habitan ecosistemas altamente contaminados por residuos de origen antropogénicos

(Figura 11).

Figura 11. Tortuga de Santa Cruz (C. porteri) en una zona periurbana con una elevada contaminacion por
residuos antropogénicos, mayoritariamente pldsticos (izquierda) y tortuga ingiriendo un pldstico (derecha).
Imdgenes cedidas por Karina Ramon, GTMEP.
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La preocupaciéon mundial por los efectos negativos de las AMR ha crecido
exponencialmente en las ultimas décadas. En 2001, la OMS publicé la Estrategia Global
para la Contencidn de las Resistencias Antimicrobianas donde se resalta la importancia de
controlar y reducir el uso de antimicrobianos en salud humana y produccién animal,
fortaleciendo de manera simultdnea los planes de vigilancia epidemiolégica en materia de
resistencias y detecciéon de enfermedades y los planes de vacunacién e investigacion de
nuevos recursos terapéuticos (WHO, 2001). A lo largo del siglo XXI, numerosos organismos
nacionales e internacionales han dado la voz de alarma sobre |la necesidad urgente de
fortalecer la vigilancia antimicrobiana en todas las diferentes actividades relacionadas con
la salud, incluyendo las practicas veterinarias (ONU 2008; WHO, 2017; World Bank, 2016;
Wadsworth & Berthe, 2019). A raiz de la firma de los tratados de libre comercio y después
de la creacién de la Agencia Europea del Medicamento, se credé en 1997 la Red de
Autoridades de Medicamentos en Iberoamérica (EAMI), en un esfuerzo por integrar
politicas y regulaciones que ayuden a reducir las AMR. La Red EAMI esta formada por las
Agencias o Direcciones de medicamentos vinculadas a Ministerios de Salud o instituciones
de investigacion en salud publica de veintidds paises iberoamericanos, incluyendo
Ecuador. Los paises de la Unién Europea, a diferencia de lo que sucede en Estados Unidos
y Latinoamérica, han establecido regulaciones muy estrictas para el uso de
antimicrobianos para usos no terapéuticos. A finales del siglo XX, Suecia se convirtié en el
primer pais en prohibir el uso de antibiéticos con fines no terapéuticos en la produccion
animal, seguido de Dinamarca a finales de los 90, debido a la presencia de estreptococos
resistentes a la vancomicina. En 2006, la Unién Europea prohibié el uso de antibidticos en
animales como promotores de crecimiento en todos sus estados miembros y se acordaron
una serie de regulaciones, a ser aplicadas en 2022, para restringir el uso de antibidticos
como profilacticos y metafilacticos, reforzar el control sobre usos no autorizados y
prohibir la importacion de productos de origen carnico producidos con antibidticos (Kahn,
2016). En Estados Unidos (EE. UU.) las regulaciones han sido histéricamente mucho mas
laxas. A pesar de los intentos de la agencia de Administracién de Medicamentos vy
Alimentos (FDA) por prohibir el uso de algunas clases antibidticas como promotores de
crecimiento, durante décadas las multinacionales farmacéuticas y agropecuarias
consiguieron evitar la prohibicidn, limitandose tan solo a una serie de recomendaciones

gue podian ser adoptadas de manera voluntaria por la industria y los consumidores,
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eligiendo poder consumir productos “ecolégicos” y libres de medicamentos a un mayor
coste. Este escenario, comun a muchos otros paises de Asia, Latinoamérica y Africa, en
conjunto con un aumento en la demanda de productos de origen carnico a nivel mundial
(la FAO estima un incremento del 73 % en el consumo global de carne para el aifio 2050),
ha conllevado la generacidn y dispersién de una gran cantidad de bacterias resistentes y

de enfermedades nosocomiales de muy dificil tratamiento (FAO, 2011; Kahn, 2016).

En 2017, la OMS, en colaboracion con la FAO y la OIE, presentaron un plan a escala
global para combatir las resistencias, reduciendo el uso innecesario de antibidticos en
animales y seres humanos. Este plan recomienda restringir el uso de antibidticos de
importancia sanitaria como promotores de crecimiento, profilacticos y metafilacticos
(EMA & EFSA, 2017). Su aplicacidn en Estados Unidos y muchos otros paises es hasta ahora
cuestionable; a pesar de la prohibicion de la FDA de usar antibidticos como promotores
de crecimiento, éstos si pueden usarse con fines preventivos, lo que deja la puerta abierta
para que los productores notifiquen el uso de determinados antibiéticos de manera
“preventiva” cuando en realidad estdn siendo empleados como promotores de
crecimiento (Patel et al., 2020). También en 2017, la OMS publicé una lista elaborada por
un panel de expertos internacionales, donde se recogen aquellos patégenos resistentes
de mayor importancia sanitaria en los que se deben priorizar los esfuerzos de
investigacion y busqueda de nuevos tratamientos (Tacconelli et al., 2017). Entre ellos
destacan Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y enterobacterias
resistentes a las carbapenemasas y a las cefalosporinas de tercera generacion (EMA &
EFSA, 2017). En 2019, en un esfuerzo coordinado entre diversas agencias
gubernamentales (ONU, FAO, OMS, OIE) se publicé un documento que urge a tomar
acciones inmediatas en la lucha contra las resistencias antimicrobianas, instando a los
paises a integrar politicas acordes al marco tedrico de One Health, que permitan el
cumplimiento de los objetivos del desarrollo (ODS) abordando, la lucha contra las
resistencias a los antimicrobianos como un eje crucial (Figura 12) (Interagency

Coordination Group on Antimicrobial Resistance, 2019).
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ONE HEALTH RESPONSE TO ANTIMICROBIAL RESISTANCE

Antimicrobial resistance is a global crisis. There is no time to wait.
A sustained One Health response with a shared vision and goals is essential to tackle antimicrobial
resistance and achieve the Sustainable Development Goals.

Interagency Coordination Group on Antimicrobial Resistance Recommendations
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Figura 12. Recomendaciones para una respuesta integral a la crisis global de las resistencias antimicrobianas
y su relacion con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la Agenda 2030. Adaptado del Interagency
Coordination Group on Antimicrobial Resistance (IACG) Report, 20189.

En la Unidn Europea, se establecié en 2019 una cascada de prescripcion de
antibidticos en la practica veterinaria, con el objetivo de preservar aquellos antibidticos
de importancia critica para su uso en enfermedades humanas. Este plan clasifica los
antibidticos en cuatro categorias: A (antibidticos a evitar), B (a limitar), C (uso con
precaucién) y D (uso con prudencia), para hacer un uso prudente y responsable de estos

(EMA, 2019).

Los programas nacionales e internacionales actuales generalmente estan sesgados
hacia la vigilancia bacteriana de AMR en humanos y animales domésticos, mientras que
los programas enfocados en el medio ambiente han recibido una atencién muy limitada
(Dolejska & Literak, 2019). En 2019, Ecuador lanzé un plan nacional estratégico para
reducir las resistencias antimicrobianas (Ministerio de Salud de Ecuador, 2019); sin
embargo, la mayoria de los antimicrobianos para uso humano y animal todavia estan

disponibles en todo el pais sin receta médica y no existe ninguna restriccidon ni regulacién
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acerca del uso de antibidticos en la practica veterinaria. Esto es aun muy frecuente en
numerosos paises mal llamados “en vias de desarrollo”, donde los medicamentos pueden
ser facilmente adquiridos sin prescripcién médica o veterinaria en establecimientos
homologados (farmacias, clinicas veterinarias o agro-ferreterias), tiendas y mercados
informales o incluso en el mercado negro, con el riesgo adicional de adquirir
medicamentos que no tienen una calidad adecuada (Wadsworth & Berthe, 2019). El
ultimo informe publicado por la OIE en 2021 sobre el uso de antimicrobianos identifica a
América como el continente en que mas paises (57 %) emplean antibidticos como
promotores de crecimiento, indicando como principales motivos la ausencia de un marco
legal regulador y la falta de financiamiento y herramientas para su implementacion

(Gochez et al., 2021).

1.3 ANTECEDENTES DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

1.3.1 PROGRAMA DE ECOLOGIA DE MOVIMIENTO DE LAS TORTUGAS DE GALAPAGOS

En el afio 2009, en un esfuerzo coordinado entre la Direccién del Parque Nacional
Galapagos, la Fundacién Charles Darwin y el Instituto Max Planck de Ornitologia, el Dr.
Stephen Blake, bidlogo y ecdlogo especializado en movimiento animal, realizé un estudio
piloto en la isla de Santa Cruz, para determinar si las tortugas gigantes de esta isla eran
especies migratorias, como asi indicaban las observaciones empiricas y los datos
preliminares publicados por numerosos cientificos desde la época de Charles Darwin
(Porter, 1815; Darwin, 1839; Rodhouse, 1975; Torres, 2002). Para ello, se colocaron ocho

dispositivos de radio-telemetria, equipados con Sistemas de Posicionamiento Global
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(GPS) en tortugas adultas de las dos especies de la Santa Cruz (Figura 13) (Blake et al.,

2021).

Figura 13. Monitoreo de tortugas terrestres empleando una antena de radio- telemetria (Freddy Cabrera,
izquierda) y primera tortuga marcada con un dispositivo GPS en 2009. Imdgenes cedidas por Stephen Blake,
GTMEP.

Los primeros resultados confirmaron la hipdtesis que afirmaba que las tortugas
gigantes de esa isla eran especies migratorias, mostrando un claro patrén de migracion
estacional en ambas especies (C. porteriy C. donfaustoi) (Blake et al., 2012b). Este hallazgo
supuso un salto cualitativo en el conocimiento existente acerca de la ecologia de las
tortugas gigantes y planted numerosos interrogantes que fueron siendo respondidos en
anos posteriores. Se establecié el Programa de Ecologia de Movimiento de Tortugas de
Galdpagos (GTMEP) y se expandid el estudio a otras islas y localidades no pobladas,
colocando dispositivos GPS en tortugas adultas del volcan Alcedo (Isabela) y de la isla
Espanola. Numerosas publicaciones en los siguientes afos revelaron la dieta de las
tortugas terrestres en Santa Cruz y su preferencia por especies frutales introducidas en
las partes altas de laisla (Blake et al., 2015), y su importancia como dispersoras de semillas
y modificadoras del habitat al ingerir una gran variedad de especies vegetales y contar
con un tiempo de retencion digestivo de hasta 28 dias (Sadeghayobi et al., 2011; Blake et
al., 2012a; Ellis-Soto et al., 2017). El uso de dispositivos de alta tecnologia combinado con
un proyecto de monitoreo a largo plazo ha permitido caracterizar en detalle los patrones
de movimiento de las diferentes especies, determinando las diversas estrategias que han
adoptado las tortugas en los distintos ecosistemas (Figura 14); mientras en Alcedo y Santa
Cruz las tortugas han evolucionado hacia patrones de movimiento migratorios con

caracter estacional, en la arida y plana isla de Espafiola, donde los recursos alimenticios
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se distribuyen de manera homogénea durante todo el afio, las tortugas han adoptado
estrategias sedentarias, observando en ocasiones individuos que realizan viajes
exploratorios de tipo némada, pero no observando en ningln caso patrones migratorios

(Bastille-Rousseau et al., 2017).
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Figura 14. Patrones de movimiento de las tortugas gigantes de Galdpagos en las diferentes islas. Cada color
refleja el movimiento de un individuo diferente. En el volcdn Alcedo (A) y en las dos especies de Santa Cruz
(B) predomina la migracion estacional, mientras que en Espafiola (C) predomina el sedentarismo. Adaptado
de Bastille-Rousseau et al. (2017).

Esta informacion permitié asi mismo establecer algunos de los factores
determinantes para la migracion de las tortugas, como su tamafio corporal o su estado de
salud (Yackulic et al., 2017). Se determind que el sexo también condiciona los patrones de
movimiento de estas especies; mientras que la migracion de los machos estd
estrechamente ligada a la calidad del forraje (la cudl impulsa el movimiento a las tierras
bajas y secas durante la época de lluvia debido a la disponibilidad de alimento altamente

nutritivo), en las hembras la migracion estd motivada ademas por factores reproductivos,
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al tener éstas que incorporar la anidacién y la puesta de huevos dentro de sus patrones
migratorios (Bastille-Rousseau et al., 2019). Desde 2013, el GTMEP estudia también los
patrones de movimiento de las tortugas neonatas, lo que ha servido para determinar que
las tortugas juveniles no realizan migraciones, sugiriendo que estas especies comienzan
su comportamiento migratorio cuando alcanzan la madurez sexual (Blake et al., 2022,

manuscrito en preparacion).

En 2013, el Instituto de Medicina de la Conservacién del Zoolégico de Saint Louis
se unié al GTMEP para contribuir, desde una perspectiva holistica de One Health, a
desarrollar estudios encaminados a comprender el estado de salud de las tortugas
gigantes. Los primeros resultados pusieron de manifiesto que las tortugas migratorias
presentaban un mejor estado de salud (evidenciado por una mejor condicién corporal y
valores mas elevados de hematocrito y sélidos totales plasmaticos) que aquellas tortugas
no migratorias (Blake et al., 2015). También se pudo establecer una correlacién positiva
entre la condiciéon corporal de las hembras y la presencia de huevos y/o foliculos (Deem
et al., 2022a, manuscrito en preparacion). En 2016, se publicé el primer estudio
comparando diversos métodos de laboratorio empleados para la cuantificacion de

leucocitos en tortugas silvestres (Sheldon et al., 2016) (Figura 15).

Figura 15. Realizacion de ecografias en el campo (Dra. Sharon Deem, Freddy Cabrera y Freddy Villalba)
(izquierda). Neonato marcado con dispositivo de radio seguimiento (derecha). La Reserva, Santa Cruz.
Imdgenes cedidas por Samuel Rowley, GTMEP.

En 2017 se realizd un estudio piloto para determinar el sexo de las tortugas
neonatas empleando técnicas de laparoscopia. Se estudié la morfologia gonadal de
tortugas inmaduras (juveniles) de la especie C. porteri, realizando el procedimiento en el

campo y bajo anestesia (Emmel et al., 2021) y se establecié una correlacién entre la
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temperatura de incubacion y el sexo de los individuos para todas aquellas tortugas
marcadas con dispositivos de radio-telemetria (Deem et al.,, 2022b, manuscrito en
preparacion). Los diversos resultados obtenidos por estos estudios corroboraron que
continuaba existiendo un vacio de conocimiento referente al estado de salud de las
tortugas terrestres de Galdpagos: no existian valores de referencia de hematologia y
bioquimica para estas especies, no habia estudios de linea base de los principales agentes
infecciosos presentes en las tortugas gigantes, ni se estaba trabajando en identificar
posibles impactos negativos asociados al incremento de las actividades humanas en el

archipiélago.

1.3.2 ESTADO DEL ARTE: SALUD DE LAS TORTUGAS GIGANTES DE LAS GALAPAGOS

Desde la creacion de la Estacién Cientifica Charles Darwin y los proyectos de cria
en cautividad y reintroduccion de tortugas gigantes en los afios 60, se han realizado
numerosos estudios para comprender la ecologia de las tortugas terrestres, el impacto de
las especies introducidas, la diversidad genética de sus poblaciones y en afios mas
recientes, sus estrategias migratorias (Marquez et al., 2004; Blake et al., 2012b; Gibbs et
al., 2014a; Poulakakis et al., 2015; Bastille-Rousseau et al., 2017). Sin embargo, pocos
estudios se han realizado hasta la fecha para establecer una linea base sobre el estado de
salud de estas especies (p. ej. agentes infecciosos y parasitarios, enfermedades no
infecciosas) que ayude a comprender las potenciales amenazas que pueden estar

enfrentando para su supervivencia y bienestar.

Lo Unicos tres brotes de mortalidad descritos en tortugas silvestres de Galdpagos
tuvieron lugar hace mas de veinte afios y las causas no pudieron ser determinadas,
aunque se sospechd de una infeccidn de origen bacteriana en al menos uno de los brotes
(Marquez, 2019). El primer evento de mortalidad registrado data de 1979, donde se
hallaron cinco tortugas muertas en la isla Santa Cruz. En 1996, 21 tortugas silvestres en
esa misma isla fueron encontradas muertas en la zona de El Chato. Apenas dos anos

después, tras el fuerte evento de El Niflo en 1998, se registrd la muerte de 22 tortugas de
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Santa Cruz (Bensted-Smith et al.,, 1999) en la misma zona. Cruz Marquez, uno de los
primeros cientificos que trabajé como herpetdlogo en la ECCD, relata en su libro que estos
brotes de mortalidad tuvieron lugar inicamente en machos adultos de gran tamafio (en
ningun caso se observaron juveniles o hembras afectadas) y las Unicas bacterias que
pudieron ser aisladas a partir de las muestras de tejidos colectados pertenecian a los
géneros Aeromonas y Pseudomonas (Marquez, 2019). Dos de los individuos encontrados
en Santa Cruz en 1999 (de la especie actualmente descrita como C. porteri) fueron
necropsiados y se determind que la causa de la muerte era una gastroenteritis
septicémica, si bien no existen registros de estudios anatomopatolégicos. En ambos
animales, se encontré también una elevada parasitacién por nematodos, que fueron
identificados como una nueva especie del género Atractis (Atractis marquezi) sin que se
pudiera llegar a establecer la causalidad entre la presencia de estos parasitos y la muerte
de los animales (Bursey & Flanagan, 2002). Marquez (2019) relata la excesiva parasitaciéon
por nematodos de los animales encontrados en 1999, asi como la presencia de abundante
secrecion oculonasal, estomatitis, diarrea y abundantes petequias a nivel de la mucosa

cloacal.

En el Informe Galdpagos (1999), Bensted-Smith et al. enuncian que a raiz del brote
de mortalidad acaecido en 1996 se puso en evidencia la necesidad de recabar informacion
acerca del estado de salud de las tortugas terrestres, motivo por el cual la ECCD comenzd
con un proyecto de evaluacién del estado de salud de las tortugas. En el afio 2000 se
publica la primera y Unica tesis relativa al estado de salud de las tortugas gigantes
(Landazuri, 2000) donde se describe el evento de mortalidad sucedido en 1999 y se realiza
el primer estudio hematoldgico en las tortugas de Galdpagos. Este estudio compard los
resultados de hematocrito y sdlidos totales obtenidos en tortugas sanas de tres
subespecies (entonces consideradas subespecies pertenecientes al género Geochelone
elephantopus) y los resultados de las tortugas enfermas halladas en Santa Cruz en 1999,
concluyendo que se observaba leucocitosis en los individuos enfermos y que existian
ligeras diferencias en los valores hematicos en funcion de la edad, el sexo y la subespecie
analizada. Este trabajo constituye el primer esfuerzo por crear una linea base sobre
valores hematoldgicos en tortugas terrestres. Lewbart et al. (2018) describié por primera

vez valores de referencia de hematologia y bioquimica sanguinea en un pequefio grupo
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de tortugas terrestres mantenidas en cautividad en la isla San Cristébal (C. chathamensis).
Sin embargo, estos resultados son contrarios a los obtenidos por Sheldon et al. (2016)
donde se describe que las tortugas gigantes de Galapagos tienen una mayor proporcién
de linfocitos que de heterdfilos en sangre (Lewbart et al., 2018). Hasta la fecha, ningln
estudio ha profundizado en la descripcién de valores de hematologia y bioquimica de las
tortugas gigantes de Galdpagos siguiendo estandares internacionales para el cdlculo de

dichos intervalos (Flatland et al., 2013).

El conocimiento relativo a la presencia de agentes infecciosos en las tortugas
gigantes de Galdpagos es muy limitado. Flanagan (2021) expone que esto puede deberse
al reducido numero de individuos de estas especies mantenidos en cautividad en
diferentes colecciones e instituciones zoolégicas del mundo y el relativamente elevado
coste y tecnificacion de las herramientas de diagndstico moleculares. Sutton et al. (2013)
describieron la presencia de un nuevo hongo (Aphanoascella galapagosensis) en una
lesidn necrdtica superficial observada en el caparazén de una tortuga gigante mantenida
en cautividad en un zooldgico de Texas (EE. UU.). Este hallazgo es similar al observado en
numerosas tortugas silvestres de Galapagos que habitan en ecosistemas himedos (Santa
Cruz o volcan Alcedo, por ejemplo), en las cuales se observan lesiones superficiales de
coloracion blanquecina que cubren en ocasiones areas muy extensas del caparazén (A.
Nieto, comunicacion personal). Se desconoce si este patégeno puede tener una relevancia
clinica para estas especies, pero las observaciones realizadas hasta la fecha no parecen

apoyar esta teoria (Figura 16).

Figura 16. Lesiones de coloracion blanquecina en el caparazon de una tortuga adulta (izquierda) y una juvenil
(derecha) de Santa Cruz (C. porteri). Lesion compatible con el hongo Aphanoascella galapagosensis. Imagen
de archivo personal (izquierda) y cedida por Jorge Carrion, GTMEP (derecha).
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Existen algunas descripciones de parasitos externos e internos en las tortugas de
Galdpagos. Se conoce la presencia de Argas (Migroargas) transversus, Amblyoma usingeri,
Amblyoma macfarlandiy Amblyoma pilosum (Hoogstraal et al., 1973; Keirans et al., 1973;
Mdrquez, 1983). Estos ectopardsitos no han sido asociados con signos clinicos
compatibles con enfermedad en los animales parasitados, pero no se descarta que
puedan actuar como vectores de hemoparasitos (Flanagan, 2021) que han sido
observados en frotis sanguineos de diferentes especies de tortugas (J. Palmer,
comunicacion personal) y que de acuerdo con Marquez (2019) podria tratarse de
Haemogregarinas spp. Algunas especies de coccidios han sido identificadas en las
tortugas gigantes de Galdpagos: en 1996, durante un estudio exploratorio en diferentes
especies de reptiles de Galapagos, se describio la presencia de una nueva especie del
género Eimeria (E. geochelona) en una tortuga mantenida en el centro de crianza de Santa
Cruz (Couch et al., 1996); Eimeria iversoni fue descrita en una tortuga mantenida en
cautividad en el zooldégico de Dallas (McAllister et al., 2014) y mas recientemente se
identificod la parasitacién por Eimeria spp. como la causa principal de mortalidad en al
menos uno de los individuos juveniles del Centro de Crianza Fausto Llerena (Santa Cruz)
(Sevillano, 2017). En el 2019 se publicé la primera caracterizacion molecular del género
Eimeria en muestras de heces de tortugas aparentemente sanas del mismo centro de
crianza, encontrando una prevalencia de ooquistes en heces de un 19 % (Sevillano et al.,
2019). En los dos ultimos afios han ocurrido algunos eventos de mortalidad aislados en
tortugas neonatas y juveniles mantenidas en cautividad en este mismo centro,
estableciendo la parasitaciéon por protozoos como la causa mas probable de mortalidad

de estos animales (A. Loyola, comunicaciéon personal).

La coccidiosis intestinal, asociada con cuadros clinicos severos y mortalidad en
numerosas especies de tortugas, ha sido también descrita en tortugas de Galdpagos
mantenidas en cautividad (Gibbons & Steffes, 2013). Se ha descrito la presencia de
nematodos (Bursey & Flanagan, 2002; Flanagan, 2021), tanto en sus fases adultas como
la presencia de huevos compatibles con acdridos, oxiuridos, tricuridos y estrongilidos en
las heces de las tortugas de Galdpagos. En un estudio realizado por Fournié et al. (2015)
se describe una diferente composicion de las comunidades de nematodos en diferentes

especies de tortugas gigantes silvestres, existiendo una mayor diversidad parasitaria en
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las tortugas silvestres muestreadas, en contraposicion a aquellas provenientes de los
centros de cria en cautividad, proponiendo la coevolucidn entre parasitos y
hospedadores, y reflexionando sobre el impacto en la reduccion de la diversidad

microbiana en aquellos animales mantenidos en cautividad.

Se han observado también algunas patologias en individuos silvestres para las que
todavia no existe un diagndstico certero (A. Nieto, observacidn personal). Es el caso de las
tumoraciones fibromatosas observadas en individuos adultos (fundamentalmente
machos grandes) en los que se pueden apreciar masas de tamafio muy variable en la
region craneo-ventral de las extremidades posteriores, a la altura de la sutura con los

escudos del plastréon (Figura 17).

Figura 17. Tumoracion de gran tamafo en extremidad posterior derecha de un macho adulto de Santa Cruz
(C. porteri) encontrado en 2017. Vista caudal (arriba), vista ventral donde se observa la masa creciendo por
encima del plastron (abajo izquierda) y vista ventrocaudal, posterior a la escision parcial realizada por Ainoa
Nieto y Andrea Loyola (abajo derecha). Imdgenes de archivo personal.
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Estas tumoraciones pueden alcanzar un gran tamafio y se han descrito como
masas densas de tejido fibroso poco vascularizado, que se ulceran con facilidad debido a
su localizacién en la zona ventral (Flanagan, 2021). En algunos casos se ha procedido a la
escision parcial o total de estas masas, sin embargo, se ha vuelto a observar crecimiento

posterior a la cirugia (A. Nieto, observacion personal) (Figura 17).

La inflamaciéon edematosa de la base del cuello ha sido descrita en tortugas
juveniles criadas en cautividad fuera de las Galdpagos (Flanagan, 2021). Esta inflamacién,
en ocasiones mal diagnosticada como bocio, aparece en la base del cuello, pudiendo
extenderse a las extremidades y llegando en algunos casos a ocasionar la muerte. Este
suceso se ha relacionado con hipertrofia del timo (Fleming et al., 2004) y cardiomiopatia
fibrosa. Contrariamente a lo que menciona Flanagan (2021), se han observado algunos
episodios compatibles con este desorden en tortugas silvestres de la especie C. porteri
durante los ultimos afios. Una hembra fue mantenida en cautividad por el servicio
veterinario de la DPNG durante algunos meses en 2017, durante los cuales el individuo
presentd episodios de inflamacién con hipoproteinemia y anemia, seguidos de curacion
espontanea. El animal fue puesto en libertad y se lo ha vuelto a observar alimentdndose
con normalidad en el campo y presentando dicha inflamacién (Figura 18). Un estudio
preliminar presentado por Zap et al. (2019) en el lll Simposio de Ciencias y Conservacion
de Galapagos establecié los valores de referencia de hormonas tiroideas en tortugas
gigantes, no encontrando diferencias entre animales sanos y enfermos, mientras que las

biopsias realizadas del tejido inflamado del cuello revelaron células del timo y tejido graso,

lo que a priori descarta una patologia tiroidea (A. Zap, comunicacién personal).

Figura 18. Hembra adulta de tortuga terrestre de Santa Cruz (C. porteri) con inflamacion edematosa en la
region ventrocaudal del cuello de etiologia desconocida. Imdgenes de archivo personal.
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En los ultimos afios se ha observado un incremento en los atropellos producidos
por vehiculos, que en los casos mas graves llegan a ocasionar la muerte o cuadros con
multiples fracturas de caparazén con exposicién de pulmdn y otros érganos (A. Nieto,
observacion personal). Otra causa frecuente de trauma en las tortugas terrestres es la
ocasionada por la mordedura de perros asilvestrados, observando lesiones con
arrancamiento de los bordes apicales del caparazén, que en ocasiones pueden ser
bastante graves y extensas, involucrando toda la circunferencia del caparazén. La mayoria
de estas tortugas cicatrizan por segunda intencidn, pero puede evidenciarse de manera
notable aquellos individuos que han sufrido estas lesiones en su caparazéon (A. Nieto,

observacion personal) (Figura 19).

Figura 19. Trauma producido por perros en una hembra subadulta de Santa Cruz (C. porteri) con lesiones en
los escudos marginales de las regiones craneolateral y caudal del caparazon (arriba). Abajo dos atropellos
por vehiculos en Santa Cruz. Fractura de escudos marginales craneales con hemorragia severa (izquierda) y
politraumatismo en un individuo adulto ocasionando la muerte del animal (derecha). Imdgenes de archivo
personal e imagen cedida por Andrea Loyola, DPNG (abajo derecha).
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Las resistencias a los antimicrobianos no han sido muy estudiadas en las lIslas
Galapagos y los pocos estudios publicados se han basado en pruebas de susceptibilidad
empleando cultivos microbianos, lo que puede haber limitado la deteccion de AMR
debido a las dificultades asociadas al cultivo de numerosas bacterias. Thaller et al. (2010)
realizd un estudio sobre la presencia de bacterias resistentes en las iguanas terrestres de
la isla Santa Fé (Chonolopus pallidus), una pequefia isla ubicada al sureste de Santa Cruz,
donde no existe poblacion humana pero si frecuentes visitas de excursiones turisticas y
pescadores. Los resultados indicaron que tan solo el 2,1 % (2/96) de los individuos
muestreados presentaron colonias de bacterias resistentes a tetraciclinas y
aminoglusésidos (Escherichia coli), concluyendo la ausencia casi total de resistencias en el
microbioma de esta especie, atribuyendo el hallazgo de estas resistencias a un posible
origen humano, al haber colectado las muestras positivas cerca de una zona visitada
regularmente por pescadores locales. Otro estudio realizado en 2012 incluyd el muestreo
de diferentes especies de reptiles, incluyendo iguanas terrestres y marinas de diferentes
localidades del archipiélago, y tortugas terrestres mantenidas en semicautividad en la isla
San Cristébal (Wheeler et al., 2012). Este estudio detectd la presencia de resistencias en
algunos individuos muestreados en zonas turisticas o cercanos a playas publicas, mientras
gue no detectaron la presencia de resistencias en aquellos individuos muestreados en
playas y localidades mas remotas, donde existe una menor interaccion humana. Las
conclusiones de este estudio sefialan de nuevo a las actividades humanas como una
posible fuente de contaminacién con bacterias resistentes para la fauna silvestre del
archipiélago. Otro estudio realizado en diferentes playas de la isla San Cristdbal determiné
la contaminacién por enterobacterias en las zonas aledafias a los nucleos poblados, donde
existen vertidos de aguas residuales, encontrando una mayor presencia de bacterias
resistentes en estas localidades. Este estudio identificé una prevalencia de hasta un 100
% de bacterias E. coli resistentes a antimicrobianos en algunas de las zonas de estudio
(Overbey et al., 2015). Mas recientemente, un estudio realizado en animales de
produccién ha demostrado la presencia de Salmonella infantis multirresistente en pollos
broiler criados en intensivo en la isla Santa Cruz. Este estudio describe la presencia de
resistencias a las cefalosporinas de tercera generacién mediadas por el gen blactx-m-es,
descrito ya en numerosos paises de América Latina, Estados Unidos y Europa y de elevada

importancia para la salud publica (Burnett et al., 2021).
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Justificacién, Hipdtesis y Objetivos

2.1 JUSTIFICACION

En agosto de 2015 y diciembre de 2016, se realizaron en Santa Cruz dos talleres
complementarios con expertos nacionales e internacionales para desarrollar el Plan de
Accidn para las Contribuciones de la Salud de la Fauna Silvestre a la Conservacion en las
Galdpagos. Como resultado de este esfuerzo participativo entre las instituciones
gubernamentales vy las cientificas y expertas en salud animal, se elabord una hoja de ruta
en la que se evidenciaron los vacios de informacidn vy las prioridades de investigacion y
manejo para avanzar en el estudio de la salud de la fauna silvestre de Galdpagos y su
conservacion (Calle, 2015; Calle et al., 2017). El grupo de expertos y expertas que participd
en el panel de reptiles endémicos de Galdpagos identifico los problemas mas urgentes a
abordar y las acciones prioritarias a ser tomadas a corto y medio plazo, que se resumen a

continuacion:

o Obtener datos de linea base de las diferentes especies de reptiles para llenar los
vacios de informacidn existentes: establecer valores de referencia de hematologia
y bioquimica de las diferentes especies, caracterizar los agentes infecciosos y
parasitarios, estudiar el microbioma y evaluar la presencia de contaminantes y
sustancias toxicas (agroquimicos, plasticos, etc.).

o Minimizar los traumas ocasionados por vehiculos (incluyendo impactos marinos y

terrestres): establecer las areas a priorizar, hacer cumplir las regulaciones de
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velocidad y limitar el trafico marino y terrestre en las zonas donde se genere un
mayor impacto.

o Reducir la ingesta de contaminantes (marinos y terrestres) y el impacto con las
artes de pesca (tortugas marinas): realizar estudios para determinar el grado de
impacto en las diferentes especies de reptiles para crear nuevas regulaciones y/o

hacer cumplir las regulaciones existentes.

A nivel general, se establecieron una serie de prioridades de investigacion y manejo
para todas las especies nativas y endémicas del archipiélago que incluian: recabar
informacidn cientifica sobre el estado de salud de las diferentes especies, realizar analisis
de riesgo de agentes infecciosos, crear un sistema integrado de vigilancia epidemioldgica,
estrechar colaboraciones con el Ministerio de Salud Publica para abordar problemas
vinculados a la salud humana, contar con un grupo asesor cientifico y con un sistema
integrado de manejo de la informacion, minimizar el impacto de las especies introducidas
e invasoras sobre la salud de las especies y ecosistemas de Galapagos y contar con un
laboratorio tecnificado y personal cualificado para el procesamiento de muestras en el

archipiélago.

Tras participar en el taller del 2016 y considerando la informacion y experiencia
recabada por el GTMEP a lo largo de casi una década, en enero de 2017 se comenzé a
disefiar un proyecto de investigacién para dar respuesta a algunos de estos vacios de
informacidén relativos a la salud de las tortugas terrestres de Galdpagos. A la hora de
disefiar este proyecto se tomd en cuenta también el gran nimero de tortugas que la
Direccién del Parque Nacional Galdpagos (DPNG) moviliza cada afio desde los centros de
cria en cautividad hacia otras islas y localidades, dentro de los programas de recuperacion
ecoldgica de los ecosistemas, sin realizar andlisis de riesgo ni evaluaciones sanitarias de
los individuos repatriados. Las nuevas metodologias de investigacion y muestras a
colectar fueron incluidas en el permiso de investigacién anual del GTMEP que otorga cada
mes de abril la DPNG y se formalizé con la contraparte ambiental la incorporacion de los

nuevos componentes de investigacion.
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2.2 FORMULACION DE PREGUNTAS DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

De acuerdo con esta justificacion, se enuncian dos preguntas de investigacion:

1. éCual es la linea base de parametros fisioldgicos, agentes infecciosos y genes de
resistencia a antimicrobianos (ARGs) en las poblaciones de tortugas gigantes de

Galapagos?

2. ¢De qué manera influyen las actividades humanas en la presencia y prevalencia de

agentes infecciosos y ARGs en las tortugas gigantes de Galapagos?

La hipétesis que se plantea es que la presencia y prevalencia de agentes infecciosos
y ARGs se va a ver alterada por el grado de antropizacién de los diferentes ecosistemas
gue habitan las tortugas terrestres. La prediccion es que las tortugas que habitan en islas
mas alteradas por las actividades antropogénicas presentaran una mayor prevalencia de
agentes infecciosos y ARGs que aquellas que habitan en islas no habitadas por seres
humanos. Considerando el comportamiento migratorio de las tortugas en la isla Santa
Cruz, se espera no encontrar diferencias significativas en la prevalencia de agentes
infecciosos y ARGs entre las diferentes areas de estudio de esta misma isla, pero si en

comparacion con otras islas no habitadas.
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2.3 OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

El objetivo general de esta investigacion es contribuir en la creacidén de una linea base

sobre el estado de salud de las poblaciones silvestres de tortugas gigantes de las Islas

Galdpagos, determinando el potencial impacto que las actividades antropogénicas

pueden tener sobre la salud de estas especies. Para ello, se plantean los siguientes

objetivos especificos:

1. Describir los intervalos de referencia de los pardmetros hematoldgicos y

bioquimicos en las tortugas gigantes de las Galapagos.

Determinar la presencia y prevalencia de herpesvirus, adenovirus, ranavirus y
Mycoplasma spp. en tortugas silvestres sometidas a un diferente grado de impacto
antropogénico.

Determinar la presencia y prevalencia de genes de resistencia a antimicrobianos
(ARGs) en tortugas silvestres sometidas a un diferente grado de impacto

antropogénico.

Con el fin de lograr dichos objetivos, se han desarrollado cuatro estudios experimentales:
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Estudio para el cdlculo de los intervalos de referencia de hematologia y bioquimica
sanguinea en la especie Chelonoidis porteri.

Estudio comparativo de presencia y prevalencia de los agentes infecciosos
seleccionados en cinco especies de tortuga terrestre de Galdpagos (C. porteri, C.
donfaustoi, C. vandenburghi, C. beckiy C. hoodensis).

Estudio piloto para detectar la presencia de ARGS en la especie C. porteri.

Estudio comparativo sobre la presencia de ARGs en dos especies (C. porteriy C.
vandenburghi) que habitan ecosistemas sometidos a diferentes grados de

humanizacion.
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3.1 ADQUISICION DE PERMISOS

Esta investigacion ha sido realizada dentro del Programa de Ecologia de
Movimiento de Tortugas de Galapagos (GTMEP), de acuerdo a los permisos de
investigacion anuales otorgados por la Direccion del Parque Nacional Galapagos (PC-36-
17, PC-35-18, PC-16-19, PC-28-20y PC-17-21). La toma de muestras y manipulacion de los
animales de estudio se encuentra amparada por el Comité Etico de Bienestar Animal de
GREFA (Grupo de Rehabilitacion de la Fauna Autdctona y su Habitat) con numero de
registro 17/001. El transporte de muestras a Espafia y Estados Unidos se realizé siguiendo
las directrices nacionales e internacionales, con los respectivos permisos de autorizacion
de las entidades locales (DPNG y ABG), nacionales (Ministerio de Medio Ambiente y
Contrato Marco de Acceso al Recurso Genético) e internacionales (Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, CITES). Las
muestras para los estudios de resistencias y enfermedades fueron transportadas a Espaiia
con los permisos de exportacion 153-2019-EXP-CM-FAU-DNB/MA, 192-2019-EXP-
CMFAU-DNB/MA y 031-2020-EXP-CM-FAU-DNB/MA mientras que los frotis de sangre
para la determinacion de los pardmetros hematoldgicos se movilizaron a Estados Unidos
con los permisos CITES 18EC000001/PG, 19EC000001/PG, 18US62698C/9 vy
19US62698C/9.
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3.2 ZONAS DE ESTUDIO

El presente estudio ha tenido lugar en el archipiélago de las Islas Galapagos,
Ecuador, unico lugar de distribucidn de las tortugas gigantes de Galdpagos (Chelonoidis
spp.), incluidas en el Apéndice | del CITES. El estudio se focalizé principalmente en dos
localidades del archipiélago: el oeste de la isla Santa Cruz (zona antrépica) y el volcan
Alcedo en laisla Isabela (zona no antrépica). Sin embargo, durante la implementacién del
trabajo de campo fue posible tener acceso a muestras de tortugas gigantes silvestres de
cinco especies, en tres islas del archipiélago (Santa Cruz, Isabela y Espafiola). En el capitulo
Il de esta tesis ser incluyeron también muestras de tortugas gigantes mantenidas en
cautividad en el Centro de Crianza Fausto Llerena (Santa Cruz). Este incremento en el
numero de muestras y especies ha ocasionado que los diferentes estudios realizados
hayan sido llevados a cabo en un numero diferente de animales y localidades (Figura 20).
Las zonas geograficas de las Islas Galdpagos en las que se ha realizado este estudio son las

siguientes:

- Santa Cruz: isla ubicada en el centro del archipiélago (S00.66551°,
W090.357241°). Las dos especies de tortuga terrestre que la habitan han sido objeto de
este estudio; Chelonoidis porteri es la especie predominante, distribuyéndose en el centro
y suroeste de la isla, mientras que la especie Chelonoidis donfaustoi se distribuye en el
sureste de laisla, y cuenta con una poblacién mucho mas reducida. Sus poblaciones estan
bien diferenciadas y no existe un solapamiento geografico entre ellas. Santa Cruz es con
diferencia la isla mas poblada de las cinco islas habitadas y en la que se observa una mayor

modificacion antrdpica de sus ecosistemas.

- Isabela: es la isla mds grande y se encuentra ubicada al este del archipiélago
(500.975418°, W91.007818°). Esta investigacion se ha llevado a cabo con dos de las cinco
especies de la isla: Chelonoidis vandenburghi ubicada en el volcan Alcedo (500.4409454°,
W091.1068907°) y Chelonoidis becki que habita el volcan Wolf, en el extremo norte de la
isla (500.016080°, W091.350429°). Los volcanes antes mencionados no han contado
nunca con asentamientos humanos, si bien es cierto que entre los ainos 2004-2007 se llevd

a cabo la erradicacidon masiva de cabras asilvestradas (consideradas invasoras) por parte
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del Proyecto Isabela (Lavoie, et al.,, 2007a) en el que participaron cientos de
guardaparques y cazadores, y durante el cual se establecieron campamentos a lo largo de
toda laisla Isabela. Desde que se completd la erradicacién en el 2007, ambos volcanes son
considerados como &areas intangibles no accesibles al turismo, donde solo estan
autorizadas las expediciones de cardcter cientifico, que suceden con poca frecuencia e

incluyen la visita de unos pocos investigadores y guardaparques cada afio.

- Espafiola: es una pequefia isla arida y llana, ubicada al sureste del archipiélago
(501.373559°, W089.673705°) y no habitada por seres humanos. Espaiiola alberga a la
especie de tortuga Chelonoidis hoodensis, una de las especies que ha sido objeto de un

intenso programa de cria en cautividad y reintroduccidn desde los afios 70.

Figura 20. Tortugas terrestres del este (arriba izquierda) y oeste (arriba derecha) de Santa Cruz, volcdn Alcedo
en laisla Isabela (abajo izquierda) e isla Espafiola (abajo derecha). Se puede apreciar la diferente morfologia
del caparazon de la tortuga de Espaiiola (forma “silla de montar”). Imagen de archivo personal y cedidas por
Jorge Carrién, GTMEP (arriba derecha) y Juan Manuel Garcia, FCD (abajo).
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3.3 DISENO DEL MUESTREO

3.3.1 TAMANO MUESTRAL POR ESPECIE

Al no contar con estudios previos relativos a la presencia y/o prevalencia de
patdégenos o resistencias antimicrobianas en las tortugas de Galdpagos, en 2017 se realizd
un estudio piloto en la isla de Santa Cruz, que permitid probar y ajustar las técnicas de
muestreo, evaluar las técnicas diagndsticas propuestas, realizar un mejor disefio del
tamafio muestral y someter propuestas de financiacion basadas en los resultados

preliminares obtenidos.

El estudio piloto consistié en el muestreo de un total de 30 tortugas de la especie
C. porteri en laisla Santa Cruz. Empleando los resultados obtenidos a partir de este estudio
piloto y considerando la factibilidad del muestreo en funcién de las especies, las
condiciones del terreno y la localizacidn, se disefié el protocolo final para la toma de
muestras. Se reviso la literatura referente al calculo del tamafio muestral, contemplando
en ese momento una poblacion de entre 6.000 y 10.000 tortugas de la especie C. porteri
y un estimado de 6.500 individuos en C. vandenburghi en Alcedo (segun los datos de IUCN
del 2017), con un 95 % de confianza y esperando una prevalencia minima del 5 % de la
poblacién para la presencia de virus y bacterias potencialmente patdgenas (z = 1,96; p =
0.05). Los resultados estimados a través de los cdlculos estadisticos sugerian muestrear
200 individuos de cada especie, lo cual, teniendo en cuenta el grado de proteccién de
estas especies, la dificultad de manipulacién y la poblacidn real accesible debido a su
distribucidn y las caracteristicas del terreno, resultaba un reto inalcanzable en la practica.
Considerando todos estos factores, no se pudo realizar un muestreo equivalente en todas
las diferentes especies y poblaciones de estudio, sino que se centralizaron los esfuerzos
de muestreo en la mas accesible, C. porteri, mientras que para las demas especies se
realizé un muestreo oportunista, considerando las circunstancias particulares de cada una
y su localidad. Entre abril del 2018 y enero del 2019 se muestrearon los individuos de la

isla Santa Cruz, cubriendo en la medida de lo posible toda su drea de distribucion (en
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funcidn de la accesibilidad por via terrestre, el permiso de los propietarios de las fincas y
la abundancia estacional de tortugas), e incluyendo muestras de localidades que

presentaban un diferente grado de modificacién antropogénica (Figura 21).
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Figura 21. Representacion de las localidades de muestreo de la especie C. porteri en la isla Santa Cruz. Cada
circulo blanco corresponde con un individuo muestreado. Se puede apreciar en el mapa que las tortugas
fueron muestreadas dentro y fuera de la zona agropecuaria, delimitada en rojo. Mapa cedido por Carolina
Carrion, FCD.

La poblacion del volcan Alcedo en Isabela fue muestreada en julio del 2018 durante
una semana de trabajo, en las inmediaciones del crater y la cumbre del volcan. Para esta
fase de campo fue necesario contar con una lancha para el transporte maritimo hasta la
isla de lIsabela, seguido de una caminata de 17 km hasta la cumbre del volcan, la
contratacién de dos porteadores para el transporte de los materiales y la comida, y la
instalacion de un laboratorio de campo en la cumbre del volcén. Este laboratorio incluyé
un generador portatil para proveer de energia eléctrica, una centrifuga de tubos
Vacutainer 5ml y un congelador portatil para la preservacion de las muestras hasta el

retorno a la ECCD.

De manera adicional, y como se menciond anteriormente, tuvimos la posibilidad
de acceder al muestreo de otras especies de tortugas terrestres, gracias a la colaboracion
con la DPNG y Galapagos Conservancy. El muestreo de estas especies se realizdo de manera
oportunista, muestreando en cada caso el mayor numero de animales posibles en funcién

de las caracteristicas del viaje y los medios disponibles.
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A continuacidn, se detallan el nimero y especies incluidas en cada uno de los

componentes de investigacidn o capitulos de la presente tesis doctoral (Tabla 1).

Tabla 1. Tipo de estudio, especies, numero de individuos y localidades de muestreo.

Estudio Especies Numero Localidades
individuos
Hematologia y C. porteri 208 Santa Cruz

bioquimica sanguinea

Agentes infecciosos C. porteri, C. donfaustoi, C. 454*

becki, C. vandenburghi, C.

Santa Cruz,

Isabela (Wolfy

hoodensis Alcedo),
Espafiola
AMR (piloto) C. porteri 30 Santa Cruz
AMR (comparacion entre C. porteriy C. vandenburghi 270 Santa Cruz e

especies)

Isabela (Alcedo)

*Incluye 21 individuos mantenidos en cautividad en el Centro de Crianza Fausto Llerena.
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3.3.2 CATEGORIZACION DE LAS ZONAS DE MUESTREO

En el estudio piloto se establecieron tres zonas de muestreo de acuerdo con el uso
del suelo que determina la zonificacion del Plan de Manejo del Parque Nacional Galapagos
(DPNG, 2014). La primera zona se encontraba dentro del drea agricola y ganadera (fincas
privadas en Occidente y Salasaca), la segunda zona en el area urbana y periurbana
(Camiseta y Parque Artesanal) y la tercera zona dentro del drea protegida (Cazuela y Las

Pefias) (Figura 22).
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Figura 22. Zonas de muestreo del estudio piloto realizado en la isla Santa Cruz, categorizadas por uso de
suelo: zona agropecuaria (verde), zona protegida (naranja) y zona urbana y periurbana (rosa). Mapa cedido
por Carolina Carrién, FCD.
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Para abordar el estudio final de resistencias se determinaron dos niveles diferentes

de categorizacion en funciéon del uso del suelo y del grado de modificacion antropogénica

presente en el drea de muestreo:
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o Categorizacion I: Para evaluar la influencia de las actividades humanas en la isla de

Santa Cruz, las zonas de muestreo se agruparon en cuatro categorias:
agroganadera, urbana, turistica y protegida, incluyendo una nueva zona con

respecto al estudio piloto realizado anteriormente.

La zona agroganadera es predominantemente utilizada para la producciéon de
ganado vacuno en sistemas extensivos, con pequeios establos ubicados aledafios
a las zonas de forrajeo y permeables al paso de tortugas terrestres. Las zonas de
pastoreo estdn dominadas por pastos introducidos para la alimentacién del
ganado, combinados con cultivos de citricos y zonas de sombra en las que se
emplean también especies forestales introducidas, como la cedrela (Cedrela

odorata).

Las zonas periurbanas y urbanas se encuentran aledafias a la ciudad de Puerto
Ayora, donde se concentra la mayor parte de la poblacién humana en la isla, y
donde las tortugas se distribuyen en la periferia noroeste, entrando en contacto
con ecosistemas altamente modificados por la presencia humana, donde se
observan numerosos impactos y amenazas para su salud (contacto con animales
domeésticos y seres humanos, contaminacién por plasticos y residuos quimicos,
contaminacién acustica, colisiones con vehiculos, depredacién por perros, entre

otros).

Las zonas turisticas son fincas privadas que se encuentran dentro de la zona de
influencia humana de la isla pero que estan enfocadas en el turismo sostenible
para avistamiento de tortugas en su estado natural. Estas fincas tienen un vallado
permeable a las tortugas, de manera que los animales transitan libremente entre
las areas protegidas y las fincas. Las fincas turisticas no realizan actividades
agroganaderas y cuentan con pozas de agua y barro naturales o artificiales y
grandes areas de pastos donde las tortugas suelen concentrarse durante la época

seca del ano.
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Las zonas protegidas dentro del Parque Nacional son areas extensas de la isla
donde no se permiten actividades humanas de ningln tipo, a excepcion de
actividades de investigacidon y actividades cinegéticas orientadas al control de
especies introducidas e invasoras (p. ej. cerdos, burros y cabras ferales). Estas
zonas protegidas no estdn cercadas, solamente sefalizadas y comienzan

inmediatamente después de las zonas urbanas, agroganaderas y turisticas.

o Categorizacion ll: Para realizar el estudio comparativo entre una isla no habitada
por seres humanos (volcan Alcedo) frente a una isla con poblacién permanente
con diferentes grados de antropizacion (Santa Cruz) se establecié un gradiente de
impacto antropogénico de la siguiente manera: volcan Alcedo (sin impacto), zonas
protegidas de Santa Cruz (impacto menor), zonas turisticas de Santa Cruz (impacto

moderado) y zonas urbanas y agroganaderas de Santa Cruz (impacto elevado).

3.4 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Todas las tortugas silvestres fueron muestreadas directamente en el campo, en
cada una de las zonas de muestreo establecidas. Para facilitar la manipulacién de los
individuos y con el objetivo de poder contar con el peso exacto (para determinar su
condicién corporal), se seleccionaron visualmente aquellos animales que pesaban menos
de 250 kg, lo que supuso un cierto sesgo hacia hembras, dado que los machos adultos
pueden llegar a alcanzar los 300 kg. Los pocos individuos mantenidos en cautividad e
incluidos en el segundo capitulo fueron muestreados dentro de las instalaciones del
Centro de Crianza Fausto Llerena, siguiendo la misma metodologia que se refiere a

continuacion.

En primer lugar, se llevd a cabo un examen clinico visual de cada individuo y se
registré la presencia de cualquier lesion o anomalia. A continuacién, se tomaron
fotografias seriadas de cada individuo desde todos los angulos (cenital, frontal, lateral

derecho, posterior, lateral izquierdo y plastron) y se registraron las medidas

59



Evaluacién del estado sanitario de las tortugas gigantes de las Islas Galdpagos desde una perspectiva de One Health

morfomeétricas (longitud y ancho curvo del caparazén y del plastrén, y longitud de la cola)
con una cinta flexible de 150 cm. Las categorias de edad se establecieron, por primera vez,
tomando en cuenta el largo curvo del caparazén (CCL), considerando subadultas a
aquellas hembras cuyo CCL < 75 cm y a los machos con CCL < 80 cm. Los animales se
colocaron en decubito dorsal para facilitar la manipulacion y la toma de muestras. De cada
individuo se tomd una muestra de sangre de la vena braquial (hasta 5 ml empleando una
jeringa de 6 ml previamente heparinizada y una aguja 20 G- 1,5 pulgadas), hisopados
orales, oculares y cloacales, raspados del caparazon, ectoparasitos (en caso de estar
presentes) y una muestra de heces directamente de la cloaca. Por ultimo, se registré el
peso del animal mediante una balanza colgante, con una precision de + 0,5 kg. Todos los
animales fueron identificados de manera individual empleando un microchip subcutdneo
(DATAMARS®) ubicado en la regidn craneo-ventral femoral de la extremidad posterior

izquierda.

Inmediatamente después de colectar las muestras de sangre en el campo, éstas
fueron empleadas para la realizacidon de dos frotis sanguineos in situ, con el objetivo de
no alterar los recuentos celulares posteriores (Sheldon et al., 2016). Por ultimo, se
transfirieron 2 ml de sangre a un tubo heparinizado y la sangre restante fue almacenada
en un criotubo de 2 ml para posteriores analisis. Una vez en el laboratorio de la ECCD, las
muestras (a excepcion de la sangre heparinizada) fueron almacenadas en congelacion (-
20 °C) hasta su posterior andlisis. La determinacion del hematocrito y los sélidos totales
se llevaron a cabo en las 8 horas posteriores a la toma de las muestras. Las muestras de
sangre heparinizada fueron centrifugadas inmediatamente después de realizar el
hematocrito (10 min, 1.500 g) y el plasma resultante fue almacenado en congelacién hasta
su analisis (-20 °C) en la ECCD, realizado durante las dos semanas posteriores a la toma de

muestra.

Para analizar la posible presencia de agentes infecciosos (ranavirus, herpesvirus,
adenovirus y Mycoplasma spp.) tomamos muestras de hisopados orales, conjuntivales y
cloacales de todos los individuos. Por cada animal se recolectaron un total de dos
hisopados de cada regién, que fueron depositados en criotubos y mantenidos en

congelacion (-20 °C) hasta su analisis en el laboratorio de la ECCD.
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Para llevar a cabo la deteccion de genes de resistencia a antimicrobianos
empleamos muestras de heces recolectadas directamente de la cloaca de las tortugas,
evitando la contaminacién de estas con el suelo u otras superficies. Se recolectaron
aproximadamente 25 g de heces de cada individuo y se colocaron en tubos Falcon,

almacenados en congelaciéon (-20 °C) en la ECCD vy transportados posteriormente al

laboratorio del INIA-CISA en Madrid, lugar en que se realizaron los analisis (Figura 23).

Figura 23. Toma muestras de las tortugas silvestres. Pesaje (arriba derecha), toma de muestra de sangre
(centro izquierda), hisopado ocular (centro derecha), colocacion de microchip (abajo izquierda) y recoleccion
de muestra fecal (abajo derecha). Imdgenes cedidas por Joshua Vela y Juan Manual Garcia, FCD.
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3.5 DETERMINACION DE LOS INTERVALOS DE REFERENCIA DE
HEMATOLOGIA Y BIOQUIMICA SANGUINEAS

El hematocrito (PCV) y la determinacién de los sdélidos totales (TS) se realizaron
basdandonos en las técnicas previamente descritas por Sheldon et al. (2016). El
hematocrito fue calculado tras la centrifugacién en microcapilares (5 min, 1.500 g) y los
sélidos totales se calcularon de manera manual empleando un refractémetro clinico (J-
351, Jorgensen Laboratories). Los recuentos celulares fueron realizados a partir de los
frotis sanguineos hechos en el campo y tefiidos posteriormente en el laboratorio de la
ECCD empleando la tincidn modificada de Wright Giemsa (JorvetTM Diff Quick Stain Kit)
(Figura 24). Los recuentos celulares fueron llevados a cabo por una sola persona, para
evitar en lo posible el sesgo asociado a la subjetividad del recuento manual (J. Palmer,
técnica de laboratorio del ICM). La determinacién de los leucocitos totales (WBC) se
realizd a partir del recuento de 10 campos monocelulares empleando el objetivo de 40x y
de acuerdo con la siguiente férmula: WBC (x103 cells/ul) = (Promedio 10 campos a 40x) x
1.6 (Sheldon et al., 2016). La determinacién del recuento diferencial (WBC Diff %) de la
serie blanca fue realizada contando un total de 100 leucocitos en el mismo frotis
sanguineo, empleando el objetivo de 100x. Se calcularon los valores estimados de
heterdfilos, eosindfilos, linfocitos, baséfilos y monocitos, asi como la proporcion de
heterdfilos/linfocitos (H:L). Se empled la siguiente formula para calcular los valores
absolutos (ABS) de cada tipo celular: ABS WBC Diff (x10° cells/L) = [ABS WBC (x10° cells/L)]
x [WBC Diff (%)] x 0.01; a partir del nimero total de leucocitos (ABS WBC) y el porcentaje
obtenido en el recuento manual para cada tipo celular. Por ultimo, se observo la
morfologia celular en los frotis sanguineos con el fin de evidenciar posibles parasitos

hematicos, artefactos, toxicidad celular o cualquier otro hallazgo relevante.

Para la bioquimica sanguinea se usaron rotores VetScan® (Avian/Reptilian Profile)
gue incluyen la determinacion de los siguientes pardmetros: albumina (Alb), acidos

biliares (BA), aspartato aminotransferasa (AST), calcio (Ca), creatina quinasa (CK), glucosa
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(GLU), potasio (K), sodio (Na), fésforo (P), globulinas (Glob), proteinas totales (TP) y acido

urico (UA).

Figura 24. Procesamiento de las muestras de sangre en el campo. Elaboracion de frotis sanguineos
inmediatamente después de la toma de muestra en el volcdn Alcedo (arriba) y realizacion de hematocrito y
sdlidos totales en campo (abajo; izquierda isla Espafiola y derecha volcdn Alcedo). Imdgenes cedidas por
Jorge Carridn y Francisco Laso (GTMEP), y Juan Manuel Garcia y Joshua Vela (FCD).

Para el célculo de los intervalos de referencia (IR) seguimos las recomendaciones
de la Federacién Internacional de Bioquimica Clinica y el Instituto de Estandares de
Laboratorios Clinicos (Flatland et al., 2013). De acuerdo con estas normas, se requiere de
un minimo de 120 muestras de individuos clinicamente sanos de una poblacién para
realizar el calculo de los intervalos de referencia, para lo cual se recomienda el uso de
métodos no paramétricos, que no requieren asumir una distribucién particular de los
datos. Para el cdlculo de valores de referencia en grupos de individuos n < 120 se
recomienda el empleo de métodos estadisticos robustos o en su defecto de métodos no
paramétricos si la distribucidon no se ajusta a una gaussiana. De acuerdo con esto, se
emplearon métodos no paramétricos para el calculo de los IR en aquellas variables con n
> 120, mientras que para aquellas variables con n < 120 empleamos métodos robustos no
transformados si la distribucion era gaussiana, y métodos no paramétricos o métodos
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robustos transformados mediante el método de Box-Cox para las variables con
distribuciones no gaussianas. Se empled la herramienta Reference Value Advisor (RefVal)
v.2.1 que permite el cdlculo de los estadisticos descriptivos (media, mediana, desviaciéon
estandar, minimo y mdaximo) y se calcularon los IR con un 95 % de confianza, con sus
intervalos de confianza (IC 90 %) para cada variable. Para los individuos subadultos (n =
46) de esta misma especie se realizo el cdlculo de los valores de referencia, empleando el
método mds apropiado de acuerdo al nUmero de muestras disponibles para cada variable
(Flatland et al., 2013). Para realizar comparaciones entre los diferentes grupos de edad,
sexo, época de muestreo, localizacidon y grado de hemdlisis empleamos la prueba de
ANOVA (anadlisis de la varianza) o la prueba de Mann-Whitney, en funcién de la
distribucién de los datos de cada variable (gaussiana o no gaussiana, respectivamente).
Empleamos para ello los programas estadisticos R, Versién 4.0.2 (R Core Team, 2021) e

IBM® SPSS Statistics for Windows, Versién 25.0.

3.6 DETERMINACION E IDENTIFICACION DE AGENTES INFECCIOSOS

Los analisis moleculares fueron realizados en la ECCD, donde se instalé en febrero
del 2018 un laboratorio portatil de diagndstico molecular que incluia un termociclador
(Bio-Rad MJ Mini), thermoblocks (Thermo Scientific Drybath Stdrd 2blck) y una cubeta para
gel de electroforesis (Themo Scientific EC300XL) con transiluminador (/nvitrogen Safe
Imager 2.0) para la realizacion de PCR de herpesvirus, adenovirus y micoplasmosis.
Aquellos analisis que requerian adicionalmente de rtPCR (p. ej. ranavirus y adenovirus),
asi como la secuenciacién de las muestras positivas se llevaron a cabo en el INIA-CISA en

Madrid.

La extraccidn del ADN se realizé directamente, a partir de los hisopados recogidos
en el campo y empleando el kit de extraccién de Qiagen DNeasy Blood & Tissue, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Para la deteccién de adenovirus empleamos en primer
lugar una PCR anidada descrita por Wellehan et al. (2004) que utiliza primers universales

para detectar una regién conservada de 330 pb del gen de la polimerasa. Todas las
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muestras extraidas de los hisopados cloacales fueron analizadas con este protocolo y los
productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1,5 % durante 80 minutos. Se
obtuvo un gran numero de muestras positivas; sin embargo, la secuenciacidon de los
productos de PCR demostré que muchas de ellas no eran legibles o constituian falsos
positivos. En base a estos resultados, se disefiaron nuevos primers degenerados
especificos de las secuencias halladas (verdaderos positivos) y se desarrollé un nuevo
protocolo de rtPCR basado en SYBR® Green (ADV_Chelonoidis-F: CTTCCAGGRCCTCCW(CT;
ADV_Chelonoidis-R: CGTCGACGGAGGTGATGA) que amplifica un fragmento de 207 pb del
gen de la polimerasa. Se empled una reaccién de 20 pl que contenia 4 pl de muestra (ADN
extraido de hisopados cloacales), 0.8 ul del primer F (20 uM), 0.4 pl del primer R (20 uM)
y 10 ul de Kappa Master Mix (Sigma Aldrich, Espafia). La amplificacion se realizd
empleando una temperatura inicial de desnaturalizacién de 95 °C durante 3 min, seguido

de 40 ciclos de amplificacion a 95 °C 15 sy 60 °C 30 s.

Para la deteccion de herpesvirus se empled un protocolo de PCR convencional con
primers degenerados que amplifica una regiéon conservada de 250 pb del gen de la
polimerasa (VanDevanter et al., 1996). La deteccion de Mycoplasma spp. se realizd a su
vez adaptando un protocolo de rtPCR a un termociclador para PCR convencional, que
amplifica una regidn conservada entre los genes 16S y 23S (Rebelo et al., 2011). Las
muestras de ADN extraidas de los hisopados orales y conjuntivales fueron analizadas con

ambos protocolos y los productos de PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 1,5 %.

Por ultimo, para realizar la deteccion de ranavirus se empled un protocolo de rtPCR
disefiado en el INIA-CISA por el Dr. Fernando Esperdn, utilizando el colorante SYBR®
Green. Este protocolo amplifica una regién de 250 pb del gen que codifica las proteinas
de la capsula de los ranavirus y emplea los siguientes primers: ranaV-F 5’-
TTACATCCTCAACGCCTGGT-3’; ranaV-R 5’-GAGATCGCTGGTGTTGCCTA-3’. La amplificacion
se realizd a 95 °C durante 3 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C15sy 65 °C 30 s.

Se empled secuenciacion Sanger para todos aquellos productos de PCR
susceptibles de ser positivos. Las muestras fueron consideradas como verdaderos
positivos siempre y cuando se obtuviera una secuencia clara, y se realizaron las busquedas
en BLAST para todas las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas. Las secuencias de
adenovirus se alinearon con otras 18 secuencias de adenovirus obtenidas a través del
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GenBank mientras que las secuencias de herpesvirus se alinearon con 23 secuencias de
herpesvirus. Posteriormente se calcularon las distancias filogenéticas (p) para las
secuencias nucleotidicas y aminoacidicas alineadas. Los drboles filogenéticos de
secuencias nucleotidicas y aminoacidicas se realizaron empleando el método de méaxima
verosimilitud, con una frecuencia de arranque de 1000 réplicas empleando Mega7:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger datasets (Kumar et al.,
2016). Se empled la prueba de Chi cuadrado para explorar diferencias en la prevalencia
de agentes infecciosos entre las diferentes especies de tortuga (p < 0.05). Solo en el caso
de la isla Santa Cruz, donde las muestras fueron recolectadas durante las dos estaciones
del afo, se realizd un estudio exploratorio empleando la prueba de Chi cuadrado para

determinar la influencia de la estacionalidad en la prevalencia de agentes infecciosos.

3.7 DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE GENES DE RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS

La extraccion de ADN se realizd directamente a partir de las muestras fecales,
usando una técnica de filtracion por presiéon (QuickGene DNA Tissue Kit S, Fujifilm, Japan)
y siguiendo las instrucciones del fabricante. La extraccion de las muestras fue validada
mediante la amplificacién del gen ARNr 16S en diluciones en base 10, empleando rtPCR
(Jiang et al., 2013) y considerando como validas aquellas muestras que presentaran un
ciclo umbral (ct) inferior a 25 (Esperdn et al., 2018). Una vez validadas, las muestras fueron
analizadas para un panel de 21 genes antimicrobianos (ARGs) que codifican resistencia
para ocho clases diferentes de antimicrobianos: tetraciclinas (tetA, tetB, tetY, tetK, tetM,
tetQ, tetS y tetW), sulfonamidas (sull y sulll), aminoglucésidos (str y aadA), fenicoles (catl
y catll), macroélidos (ermBy ermF), quinolonas (gnrSy gnrB), B-lactdmicos (b/laTEM y mecA)
y polimixinas (mcr-1). Empleamos primers ya descritos con anterioridad, a excepcién del
gen mcr-1, para el que se disend un set de primers en el laboratorio del INIA-CISA (mcr-

1F: 5-TGATACGACCATGCTCCAAA-3’; mcr-1R: 5'-GCCACCACAGGCAGTAAAAT-3') (Tabla 2).
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Tabla 2. Genes de resistencia a antimicrobianos incluidos en el estudio, clasificados de acuerdo con las
familias antimicrobianas a que pertenecen, su mecanismo de accion y la referencia bibliogrdfica

correspondiente.

Resistencia a Gen Referencia bibliografica
Aminoglucdsidos aadA Devarajan et al., 2016

str Wang et al. 2014
B-lactdmicos blaTEM Devarajan et al., 2016

mecA Francois et al., 2003
Macrélidos ermB Chen et al., 2007

ermF Chen et al., 2007
Fenicoles catl Jiang et al., 2013

catll Jiang et al., 2013
Polimixinas mcr-1 Nieto-Claudin et al., 2019
Quinolonas qnrB Cummings et al., 2011

qnrS Marti & Balcazar, 2013
Sulfonamidas sull Jiang et al., 2013

sulll Jiang et al., 2013
Tetraciclinas tetA Jiang et al., 2013

tetB Jiang et al., 2013

tetK Jiang et al., 2013

tetM Jiang et al., 2013

tetQ Jiang et al., 2013

tetS Jiang et al., 2013

tetW Jiang et al., 2013

tetY Jiang et al., 2013

Para cuantificar la carga porcentual de bacterias de cada muestra que presentan

genes resistentes se empled la siguiente formula desarrollada en el laboratorio del INIA-

CISA: % ARG = 10[2+0.33(ct16SrRNA-ctARG)], donde 16SrRNA hace referencia a la

determinacion del gen 16S bacteriano, ARG a cada gen y 0,33 es la pendiente media de

los genes analizados. Los resultados se expresan en forma logaritmica, en un rango de -8

(muestra negativa) hasta + 2 (limite maximo de deteccién, con un 100 % de las bacterias
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de la muestra portando el gen de resistencia). Para la deteccion de cada uno de estos 21
genes se empled el siguiente protocolo de rtPCR: [6 min 95 °C, 40x (95 °C 10 s, 60 °C 30
s)], realizando el alineamiento y la extensién en un mismo paso, a una temperatura
constante de 60 °C. Las muestras fueron consideradas microbiomas multirresistentes si
presentaban ARGs que codificaban resistencia para un minimo de tres clases
antimicrobianas diferentes, de acuerdo a la descripcidn realizada por Blanco-Pefia et al.,

(2017).

Se realiz6 la estadistica descriptiva de los resultados cuantitativos obtenidos para
cada uno de los ARGs (maximo, minimo, media, mediana). En el estudio piloto se realizé
ademds un mapa de calor mediante agrupamiento jerdrquico. Para abordar el analisis
estadistico del estudio comparativo de resistencias entre Alcedo y Santa Cruz, se analizé
la normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se estudiaron las diferencias
entre los grupos de estudio mediante la prueba de Mann-Whitney, comparando entre las
dos especies (volcan Alcedo y Santa Cruz), entre los grupos de sexo, edad (adultos y
subadultos) y época de muestreo (seca y humeda). Se empleé la prueba de Kruskal Wallis
con un analisis post hoc de Bonferroni para evaluar diferencias entre las cuatro zonas de
estudio de la isla Santa Cruz, todas sometidas a algun tipo de impacto o modificacién de
origen antropogénico (Categorizacion I). La hipotesis nula se rechazd para un valor de p <

0,05.

Para explorar el papel que las actividades humanas juegan en la dispersién de
ARGs se aplicé un modelo de regresién logistica, evaluando la presencia de microbiomas
multirresistentes y de resistencias para las ocho diferentes clases antimicrobianas, usando
al volcan Alcedo como poblacion de referencia (Categorizacion Il). Para aquellas variables
de recuento se empled una regresién de Poisson (niumero de ARGs y nimero de clases
antimicrobianas por muestra). Se estimé el Odds Ratio y sus IC 95 %. El analisis estadistico
se realiz6 empleando el programa IBM® SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. Por
ultimo, se realizé un estudio espacial que establece patrones de distribucidn de los datos
obtenidos, aplicando herramientas de asignacién de clusteres, mediante el analisis de
puntos calientes basado en la metodologia de Getis-Ord Gi Statistic (Getis & Ord, 1992) y
empleando el programa ArcGIS [Software GIS], Version 10.6.1 (Redlands, CA:

Environmental Systems Research Institute, Inc., 2010). Este modelo nos permite
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identificar aquellos individuos que presentan significativamente mas ARGs de lo esperado
en una distribucién aleatoria, considerando la distancia y el valor relativo con respecto a
la media esperada. Un punto caliente esta por tanto formado por aquellos individuos que
presenten niveles relativamente elevados de ARGs y que se encuentren a su vez rodeados
por otros individuos que también presenten niveles elevados de ARGs. El modelo
identifica donde se pueden producir los agrupamientos espaciales significativos mediante
el calculo probabilistico, estableciendo una gradacién a partir de la puntuaciones z (DE) y
los valores de p, asumiendo una distribucién normal de los datos (Zhang, 2008). Un valor
alto de z (> 1,65) representa un punto caliente por el agrupamiento de valores
significativamente altos (p < 0,1); mientras que un valor de z bajo (< -1,65) representa un
punto frio donde se agrupan valores significativamente bajos. Un valor de z préximo a

cero indica que no existe agrupacién espacial.
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Titulo

Haematology and plasma biochemistry reference intervals for the critically

endangered western Santa Cruz Galapagos tortoise (Chelonoidis porteri).

Resumen

Establecer los intervalos de referencia (IR) de los parametros hematicos y bioquimicos
es una herramienta esencial para monitorear la salud de las poblaciones de animales
silvestres, tanto en libertad como en cautividad. Las tortugas gigantes de las Galdpagos son
uno de los animales mas emblematicos, con nueve de sus doce especies consideradas en
peligro de extincidn debido a diversas actividades antropogénicas. Como parte del monitoreo
a largo plazo de la salud de las tortugas se muestrearon un total de 210 individuos silvestres
de laisla Santa Cruz (Chelonoidis porteri), obteniendo sangre de la vena braquial para estudiar
los siguientes parametros hematicos: hematocrito (PCV), sdélidos totales (TS), evaluacién
morfoldgica de las células sanguineas, recuento total (WBC) y diferencial de leucocitos, asi
como un panel bioquimico de cada uno de los individuos (albumina, acidos biliares, aspartato
aminotransferasa, calcio, creatina quinasa, glucosa, potasio, sodio, fésforo, globulinas,
proteinas totales y 4cido Urico). Se estimaron los IR 95 % (IC 90 %) empleando la herramienta
Reference Value Advisor y se siguieron las directrices internacionales de la Federacién
Internacional de Bioquimica Clinica y el Instituto de Estdndares de Laboratorios Clinicos. Las
tortugas fueron categorizadas segun su edad en adultas (n = 164) y subadultas (n = 46) y se
estimaron los valores de IR y IC para para uno de los parametros analizados. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en funcién del sexo, donde las hembras adultas

mostraron un hematocrito mas bajo y valores mas elevados de calcio y potasio que los
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machos. Comparando entre los grupos de edad, se observd que las tortugas adultas
presentan valores mas elevados de PCV, TS y albuimina, y valores mds bajos para WBC,
aspartato aminotransferasa y creatina quinasa. Ademas, las tortugas presentaron mayor
nimero de linfocitos durante la época seca, pero mayor niumero de baséfilos, eosindfilos,
fosforo, potasio y TS durante la temporada humeda. Los leucocitos predominantes
encontrados en las tortugas gigantes de Galdpagos fueron los linfocitos y la proporcion
heterdéfilos/linfocitos no presentd diferencias entre los distintos grupos de edad y sexo. Bajo
nuestro conocimiento, éste es el primer estudio que presenta valores de referencia de
hematologia y bioquimica sanguinea en tortugas gigantes silvestres de Galdpagos. Este
trabajo provee una herramienta diagndstica de gran interés e importancia clinica para los
programas de cria en cautividad de tortugas de las Galdpagos, asi como para instituciones
zooldgicas y centros de recuperacion que alberguen tortugas de Galdpagos y proyectos de
investigacidon y manejo de tortugas gigantes silvestres. El objetivo final es contribuir a llenar
el vacio de informacién relativo a la linea base sobre el estado de salud de las tortugas
gigantes, para asesorar en las decisiones de manejo que a nivel local contribuyen a la

conservacion de estas especies en el archipiélago.
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Reference intervals (RlIs) are an increasingly valuable tool for monitoring captive and free-living wildlife populations. Galapa-
gos tortoises are one of the most emblematic species on Earth with 9 of the 12 extant species considered endangered due to
human activities. As part of a long-term health assessment within the Galapagos Tortoise Movement Ecology Programme,
we sampled a total of 210 free-living Santa Cruz Galapagos tortoises (Chelonoidis porteri). We collected blood from the
brachial vein and performed packed cell volume (PCV), total solids (TS), morphological evaluation, white blood cell (WBC)
count estimates and differentials and a VetScan biochemistry panel for each individual. We calculated 95% Rls and 90%
confidence intervals (Cls) using the Reference Value Advisor tool and following international standard guidelines. Tortoises
were categorized by estimated age and sex, with Rl and Cl reported here for 164 adult tortoises and 46 sub-adult tortoises. We
found significant differences between sexes, with adult females presenting a lower PCV and higher values for both calcium
and potassium. Among age groups, adult tortoises presented higher PCV, TS and albumin and lower WBC counts, aspartate
aminotransferase and creatine kinase than sub-adult tortoises. We also found that tortoises presented higher numbers of
lymphocytes during the dry season, but higher basophils, eosinophils, phosphorus, potassium and TS during the humid
season. The heterophil:lymphocyte ratio did not differ between groups. To the authors’ knowledge, this is the first report
of formal plasma biochemistry and haematology Rl for free-living Galapagos tortoises. With the present study we provide
an important diagnostic tool for captive-breeding programs in the Galapagos and zoological institutions globally that care
for giant tortoises. The ultimate goal of this study is to contribute to the understanding of giant tortoise baseline health
parameters and to inform local management decisions that help to conserve these emblematic species.
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Introduction

Reference values are typically reported as reference intervals
(RIs) comprising 95% of a healthy reference population
(Dybkeer and Solberg, 1987). Since their introduction for
human medicine in 1969, population-based RIs have become
one of the most common tools used in clinical decision-
making processes for both human and veterinary medicine
(Friedrichs et al., 2012; Siest et al., 2013).

Guidelines specifically addressing veterinary species have
numerous benefits to the veterinary medical community. In
response to this need, the American Society of Veterinary
Clinical Pathology (ASVCP) formed a subcommittee to gen-
erate guidelines for de novo determination of RI in veterinary
species (available on www.asvep.org). The ultimate goal was
to develop balanced and practical recommendations that are
statistically and clinically valid (Friedrichs et al., 2012).

In situ health evaluations of wildlife species, including
reptiles, have been shown to be a valuable tool for monitoring
free-living populations and reintroduction programs (Deem
et al., 2001, 2011; Lecq et al., 2014). Health evaluations
often include physical examination data along with complete
blood cell counts, morphological evaluation and biochemical
analysis, which provide important information about the
health of individuals, as well as the population being studied
(Deem et al., 2009; Atkins et al.,2010; Boers et al., 2020). Due
to the logistical difficulties of describing RIs for all wildlife
species, using Rls from a taxonomically related species may
be helpful in some situations; however, conclusions should
be drawn with extreme caution due to wide variation among
species (Heatley and Russell, 2019).

The Galapagos Islands retain most of their original bio-
diversity, with a total of 58 reptile species described within
the archipelago (Arteaga et al., 2019). The most iconic and
emblematic species are the giant Galapagos tortoises (Che-
lonoidis spp.). Over the past few decades, the taxonomy
of Galapagos tortoises has undergone a number of major
shifts and revisions; however, it is currently accepted by the
international union for conservation of nature (IUCN) that 14
different species once inhabited the archipelago (2 extinct, 6
critically endangered, 3 endangered and 3 vulnerable) (ITUCN,
2020). The western Santa Cruz tortoise (Chelonoidis porteri)
is native to Santa Cruz Island, the most human-populated
island of the Galapagos archipelago. Whereas the estimated
population for this species is considered as 3400 individuals
by the ITUCN (Cayot et al., 2017), no census has been con-
ducted in the past decade. Based on our current studies, we
estimate a population that exceeds 6000 individuals (Blake
et al., unpublished data).

Much research has been conducted to assess the ecology,
biology and genetics of giant tortoises, whereas very little
is known about the health status of these species. Current
threats include habitat loss and fragmentation, illegal trade,
introduced and invasive species, global warming, egg loss
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due to introduced predators, disease, trauma and possibly
antimicrobial resistance (Blake et al., 2012; Ellis-Soto et al.,
2017; Bastille-Rousseau et al., 2019; Nieto-Claudin et al.,
2019). Several studies have been published to describe RI
for chelonian species globally; however, there was only one
study on giant tortoises describing haematology and blood
biochemistry parameters for 32 giant tortoises (Chelonoidis
chathamensis) at a captive-breeding facility on San Cristébal
Island (Lewbart et al., 2018), and no morphological evalu-
ation of blood cells was documented. RIs of animals under
human care are increasingly available and of great value
(Species360, 2021). However, Rls calculated for free-living
populations are based on animals in a more natural state
with diet and other environmental factors often different from
what may be provided to collection animals.

For this study, we calculated biochemical and haematology
RI and described cell morphology along with morphometric
measurements, body weight and body condition index from
164 free-living adults and 46 sub-adults of the Western Santa
Cruz tortoise (C. porteri). To the authors’ knowledge, this
is the first publication of formal RI of plasma biochemistry
and haematology for any free-living Galapagos tortoises. The
present study contributes to the understanding of giant tor-
toise baseline health parameters, as well as provides an impor-
tant diagnostic resource for veterinarians and researchers at
zoological and private collections to captive-breeding pro-
grams and local wildlife rescue networks.

Materials and methods

The study site, Santa Cruz Island, is an extinct volcano that
rises to a maximum elevation of 860 m in the Galapagos
Archipelago. Santa Cruz is the most human-populated island
of the archipelago, although almost 90% of its territory is
considered national park. Tortoises were randomly sampled
from different locations along their seasonal migration routes
including humid and transitional habitats throughout the
national park (protected areas), touristic reserves, rural (agri-
cultural, livestock) and urban (within Puerto Ayora town lim-
its) zones (Fig. 1). We classified those sampling areas along a
gradient of anthropogenic impacts (park, tourism, urban and
farming), with ‘park’ the most protected area and ‘farming’
and ‘urban’ the most impacted by human activities.

We collected tortoise biological samples as part of a long-term
health assessment within the Galapagos Tortoise Movement
Ecology Programme. From 2017 to 2020, we sampled 210
free-ranging western Santa Cruz tortoises for several health
research purposes.

To facilitate animal handling, we randomly selected indi-
viduals weighing less than 200 kg. We recorded physical
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Figure 1: Sampling locations of 210 free-living Galapagos tortoise (C. porteri) on Santa Cruz Island, Galapagos.

condition and morphometric measurements using a flexible
150-cm measuring tape. Measurements included curved cara-
pace length (CCL), curved carapace width, curved plastron
length, curved plastron width and tail length (TL). In addi-
tion, we used a hanging scale to weigh each tortoise with a
precision of £0.5 kg. We performed a physical examination
and determined the sex in mature animals by tail length
and plastron concavity. We classified immature animals (sub-
adults) based on CCL. Despite the number of scientific publi-
cations on Galapagos tortoises, none have established a size-
based age categorization for these species. For this reason, we
determined age categories based on our 11 years of fieldwork
experience with giant tortoises as follows: a CCL of <75 cm
for immature females and <80 cm for immature males.
We calculated the body condition index (BCI) as follows:
BCI=m/L*® where m is mass (kg) of the tortoise and L is
CCL (cm) (Blake et al., 2015).

We collected up to 5 mL of blood from the brachial vein
of each tortoise with a 6-mL heparinized syringe and a 20-G
1.5-inch needle, and we made two blood films immediately at
the field site for complete and differential blood cell counts
(Sheldon et al., 2016). We fixed blood films for 2 min by
using high-quality methanol (Fixative 1, JorvetTM Diff Quick
Stain Kit, Jorgensen Laboratories, USA), air dried, labelled
with tortoise ID and stored in a slide box. Up to 3 mL of
blood was immediately transferred to a lithium heparin tube
to avoid clotting and the remaining blood was placed in
a sterile cryovial. We kept heparinized blood at 4°C until
analysis within the same day. We also collected a number of
other biomaterials (e.g. faeces, oral, cloacal and ocular swabs,
carapace scrapes, blood on Whatman® FTA card) as part of
an on-going health assessment of Galapagos tortoises across

islands and species. We identified tortoises by microchips pre-
viously placed by Galapagos National Park Service rangers.
If no microchip was detected, we placed a new subcutaneous
microchip (DATAMARS®) in the caudo-ventral area of the
left hind leg.

Haematology and plasma biochemistry

We performed packed cell volume (PCV) and total solids (TS)
from heparinized blood samples within 8 hr of sample collec-
tion. PCV was determined using high-speed centrifugation of
blood-filled microhematocrit tubes and manual TS via plasma
analysis with a clinical refractometer (J-351, Jorgensen Lab-
oratories, USA). We immediately separated plasma by high-
speed centrifugation (1500 g, 10 min) and kept frozen at
—20 C until biochemistry was performed within 2 weeks of
collection.

We stained all blood films with a modified Wright
Giemsa stain (JorvetTM Diff Quick Stain Kit, Jorgensen
Laboratories, USA) following manufacturer’s instructions.
While mammalian haematology can be performed using
automated cell counters, reptilian haematologic analyses
require manual methods that are technically challenging
and more imprecise (Stacy et al., 2011). Each method
has a different set of benefits and limitations; however,
estimates from blood films method is inexpensive and allows
for the observation of leukocyte abnormalities such as
toxic heterophils or intra-cellular inclusions (Heatley and
Russel, 2019; Winter et al., 2019). To reduce inter-analyses
variability and inaccuracy, a well-trained technician (J.P.)
performed all leukocyte quantification methods, leukocyte
differentials and morphological evaluations. We determined
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the estimated total white blood cell (WBC) counts on the
highest quality field blood film from each tortoise. WBC
counts were read at 40x magnification on 10 different
fields of the monolayer and averaged using the following
equation: WBC (x10° cells/pl) = (AVG 10 field on 40x)*1.6
(Sheldon er al., 2016). We performed WBC differential
counts by examining 100 WBCs on the same blood film
at 100x magnification. We calculated estimated values (%)
for heterophils, lymphocytes, monocytes, eosinophils and
basophils. We determined heterophil:lymphocyte ratio (H:L)
from the differential. Absolute values (ABS) for each white
cell morphotype were calculated as follows: ABS WBC Diff
(x10° cells/L) = [ABS WBC (x10° cells/L)] *[WBS Diff (%)]
x0.01. Blood cell morphology evaluation is an essential part
of the WBC assessment and can be used to identify evidence of
cell toxicity and pathogen presence (mainly parasites) (Stacy
et al., 2011). Modified Wright-Giemsa stain, though useful
and easy to use in the field, can lead to damage of cells and
under-staining of some cell characteristics (Campbell, 2006).
Diff Quick was still our staining method of choice due to its
ease of use in remote field areas.

We performed biochemistry (Avian/Reptilian VetScan®
Profile) on frozen-thawed plasma. The biochemical panel
included albumin (Alb), bile acids (BA), aspartate amino-
transferase (AST), calcium (Ca), creatine kinase (CK), glucose
(GLU), potassium (K), sodium (Na), phosphorus (P), globulin
(Glob), total protein (TP) and uric acid (UA).

We collected all samples under the Galapagos National
Park annual research permits PC-36-17, PC-35-18, PC-
16-19 and PC-28-20 and the International Animal Care
and Use Committee from the Group of Rehabilitation
of Endemic Wildlife Species (GREFA-Spain) with regis-
tration number 17/001. All samples were processed and
analysed at the Charles Darwin Research Station. We
performed WBC counts at the Saint Louis Zoo Institute
for Conservation Medicine. CITES permits 18EC000001/PG
and 19EC000001/PG and importation CITES permits
18US62698C/9 and 19US62698C/9 were used for the
transportation of samples out of Ecuador.

We used Reference Value Advisor (RefVal) v.2.1 to perform
descriptive statistics (mean, median, SD, min and max) and
computed 95% RI and 90% confidence intervals (Cls) for
each variable. We followed ASVCP recommendations, which
are based on guidelines by the International Federation for
Clinical Chemistry and the Clinical and Laboratory Standards
Institute (Flatland et al.,2013). According to the ASVCP, non-
parametric methods are recommended for RI calculations
when >120 reference samples are available and do not require
assumption of a particular distribution of the data. Therefore,
we used non-parametric methods to report RI and CI of adult
tortoise variables when there are >120 reference samples.
Although robust methods are preferred when there are <120
reference values, nonparametric methods can be used when
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the distribution of reference data is not Gaussian (Flatland
et al., 2013). For variables with sample sizes <120, we
provide RI and CI using untransformed robust methods for
Gaussian distributed data and non-parametric or Box—Cox-
transformed robust methods for non-Gaussian distributed
data.

We assessed symmetry and distribution of data using the
Anderson-Darling test, whereby P> 0.05 was considered to
be indicative of normality and symmetry, and by visual eval-
uation of data histograms fitted with a Gaussian distribution
curve. We evaluated the distribution of each physical measure-
ment, haematologic and plasma biochemistry variable sepa-
rately for the entire sample population, age group and sex. We
identified outlier values by RefVal using Dixon and Tukey’s
range tests. We closely analysed every suspected outlier and
manually removed only those in which we could attribute the
cause due to poor sample quality or analytic error. The ASVCP
guidelines recommend partitioning the sample population
into subgroups for RI and CI only if there are >40 or if there
are clear clinical reasons. We report RI and CI separately for
our total sample population of adults and sub-adult tortoises.

According to whether distribution was normal (N) or
non-normal (NN), respectively, we used ANOVA (one-way
analyses of variance) or Mann-Whitney U Test (Wilcoxon
Rank Sum Test) to test for differences in all plasma bio-
chemistry and haematology parameters between age and sex
classes, sampling season and location. Additionally, we took
the same approach, using ANOVA or Mann-Whitney U to
test for differences in plasma biochemistry and haematology
parameters between grades of hemolysis (considering Grade
1 as Hemo <1 and Grade 2 as Hemo >1 based on VetScan
reports). We performed the analyses in R 4.0.2 and IBM®
SPSS Statistics 235.

Results

Based on our morphological classification, we sampled 46
(30.5%) sub-adults and 164 (78%) adult tortoises [111
(67.7%) females and 53 (32.3%) males]. All individuals
were determined to be in good health based on physical
evaluations and BCI score, considering a BCI of >0.1 as
acceptable (Blake et al., 2015) and having an average BCI
of 0.14 for adults and sub-adults. There was a significant
difference in body mass and length between sexes with males
having an average CCL of 109.5+17.9 ¢m and weight of
102.1 £ 33.8 kg, whereas females had an average CCL of
91.2 +9.2 and weighed 69.54+21.8 kg (P < 0.001). Tortoise
tail length also varied by sex with males having an average TL
of 9.2+£3.5 cm and females an average TL of 4.9+ 1.1 cm
(P <0.001). Sub-adult individuals were significantly smaller
than adults with an average CCL of 67.8 £6.5 cm, TL of
4.1£0.8 cm and weighed 29.7 £ 7.2 kg (P < 0.001).

We performed manual PCV and TS for all 210 blood sam-
ples, although only 159 (75.7%) individuals were examined
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Table 1: Nonparametric Rls and Cls of haematology parameters for western Santa Cruz adult tortoises (C. porteri)

Mean Median| £SD Min

for WBC estimate and differentials due to difficult field and
weather conditions that caused blood smears to have poor cell
quality.

In Table 1, we report nonparametric RI and CI of haema-
tology variables in adult tortoises. In Table 2, we report
RI and CI for sub-adult tortoises and the method used for
calculations.

We found significant statistical differences among male and
female adult tortoises for PCV (P <0.001) with males pre-
senting higher haematocrit than females (mean PCV: 20.7%
for females and 22% for males). Likewise, we found signifi-
cant statistical differences among age groups for manual PCV
(P<0.001) and TS (P <0.001), with adults having higher
values for both parameters. We also found differences among
adults and sub-adult tortoises for WBC estimates (P =0.002),
with adults having lower WBC when compared to sub-adults,
and for lymphocytes (P=0.026) and basophils (P=0.021),
with adults having slightly fewer lymphocytes and more
basophils than sub-adults. The H:L was lower in subadult
tortoises (0-0.3) when compared to adults (0-0.5) but this
difference was not significant. H:L did not differ between the
sexes.

There were significant differences for some haematological
parameters based on sampling season. Tortoises of all ages
presented a higher number of lymphocytes during the dry
season (P =0.009) and a higher number of basophils during
the humid season (P=0.002). Adult tortoises also showed
a slightly higher number of eosinophils during the humid
season (P=0.017). The main morphological characteristics
of the blood cells are provided in Fig. 2. Drying artefacts
were present in approximately half of the blood slides, which
we attributed to poor field conditions, including rain and

Max LRI URI

humidity, which can both affect cell quality and lead to
slide artefacts. Mature erythrocytes were oval with dense
chromatin in the nucleus and basophilic inclusions in some
cases (Fig. 2d). Vacuoles in the cytoplasm of the erythrocytes
were observed, although infrequently. Immature red blood
cells (RBCs) were also infrequently observed, smaller and
rounder, with a basophilic cytoplasm, less dense chromatin in
the nucleus and some mitotic figures (Fig. 2e). Lymphocytes
were the most predominant leukocyte (79.3 £10.5). The
nucleus was dark with dense, clumped chromatin and
cytoplasm ranged from light to dark blue in colour. In
most cases, the lymphocytes were easy to distinguish from
thrombocytes as thrombocyte cytoplasm was clear to light
blue and the nucleus was typically elongated, and chromatin
looked smooth (Fig.2a). Lymphocyte-like cells where the
cytoplasm could not be differentiated from thrombocytes
were not included in the total WBC counts or differentials.
Heterophils were the second most predominant leukocyte
(11.5 £7.1) The nucleus was round or lobed, eccentric, with
a slightly clear cytoplasm and rod shaped, pink and glass-
like refractive granules (Fig.2c and d). In some tortoises,
the granules were fused and therefore difficult to observe.
In all tortoises, most heterophils had light grey, circular
intracytoplasmic inclusions. This characteristic helped with
differentiation between heterophils and eosinophils. Nuclei
in eosinophils were typically round, eccentric and dark with
grey to clear cytoplasm. Granules were round, less densely
packed and stained darker than heterophil granules, ranging
from dark pink to purple grey (Fig.2b). Monocytes were
identified by their cytoplasm to nucleus ratios, larger, often
kidney-shaped nucleus and presence of cytoplasmic vacuoles.
Azurophils were counted as monocytes for the differential as
is recommended for all reptiles except snake species (Stacy
et al., 2011). Azurophils were morphologically difficult
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The sample size was too small (n < 40) to calculate a nonparametric Rl for some parameters. Alternative statistical methods were used after checking the symmetry of

the distribution.

2Robust method with a Box-Cox transformation.
bStandard method with a Box-Cox transformation.
“Untransformed standard method.
dUntransformed robust method.

to distinguish from monocytes (Fig.2d). Basophils were
small, with densely packed dark purple granules throughout
the cytoplasm often covering the nucleus. The nuclei were
dark purple and difficult to distinguish from the granules
in the cytoplasm. Some basophils showed a degranulated
image (Fig.2b, cand f). No structures compatible with
hemoparasites were observed.

We ran a total of 210 Vetscan avian/reptilian panels, with 3
(1.4%) panels cancelled due to internal quality issues detected
by the Vetscan VS2 analyser. The system also reported 52
(24.8%) instances in which one or more analyte was outside
of the linear range of the analyser, but the remaining analytes
were correctly analysed and reported. Typically, this finding
was noted in the Alb, Glob and/or CK analytes. For Ca and K,
several samples were reported beyond the detection range of
the analyser. A total of 12 samples reported Ca > 16 mg/dl,
whereas 7 samples reported Ca > 20 mg/dl. All 19 samples
corresponded to adult females and only 3 showed hemolysis
of >1. A total of 54 samples reported K > 8.5 mmol/L (41
adults and 13 subadults) with 64.8% (35/54) of these results
corresponding to hemolytic samples (hemolysis > 1). For
these two instances (Ca and K) and in order to calculate the
RI, we were very conservative and gave the closest numeric
value (16.1 mg/dl for Ca > 16, 20.1 mg/dl for Ca > 20 and
8.6 mmol/L for K > 8.5). Bile acids were not calculated by the
VetScan analyser and were reported as <35 pmol/L in all 210
samples so we were not able to calculate RI for this analyte.

We found statistically significant differences between
grades of hemolysis for several plasma chemistry variables.
However, RI calculations using all samples vs. only hemolysis
grade 1 samples computed the same intervals for all analytes
except K. For this reason, we report RI and CI using the total
number of samples for all analytes but K. For K we report RI
and CI only for samples with hemolysis of <1.1In Tables 3 and
4, we report nonparametric RI and CI of plasma biochemistry
variables in adult and sub-adult tortoises, respectively.

We found significant statistical differences among male and
female adult tortoises for Ca (P=0.009) and P (P <0.001)
with females presenting higher values for both parameters
(mean: females, Ca=12.9 and P=4.2 mg/dl; males, Ca=11
and P=3.9 mg/dl). We found differences among age
groups, with adults showing higher TP (P <0.001) and Alb
(P <0.001), and lower AST (P =0.004) and CK (P=0.012)
than sub-adults. However, some of these differences might be
due to the sample size variability (only 46 sub-adults when
comparing to 164 adults).

We found significant differences for some biochemistry
parameters based on sampling season. Tortoises of all ages
presented higher values for P (P=0.003), K (P=0.035) and
TS (P=0.026) during the humid season.

Tortoises sampled within the national park area showed
a higher AST during the humid season, when compared
to the dry season (mean: 66.6 and 48.3 U/L, respectively)
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Figure 2: Modified Wright-Giemsa stained peripheral blood from a Galapagos tortoise (C. porteri) showing L, lymphocyte; T, thrombocyte; H,
heterophil; B, basophil; M, monocyte (most likely azurophil); E, eosinophil; MRBC, mature red blood cell with basophilic inclusions in the

cytoplasm; RBC, immature mitotic red blood cell (size bar, 10 um).

(P=0.019). We explored differences among sampling areas
and found that tortoises sampled within the national park
showed higher values of AST than those sampled within
farming areas during the same humid season (P=0.003). By
contrast, tortoises within the farming areas presented a higher
Alb during the humid season when compared to the dry
season (P <0.001) with an average of 1.9 g/dL during the
humid season and 1.5 g/dL during the dry season.

Discussion

Despite the ecological and economic importance of giant
tortoises for the Galapagos archipelago, very little is known
about their health status. With this study we contribute to
the understanding of giant tortoise baseline health parameters
with formal Rls for the critically endangered western Santa
Cruz giant tortoise (C. porteri).

Lewbart et al. (2018) reported biochemistry and haema-
tology parameters of 32 San Cristobal Galapagos tortoises
(C. chathamensis), housed at a captive-breeding facility and
using an iSTAT portable clinical analyser. When compared
to their results, we obtained higher values for both adult
and sub-adult tortoises for mean K, Glu and TS (K, 7.6
vs. 4.4 mmol/L; Glu, 70.9 vs. 45.5 mg/dL; and TS, 6.5 vs.
5.2 mg/dL, respectively, in adult tortoises). Despite the fact
that their study used a different analyser and tortoise species
and a much smaller sample size, results from it fit within the
RI that we have calculated for Santa Cruz tortoise species.

Estimations of PCV and TS were reported by several
authors in different species of giant tortoises (Knafo et al.,
2011; Rivera et al., 2011; Blake et al., 2015; Lewbart et al.,
2018), but sample sizes were smaller than 40 individuals in all
of these studies. PCV (%) values were very similar between
previous studies and the present study, whereas TS (mg/dL)
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2Potassium Rl calculated only for samples with hemolysis <1.

Table 4: Nonparametric Rls and Cls of plasma biochemistry parameters for western Santa Cruz sub-adult tortoises (C. porteri)

90% UCI Distrib.

The sample size was too small (n < 40) to calculate a nonparametric Rl for some parameters. Alternative statistical methods were used after checking the symmetry of

the distribution.
2Standard method with a Box-Cox transformation.
bRobust method with a Box-Cox transformation.

differed in some of the reports with lower values in Rivera
et al. (2011) and Lewbart et al. (2018). However, all results
fit within the RI that we have calculated for both parameters.

WBC estimates and differentials were reported by Sheldon
et al. (2016) in a study to compare leucocyte quantification
methods. Results from their study, using the same method-
ology, concluded lower values for WBC estimates, absolute

heterophils and lymphocytes, but report similar values for
absolute monocytes and basophils and slightly higher results
for absolute eosinophils. However, all Sheldon et al. (2016)
results fit within the RI that we report here for all parameters.
By contrast, Lewbart et al. (2018) reported WBC estimates
and differentials percentages for a different species of giant
tortoise (C. chathamensis) maintained at a captive breeding
center. They used a different methodology, performing WBC
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counts at 10x instead of 40x magnification and multiplied
by 2000 so we did not compare this with our results. Inter-
estingly, they reported a very high percentage of heterophils
(46%) and monocytes (17%), whereas we found giant tor-
toises to be lymphocyte dominant (79.3%) with a low per-
centage of monocytes (1.6%), as in agreement with Sheldon
etal.(2016). The H:L also supports that haematology of giant
tortoises is lymphocyte predominant (H:L < 0.5). Differences
found among studies are most likely due to species-specific
reasons and/or captive vs. free-living variations.

To the author’s knowledge, this is the first complete
description of erythrocyte and leukocyte morphology for
free-living giant Galapagos tortoises. Inclusions, vacuoles
and immature figures can be observed in reptilian RBC due
to a variety of processes including sample collection method,
field conditions, stress, poor slide preparation or staining
and/or disease (Heatley and Russel, 2019; Rodriguez et al.,
2018). Mitotic figures in circulating reptile RBC have been
described as normal findings (Sykes and Klaphake, 2008),
whereas erythrocytes in chelonians may contain basophilic
cytoplasmic inclusions, thought to be degenerating organelles
or haemoglobin precipitates, with no pathologic significance
(Stacy et al.,2011; Zhang et al.,2011; Hernandez ez al., 2016).
Cytoplasmic vacuoles, mitotic and immature figures were
infrequently observed in the current study, and the authors
associate these findings with the poor quality of the slides
and the abundance of artefacts due to the high humidity
and rain during field slide preparation. Heterophil inclusions
have been observed in sick captive giant tortoises with no
difference upon recovery (personal communication from Dr
Nicole Stacy, University of Florida). Based on our experience
evaluating giant tortoise slides from tortoises deemed healthy
by physical examination, and from a number of Chelonoidis
spp. and considering that light inclusions were found in
most heterophils, we conclude no pathologic significance
of heterophil inclusions in the hemogram.

Variability in haematology and plasma biochemistry values
is known to exist both within and between reptilian species.
This variation has been attributed to environmental condi-
tions such as climate, season and toxins, as well as nutrition,
age, sex, population dynamics, method of collection, sample
handling and biochemical assay method (Deem et al., 2009;
Scope et al., 2013; Boers et al., 2020). This is also true
for our findings on lymphocytes, eosinophils, basophils, P,
K and TS, in which we report different values according
to the season; as well as differences found in Alb and AST
among sampling areas. Seasonal changes in plasma enzymes,
electrolytes, metabolites and proteins have been described for
a wide variety of reptile species (Heatley and Russel, 2019),
whereas sampling location might also be correlated with dif-
ferent migratory patterns and different foraging strategies as
demonstrated to influence tortoise fitness (Blake et al., 2015).
Seasonal plasma increases of total calcium and phosphorous
in free-living and captive females during vitellogenesis occurs
in all major reptile taxa (Deem et al., 2009; Scope et al., 2013,
Heatley and Russel, 2019), which explains the higher results
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obtained in adult females. Adult reptiles tend to have greater
concentrations of albumin and therefore total protein than
sub-adults and juveniles (Heatley and Russel, 2019), which
also supports our results of higher TP, Alb and TS in adult
giant tortoises. Additionally, it is important to highlight that
Galapagos tortoises do not go through hibernation as many
other turtle species, and therefore we can find actively repro-
ductive individuals year-around in Santa Cruz, with a peak
mating season between November and March (humid season)
and the peak nesting season between July and September.
Clinical interpretation of enzyme activity remains minimally
studied in reptiles. CK and AST are commonly evaluated in
reptile biochemistry profiles. Increased AST may be derived in
large quantities from muscle, liver, or other tissues (Heatley
and Russel, 2019) or may be attributed to muscle and/or
liver injury; although they may also be associated with a high
level of exercise and musculoskeletal wear, as may occur in
migratory tortoises.

The precision of the point-of-care Vetscan VS2 analyser
has been described as accurate for some turtle species and
parameters (Atkins et al., 2010). Based on our findings, some
analytes in giant tortoises should be evaluated and/or con-
firmed with additional testing methods (BA, Ca, K, CK, Alb,
Glob), as was also described in sea turtles and other reptile
species (Gibbons ef al., 2019). The VetScan system reported
instances mainly for Alb and Glob and parameters were also
affected by the quality of the sample, so we recommend
additional methods when testing captive or sick individuals
for these parameters. The Avian/Reptilian VetScan profile
cannot be used to calculate BA in giant tortoises as the values
appear to be below the lower detection limit of the analyser.
Moreover, the upper detection limits of the Avian/Reptilian
profile for Ca and K are below the normal values found within
healthy giant tortoises, mainly reproductive females. Lastly,
using the VetScan analyser, there was a poor level of precision
for CK. Laboratory-based technology, when available, may be
better to evaluate biochemical parameters in these species due
to these limitations.

In conclusion, this study contributes to the baseline
database of health parameters for Galapagos tortoises.
These data may be helpful for the Galapagos National Park
Service personnel in efforts to preserve these species, free-
living in the National Park and at captive-breeding centers,
as well as for monitoring the health and welfare of giant
tortoises within private and zoological institutions around
the world. Future research should focus on establishing Rls
for all Galapagos tortoise species to facilitate comparisons
and a deeper understanding of tortoise eco-physiology and
pathology.
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Agentes infecciosos
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Titulo

Health assessments uncover novel viral sequences in five species of Galapagos

tortoises.

Resumen

Las enfermedades infecciosas son una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en numerosas especies silvestres, incluyendo a las tortugas, siendo las actividades
humanas uno de los factores que mds contribuye a la dispersién de enfermedades. Las
tortugas gigantes de Galdpagos continlan amenazadas debido al impacto directo o indirecto
de acciones antropogénicas en el archipiélago (p. ej. fragmentacion del hdabitat, especies
invasoras, trafico ilegal), sin embargo se desconoce hasta la fecha qué agentes infecciosos
estdn presentes en estas especies. Con el objetivo de identificar microorganismos
potencialmente patdégenos en las tortugas gigantes, se muestrearon un total de 454
individuos procedentes de las islas de Santa Cruz, Isabela y Espafiola. Empleamos técnicas
moleculares (PCRy rtPCR) para detectar la presencia de adenovirus, herpesvirus, Mycoplasma
spp. y ranavirus. Un total de 31 individuos resultaron positivos para adenovirus y 12 para
herpesvirus; sin embargo, no se detectd la presencia de ranavirus o Mycoplasma spp. en las
muestras analizadas. Identificamos dos secuencias nucleotidicas diferentes de adenovirus
(AdVntST-1 y AdVntST-2) que traducen en dos secuencias aminoacidicas (AdVaaST-1 vy

AdVaaST-2), formando entre ambas un clado comun. Estas secuencias presentaron bajas
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identidades (por debajo del 80 %) con las secuencias descritas en el Genbank, por lo que
tentativamente se clasificaron como dos nuevos adenovirus, denominados: Chelonoidis
adenovirus 1 (CheAdV1l) y Chelonoidis adenovirus 2 (CheAdV2). Se identificaron
adicionalmente cuatro secuencias nucleotidicas de herpesvirus (HVntST-1, HVntST-2, HVntST-
3 y HVntST-4). Las tres primeras secuencias traducen la misma secuencia aminoacidica
(HVaaST-1) mientras que la cuarta secuencia traduce a una nueva secuencia aminoacidica
(HVaaST-2), con un porcentaje de similitud del 64,2 % con respecto al HVaaST-1. Estas
secuencias presentaron bajas identidades (por debajo del 85 %) entre ellas y con las
secuencias descritas en el Genbank, por lo que tentativamente se clasificaron como dos
nuevos herpesvirus, denominados: Chelonoidis herpesvirus 1 (CheHV1) y Chelonoidis
herpesvirus 2 (CheHV2), clasificando al CheHV1 en el mismo clado que el Terrapene
herpesvirus 2, mientras que el CheHV2 se clasifica dentro de una nueva rama, no
emparentada con otros herpesvirus previamente descritos. De acuerdo con su localizacién,
se detectd la presencia de adenovirus en las tortugas del oeste y el este de Santa Cruz, y en
el volcan Alcedo; mientras que herpesvirus fue detectado en tortugas del oeste de Santa Cruz
y en los volcanes Alcedo y Wolf en la isla Isabela. La prevalencia encontrada en ambos
patégenos difiere de una especie a otra, con una mayor prevalencia de adenovirus en la
especie C. porteri (11 %) y C. vandenburghi (9 %) y una mayor prevalencia de herpesvirus en
C. becki (3,6 %) y C. porteri (2,9 %). No se obtuvo ninguna muestra positiva en la isla de la
Espanola. El aislamiento de estos agentes infecciosos en tortugas en cautividad que
presentaban signos clinicos compatibles indica que estos virus podrian ocasionar enfermedad
en determinadas circunstancias (p. ej. inmunosupresion, estrés), por lo que se recomienda
continuar generando informacién referente a la prevalencia, morbilidad y potencial
mortalidad asociada a estos microorganismos. Esta informacion contribuye a crear la primera
linea base de agentes infecciosos en tortugas terrestres de Galdpagos. La diferente
prevalencia encontrada entre especies sugiere que se debe considerar esta informacién a la
hora de llevar a cabo acciones de manejo que impliquen la movilizacion de tortugas terrestres

entre las diferentes islas y localidades del archipiélago.
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Abstract

Emerging infectious diseases (EIDs) have been reported as causes of morbidity and
mortality in free-living animal populations, including turtles and tortoises, and they
have even resulted in species extinctions, with human activities contributing to the
spread of many of these diseases. In the Galapagos, giant tortoises are endangered
due to habitat change, invasive species, and other human impacts; however, the impact
of EIDs on Galapagos tortoise conservation remains understudied. To fill this gap,
we conducted health assessments of five tortoise species from the islands of Santa
Cruz, Isabela and Espafiola. We performed health evaluations of 454 animals and
PCR testing for pathogens known to be relevant in other tortoise species. We iden-
tified two novel sequences of adenoviruses and four of herpesviruses. Based on align-
ments of the DNA polymerase gene and maximum likelihood phylogenetic analyses, we
found both novel adenoviruses to be most closely related to red footed tortoise aden-
ovirus 2, by nucleotide sequence and red footed tortoise adenovirus 1, based on amino
acid sequence. Three of the herpesvirus sequences translated into the same deduced
amino acid sequence; therefore, they may be considered the same viral species, closely
related to terrapene herpesvirus 2. The fourth herpesvirus sequence was highly diver-
gent from any sequence previously detected and is related to an eagle owl herpesvirus
based on nucleotide sequence and to loggerhead oro-cutaneous herpesvirus based on
amino acids. These novel viruses may be pathogenic for giant tortoises under specific
conditions (e.g., stress). Continued screening is crucial to determine if these viruses
play a role in tortoise fitness, morbidity and survival. This information allows us to pro-
vide recommendations to the Galapagos National Park Directorate and other institu-
tions to improve the management of these unique species both in Galapagos and glob-

ally, and for tortoise reintroduction plans throughout the archipelago.

KEYWORDS
adenovirus, Chelonoidis spp, conservation medicine, herpesvirus, wildlife surveillance
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1 | INTRODUCTION

Turtles and tortoises compose a taxonomic group that includes more
than 300 species that live on land, in freshwater systems, and in oceans;
however, this large group of vertebrates is among the most threatened
according to the IUCN Red List criteria (Rhodin et al., 2018; Stanford
etal.,, 2020). The combined effects of habitat loss and degradation, con-
sumption and use of the animals and their eggs, invasive species and cli-
mate change are bringing many of the world’s tortoises and turtles to
the brink of extinction, and Galapagos tortoises are no exception. Two
Galapagos tortoise species became extinct in the last two centuries due
to human predation, and all of the twelve extant species are considered
threatened with extinction (IUCN, 2020). New challenges for Galapa-
gos tortoise conservation include the dispersion of antimicrobial resis-
tance genes into the environment driven by human activities (Nieto-
Claudin et al., 2021a) and the impacts of plastics and pesticides, which
are largely under-recognised based on our initial studies. Emerging
infectious diseases (EIDs) also have been reported as causes of morbid-
ity and mortality of free-living animal populations including tortoises;
however, disease and pathogens are not usually listed as potential or
current threats to reptile populations, as they remain poorly under-
stood (Daszak et al., 2000; Gibbons & Steffes, 2013). Recent studies
highlight the importance of expanding EID studies in turtles and tor-
toises to prevent mortality events of already compromised and declin-
ing populations of high conservation concern (Doszpoly et al., 2013;
Kane et al., 2017; Kolesnik et al., 2017). In the Galapagos Archipelago,
giant tortoises play key roles for maintaining healthy ecosystems (e.g.,
seed dispersal, habitat modifications) while also significantly contribut-
ing to the local economy based on eco-tourism activities, as these
giants are considered one of the main attractions for visitors and
researchers (Benitez-Capistros et al., 2019; Blake et al., 2012). Since
the late 1970s, the reintroduction of Galapagos tortoises in captive-
breeding and restoration programs have resulted in hundreds of tor-
toises moved across the archipelago (Gibbs et al., 2014), with the
potential to disseminate and/or introduce pathogens to naive popula-
tions, as has occurred in other animal species and countries with rabies
and bovine brucellosis (Févre et al., 2006; Massei et al., 2010). Despite
their importance, infectious agents that might be present in free-living
giant tortoises and their potential impacts on tortoise and reptile con-
servation remain understudied.

Research on reptile virology and microbiology has undergone rapid
expansion over the past few decades. Interest in reptile-specific
pathogens has focused on both their importance to reptile medicine
and conservation, as well as on increasing knowledge of microbe sys-
tematics and evolution (Agius et al., 2019). Several infectious dis-
eases continue to be prevalent in captive and free-living cheloni-
ans, including the well-documented mycoplasmosis and herpesvirus-
related diseases, whereas other pathogens are currently emerging
in tortoises (i.e., adenovirus, ranavirus) (Gibbons & Steffes, 2013;
Marschang, 2011). Concurrent infections with these pathogens have
been described and may lead to more severe systemic disease and mor-
tality in turtles experiencing these co-infections (Kolesnik et al., 2017;
Simet al., 2016).
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Herpesvirus (HV) infections have been reported in many differ-
ent species of tortoises (Testudinidae), including captive and free-
living populations (Kane et al., 2017; Origgi, 2012; Sim et al., 2015;
Yonkers et al., 2015). Clinical signs commonly associated with HV infec-
tions range from subclinical to severe, including rhinitis, conjunctivitis,
stomatitis and glossitis, which frequently develop into a diphtheroid-
necrotising process with diphtheroid membranes covering parts of
the oral cavity and extending down into the trachea and oesophagus
(Marschang, 2019). Oedema of the neck is acommon sign. Affected ani-
mals are generally anorexic and lethargic. Animals that survive acute
HV infection may develop central nervous system disorders includ-
ing paralysis or incoordination (Marschang, 2019). Adenoviruses have
only relatively recently been detected in several species of cheloni-
ans, showing a high mortality rate in some species such as Sulawesi
tortoises (Rivera et al., 2009). Pathological findings in infected tor-
toises may include stomatitis, esophagitis, hepatic necrosis and lipido-
sis, myeloid necrosis in bone marrow, necrotising enterocolitis, pneu-
monia and encephalitis (Gibbons & Steffes, 2013; Marschang, 2011).
Tortoise mycoplasmosis is one of the most extensively characterised
infectious diseases of chelonians and has been associated with pop-
ulation declines in free-living tortoises (Jacobson et al., 2014). Clini-
cal signs include lethargy, palpebral oedema, conjunctivitis and nasal
and ocular discharges, causing significant upper respiratory tract dis-
ease in turtle and tortoises (Palmer et al., 2016). Ranaviruses have been
increasingly shown to be important pathogens of ectothermic animals
(Chinchar, 2002), regularly isolated from reptiles since the late 1990s,
mostly in chelonian species. Ranavirus is associated with lethargy,
anorexia, nasal and ocular discharge, conjunctivitis, severe subcuta-
neous cervical oedema, ulcerative stomatitis, ‘red-neck disease’ and
death. Analysis suggests that reptilian ranavirus is originally transmit-
ted from amphibians to reptiles; however, it has been demonstrated
that it can also be transmitted between tortoise species (Marschang,
2011; Marschang et al., 2008).

For the current study, we designed a broad health assessment of
giant tortoises across islands and species to test for four pathogens
of conservation concern in tortoises; that is, herpesvirus, adenovirus,
ranavirus and mycoplasmosis. Our goal was to describe the pres-
ence and prevalence of these potential pathogens within giant tor-
toise populations, their potential pathogenicity and if their presence
might compromise tortoise conservation and well-being. This research
advances knowledge of infectious agents in free-living Galapagos tor-

toises across species and islands.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study sites

We conducted the study on three islands of the Galapagos Archipelago,
covering five different species of giant tortoises. Santa Cruz, located
in the centre of the archipelago and inhabited by humans (S00.66551,
W090.357241), contains two species of critically endangered giant

tortoises, with the most predominant (Chelonoidis porteri) inhabiting
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the central and southwestern area, and the other (Chelonoidis donfaus-
toi) restricted to the northeastern area of the island. The estimated
population for C. porteri based on IUCN data from 2010 is 3400 indi-
viduals (Cayot et al., 2017), but no census has been conducted in the
last decade. Through our work, we estimate a population that currently
exceeds 6000 individuals (Blake, Cabrera, Nieto-Claudin, Deem unpub-
lished data). The population of C. donfaustoi is estimated to be 550 indi-
viduals based on the latest census in 2018 (Tapia, 2018) and is believed
to be one of the smallest population sizes for any Galapagos tortoise
species.

Espafola Island is located in the south-east of the archipelago
(S01.371006, W089.670863). This arid and small island is not inhab-
ited by humans and contains one species of giant tortoise (Chelonoidis
hoodensis) considered critically endangered by the IUCN (Cayot et al.,
2017). After five decades of an intense captive-breeding program to
restore its population, C. hoodensis is considered stable, and the last
reproductive individuals maintained in captivity were released into the
wild in June 2020 (Tapia, 2021a).

Isabela Island is the largest island, located on the eastern side of the
archipelago.

Because of the isolating environment of each of its five volcanoes,
a unique species of giant tortoise has evolved on each volcano. Che-
lonoidis vandenburghi is restricted to Alcedo Volcano and its slopes
(500.4409454°, W091.1068907°), and Chelonoidis becki is restricted
to Wolf Volcano (500.016080, W091.350429). A recent census con-
ducted in Alcedo estimates its population to be 12,000-15,000 indi-
viduals (Tapia, 2021b), whereas the population of giant tortoises from
Wolf is around 10,000-12,000 (Arteaga & Guayasamin, 2020). Alcedo
and Wolf volcanoes have never been inhabited by humans, although an
extensive goat eradication program to control for invasive species was
carried out between 2004 and 2007 as part of the International Project
Isabela (Lavoie et al., 2007). Since then, human activity on Alcedo and
Wolf volcanoes has been restricted to scientific activities, with few sci-
entists and rangers occasionally visiting every year.

2.2 | Sampling design and sample collection

Most samples were collected as part of a long-term health assess-
ment within the Galapagos Tortoise Movement Ecology Programme
(GTMEP) (Blake, Yackulic et al., 2015). From 2017-2020, we collected
samples from 208 free-living western Santa Cruz tortoises, 55 from
eastern Santa Cruz, 70 from Alcedo Volcano, and 45 from Espafola
Island. In collaboration with Galapagos Conservancy and the Galapa-
gos National Park Directorate, we also collected samples from 55 free-
living Wolf tortoises. A total of five hybrids from C. becki and 16 tor-
toises from Espariola Island (C. hoodensis) maintained in captivity at the
Fausto Llerena Breeding Center (Santa Cruz Island) were sampled and
included in the present work. Samples collected from western Santa
Cruz and Alcedo Volcano were also used in a broader study to assess
antimicrobial resistance and reference intervals. For these two species,
sample size was calculated based on the literature (Z = 1.96; p = .05)

(Lwanga & Lemeshow, 1991). We also considered the feasibility of col-

Ironsboundory cmd Eme
a,

ea es}j »

(L1

g 4

" WILEY-®

lecting the desired number of samples from a remote and isolated vol-

rirjé Dis

cano such as Alcedo. Because of the logistical challenges of collection,
for these tortoise species, sampling was opportunistic and took place in
a single trip of 3-7 days, so all the samples were collected over a very
short period of time and during the same season.

For each individual, we recorded morphometrics, weight and deter-
mined the sex in mature animals based on tail length and plastron con-
cavity, as well as a body condition index (BCl) as previously described in
Nieto-Claudin et al. (2021b) and Blake, Guézou et al. (2015). We iden-
tified tortoises by microchips previously placed by Galapagos National
Park Service rangers. If no microchip was detected, we placed a new
subcutaneous microchip (DATAMARS®) in the caudo-ventral area of
the left hind leg. We collected conjunctival, oral and cloacal swabs using
a sterile cotton swab (Puritan Sterile Products Company LLC, Maine,
USA) and placed each in 2 ml sterile cryovials with no media. We kept
all samples frozen at —30°C for up to 3 months until analyses.

We collected samples under the Galapagos National Park annual
research permits PC-36-17, PC-35-18, PC-16-19, PC-28-20 and the
International Animal Care and Use Committee from GREFA (Spain)
with registration number 17/001. Samples from Fausto Llerena Breed-
ing Centre were collected under the supervision of the Galapagos
National Park Directorate. We transported frozen samples under
exportation permits 153-2019-EXP-CM-FAU-DNB/MA, 192-2019-
EXP-CM-FAU-DNB/MA and 031-2020-EXP-CM-FAU-DNB/MA.

2.3 | DNA extraction and molecular analysis

We added 100 ul of sterile PBS to each swab and allowed them to thaw
for an hour at room temperature before carrying out the DNA extrac-
tion. We performed total DNA extraction directly from swab samples
following the manufacturer’s instructions (DNeasy Blood & Tissue Kit,
Qiagen, Valencia, CA, USA). All DNA extraction occurred at the Charles
Darwin Research Station (CDRS) in Galapagos, Ecuador.

For initial adenovirus screening, we used a nested PCR method with
consensus primers targeting a 330 bp region of the DNA-dependent
DNA polymerase gene of adenoviruses (Wellehan et al., 2004). We
tested all extracted DNA from cloacal swabs at the CDRS. PCR prod-
ucts were resolved in 1.5% agarose gels. We used Sanger sequenc-
ing for all putative positive results using both primers. We then
designed new degenerate primers (ADV_Chelonoidis-F: CTTCCAGGR-
CCTCCWCT; ADV_Chelonoidis-R: CGTCGACGGAGGTGATGA) from
compatible bands obtained from the conventional PCR for use in a
real-time PCR (qPCR) assay to test all samples. We used qPCR based
on SYBR® Green dye, which amplifies a 209 bp fragment of the poly-
merase gene. A 20 ul reaction mixture consisted of 4 ul extracted DNA,
0.8 ul forward primer (20 uM), 0.4 ul reverse primer (20 uM) and 10 ul
Kappa Master Mix (Sigma Aldrich, Spain). Reactions were amplified in a
thermal cycler with an initial denaturation at 95°C for 3 min, followed
by 40 cycles of amplification at 95°C for 15 s and 60°C for 30 s.

To test for herpesviruses in conjunctival and oral swabs from 454
tortoises, we used a consensus PCR assay utilising degenerate primers

targeting a 250 bp region of the polymerase gene (VanDevanter et al.,
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1996). To test for mycoplasma in conjunctival and oral swab samples of
C. porteri and C. vanderburghi tortoises (n = 278), we adapted a qPCR
protocol for use in a conventional PCR. This protocol targets the inter-
genic region between the 16S and 23S genes (Rebelo et al., 2011). Any
PCR products were resolved in 1.5% agarose gels.

After screening oral swabs from a randomly selected group (n = 90)
of C. porteri to test for Frog Virus 3 (FV3)-like ranaviruses, we used
custom-made primers that amplify a 250 bp region of the major cap-
sid protein gene (ranaV-F 5’-TTACATCCTCAACGCCTGGT-3’; ranaV-
R 5'-GAGATCGCTGGTGTTGCCTA-3’) in a SYBR Green-based gPCR
assay. These primers were designed by Primer3 and were tested in sil-
ico by the alignment with all FV3 and FV3-like ranavirus sequences
available on Genbank. Cycling conditions were 95°C for 3 s, 40 cycles
at 95°C for 15 s and 65°C for 30 s, followed by melt curve analysis.
In order to validate the test, a control of FV3 ranavirus was amplified
and sequenced. We tested mycoplasma for all western Santa Cruz and
Alcedo Volcano tortoises as part of the broader health study conducted
for these species. We selected a smaller number of samples to be tested
for ranavirus due to the inability to conduct qPCR in Galapagos and lim-
ited funds available; however, no mortality or morbidity events have
been reported in Galapagos frogs or reptiles that might be compatible
with ranavirus. For the remaining species that had been opportunisti-
cally sampled we prioritised testing for adenovirus and herpesvirus as
they had been previously detected in C. porteri and C. vandenburghi. In
western Santa Cruz, where tortoises were sampled during humid and
dry seasons, we used a Pearson’s chi-square test to assess the influence

of season in viral prevalence, as described by Kane et al. (2017).

2.4 | Sequencing and phylogenetic analyses

We subjected all PCR positive samples to Sanger sequencing. We
considered a sample truly positive if a clear sequence was obtained.
Nucleotide and deduced amino acid sequences were subjected to
BLAST searches. Adenovirus sequences were aligned with 18 other
adenovirus sequences found in GenBank. Herpesvirus sequences were
aligned with 23 other herpesvirus sequences. Because there were gaps
that made translation into amino acids problematic, we aligned the
deduced amino acid sequences and subjected them to a protein BLAST
search. In both groups, we calculated p-distances for nucleotide and
deduced amino acid sequences. We inferred phylogenetic trees from
nucleotide and deduced amino acid alignments using a maximum likeli-
hood algorithm with a bootstrap frequency of 1000 replications (Mega
7.0). To assess for differences of pathogen prevalence between tortoise
species, we used a Pearson’s chi-square test (p < .05) and observed the

adjusted standardised residuals.

3 | RESULTS

We obtained a total of 31 clean sequences 209 bp in length from ade-
novirus qPCR. Out of all sequences, we obtained two consistently dif-
ferent nucleotide sequence types (AdVntST-1 and AdVntST-2). These
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sequence data have been submitted to the EMBL databases under
accession numbers OU508386 and OU508387, respectively. The
two nucleotide sequences translated into two amino acid sequences
(AdVaaST-1 and AdVaaST-2). The identities between AdVntST-1 and
AdVntST-2 and between AdVaaST-1 and AdVaaST-2 were 95.6% and
91.2%, respectively. Based on alignments of the DNA polymerase gene
and through maximum likelihood phylogenetic analyses, we found both
novel adenoviruses to be most similar to red footed tortoise aden-
ovirus 2 by nucleotide sequence (identities of 79.5% and 77.0%, respec-
tively), and red footed tortoise adenovirus 1 based on amino acid
sequence (79.4%). AdVaaST-1 and AdVaaST-2 form a clade with a
bootstrap value of 0.96 (Figure 1), lending support to the placement
of these viruses as novel species; therefore, we hereafter refer to
them as Chelonoidis adenovirus 1 (CheAdV 1) and Chelonoidis adenovirus
2 (CheAdV2). Clustered by tortoise species, 23 out of 208 tortoises
(11.1%; 95% Cl 6.8-15.3) tested positive for adenovirus in western
Santa Cruz (C. porteri), 1 of 55 tortoises (1.8%; 95% C1 0.0-5.35) in east-
ern Santa Cruz (C. donfaustoi) and 7 of 78 (9%; 95% Cl 2.63-15.32) in
Alcedo (C. vandenburghi). No tortoises tested positive from Wolf Vol-
cano, Espanola Island and the captive breeding facilities. In Table 1, we
report the nucleotide and amino acid sequences obtained for the dif-
ferent tortoise species. Statistical differences were observed in ade-
novirus prevalence (chi-squared, p < .05), with C. porteri presenting a
higher prevalence (11.1%) than expected (7%) and no detection in C.
becki (0%). C. donfaustoi also presented a low prevalence (1.8%), but
statistics were not significant. In Santa Cruz, all tortoises that were pos-
itive for adenovirus presented CheAdV 1 except for one individual. The
one tortoise from western Santa Cruz that presented the CheAdV2
sequence was an adult female tortoise tagged in 2019 as part of the
long-term movement ecology research conducted by the GTMEP. In
contrast, 6 out of 7 adenovirus-positive tortoises from Alcedo Vol-
cano presented CheAdV2, and only one individual tested positive for
CheAdV1. One of the tortoises that had tested positive for CheAdV2
was an adult female that had been monitored with a GPS tag since
2010.

A total of twelve animals in this study tested positive for her-
pesviruses based on conventional PCR. Only one of the positives
was from a conjunctival swab, while the other eleven positive results
were from oral swabs. We obtained four 180 bp nucleotide sequences
of herpesviruses (HVntST-1, HVntST-2, HVntST-3 and HVntST-4).
These sequence data have been submitted to the EMBL databases
under accession numbers OU508388, OU508389, OU508390 and
0OU508391, respectively). These four nucleotide sequences translated
into two different amino acid sequences (HVaaST-1 and HVaaST-2).
Sequence similarity between the three first ntSTs ranged from 96.9%
to 99.4%, whereas the similarity between these three and HVntST-4
was lower with arange of 62.5-63.7%. HVntST-1to HVntST-3 all trans-
lated the same deduced amino acid sequence (HVaaST-1); therefore,
they could be considered the same viral species. HVaaST-1 was 64.2%
similar to the deduced amino acid sequence from nucleotide sequence
HVntST-4 (HVaaST-2). The highest score by BLAST of HVntST-1-2-
3 was with Emydid herpesvirus 1 and Terrapene herpesvirus 2, with
69.2-71.1% and 68.6-69.8% similarity, respectively. The highest score
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Maximum likelihood phylogenetic trees with 1000 bootstrap replications of nucleotide (a) and deduced amino acid (b) of 20 and 21

adenoviral DNA-dependent DNA polymerase gene sequences, respectively. The names correspond to Genbank name plus the GenBank accession
number. The numbers near the branches represent the bootstrap frequency. All values under 70 have been omitted. Red dots denote the novel
sequences described for Galapagos giant tortoises in the present study (EMBL accession numbers OU508386 and OU508387, respectively).

obtained by BLAST of HVaaST-1 was with the Emydoidea blandingii her-
pesvirus 2 (81.1%). However, HVntST-4 was highly divergent from any
sequence previously detected, with a Bubo bubo herpesvirus as the
most similar sequence based on nucleotide sequence (66.9%), while
HVaaST-2 had anidentity of 66% with Loggerhead (Caretta caretta) oro-
cutaneous herpesvirus. HVntST-1 to HVntST-3 formed a clade that fell
as a sister group to Terrapene herpesvirus 2, with a bootstrap value of
0.86 (Figure 2a). HVntST-4 and the corresponding translated HVaaST-
2 did not group with the other three novel sequences nor with other
herpesviruses detected in tortoises (Figure 2). The genetic distance
seen between these and other characterised herpesviruses is consis-
tent with placement of these viruses as novel species, and therefore we
refer to them as Chelonoidis herpesvirus 1 (CheHV 1) and Chelonoidis her-
pesvirus 2 (CheHV2). CheHV1 was detected in Santa Cruz and Isabela
(Alcedo and Wolf Volcanoes) Islands, as well as in captive tortoises
maintained at the Don Fausto Llerena Breeding Center in Santa Cruz.
By contrast, CheHV2 was only found in a free-living adult male tortoise
from Wolf Volcano. Clustered by tortoise species, 6 out of 208 tor-
toises (2.88%; 95% Cl 0.61-5.16) were positive in western Santa Cruz
(C. porteri), 1 of 78 (1.3%; 95% Cl 0.0-3.78) in Alcedo (C. vanderburghi)
and 2 of 55 (3.6%; 95% C1 0.0-8.58) in Wolf (C. becki) (Table 1). Interest-
ingly, we had no herpesvirus positive tortoises from the eastern Santa
Cruz (n=55) or Espafiola Island (n = 45) populations. No significant dif-
ferences were observed in HV prevalence between free-living animals

of the five tortoise species. In Figure 3, we represent the prevalences

of free-living individuals for CheAdV1 and CheAdV2, and CheHV1 and
CheHV2 clustered by species.

Of the tortoises maintained in captivity at the GNP breeding cen-
tre, three out of five sharing the same enclosure tested positive for HV
(C. becki hybrids) (60%; 95% ClI 17.1-100.0), including one adult female
tortoise that presented with mucoid/diphtheric stomatitis, rhinitis,
glossitis, conjunctivitis, blepharedema, mucopurulent nasal discharge,
severe lethargy, cloacal ulcers, incoordination and torticollis on 29
August 2018. This animal was treated by the GNP veterinary ser-
vice for up to 3 weeks (ceftazidime 20 mg/kg every 72 h, meloxi-
cam 0.2 mg/kg, vitamin B and Fe) until it recovered. However, after
2 years, some physical damage still persists, including severe torticol-
lis. Whether these symptoms were associated with the presence of
CheHV1 remains unknown. No captive tortoises from Espafnola Island
tested positive for herpesvirus.

All free-living animals included in the current study were in appar-
ently good condition based on physical exam performed during the
sample collection (BCI based on weight and morphometrics and no
visual signs of disease, discharge, lethargy or emaciation). No animals
were recaptured or monitored over time other than those tagged with
GPS devices. We did not have any individual that presented coinfection
of both herpesvirus and adenovirus. All tortoises tested were negative
for FV3 ranavirus (n = 90) and mycoplasma (nh = 278) based on gPCR.

Inwestern Santa Cruz, where tortoises were sampled during dry and

humid seasons, more individuals tested positive for HV and AV during
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FIGURE 2 Maximum likelihood phylogenetic trees with 1000 bootstrap replications of nucleotide (a) and deduced amino acid (b) of 27 and 33
herpesviral DNA-dependent DNA polymerase gene sequences, respectively. The names correspond to Genbank name plus the GenBank accession
number. The numbers near the branches represent the bootstrap frequency. All values under 70 have been omitted. Red dots denote the
sequences described for Galapagos giant tortoises in the present study (EMBL accession numbers OU508388, OU508389, OU508390 and
0OU508391, respectively). Ictalurid herpesvirus 1 is included as an outgroup.

the humid season; however, statistics were not significant (AV p = .25
and HV p =.09).

4 | DISCUSSION

In the course of health assessments and exams on several species
of giant tortoises in the Galapagos Islands, we discovered two novel
viral sequences of herpesviruses and two of adenoviruses, which we
describe here. Interestingly, we found a range of prevalences among
species and locations, with western Santa Cruz (C. porteri) and Alcedo
tortoises (C. vandenburghi) being the only two species in which her-
pesvirus and adenovirus were both documented within the same pop-
ulation. The prevalence of adenovirus was higher in C. porteri (11.1%),
the population of tortoises most exposed to anthropogenic activities as
indicated by the presence of antimicrobial resistance genes and other
human impacts (Nieto-Claudin et al., 2021). Thirty-nine per cent of the
samples that had tested positive for CheAdV in C. porteri were found in
tortoises sampled within cattle farms, and another 39% of positive indi-
viduals were sampled within touristic farms or private properties in the
highlands of Santa Cruz, used for ecotourism. Only 22% of the tortoises
that had tested positive in Santa Cruz were sampled in protected areas
of the National Park. By contrast, in the eastern Santa Cruz tortoise

species, a species restricted to a small area of Santa Cruz and with much

less interaction with human activities, only one individual of 55 tested
was positive for CheAdV1 (1.8%) in an agricultural area, and no her-
pesvirus was detected. Considering that tortoises were translocated
by the Galapagos National Park Services between the East and West
tortoise populations of Santa Cruz in recent years, and prior to the des-
ignation of C. donfaustoi as a separate species in 2015, we cannot refute
the possibility that adenovirus infection of eastern Santa Cruz tortoises
may have been anthropogenically introduced in association with previ-
ous management practices.

In Alcedo Volcano, there was a relatively high prevalence of aden-
ovirus (9%) and a low prevalence of herpesvirus (1.3%). We found both
viruses within C. porteri and C. vandenburghi populations, which may
be due to how closely related these species are to one another. West-
ern Santa Cruz tortoises (C. porteri) are more related to Alcedo tor-
toise species (C. vandenburghi) than to the eastern Santa Cruz species
(C. donfaustoi), which is more closely related to San Cristébal tortoises
(C. chathamensis) (Poulakakis et al., 2020). Interestingly, the isolation
between the western Santa Cruz and the Alcedo species may have
resulted in the coevolution of tortoises and their viruses, as the most
frequent sequence found in C. porteri was CheAdV1 (only 1 out of 23
individuals tested positive for CheAdV2), whereas in C. vandenburghi 6
out of 7 positive tortoises carried CheAdV2.

While we did not detect adenovirus in Wolf Volcano species, we

did detect two different species of herpesvirus in this population, with
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FIGURE 3 Graphical representation of CheAdV1 and CheAdV2 and CheHV1 and CheHV2 for Galapagos giant tortoises clustered by species
and according to the three main phylogenetic species groups described by Poulakakis et al. (2020)

CheHV2 detected in one adult male. This information could be of high
conservation concern since Wolf tortoises coexist with the unique and
endemic pink land-iguana (Conolophus marthae), as well as with yellow
iguanas (Conolophus subcristatus). Based on phylogenetics, the species
most related to Wolf Volcano tortoises is C. darwini from Santiago
Island. Studying the presence and prevalence of herpesvirus in Santi-
ago could therefore provide more information about the potential evo-
lution of these viruses within Galapagos tortoise species. Moreover,
hybrids of the extinct Floreana and Pinta tortoises have been found in
Wolf, suggesting that this population was historically highly influenced
by human interventions, with pirates, whalers and researchers moving
tortoises between islands during the 19th and 20th centuries (Garrick
et al., 2012; Tapia, 2020). These movements also may have influenced
the presence of certain pathogens such as herpesviruses.

Viruses that have evolved with their host generally do not pose a
high risk of infection or morbidity unless the virus jumps host species
or mutates into a virulent form (Mandl et al., 2015). However, cata-
loging existing viruses is important, since a virus that might be endemic
in one species could be virulent in another (Rosenberg, 2015). Even
well-adapted pathogens may result in a slight cost in terms of immu-
nity, which might be exacerbated if external or additional factors coex-
ist (e.g. stress, malnutrition, aging, comorbidity). Captive-breeding pro-
grams and wildlife translocation, while successful to prevent extinc-
tions under some circumstances, may also facilitate the spread of

microorganisms and disease if animals are translocated without com-

prehensive risk analyses and proper veterinary advice (Deem, 2012;
Hunter et al,, 2019; Kock et al., 2010; Sainsbury & Vaughan-Higgins,
2012). In this sense, the tortoise restoration initiatives carried out
across the archipelago could pose the risk of pathogen translocation
if no diagnostics are performed. In Galapagos, where several species of
endemic and unique reptiles coexist, describing existing viruses of all
reptile species will provide a valuable tool for management decisions
involving translocation of individuals and species.

In 2019, one juvenile tortoise maintained in captivity by the Gala-
pagos National Park Service of Santa Cruz presented respiratory signs
(blepharitis, conjunctivitis, ocular and nasal discharge) and tested pos-
itive for CheAdV2. It is possible that these clinical signs are associated
with adenovirus and/or other tortoise pathogens. Considering that this
individual was maintained in a high-density enclosure with another 25
tortoises from different species, all of them in poor health conditions,
and most of them also PCR positive to CheAV, we cannot rule out that
adenovirus may have played a role in the observed signs. Additionally,
the evidence of a captive tortoise positive for CheHV1 with severe
symptoms suggests that herpesvirus also could be pathogenic under
specific conditions, such as with immunosuppression due to stress,
captivity or transportation. The determination of these clinical signs
being due to CheAV or CheHV1 infection in tortoises warrant further
investigation. Regardless, these findings support the importance of a
systematic wildlife health surveillance within the archipelago for both

captive and free-living animals, to identify current and potential new
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threats that may compromise wildlife health and well-being and sup-
port the rapid detection of novel pathogens that may be introduced to
the archipelago.

Based on our results, we obtained more positive herpesvirus diag-
noses from oral swabs than from ocular swabs in Galapagos tortoises;
therefore, we suggest standardising the methodology to conduct long
term tortoise surveillance of herpesvirus and adenovirus based on oral
and cloacal swabs, respectively, and for using either PCR or qPCR pro-
tocols. We suggest the use of both adenovirus consensus primers and
the specific primers described within this work when working with
Galapagos tortoise samples, as specific primers may produce cleaner
sequences and less false positive results than consensus primers.

Tortoises from western Santa Cruz and Alcedo Volcano included in
the current study were also included in aresearch project testing faecal
samples for antimicrobial-resistant genes (ARGs). Five tortoises that
had tested positive for CheAdV1 (21.7%) and one that tested posi-
tive for CheHV1 (16.7%) in Santa Cruz corresponded to the same loca-
tion where a hotspot of antimicrobial resistance was also described
(Nieto-Claudin et al., 2021). This particular location is a cattle farm
in the highlands of Santa Cruz. The average number of ARGs on the
microbiome of the six individuals that tested positive within this farm
was 7.3, higher than the prevalence observed for this population of
giant tortoises (4 genes per sample based on Nieto-Claudin et al., 2021;
p =.001, Cl = 95%). This suggests a potential correlation between the
presence of viruses and the prevalence of ARGs observed in western
Santa Cruz. Exposure to antibiotics could disrupt the normal commen-
sal flora of wildlife, and the presence of bacteria carrying anthropogeni-
cally associated ARGs may indicate the possibility for zoonotic dis-
ease transmission between humans and wildlife (Vittecoq et al., 2016).
Some authors have also suggested that microbial dysbiosis can result
in enhanced virulence of colonising pathogens (Thomason et al., 2017)
with critical implications for the health of wildlife, domestic animals
and humans. While it cannot be assumed that CheAV and/or CheHV
are pathogenic for giant tortoises without further studies, the poten-
tial association of ARGs and tortoise virus presence, while not an out-
come from the present work, deserves further investigation. It is possi-
ble that anthropogenic-induced changes in microbiota resulting in the
presence of resistant bacteria can effect changes in the performance of
the host immune system and possibly lead to more viral shedding.

Based on the different strains and prevalences of herpesvirus and
adenovirus observed among tortoise species, we suggest expanding
tortoise health monitoring into Pinzén, Santiago, San Cristébal and
other locations within Isabela Island, as well as including other reptile
species in close contact with free-living tortoises (e.g., land iguanas) to
better understand the presence and prevalence of these viruses across
the archipelago. Given the evolutionary relationship between species,
CheHV1 and CheHV2 could be found in tortoise species closely related
to Wolf Volcano such as Santiago tortoises, whereas CheAdV1 and
CheAdV2 could be found in species closely related to Alcedo and west-
ern Santa Cruz, such as C. vicina and C. microphyes (Isabela Island). Con-
tinued screening is crucial to determine if these viruses play a role in
tortoise fitness, morbidity and survival. This information will allow us

to provide proper recommendations to the Galapagos National Park
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Directorate and other institutions to improve the management and
reintroduction plans for these unique species, which would include
strategies to prohibit the movement of potential pathogens across
islands and populations not previously exposed to these viruses.
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CAPITULO llI

Resistencias antimicrobianas






Capitulo I

Este capitulo incluye tanto el trabajo exploratorio llevado a cabo en 2017 para
determinar la presencia y prevalencia de resistencias a antimicrobianos en las tortugas
terrestres de Santa Cruz, como el estudio comparativo a gran escala realizado con
posterioridad para caracterizar las resistencias antimicrobianas de las tortugas gigantes de
Santa Cruz (C. porteri) y Alcedo (C. vandenburghi) y establecer comparaciones en funcion del
grado de impacto de las actividades antropogénicas en los diferentes ecosistemas y dreas de

estudio.
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Capitulo I

Titulo

Antimicrobial resistance genes present in the faecal microbiota of free-living

Galapagos tortoises (Chelonoidis porteri)

Resumen

Las resistencias a los antimicrobianos, codificadas en su gran mayoria por genes
(ARGs) mediados por plasmidos constituyen una creciente amenaza a nivel mundial. La fauna
silvestre juega un papel fundamental como centinelas y potenciales vectores de ARGs. Por
primera vez en las Islas Galapagos, se ha realizado la deteccién y cuantificacién de ARGs en
tortugas silvestres de la especie Chelonoidis porteri. Se llevé a cabo un andlisis inicial para
deteccion y cuantificacion de ARGs mediante PCR cuantitativa a tiempo real, a partir de
muestras fecales de 30 tortugas muestreadas a lo largo de su area natural de distribucidn en
la isla de Santa Cruz. Las muestras fueron analizadas para un panel de 21 genes diferentes
qgue codifican resistencia para un total de ocho clases de antimicrobianos (tetraciclinas,
aminoglucdsidos, RB-lactamicos, fenicoles, polimixinas, quinolonas, macrélidos vy
sulfonamidas). Todas las muestras analizadas mostraron resultados positivos para uno o
varios ARGs. Trece de los 21 genes se encontraron presentes en al menos una muestra, y diez
de las muestras (35,7 %) presentaron un patron de multirresistencia. En el presente estudio
encontramos un 100 % de los microbiomas de tortuga positivos a ARGs, los que sugiere una

distribucién a gran escala de resistencias a antimicrobianos en el ambiente de las Islas
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Galapagos. En base a estos resultados se recomiendan estudios complementarios para un
mejor entendimiento de los patrones de resistencia presentes en las diferentes especies y
poblaciones de tortugas gigantes de las Galdpagos, asi como las implicaciones que estas

resistencias puedan tener para la salud humana y animal.
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1 | INTRODUCTION

| Fernando Esperén’* | Stephen Blake?>® |

Abstract

Antimicrobial resistance (AMR), encoded by plasmid-mediated AMR genes (ARGs),
is an increasing global public health threat. Wildlife play a fundamental role as sen-
tinels, reservoirs and potential vectors of ARGs. For the first time in Galapagos, we
have identified and quantified the presence of ARGs in free-living giant tortoises
(Chelonoidis porteri). We performed ARG analyses by quantitative PCR of faeces col-
lected from the cloaca of 30 tortoises widely distributed across Santa Cruz Island.
Validated samples (n = 28) were analysed by a panel of up to 21 different ARGs and
all 28 tortoise samples were positive to one or more genes encoding resistance.
Thirteen of 21 tested ARGs were present in at least one sample, and 10 tortoises
(35.7%) had a multi-resistant pattern. We recommend additional research so we may
more fully understand resistance patterns across taxa and geographical locations
throughout the Galapagos archipelago, and the implications of ARGs for the health
of wildlife, domestic animals, and humans. In this study, we found 100% of sampled
giant tortoises had ARGs present in their faeces, suggesting a large-scale distribution

of these genes within the archipelago.

KEYWORDS
antibiotic resistance, Galapagos Islands, giant tortoises, multi-resistant patterns, wildlife
surveillance

Free-living wildlife play a fundamental role as sentinels, reser-
voirs and potential vectors of AMR (Blanco-Pefa et al., 2017; Jobbins

Antimicrobial resistance (AMR) presents an increasing global
public health threat that involves all major microbial pathogens
and antimicrobial drugs (Greger, 2007; Levy & Marshall, 2004,
Marinho, Santos, Goncalves, Poeta, & lgrejas, 2016). The main
cause of AMR is the misuse of antibiotics in veterinary and human
medicine since antibiotics are not only prescribed for treatment,
but are also administered as disease prevention measures and
growth promotion (Guerra, Fischer, & Helmuth, 2014). In de-
veloping countries, antimicrobial drugs are readily available in
community pharmacies and improper use also contributes to the
emergence of AMR (Sakeena, Bennett, & MclLachlan, 2018).

& Alexander, 2015; Pruden, Pei, Storteboom, & Carlson, 2006). AMR
has entered wildlife populations around the world and has in some
places been shown to be more frequent among wildlife than in
human or livestock populations in the same regions (Vittecoq et al.,
2016). Since AMR is greater when antibiotic exposure increases (e.g.,
due to anthropogenic use) (van de Sande-Bruinsma et al., 2008), the
diversity and abundance of AMR in wild animals may be used as an
indicator of human activities (e.g., over-use in livestock), at the inter-
face between wildlife, domestic animals and humans.

Most studies on AMR surveillance in wildlife are performed by
culture-dependent methods, using a limited number of bacterial
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strains presented in the microbiota (e.g., Escherichia coli) as indicators
of AMR. However, since most bacteria are not cultivable (Eckburg et
al., 2010), and the most relevant resistance determinants (i.e., AMR
genes [ARGs]) are codified into mobile genetic elements, mainly plas-
mids which are not captured in culture methods, the detection of
AMR using culture-dependent methods might not be representative
of the whole ARG microbiota. Consequently, recent studies em-
phasize the advantage of characterizing the environmental spread
of AMR by using non-culture-dependent methods directly from the
microbiome (Esperdn, Sacristan, Carballo, & Torre, 2018; Jiang et al.,
2013; Wang et al., 2014).

As the human footprint expands into the last wilderness areas
on earth (Di Marco, Venter, Possingham, & Watson, 2018), the po-
tential for AMR impact on previously isolated wildlife populations is
increasing with consequences largely unknown. The endemic biotas
of oceanic islands are highly vulnerable to human impacts. On the
Galapagos Islands, human colonization occurred relatively recently
and the archipelago retains most of its original endemic biodiversity
(Causton et al., 2013). Nevertheless, anthropogenic environmental
degradation has progressed rapidly due to recent land transforma-
tions through agriculture, urbanization, tourism, and the impacts of
novel invasive species (Toral-Granda et al., 2017).

Antimicrobial resistance has been identified as a potential threat
to the unique fauna of the Galapagos; however, previous studies
have been performed only by culture methods, and samples were
collected far from human-inhabited areas, showing inconclusive re-
sults (Thaller et al., 2010; Wheeler, Hong, Bedon, & Mackie, 2012).
Farm activities in the Galapagos often cause ecological and sanitary
impacts on natural ecosystems and may introduce unknown quanti-
ties of antibiotics under poorly controlled conditions.

Critically endangered Galapagos tortoises (Chelonoidis spp.) are
emblematic animals with the very name “Galapagos” stemming from
the Spanish word for tortoise. Threatened by centuries of over-har-
vesting, they remain endangered due to habitat and climate change,
invasive species and other human impacts (Deem, Cruz, Higashiguchi,
& Parker, 2012; Deem, Cruz, et al., 2008; Gibbs, Snell, & Causton,
1999; Watson et al., 2010). Characterized as generalist herbivores,
Galapagos tortoises undertake migrations driven by spatiotemporal
variability in vegetation productivity (Blake, Guézou, Deem, Yackulic,
& Cabrera, 2015; Yackulic, Blake, & Bastille-Rousseau, 2017). These
giants move long distances, from protected national park areas to
human-modified landscapes, including tourist farms and areas man-
aged for livestock on human-inhabited islands such as Santa Cruz
(Blake et al., 2015, 2012). Despite the identification of human-ani-
mal cohabitation as one of the most critical factors for the conserva-
tion of wildlife species (Daszak, Cunningham, & Hyatt, 2001; Deem,
Parker, & Miller, 2008), few studies have been performed to assess
how this cohabitation may affect tortoise health and the spread of
AMR in the archipelago.

Here, we respond to this deficit by identifying, quantifying
and reporting, for the first time in Galapagos, on the presence of
ARGs in the symbiotic gut bacteria among free-living giant tortoises
(Chelonoidis porteri) on Santa Cruz Island.

Impacts

e Antimicrobial resistance has become one of the main
public health threats worldwide.

e We found antibiotic resistance genes in 100% of free-
living giant tortoises sampled.

e Direct detection of antimicrobial resistance genes offers
a more sensitive technique for environmental studies

when compared to microbiological culture.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study site

We conducted the study on Santa Cruz, a 986 km? island that rises
to a maximum elevation of 860 m. The Galapagos National Park cov-
ers almost 90% of Santa Cruz with native vegetation dominate at low
and middle elevations, but introduced plant species are throughout the
central highlands due to farming and tourism on privately owned land
(114 km?). Santa Cruz is the most populated island in the archipelago
with an estimated 15,700 inhabitants (National Institute of Statistics and
Census, 2015). Most people are concentrated in a small town (Puerto
Ayora) on the southern coast of the island, with smaller rural settlements

along roads throughout the south-central region of the island.

2.2 | Sampling design and sample collection

In October 2017, we collected samples from 30 free-roaming tor-
toises from different locations along their seasonal migration routes
(Bastille-Rousseau et al., 2016), including humid and transitional habi-
tats throughout the National Park (protected areas), rural (agricultural,
livestock), and urban zones (within Puerto Ayora town limits; Figure 1).
To facilitate animal handling, we selected individuals weighing
<200 kg. We collected faeces from the cloaca and placed approxi-
mately 25 g per tortoise in a 15-ml sterile Falcon tubes for the ARG
studies. We kept all samples frozen at -20°C until analyses. We
identified tortoises by microchips previously placed by Galapagos
National Park Service rangers. Tortoises that had not been previously
pit tagged were given a subcutaneous microchip (DATAMARS®)
placed in the caudoventral area of the right hind leg. We also col-
lected a number of other biomaterials (e.g., blood, swabs, carapace
scrapes) and recorded morphometric measurements as part of an
ongoing health assessment of the Galapagos tortoises across the is-
lands. We collected samples under the Galapagos National Park re-
search permit PC-36-17 and the International Animal Care and Use
Committee from GREFA, Spain, with registration number 17/001.

2.3 | Molecular analysis of ARGs

We performed the analysis of ARGs by quantitative PCR (qPCR) di-
rectly from faecal samples. Following faecal thaws, we carried out
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FIGURE 1 Galapagos tortoise
(Chelonoidis porteri) sampling areas for
study of ARGs in relation to areas of
human influence on Santa Cruz Island
(agricultural and urban areas). Notice
almost 90% of the island is protected
(Galapagos National Park)

Legend

[ ¢ porteri sampling area
| Western tortoise distribution area [[_] Galapagos National Park

—— Main road
7] Urban area
[ Agricultural area

-90.5

DNA extraction by a pressure filtration technique (QuickGene DNA
tissue kit S, Fujifim®) under the manufacturer's instructions. We
validated DNA extraction through the detection of the 16S rRNA
gene by qPCR based on SYBR Green® (Jiang et al., 2013). Once
validated, we analysed samples by a panel of up to 21 different
ARGs. We chose representative ARGs of the main antimicrobial
classes used in veterinary and human medicine (i.e., tetracyclines,
sulphonamides, phenicols, macrolides, aminoglycosides, beta-lac-
tams, quinolones and polymyxins), with many of them of clinical
relevance (Table 1). In the case of mcr-1 gene, we designed a set
of primers (see Table 1), based on the sequences available in the
GenBank. This qPCR was validated with an E. coli isolate previously
tested as positive to mcr-1, kindly provided by VISAVET Research
Group (Faculty of Veterinary Medicine, Universidad Complutense
de Madrid, Spain). We then tested field samples of different ori-
gins (faeces from different species, soil and manure) with this gPCR
and sequenced any positive amplifications in order to evaluate
whether unspecific amplification was observed. We performed
sensitivity of the test with 10-fold dilutions of a cloned PCR prod-
uct for a positive detection up to 8.4 copies per reaction. For all
genes, we added PCR-positive controls and both DNA extraction
and PCR-negative controls. We quantified the 21 genes for each
sample by the cycle threshold (ct) for the 16S rRNA gene. We de-
veloped a custom-made formula as follows: log,, (percentage of an

-90.4 -90.3 -90.2
0 25 5 75km

ARG) = 2+0.33(ct4,gna ~ Ctarg): Where ct is the cycle threshold
(16S rRNA is for the bacterial determination and ARG is for each
gene), and the value 0.33 is the mean slope for all the genes tested.
We expressed results in the log,, of the hypothetical percentage of
bacteria that each gene presents, for the percentage load of ARG.
Our custom-made formula also allows the results to be expressed
by percentage, and it is highly correlated with those previously pub-
lished by Xie et al. (2016) (R? = .997; data not shown).

2.4 | Statistical analyses

We obtained qualitative results for both single ARGs and antimicro-
bial classes, and considered the microbiome potentially resistant to
an antimicrobial class if the sample was positive for at least one gene
within a class. We calculated the percentage of “multi-resistant mi-
crobiomes,” as previously described by Blanco-Pefa et al. (2017). We
applied the term “multi-resistant microbiome” when a faecal sample
was positive to at least three genes encoding resistance to different
classes of antimicrobials. We also obtained quantitative results for
each ARG within each sample. For statistical analysis, we defined a
negative sample as any value <-8 since we calculated the sensitivity
of the technique using a baseline threshold of -7 (i.e., 0.0000001%
of bacteria with one ARG). We performed descriptive statistics
(minimum, maximum, and average) for each gene within the total
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Resistance to Gene Mechanism
Aminoglycosides aadA Deactivation

Str Deactivation
B-lactams bla gy Deactivation

mecA Ribosomal protection
Macrolides erm(B) Ribosomal protection

erm(F) Ribosomal protection
Phenicols catl Deactivation

catll Deactivation
Polymyxins mcr-1 Deactivation
Quinolones qnrB Ribosomal protection

qnrS Ribosomal protection
Sulphonamides sull Ribosomal protection

sulll Ribosomal protection
Tetracyclines tet(A) Efflux pump

tet(B) Efflux pump

tet(K) Efflux pump

tet(M) Ribosomal protection

tet(Q) Ribosomal protection

tet(S) Ribosomal protection

tet(W) Ribosomal protection

tet(Y) Efflux pump

TABLE 1 Antimicrobial resistance
genes selected for the Santa Cruz tortoise
(Chelonoidis porteri) study clustered by
antimicrobial classes, their mechanism of
analysis and references

Reference

Devarajan et al.
(201¢)

Wang et al. (2014)

Devarajan et al.
(2016)

Francois et al.
(2003)

Chen, Yu, Michel,
Wittum, and
Morrison (2007)

Chen et al. (2007)
Jiang et al. (2013)
Jiang et al. (2013)
Current study®

Cummings et al.
(2011)

Marti & Balcazar
(2013)

Jiang et al. (2013)
Jiang et al. (2013)
Jiang et al. (2013)
Jiang et al. (2013)
Jiang et al. (2013)
Jiang et al. (2013)
Jiang et al. (2013)
Jiang et al. (2013)
Jiang et al. (2013)
Jiang et al. (2013)

2Primers for mcr-1 are as follows: mcr-1F: 5'-TGATACGACCATGCTCCAAA-3'; mcr-1R:

5'-GCCACCACAGGCAGTAAAAT-3".

samples. Additionally, we represent ARG quantification results by

hierarchical clustering using a heat map.

3 | RESULTS

Thirteen of the 21 ARGs (61.9%) for which we tested were present in
at least one sample. Genes tet(Q) and tet(W) were the most common
(100% and 96.4%, respectively), followed by aadA (39.3%), bla;y,
(32.1%), gnrB (28.6%), erm(F) (17.8%), str (14.A3%), tet(B) (10.7%), sulll
(7.1%) and 3.6% for genes tet(A), tet(M), mecA and gnrS. Genes tet(Y),
tet(K), tet(S), sull, catl, catll, erm(B), and mcr-1 were not detected. The
average number of ARGs per sample was 3.6 (mode of three, with a
minimum of two and a maximum of six genes).

In the 28 samples that passed validation and clustered by antimi-
crobial classes, 100% were positive to one or more genes encoding
resistance for tetracycline, 42.9% for aminoglycosides, 32.1% for
beta-lactams, 28.6% for quinolones, 17.9% for macrolides, and 7.1%
for sulphonamides. None of the tortoise faecal samples contained

ARGs encoding phenicol or polymyxin resistance (Figure 2). The

average number of antimicrobial classes that were presented in each
sample was 2.3, and 80% of the samples presented ARGs for two or
more antimicrobial classes.

Additionally, 10 of 28 tortoises (35.7%) had microbiomes with
a multi-resistant pattern (Table 2). We detected several patterns of
multi-resistance. The most frequent patterns included the combi-
nation of tetracyclines with aminoglycosides and tetracyclines with
beta-lactams. The combination of beta-lactams, tetracyclines, and
aminoglycosides was associated with 5 of 10 microbiomes (50.0%),
whereas sulphonamides were only present in 2 of 10 multi-resistant
patterns (20.0%). Macrolides and quinolones were associated with
4 of 10 multi-resistant patterns (40.0%) but never presented in the
same pattern together. One of the 10 patterns (10.0%) contained
ARGs from five different antimicrobial classes (i.e., tetracyclines, sul-
phonamides, aminoglycosides, quinolones, and beta-lactams).

Results of ARG quantification were represented with a heat map
(Figure 3), showing values below the 1% of bacteria harbouring each
gene (log,, values ranging -7 to -0.5). The highest level was a sample
with 0.29% of bacteria harbouring the tet(Q) gene, with the other 27
samples with ARG quantification below 0.01% (Table 3).
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FIGURE 2 Percentage of tested 120
samples for Santa Cruz tortoise 100
(Chelonoidis porteri) study that presented 100
antimicrobial resistance genes categorized
by antimicrobial classes
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TABLE 2 Patterns of multi-resistant a
. Id number Pattern n genes Genes detected
genes for the Santa Cruz tortoise
(Chelonoidis porteri) study 689173 tet-amin-blac-quin-sul 6 tet(Q), tet(W), sulll,
str, qnrB, bla;py
702961 tet-amin-blac-quin 5 tet(Q), tet(W), aadA,
qnrB, bla;gy
697079 tet-amin-blac-quin 5 tet(Q), tet(W), aadA,
gnrB, gnrsS, blaTEM
694751 tet-amin-blac 4 tet(Q), tet(W), aadA,
mecA
681540 tet-amin-blac 4 tet(Q), tet(W), aadA,
blargy,
674304 tet-blac-quin 4 tet(Q), tet(W), gnrB,
blagey,
685390 tet-amin-macr 6 tet(A), tet(B), tet(Q),
tet(W), aadA, erm(F)
683519 tet-amin-macr 5 tet(Q), tet(W), str,
aadA, erm(F)
628743 tet-blac-macr 4 tet(Q), tet(W), erm(F),
blargy,
690633 tet-macr-sul 5 tet(B), tet(Q), tet(W),

sulll, erm(F), blag,,

2tet: tetracycline; amin: aminoglycoside, blac: beta-lactam; quin: quinolone; sul: sulphonamide;

macr: macrolide.

4 | DISCUSSION

All 28 Galapagos tortoise faecal samples we tested were positive to
one or more genes encoding antibiotic resistance. This prevalence is
high in comparison with previous results from Galapagos, although
previous studies used culture methodologies and only included
animals living away from high human-impacted areas (Thaller et al.,
2010; Wheeler et al., 2012). Results by culture methods reported the
presence of AMR “virtually absent” from land iguanas, with ARGs
only detected in two of 96 samples (Thaller et al., 2010). In addition,

Wheeler et al. (2012) reported the presence of resistant bacteria in

reptiles from tourism sites on Plaza Sur and San Cristobal Islands,
but only genes tet(A) and tet(B) were described from E. coli cultures,
with an estimated prevalence of 30% (18 of 59 tested samples). Our
results are higher than these two previous studies, which may be
a function of our focus on a species that travels between high and
low human-impacted areas, and/or the utilization of a more sensitive
molecular diagnostic.

In the present study, the average number of ARGs detected per
sample was 3.6. This value is higher when compared to the 2.2 average
value in the only other known study of ARGs in wildlife in which gPCR

was used on pigeon faecal samples (Blanco-Pefa et al., 2017). This
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FIGURE 3 Hierarchical clustering of samples and genes from Santa Cruz tortoise (Chelonoidis porteri) study, with a heat map. White cells
correspond with negative results, whereas blue to red gradient represents values from 0.0000001% to 100% of bacteria with ARG. The 21
genes that were tested are located in the headline, and microchip identification numbers of study individuals are located along the right-

hand side

Quantification (Log10)
Antimicrobial families Genes Average (min/max)
Tetracyclines tet(A) -7.9 (-8.0/-4.5)
tet(B) -7.6 (-8.0/-3.9)
tet(Y) -8.0(-8.0/-8.0)
tet(K) -8.0(-8.0/-8.0)
tet(M) -7.9 (-8.0/-4.7)
tet(Q) -3.9 (-5.8/-0.5)
tet(S) -8.0(-8.0/-8.0)
tet(W) -4.0(-8.0/-2.1)
Sulphonamides sull -8.0(-8.0/-8.0)
sulll -7.8(-8.0/-4.8)
Aminoglycosides str -7.5(-8.0/-3.0)
aadA -6.7 (-8.0/-3.8)
Phenicols catl -8.0(-8.0/-8.0)
catll -8.0(-8.0/-8.0)
Macrolides erm(B) -8.0(-8.0/-8.0)
erm(F) -7.3(-8.0/-3.1)
Quinolones qnr(B) -6.8 (-8.0/-2.5)
qnr(S) -7.3(-8.0/-3.1)
Beta-lactams blaTEM -6.8(-8.0/-2.2)
mecA -7.9 (-8.0/-3.9)
Polymyxins mrec-1 -8.0(-8.0/-8.0)

result suggests how farm areas may show higher contamination of AMR
than urban areas (where pigeons were sampled), indicating how import-
ant it is to develop antibiotic good practices within the farming industry.

Genes qgnrB, gnrS and blag,, all associated with farming ac-
tivities (Dohmen et al., 2017; Esperon et al., 2018; Jones-Dias,
Manageiro, & Canica, 2016) and widely distributed in South
America and Ecuador (Armas-Freire et al., 2015; Salles, Zurita,

TABLE 3 Quantification (log,,
percentage of bacteria with each
gene)—mean (minimum/maximum)—and
3.6 percentage of positive samples for each
10.7 ARG for Santa Cruz tortoise (Chelonoidis
0 porteri) study, clustered by antimicrobial
classes
0

3.6
100

% Positive re-
sults (n = 28)

96.4

71
14.3
39.3

17.8
28.6
3.6
321
3.6

Mejia, Villegas; Latin America Working Group on Bacterial
Resistance, 2013), were found in faeces of eight, one and nine tor-
toises, respectively. This finding is noteworthy since quinolones
and beta-lactams are broad-spectrum antibiotics commonly used
to treat human infections, and the appearance of resistances may
compromise the treatment of bacterial infectious diseases in both

humans and animals.
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Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is widely
distributed throughout the world, including mainland Ecuador
(Planet et al., 2015). Originally, healthcare-associated MRSA in-
fections have emerged in the community and also from livestock
in recent years (Stefani et al., 2012), becoming epidemic and caus-
ing severe disease and often fatal outcomes in humans (DelLeo &
Chambers, 2009). MRSA is listed as “High Priority” by the World
Health Organization in their global priority list of antibiotic-re-
sistant bacteria to guide research, discovery and development of
new antibiotics (Tacconelli & Magrini, 2017). This is the first report
of the mecA gene in Galapagos; importantly, this discovery was in
the faeces of a giant tortoise that freely moves across the most
human-populated island.

Regarding multi-resistant microbiomes, and in contrast with
Blanco-Pena et al. (2017), sulphonamides were not the most pre-
dominant genes associated with multi-resistant patterns, being
found in only two samples. The combination of beta-lactams, tetra-
cyclines, aminoglycosides and/or quinolones was associated with 6
of 10 microbiomes (60%). The low prevalence of sul genes found in
this study agrees with previous results based on culture methods
in Galapagos, in which only one out 23 isolates showed resistance
to trimethoprim-sulphamethoxazole (Wheeler et al., 2012).

Unlike iguanas and many other wildlife species in the Galapagos,
giant tortoises commonly overlap with farmlands, increasing the risk
of ingestion and dissemination of AMR throughout the environment.
Due to their long migrations, tortoises are potential vectors for the
spread of ARGs throughout the biotic community, and may act as
key indicators of environmental health. Tracking the health status
of tortoises may allow for a better understanding of threats that not
only affect the conservation of these tortoises, but also the health of
the entire ecosystem. Lastly, we recommend the proper use of anti-
biotics in veterinary and human medical practices in the Galapagos.
If implemented, this would greatly minimize exposure to ARGs for
humans, domestic animals, and wildlife. Antibiotic best practices and
local outreach and advice must be a priority to minimize the pres-
ence and impacts of antibiotic resistance in the iconic wildlife spe-
cies and unique ecosystems of the archipelago.

To the authors’ knowledge, this is the first time that gPCR has
been used for the detection and quantification of ARGs in wildlife
species in the Galapagos. These data contribute to the conserva-
tion of one of the most iconic animals of the islands and in turn may
help direct management decisions for the well-being of Galapagos’
human and non-human inhabitants alike.
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Capitulo I

Titulo

Antimicrobial resistance in Galapagos tortoises as an indicator of the growing human

footprint

Resumen

La resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en una de las principales
amenazas para la salud publica en todo el mundo, siendo las actividades antropogénicas uno
de los principales factores que impulsan la propagacién de las resistencias. Comprender y
combatir la propagacion de bacterias resistentes es una de las principales prioridades de las
instituciones sanitarias a nivel mundial, y se incluye como uno de los principales objetivos de
la iniciativa One Health. Las tortugas gigantes (Chelonoidis spp.) son una de las especies mas
emblematicas de la Tierra, ampliamente distribuidas en el archipiélago de las Galdpagos v,
por lo tanto, candidatas idoneas para probar la hipdtesis de que las especies silvestres de
Galapagos portan genes resistentes a los antimicrobianos (ARGs) asociados con las
actividades humanas. Para este proyecto se recolectaron muestras de un total de 200
tortugas silvestres en el oeste de la isla Santa Cruz (C. porteri), la isla con una mayor poblacion
humana del archipiélago, y 70 tortugas del volcan Alcedo (C. vandenburghi) en la isla Isabela,
un espacio natural con minima presencia humana. Las muestras fecales se analizaron

mediante PCR a tiempo real para un panel de 21 genes que confieren resistencia a ocho clases
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Evaluacién del estado sanitario de las tortugas gigantes de las Islas Galdpagos desde una perspectiva de One Health

de antimicrobianos (tetraciclinas, aminoglucésidos, R-lactamicos, fenicoles, polimixinas,
guinolonas, macrélidos y sulfonamidas). Se encontraron ARGs tanto en las tortugas gigantes
de Santa Cruz como en el volcan Alcedo, sin embargo, los resultados tanto cualitativos como
cuantitativos mostraron cargas mas altas de genes resistentes en las tortugas que habitan los
ambientes antropizados de Santa Cruz. Ademds, las tortugas de Santa Cruz que fueron
muestreadas en zonas mas antropizadas (fincas ganaderas y areas urbanas) presentaron un
mayor numero de ARGs y microbiomas multirresistentes que aquellas muestreadas en areas
menos antropizadas dentro de la misma isla. Nuestros hallazgos sugieren que las actividades
humanas en las Galdpagos tienen un impacto negativo en la salud del ecosistema a través de
la dispersidon de ARGs. Esta investigacion pone de manifiesto una nueva amenaza para la salud
y conservacion de la vida silvestre Unica de Galapagos, sus ecosistemas y los humanos que
habitan este Patrimonio Natural de la Humanidad. Nuestra recomendacién para los
responsables politicos locales es controlar y reducir el uso de antibidticos tanto en la salud
humana como animal y establecer medidas para realizar una correcta gestién y disposiciéon

final de los desechos farmacoldgicos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Antimicrobial resistance has become one of the main public health threats worldwide with anthropogenic ac-
Wildlife surveillance tivities driving the spread of resistance. Understanding and combatting the spread of resistant bacteria is a top
One health priority for global health institutions, and it is included as one of the main goals of the One Health initiative.
:;téblonc resistance Giant tortoises (Chelonoidis spp.), some of the most iconic species on Earth, are widely distributed across the

Galapagos archipelago and are thus perfect candidates to test the hypothesis that wildlife species in the Gal-
apagos carry antimicrobial resistant genes (ARGs) associated with human activities. We sampled a total of 200
free-living Galapagos tortoises from western Santa Cruz Island (C. porteri), the most human-populated island of
the archipelago, and 70 tortoises (C. vandenburghi) from the isolated Alcedo Volcano on Isabela Island, a natural
area with minimal human presence. Fecal samples were analyzed by quantitative PCR for a panel of 21 ARGs
conferring resistance for eight antimicrobial classes. We found ARGs in both Santa Cruz and Alcedo Volcano
giant tortoises; however, both qualitative and quantitative results showed higher loads of ARGs in tortoises
inhabiting the human modified environments of Santa Cruz. Moreover, Santa Cruz tortoises sampled in higher
human-modified landscapes (i.e., farmlands and urban areas) presented a higher number of ARGs, antimicrobial
classes, and multi-resistant microbiomes than those from less anthropized areas within the same island. Our
findings suggest that human activities in Galapagos have a negative impact on ecosystem health through ARG
dispersal. This research highlights a new threat for the health and conservation of the unique wildlife of the
Galapagos, their ecosystems, and the humans inhabiting this World Heritage Site. Our recommendation to local
policy makers is to control and reduce the use of antibiotics in both human and animal health, thus helping
enforce antimicrobial regulations.

Chelonoidis spp

1. Introduction

Globally, we are experiencing a rapid escalation of antimicrobial
resistance (AMR) combined with the equally rapid decline in discovery
and development of new antibiotic classes (Bartlett et al., 2013). In-
fections caused by resistant bacteria are responsible for thousands of
once preventable human deaths and the loss of millions of USD every
year (O’Neil, 2014; WHO, 2020). The Pan American Health Organiza-
tion (PAHO) has drawn the attention of the urgent need of strengthening
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antimicrobial surveillance in all different activities including veterinary
practices (Acar and Moulin, 2013). A main challenge in veterinary
medicine is the use of antimicrobials as growth promoters, pro-
phylactics, and metaphylactics (Murphy et al., 2017). One Health has
been internationally recognized as a collaborative effort of multiple
disciplines to attain optimal health for people, animals, and the envi-
ronment (Deem and Brenn-White, 2020). As such, the One Health
paradigm addresses the negative impacts of AMR on the well-being of
animals, humans, and the health of environments, together with the
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need for transdisciplinary research and prevention plans to minimize
this shared threat (Fisman and Laupland, 2010; Kahn, 2016; Amuasi
et al., 2020).

Despite recent efforts to lessen this health threat, AMR is widely
distributed across the world with resistant bacteria found in all conti-
nents and environments, both with and without evidence of significant
human impacts (Segawa et al., 2013; Van Goethem et al., 2018). The
development of resistance is an event that naturally occurs in microbial
communities on a small scale (Tan et al., 2018); however, it is
well-known that human activities play a key role in the dissemination of
AMR throughout the environment (Carballo et al., 2016; Esperon et al.,
2020). For instance, between 75 and 90% of the antibiotics adminis-
trated to livestock may be released into the environment through animal
waste and widely dispersed through the use of slurry (Chee-Sanford
et al., 2009; Wright, 2010). Antimicrobial resistance may be encoded by
plasmid-mediated antimicrobial resistance genes (ARGs) that can be
further disseminated among bacteria through horizontal gene transfer
mechanisms via mobile genetic elements such as transposons, plasmids,
and integrons (Wang et al., 2014). Therefore, ARGs are considered
environmental pollutants of high concern for human, animal, and
environmental health (Pruden et al., 2006).

As free-living wildlife generally do not receive antibiotics or veteri-
nary care, the prevalence of AMR harbored by wildlife is generally
accepted as influenced by the relative level of exposure to anthropogenic
contamination (Ramey and Ahlstrom, 2020; Ahlstrom et al., 2021). As
such, several studies confirm that wildlife may be good sentinels of the
burden of resistance within the local environment and may therefore be
useful for identifying potential point sources of anthropogenic AMR
contamination (Blanco-Pena et al., 2017; Cevidanes et al., 2020; Sac-
ristan et al., 2020; Ewbank et al., 2021).

Strict regulations and governmental operation plans have been
delivered in several countries to reduce and control the dispersion of
AMR (WHO, 2017). In Latin America, the Heads of Medicine Agencies
(EAMI) have joined the battle against AMR in an effort to integrate
policies and regulations that help to reduce it. Unfortunately, current
national and international programs are generally biased toward human
and domestic animal AMR bacterial surveillance, and the environment
has only received limited attention (Dolejska and Literak, 2019). In
2019, Ecuador launched a strategic national plan to reduce AMR
(Ecuadorian Ministry of Health, 2019); however, most antimicrobials
for both human and animal use are still accessible throughout the
country without a medical prescription.

The Galapagos Archipelago is located in the eastern tropical Pacific
Ocean, almost 1000 km away from the coast of mainland Ecuador.
Galapagos is a UNESCO World Heritage Site and is still considered one of
the most well conserved and managed archipelagos on Earth; however,
oceanic islands are highly sensitive to human impacts (Fordham and
Brook, 2010; Veron et al., 2019). In recent years, anthropogenic envi-
ronmental degradation has progressed rapidly in Galapagos due to land
transformations through agriculture, urbanization, tourism, and the
impacts of novel invasive species (Watson et al., 2009; Toral-Granda
et al., 2017). The biggest terrestrial vertebrate inhabiting Galapagos are
species of giant tortoises (Chelonoidis spp.), widely distributed across the
archipelago in both natural and human-modified landscapes. From the
14 species of Galapagos tortoises that have ever been described, two are
currently extinct and nine are considered endangered or critically en-
dangered by the IUCN, 2020. Main threats to Galapagos tortoises
include habitat loss and fragmentation, illegal trade, introduced and
invasive species, global warming, egg loss to introduced predators,
disease, and trauma (Blake et al., 2012; Ellis-Soto et al., 2017; Bas-
tille-Rousseau et al., 2019; Frazier, 2021).

Preliminary results from our research group show that tortoises from
the human-inhabited Santa Cruz Island carry ARGs (Nieto-Claudin et al.,
2019) with 100% of the 28 samples positive to at least one gene
conferring resistance. Based on these findings, we designed a broader
study to better understand how ARGs are distributed across the
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archipelago and whether human activities such as farming and sewage
may play a role on ARG abundance and distribution within inhabited
islands. We hypothesized that tortoises inhabiting human-modified
landscapes (Santa Cruz) would have a higher frequency and load of
resistance gene-carrying bacteria than tortoises from non-inhabited
areas (Alcedo Volcano, Isabela). Considering the fact that Santa Cruz
tortoise species are migratory and move long distances every year from
protected national park areas into urban and farming properties (Blake
etal., 2013), our second hypothesis was that tortoises sampled across an
anthropic gradient within the human-populated Santa Cruz Island
would not present differences in frequency and ARG load since their
movements suggest use of the landscape within these different cate-
gories of human land-use.

2. Materials and methods
2.1. Study site

We conducted the study on two islands of the Galapagos Archipelago
(Fig. 1). Santa Cruz, located in the center of the archipelago and
inhabited by humans, and the non-inhabited Alcedo Volcano, located in
northern Isabela Island. Santa Cruz is the most populated island of
Galapagos, with an estimated 15,700 inhabitants (National Institute of
Statistics, 2015). In addition, the population of Santa Cruz has dramat-
ically increased in the last few years because of tourism, with a record of
276,000 visitors arriving to Galapagos in 2018, and the majority of these
visiting Santa Cruz, the most tourist trafficked island of the archipelago
(Observatorio de Turismo de Galapagos, 2018). Isabela, by contrast, has
a small population of less than 2500 inhabitants (National Institute of
Statistics, 2015) with human settlements restricted to the southern part
of the island (S00.975418°, W91.007818°).

Santa Cruz contains only two species of critically endangered giant
tortoises, with the most predominant (Chelonoidis porteri) inhabiting the
central and south-western area and the other (Chelonoidis donfaustoi)
restricted to the north-eastern side of the island. For the current study we
focus on C. porteri as the most representative and more widely distrib-
uted species of Santa Cruz. The estimated population for this species is
3400 individuals based on IUCN data from 2010 (Cayot et al., 2017), but
no census has been conducted in the last decade. Through our work, we
estimate a population that exceeds 6000 individuals (Blake, Cabrera,
Nieto-Claudin, Deem unpublished data).

Alcedo Volcano is located in the middle of Isabela Island, south of the
Equator (S00.4409454°, W091.1068907°) and is one of five volcanoes
on Isabela inhabited by giant tortoises. As a result of isolation and
evolution, each volcano has a unique species of giant tortoise, with
Chelonoidis vandenburghi endemic to Alcedo and its slopes. The IUCN
estimated population for this species is 6320 tortoises and its conser-
vation status is vulnerable (Cayot et al., 2018). Alcedo Volcano has
never been inhabited by humans; however, between 2004 and 2006
extensive goat eradication was carried out by dozens of hunters and
rangers as part of the International Project Isabela (Lavoie et al., 2007).
Since then, Alcedo Volcano has been restricted to scientific activities,
with very few scientists visiting the caldera annually.

2.2. Sampling design and sample collection

We collected tortoise biological samples as part of a long-term health
assessment within the Galapagos Tortoise Movement Ecology Pro-
gramme (GTMEP). From 2017 to 2020, we collected samples from 200
free-living western Santa Cruz tortoises (including 28 samples from a
pilot study, Nieto-Claudin et al., 2019) and 70 Alcedo Volcano tortoises,
for several health research purposes. Samples in Santa Cruz were
collected over multiple years and seasons across a gradient of human to
non-human modified landscapes (i.e., farms, urban areas, and the na-
tional park). “Farm” and “urban” areas were considered the most
human-modified, “touristic reserves” (private properties, with very few
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Fig. 1. Location of the Galapagos islands within the American continent (insert). Giant tortoise sampling areas to study ARGs within the Galapagos archipelago in
relation to areas of human influence (agricultural and urban areas) on Santa Cruz and Isabela islands. Almost 97% of the archipelago is protected (Galapagos

National Park).

human infrastructures, that focus on sustainable tourism where tortoises
freely roam every year) were considered intermediate human impact,
and “national park” was deemed the least human-impacted area since no
people are allowed to conduct any activity other than research and
targeted hunting of invasive species. Samples in Alcedo were collected
during an 8-day field trip in July 2018 along the rim of the crater and the
slopes of the volcano.

Due to handling challenges, we selected individuals weighing less
than 200 kg. We recorded morphometric measurements and weighed
each tortoise with a precision of +0.5 kg. We performed a physical ex-
amination and determined the sex in mature animals by tail length and
plastron concavity. We classified immature animals (sub-adults) based
on curve carapace lenght (Nieto-Claudin et al., 2021). We collected feces
from the cloaca and placed approximately 25 g per tortoise in a 15 ml
sterile conical tube for ARG determination. We kept all samples frozen at
—80 °C until analysis and for a maximum of 6 months. We identified
tortoises by microchips previously placed by Galapagos National Park
Service rangers. If no microchip was detected, we placed a new subcu-
taneous microchip (DATAMARS®) in the caudo-ventral area of the left
hind leg to avoid sampling duplication.

We collected samples under the Galapagos National Park annual
research permits PC-36-17, PC-35-18, PC-16-19, PC-28-20, and the In-
ternational Animal Care and Use Committee from GREFA (Spain) with
registration number 17/001. We stored all samples at the Charles Dar-
win Research Station (CDRS) and conducted the analyses at the INIA-
CISA in Madrid, Spain. We transported frozen samples under exporta-
tion permits 153-2019-EXP-CM-FAU-DNB/MA, 192-2019-EXP-CM-
FAU-DNB/MA, and 031-2020-EXP-CM-FAU-DNB/MA.

2.3. Molecular analysis of ARGs

We performed total DNA extraction directly from fecal samples by
using a pressure filtration technique (QuickGene DNA Tissue Kit S,
Fuyjifilm, Japan) following the manufacturer’s instructions. The 16S

rRNA gene was amplified in each DNA sample by quantitative PCR
(gPCR) in 10-fold dilutions of extracted samples according to Jiang et al.
(2013). A sample was considered as validated when a ten-fold dilution
showed a cycle threshold (Ct) less than 25 (Esperon et al., 2018). Once
validated, we analyzed samples by a panel of up to 21 different ARGs
encoding resistance to eight different antimicrobial classes as repre-
sentatives of the main antimicrobials generally used in veterinary and
human medicine: tetracyclines (tet(A), tet(B), tet(Y), tet(K), tet(M), tet(Q),
tet(S), and tet(W)), sulfonamides (sull and sulll), aminoglycosides (str
and aadA), phenicols (catl and catll), macrolides (ermB and ermF),
quinolones (gnrS and gnrB), betalactams (blaTEM and mecA), and pol-
ymixins (mcr-1). We used the primers previously described in Nieto--
Claudin et al. (2019). We quantified the 21 genes for each sample by the
cycle threshold (Ct) for the 16S rRNA gene. We applied the following
formula to estimate the percentage of bacteria harboring ARGs (load
percentage of each ARG):

% ARG = 10[2+0-33(ct165—ctAR®)] \yith results expressed in logarithm
10, ranging from —8 (given to a sample considered negative) to +2
(when 100% of the bacteria in the sample presented the ARG). The
cycling parameters were the same for all qPCR reactions [6’ 95 °C, 40 x
(10”7 95 °C, 30” 60 °C)]1, with annealing and extension in the same step,
at constant temperature of 60 °C. A melting curve step was performed at
the end of the qPCR reaction (Nieto-Claudin et al., 2019). We classified a
microbiome as multi-resistant when the fecal sample was positive to at
least three genes encoding resistance to different classes of antimicro-
bials (Blanco-Pena et al., 2017).

2.4. Statistical analyses

We provided descriptive statistics for each gene within the total
samples. We analyzed the normality of the data by Kolmogorov-Smirnov
test (p < 0.05). We performed a non-parametric Mann-Whitney U test to
assess differences between the two species (Alcedo Volcano and Santa
Cruz), sex, age (adults and subadults), and sampling season (dry and
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humid) due to violation of ANOVA model assumptions. We used Kruskal
Wallis (K-W) with Bonferroni post-hoc adjustment to test for differences
in the classes and numbers of ARGs between the four sampling areas of
Santa Cruz.

To further explore the hypothesis that more human-modified areas
would lead to higher loads of ARGs in giant tortoises, we ranked the
sample areas on an anthropogenic gradient from least to most human
impacts: Alcedo Volcano as the most preserved biotope, the national
park area of Santa Cruz, touristic reserves of Santa Cruz, and urban and
agricultural areas within Santa Cruz as the most human-modified bio-
topes. We used a logistic regression model to study the effect of
anthropization on the presence of multi-resistant microbiomes and the
presence of different antimicrobial classes, using Alcedo Volcano as the
reference. We used a Poisson regression to model count data (total
number of ARGs and antimicrobial classes per sample). We estimated
Odds Ratio (OR) and 95% confident intervals (CI) for each variable. All
analyses were performed on IBM® SPSS® Statistics 25.

To further explore spatial differences regarding ARGs within the
Santa Cruz sampling areas, and to identify spatial clusters within those
areas, we performed a hot spot analysis based on the Getis-Ord Gi*
statistic (Getis and Ord, 1992) using ArcGIS 10.6.1 (ESRI, Redlands, CA).
This statistic allows us to identify areas with individuals carrying
significantly more ARGs in their microbiome than expected in a random
distribution, given their distance and their value relative to the mean.
Therefore, an individual with high ARGs should be surrounded by other
individuals with high ARGs to constitute a significant hotspot. This
statistic identifies spatial clustering by means of z-scores and assumes
normality of data (Zhang, 2008). A high z-score value (>1.65) repre-
sents statistically significant clustering of high values (hotspot) at the
p-value < 0.1, a low negative value (<—1.65) represents spatial clus-
tering of low values (cold spot), while a value close to zero indicates no
spatial clustering.

3. Results

In Santa Cruz, 19 of the 21 ARGs were present in at least one sample.
The most predominant genes were tet(W) and tet(Q) with 93% and 71%
respectively, followed by tet(M) (35.5%), tet(S) (33.5%), blaTEM (33%),
qnrS (26%), and aadA (25%). Genes sull and mcr-1 were not detected,
and the median genes per sample was 4 (min 0, max 10). By contrast, we
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found 18 of the 21 ARGs present in Alcedo Volcano. The most pre-
dominant genes were also tet(W) and tet(Q) with 51.4% and 50%
respectively, followed by blaTEM (37.1%), qnrS (30%), and tet(B)
(24.3%). Genes tet(Y), tet(M), and erm(B) were not detected, and the
median genes per sample (2) was significantly lower than in Santa Cruz
(p < 0.001). We found statistically significant differences among species
with a higher number of tortoises carrying genes tet(M) (p < 0.001), tet
(Q) (p =0.001), tet(S) (p < 0.001), tet(W) (p < 0.001), tet(Y) (p = 0.002),
str (p = 0.026), and aadA (p < 0.001) in Santa Cruz. The presence of sull
gene (p = 0.017) in Alcedo Volcano was also statistically significant. We
did not find significant differences for any of the other genes. There were
no differences based on sex or age.

Clustered by antimicrobial classes, the tortoise microbiome in both
islands were observed to be characterized by the presence of tetracy-
cline, beta-lactams, and quinolone resistant genes, in descending order
of occurrence. However, in Santa Cruz the microbiome was also char-
acterized by aminoglycoside resistance, having a statistically significant
higher percentage of tetracyclines (p < 0.001) and aminoglycosides (p
< 0.001) than in Alcedo Volcano (Fig. 2). The number of antimicrobial
classes for which resistance genes were detected was also significantly
different between the two tortoise species (p = 0.003).

Additionally, 68 of 200 Santa Cruz tortoises (34%) had a multi-
resistant microbiome, whereas only 12 out of 70 Alcedo tortoises
(17.1%) did. This difference was statistically significant (p = 0.008).

The quantification of genes showed significant differences for genes
tet(M) (p < 0.001), tet(S) (p < 0.001), tet(W) (p < 0.001), tet(Y) (p =
0.002), str (p = 0.027), and aadA (p < 0.001), with a higher load of
bacteria carrying these ARGs in Santa Cruz. Only the sull gene showed a
higher quantification in Alcedo (p = 0.017) (Table 1). The mcr-1 gene
was only found in one individual from C. vandenburghi which was not
statistically significant.

In Santa Cruz, and contrary to our second hypothesis, tortoises
sampled within more anthropized areas (urban and farming locations)
presented a significantly higher number of ARGs than those from less
human-modified areas (touristic reserves and national park) (p < 0.001)
(Fig. 3). Clustered by antimicrobial classes, farming areas showed a
higher number of tortoises carrying tetracycline resistance than those
from the national park (p = 0.019), and tortoises in urban areas had
higher aminoglycosides than both the national park (p = 0.009) and
touristic reserves (p = 0.013). Urban areas also presented a higher

34.0
17.1
10.5 8.5 71

. - 29 35 0.0 14
5 5 o © *
6'\\6@ \\be, \(Jo *‘\50 \:b(‘\\«

éO ‘(\Q}\ \\((\ ‘-1\:7
L < S &
€ ¢
@0

Antimicrobial classes

M Santa Cruz

Alcedo Volcano

Fig. 2. Percentage of tested samples for Santa Cruz and Alcedo Volcano tortoise study areas that presented antimicrobial resistant genes categorized by antimicrobial
classes. Multi-resistance is considered when more than two classes are present. (*) Statistically significant results.
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Table 1
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Quantification (log10 percentage of bacteria with each gene) of positive samples for each ARG (clustered by antimicrobial classes) for Santa Cruz and Alcedo Volcano
tortoise study areas. Percentage (prevalence) - median (Quartile 1, Quartile 3) - and range (minimum, maximum).

Antimicrobial classes and genes Santa Cruz tortoises (n = 200)

Alcedo Volcano tortoises (n = 70)

Prevalence % Median (Q1, Q3) Min- Max Prevalence % Median (Q1, Q3) Min- Max
Tetracyclines 97.5 78.6
tet(A) 14.5 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —2.8 7.1 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —2.4
tet(B) 17.5 —8.0 (-8.0, —8.0) —8to —2.1 24.3 —8.0 (-8.0, -7.3) —8to —0.5
tet (K) 6.5 —8.0 (-8.0, —8.0) —8to —-3.1 2.8 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —-2.7
tet (M)* 35.5 —8.0 (-8.0, -5.7) —8to —2.0 0
tet (Q) 71 —4.6 (—8.0, —3.6) —8to —0.5 50 —6.6 (—8.0, —3.7) —81t0 —-0.3
tet (S)* 33.5 —8.0 (—8.0, —5.5) —8to —0.7 7.1 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to—-2.1
tet (W)* 93 -3.9(-4.7, -3.1) —8to —2.0 51.4 —5.5(-8.0, —4.0) —81to —0.3
tet(Y)* 12 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —2.6 0
Sulphonamides 10.5 7.1
sull* 0 2.9 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —4.3
sulll 10.5 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —3.6 4.3 —8.0 (—8.0, —8.0) —810 0.7
Aminoglycosides 35 5.7
str* 12 —8.0 (-8.0, —8.0) —8to —3.0 2.9 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to—4.4
aadA* 25 —8.0 (—8.0, —6.8) —8to —1.3 2.9 —8.0 (—8.0, —8.0) —81to —3.5
Phenicols 3.5 7.1
catl 0.5 —8.0 (-8.0, —8.0) —8 to-6.4 1.4 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —-3.0
catll 3 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —2.7 7.1 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to -2.0
Macrolides 8.5 2.9
erm(B) 1.5 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —-2.8 0
erm(F) 7 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —1.5 2.3 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —4.5
Quinolones 32.5 35.7
qnrB 9.5 —8.0 (—8.0, —6.0) —8to —-2.8 11.4 —8.0 (—8.0, —4.2) —8to—1.1
qnrS 26 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —1.5 30 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to —3.1
Beta-lactams 37 40
blaTEM 33 —8.0 (—8.0, —5.0) —8to —0.6 37.1 —8.0 (—8.0, —4.1) —8to —0.7
mecA 5 —8.0 (-8.0, —8.0) —8to —3.3 4.3 —8.0 (—8.0, —8.0) —8to—-3.4
Polymyxins 0 1.4
mer-1 0 1.4 —8.0 (—8.0, —8.0) —81to -39
*Statistically significant.
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Fig. 3. Graphic representation of median and 95% CI for the number of ARGs presented in giant tortoises (C. porteri) from different sampling areas of Santa Cruz

Island, clustered by land use type.

number of tortoises carrying macrolide resistance than touristic re-
serves, but Bonferroni post-hoc adjustment was approaching signifi-
cance (p = 0.07).

We found a positive correlation between human activities (i.e.,
farming, agriculture, deforestation, sewage, infrastructure, domestic
animals) and the presence of AMR. Logistic regression predicted a higher
risk of finding multi-resistant microbiomes for touristic areas and urban
and agricultural areas when compared to Alcedo Volcano, with an
increment of 2.5- and 3-fold respectively. Regarding antimicrobial
classes, the probability of finding resistant microbiomes to

aminoglycosides was also strongly associated with anthropization,
having a probability 5.8-, 6.5-, and 12.2-fold increase for park, touristic,
and urban and agricultural zones, respectively (Table 2).

In Santa Cruz, Poisson regression predicted a risk of having more
ARGs per sample of 2.3-fold in the national park area and 2.4-fold in
touristic reserves. Interestingly, the risk of having higher ARGs
increased 11.2-times in urban and agricultural areas of Santa Cruz when
compared to the isolated Alcedo Volcano. The risk of having multi-drug
resistance increased by 1.8-fold in urban and agricultural zones when
compared to the Volcano (Table 3).



A. Nieto-Claudin et al.

Table 2

Logistic regression model of multi-resistant microbiomes and aminoglycoside
resistant genes on a gradient of human-modified sampling areas, in relation to
Alcedo Volcano. Different areas correspond to Santa Cruz national park areas,
Santa Cruz touristic reserves, and Santa Cruz urban and farming areas.

Variables Sampling areas pvalue  ORExp 95% C.Ifor OR
®) [Exp(8)]
Lower  Upper

Multi-resistance Constant <0.001  0.207 0.111 0.385
National Park 0.373 1.519 0.606 3.810
Touristic 0.034 2.486 1.071 5.771
Reserves*
Urban and 0.003 3.040 1.451 6.369
Agriculture*

Aminoglycosides ~ Constant <0.001  0.061 0.022 0.166
National Park* 0.004 5.824 1.746 19.429
Touristic 0.002 6.513 2.016 21.047
Reserves*
Urban and <0.001  12.233 4.139 36.151
Agriculture*

*Statistically significant.

Table 3

Poisson regression model of antimicrobial classes and ARGs on a gradient of
human-modified sampling areas, in relation to Alcedo Volcano. Different areas
correspond to Santa Cruz national park areas, Santa Cruz touristic reserves, and
Santa Cruz urban and farming areas.

Variables Sampling areas pvalue ORExp 95% C.Ifor OR
®) [Exp(8)]
Lower  Upper
Number of Constant <0.001 12.358 8.524 17.917
ARGs
National Park* 0.01 2.352 1.231 4.495
Touristic Reserves* 0.005 2.416 1.300 4.489
Urban and <0.001 11.206 6.334 19.825
Agriculture*
Number of Constant <0.001 5.964 4.361 8.156
classes
National Park 0.37 1.266 0.755 2.122
Touristic Reserves 0.09 1.554 0.934 2.586
Urban and 0.01 1.77 1.147 2.729
Agriculture*

*Statistically significant.

Results from the hot spot analysis identified two main areas in Santa
Cruz where sampled tortoises with higher numbers of ARGs clustered
spatially with a 90-99% confidence (p < 0.1 and p < 0.01). These areas
correspond to a) a peripheral urban zone that has recently been con-
verted into an industrial area; and b) cattle farms near Occidente and El
Carmen districts in the highlands of Santa Cruz (Fig. 4a and b respec-
tively). Cold spots from this analysis (i.e., areas with tortoise clusters
that have significantly lower ARGs) all correspond to touristic and na-
tional park areas where anthropogenic activities are absent or very
reduced (Fig. 4c).

4. Discussion

We found ARGs to be present in both Santa Cruz (C. porteri) and
Alcedo Volcano giant tortoises; however, a significantly higher preva-
lence of tetracyclines, aminoglycosides, number of ARGs, number of
antimicrobial classes, and prevalence of multi-drug resistance was found
in tortoises on the human-inhabited island of Santa Cruz when
compared to the Volcano. Moreover, statistical analyses comparing
Santa Cruz sampling areas support a positive correlation between
human activities and the level of ARGs in free-living giant tortoises. Both
farming and urban areas showed a higher prevalence of AMR when
compared to the less human-modified areas of touristic reserves and
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national park. The hot spot analysis performed for Santa Cruz Island
showed a positive correlation between the higher number of ARG and
the presence of human activities (e.g., sewage, cattle industry, human
settlements), where all hot spots were found either within farming
properties or within highly impacted human areas and former landfills.
These hot spot areas all correspond with tortoises sampled near main
roads, feeding on plastic and human waste contaminated landscapes,
and freely roaming and feeding at cowsheds. By contrast, cold spots from
the same analyses were found only within touristic reserves and national
park areas where no pollution is found, and no farming activities can be
performed.

Despite the fact that Santa Cruz tortoises are partially migrants and
move long distances from dry protected areas into humid anthropized
areas every year (Blake et al., 2013), a recent study shows how the use of
agricultural land is segregated by body size, sex, and philopatry, with
tortoises using an average of four farms a year and presenting a strong
philopatry for the same areas every season (Pike et al., 2021). According
to Pike et al. (2021), some individuals tend to remain in private land for
up to six months a year, which means that they may be exposed to, and
feed on, resistant-contaminated grass and water sources for a long
period of time every year, supporting our findings in relation to higher
number of ARGs and multi-resistance in more human-modified areas.

The prevalence of multi-resistance microbiomes in Santa Cruz free-
living tortoises (34%) is noteworthy when compared to other studies
based on the same methodology in wildlife species from remote archi-
pelagos. In Ewbank et al. (2021), an AMR study on seabirds comparing
biotopes showed a prevalence of 11.1% multi-drug resistance in the
human-inhabited Fernando de Noronha Archipelago (Brazil). By
contrast, Sacristan et al. (2020) found a 43% multi-resistance prevalence
in wild felids (n = 51) from mainland Chile, with a positive association
of anthropization landscapes and multi-resistance microbiomes.
Considering these results, multi-resistance prevalence for Santa Cruz
giant tortoises appears to be intermediary as compared to foxes inhab-
iting highly modified environments in Chile and seabirds inhabiting a
remote but developed Brazilian archipelago. Differences among the
published studies could be attributable to different factors: the con-
sumption of antimicrobials for human, veterinary and agricultural use,
or the microbial communities of the different host species as well as
geographical, environmental, and climatic factors, which could favor
the persistence of antimicrobial compounds and resistant bacteria. In the
case of pristine or less-anthropized areas, differences among studies
could also be due to the composition and diversity of plant and fungal
communities, as well as soil bacteria. It is known that soil bacteria are
one of the most natural sources for ARGs development, which is highly
influenced by the type of soil (Alvarez-Martinez et al., 2020; Wang et al.,
2020). We cannot reject that other species such as migratory birds may
play a role in the dissemination of ARGs in the Galapagos Islands as it
has been suggested in other environments, including genes of public
health interest such as mcr-1 and p-lactamase genes (Hernandez and
Gonzalez-Acuna, 2016; Cao et al., 2020). Therefore, to investigate the
contribution of human activities on the presence of ARGs in the envi-
ronment, it is necessary to carry out studies comparing more anthrop-
ized scenarios with less anthropized ones, using model species.

Based on our results, the microbiome of tortoises inhabiting the
human-populated island of Santa Cruz is characterized by tetracycline
and aminoglycoside resistant genes. The predominance of genes codi-
fying for tetracycline resistance is in agreement with all other studies
conducted in wildlife species with the same methodology (Cevidanes
et al., 2020; Sacristan et al., 2020; Ewbank et al., 2021).

In Santa Cruz, some of the selected antibiotics used in veterinary
medicine (mainly for free-ranging cattle farming, swine, and small an-
imals) include penicillin, oxytetracycline, gentamicin, erythromycin,
and streptomycin based on local interviews conducted from our research
team. This information is in agreement with some of our findings on
genes tet(M), tet(S), tet(W), tet(Y), str, aadA, and erm(F) found to be
higher in human-modified landscapes (Santa Cruz) than in the isolated
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Fig. 4. ARGs cluster analysis within the Santa Cruz study area. Dots represent: hot spots in red (i.e., cluster areas with significantly more tortoises with a high number
of ARGS), cold spots in blue (i.e., cluster areas with significantly more tortoises with a low number of ARGs), and non-significant clusters in black. (a) Hot spot cluster
in a peripheral urban zone converted into an industrial area; (b) hot spot in cattle farms; (c) cold spots in touristic and national park areas. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

Alcedo Volcano. Moreover, the risk of finding resistant bacteria to
aminoglycosides increased meaningfully with human activities such
urbanization and farming. Aminoglycosides are broad-spectrum antibi-
otics ranked by WHO (WHO, 2019) as critically important antimicro-
bials for human medicine and often is used to treat nosocomial and
zoonotic infections (e.g., plague, tularemia, leishmania) as well as used
as active components of topical medication (Krause et al., 2016; Van
Duijkeren et al., 2019). In veterinary practice, aminoglycosides are
broadly used to treat a wide range of pathologies including gastroin-
testinal, respiratory, and genitourinary infections, sepsis, and in-feed
prophylaxis and metaphylaxis for chickens and swine. A recent survey
of antimicrobial use in animals, published in 2016 by the World Orga-
nization for Animal Health (OIE, 2016), found that antimicrobial growth
promoters were authorized for use in 80% of American countries that
participated in the survey (in contrast with 40% in Asia, 18% in Africa,
and 3% in Europe). In the Americas, the main food-producing animal
species reported were cattle, poultry, and pigs. There are no official
reports of the use of human or animal antibiotics in Ecuador, but most
antimicrobial drugs can be acquired with no prescription.

The prevalence of antibiotic-resistant bacteria among wildlife occurs
to be dependent on a variety of factors, such as habitat use and foraging
strategy of the species sampled, particularly as they relate to anthro-
pogenic inputs into the environment. Foraging represents a mechanism
by which wildlife may be exposed to anthropogenic AMR contamination
in the environment and could therefore be useful to identify those more
exposed species that could be used as sentinels of the environmental
resistome (Ramey and Ahlstrom, 2020). Furthermore, a positive corre-
lation between the presence of microplastics and AMR have been found
(Pham et al., 2021) and can therefore explain the higher prevalence of
ARGs found in tortoises feeding on high polluted environments, and
frequently observed eating plastics and garbage (Nieto-Claudin, pers.
obs.). As such, we propose that giant tortoises may serve as good sen-
tinels of Galapagos ecosystem health since they are widespread,

inhabiting both human and non-human populated islands, and are
long-lived species that commonly feed within cattle and farming areas
and near human settlements of Santa Cruz. As we demonstrate in this
study, levels of ARGs and multi-resistance in tortoises are directly
correlated to level of anthropic impacts on landscapes.

Several efforts have been conducted recently in Galapagos to
enhance the importance of integrating scientific outputs into local and
regional policies and management decisions. A research agenda was
created in 2017 as a result of a multi-institutional and multi-sectorial
exercise ([zurieta et al., 2018), and three main issues for Galapagos
sustainability were identified: human-population growth, climate
change, and invasive species. Moreover, new approaches have been
proposed to address potential conservation conflicts between local
farmers and tortoises (Benitez-Capistros et al., 2019) and to redesign the
livestock production systems in the archipelago, with the aim to achieve
socio-ecological sustainability (Puente-Rodriguez et al., 2019). Unfor-
tunately, to date human and animal health have not been given the
attention and importance they require to ensure a sustainable and
equitable development of the archipelago.

In conclusion, our results support the hypothesis that human activ-
ities in Galapagos are driving the dispersion of antibiotic resistant bac-
teria into the environment with potential consequences for human and
animal health. This study advances the detection and evaluation of ARGs
in Galapagos endemic species and adds to the growing body of knowl-
edge on human-related impacts on the biodiversity and ecosystems of
the Galapagos Islands. We recommend our results to be used for
informing local policies that reinforce the proper use, control, and
outreach on antibiotics for both human and veterinary medicine,
together with a redesign of waste management practices leading to more
sustainable and responsible stewardship. Moreover, this research high-
lights a new threat for wildlife, human, and ecosystem health that may
threaten the conservation of the Galapagos archipelago and the well-
being of human inhabitants. These potential threats from the spread of
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AMR include water and land pollution, the transmission of resistant
bacteria to other wildlife species, domestic animals, and human beings,
compromising medical treatment success in both human and animal
diseases, and negative impacts on normal microbiome and by extension
to the normal immune system function of animals and humans. Further
studies should focus on identifying the specific sources and pathways
that lead ARGs to pollute the environment and for proposing alternative
and creative solutions to limit and control antibiotic use within this
World Heritage Site. We recommend implementing long-term moni-
toring of giant tortoise health and AMR prevalence across the Galapagos
Islands to better understand the One Health implications of AMR and
how wildlife might act as reservoirs and spreaders of ARGs that may
threaten animal and human health and wellbeing.
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El presente trabajo contribuye a llenar los vacios de informacién existentes sobre el
estado de salud de la especie mas icénica de las Islas Galadpagos: la tortuga gigante. Este es el
primer esfuerzo a gran escala para monitorear el estado de salud de las tortugas gigantes de
las Galdpagos, incluyendo mas de cuatrocientos individuos muestreados de cinco especies
diferentes, en tres islas del archipiélago, sometidos a un distinto grado de impacto
antropogénico. Los cuatro articulos cientificos que han sido publicados como resultado de
esta tesis doctoral constituyen nuevos descubrimientos para la comunidad cientifica, como
es la descripcidn de cuatro nuevos virus en las tortugas de Galdpagos (dos adenovirus y dos
herpesvirus) y la prevalencia de resistencias a antimicrobianos en las tortugas gigantes, e
incorpora nuevas herramientas para la terapéutica clinica y el manejo y conservacion de estas
especies, como la primera descripcion de intervalos de referencia de hematologia vy
bioquimica sanguineas en la especie Chelonoidis porteri y el disefio de un protocolo de
diagndstico para Chelonoidis adenovirus |y Il. Este estudio sefiala a su vez potenciales nuevas
amenazas para la salud y conservacién de las tortugas de Galapagos y sus ecosistemas, que
hasta ahora no se habian descrito y que deben ser incorporadas a los planes de manejo y las
prioridades de investigacion y conservacion de las autoridades ambientales locales. La
presencia de signos clinicos compatibles con enfermedad causada por adenovirus y/o
herpesvirus, detectados en algunas tortugas mantenidas en cautividad, sugiere que en
determinadas circunstancias (p. ej. estrés, inmunosupresion) estos agentes infecciosos
podrian llegar a ser causantes de morbilidad y potencial mortalidad en las tortugas gigantes

de Galapagos. Por otro lado, los resultados obtenidos relativos a una mayor prevalencia y
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diversidad de genes resistentes y adenovirus en tortugas gigantes que habitan en ecosistemas
antropizados respaldan nuestra hipétesis, que enuncia que el estado de salud de las tortugas
terrestres y de los ecosistemas que habitan estd viéndose afectado por la estrecha

convivencia con animales domésticos y seres humanos.

Este estudio cuenta con ciertas limitaciones, como son el diferente tamafo muestral
obtenido en las distintas especies de estudio. Las condiciones del terreno en Galdpagos y la
dificil accesibilidad a los lugares en que habitan ciertas poblaciones de tortugas dificultan la
realizacion de los muestreos y la correcta preservacion de las muestras, lo que conllevé un
esfuerzo de muestreo muy elevado. Las caracteristicas del archipiélago pueden dificultad la
replicabilidad de los estudios cientificos, sobre todo si no se cuenta con el apoyo de métodos
de transporte tales como embarcaciones o helicdptero, para el acceso a aquellas zonas mas
remotas. Las condiciones de campo imposibilitaron tener un mayor nimero de muestras del
volcan Alcedo y de la isla Espafiola, por ejemplo, o cubrir un drea mas extensa de muestreo
en el este de Santa Cruz (C. donfaustoi). También en la isla Santa Cruz hubo que coordinar con
los propietarios de las fincas el acceso a sus terrenos y propiedades, lo que en algunos casos
dificulté el acceso a ciertas zonas planificadas para el estudio. Otros obstaculos a los que se
ha debido hacer frente durante el desarrollo de esta investigacidn estan relacionados con el
aislamiento y la falta de conectividad que existe entre las islas y el Ecuador continental, lo que
dificulté la correcta adquisicion de los materiales para realizar la toma de muestras y los
analisis. El laboratorio portatil, los insumos de laboratorio, el generador y el congelador
portatil y la mayor parte de los reactivos fueron adquiridos en el extranjero y transportados
personalmente al archipiélago. Por otro lado, los permisos necesarios para el transporte de
muestras fuera del pais requirieron de meses de gestiones y demoras, lo que conllevd
finalmente numerosos retrasos en la recogida de las muestras bioldgicas, e incluso
imposibilitd en algunos casos la realizacidon de protocolos de diagndstico mas tecnificados,
como la imposibilidad de realizar rtPCR o secuenciacion en el archipiélago. Estos aspectos
respaldan la idoneidad de contar con un laboratorio tecnificado y personal cualificado en el
archipiélago que permita realizar andlisis moleculares y secuenciacion genética, lo que
contribuiria de manera importante a garantizar el diagndstico temprano de posibles agentes
infecciosos introducidos que puedan afectar la salud humana y animal. Simplificar los

procesos administrativos para la movilizacidn de las muestras y el acceso al recurso genético
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facilitarian el desarrollo de los proyectos cientificos, pudiendo dar respuestas mas rapidas a
las cuestiones sanitarias que puedan plantearse tanto en la fauna silvestre como en los

animales domésticos, y que puedan tener un impacto directo sobre la poblacién humana.

Linea base de hematologia y bioquimica

Realizar evaluaciones in situ de las especies silvestres es una herramienta de gran
importancia a la hora de establecer el estado de salud de las poblaciones de animales salvajes
o en los programas de reintroduccién y cria en cautividad (Deem et al., 2001, 2011). Estas
evaluaciones sanitarias deben incluir un examen fisico, hematologia sanguinea (incluyendo
recuentos celulares y evaluacién de la morfologia celular), perfil bioquimico y pruebas
complementarias adicionales en funcién de la especie y los recursos disponibles ( Deem et al.,
2009; Atkins et al., 2010). Contar con intervalos de referencia para las especies silvestres es
siempre uno de los retos de la medicina veterinaria de fauna silvestre, requiriendo muchas
veces del uso de valores de referencias de especies similares, a falta de informacidon detallada
y sistematizada sobre las especies de estudio. Conocemos, sin embargo, que existen
numerosas variaciones interespecificas en los perfiles hematicos y bioquimicos, lo cual
dificulta sobremanera la interpretacion de los hallazgos clinicos y limita el uso de los valores

de referencia obtenidos en otras especies (Heatley & Russell, 2019).

Establecer los intervalos de referencia en especies animales no convencionales
(animales exdticos y silvestres) es por tanto de gran importancia a la hora de desarrollar
programas de reintroduccién y cria en cautividad de especies amenazadas, manejo de
colecciones zooldgicas o tratamiento de animales silvestres en centros de rescate vy
recuperacion de fauna. Si bien es cierto que existen directrices internacionales que han sido
desarrolladas especificamente para el establecimiento de intervalos de referencia en la
practica veterinaria (Friedrichs et al.,, 2012), realizar la estimacién de estos valores de
referencia a partir de animales silvestres conlleva importantes retos adicionales. Por un lado,
los animales muestreados, aunque aparentemente sanos, pueden estar sufriendo alguna
enfermedad o condicién que pueda afectar sus valores basales; por otro lado, no se conoce

con exactitud la edad de los individuos y éstos no son evaluados a lo largo del tiempo, lo que
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imposibilita tener informacién adicional acerca de su comportamiento, nutricién, variables
ambientales, condiciones preexistentes, exposicién a toxinas, estado reproductivo, entre
otros; informacién que podria ser relevante a la hora de establecer los valores de referencia
(Scope et al., 2013; Heatley & Russell, 2019; Boers et al., 2020). En el caso particular de las
tortugas terrestres de Galdpagos, se trata de animales muy longevos con un dimorfismo
sexual que suele ser evidente una vez alcanzada la madurez sexual (estimada entre los 20 y
30 afios de edad), pero no es posible establecer de manera visual la edad aproximada de un
individuo adulto, que puede oscilar entre 50-150 afos. Por este motivo, a la hora de
establecer los valores de referencia, se categorizaron los animales como adultos o subadultos,
sin una categorizacién numérica para la variable edad. Ademads, se debe tener en cuenta que
estos reptiles son animales poiquilotermos, por lo que sus parametros fisiolégicos son muy

susceptibles a los cambios ambientales (Heatley & Russell, 2019).

Con anterioridad a este trabajo existia tan solo el estudio publicado por Landazuri
(2000) donde se establecen valores de hematocrito y sdlidos totales para tres especies de
tortugas terrestres y el recuento diferencial de leucocitos, describiendo la predominancia de
heterdfilos frente a linfocitos en estas especies, lo que contradice los resultados de Sheldon
et al. (2016) y los obtenidos en la presente tesis doctoral, donde existe un claro predominio
de los linfocitos frente a los heterdfilos. Los métodos diagndsticos han evolucionado
significativamente en las Ultimas dos décadas y se han tecnificado y homologado, de manera
gque puedan emplearse unidades internacionales y metodologias estandarizadas que
permitan la comparacién entre diferentes estudios y especies. Estas pueden ser algunas de
las causas que expliquen esta diferencia observada entre los estudios previos de hace mas de
dos décadas vy los estudios recientes. El Unico trabajo contempordneo que describe valores
de referencia en tortugas de Galdpagos, es el realizado por Lewbart et al. (2018), empleando
para ello un total de 32 individuos de la especie C. chathamensis mantenidos en
semicautividad en la isla de San Cristdbal, y pertenecientes a diferentes grupos de sexo y
edad. Si bien la publicacién de estos valores es de utilidad como referencia diagndstica a la
hora de trabajar con especies mantenidas en cautividad, la variabilidad interespecifica, asi
como las diferentes condiciones de mantenimiento de los animales (sobre todo en lo
referente a la dieta y el gasto energético) hacen muy dificil poder establecer comparaciones

con individuos silvestres. Por este motivo, y por tratarse de especies diferentes, no se
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realizaron comparaciones ni se extrajeron conclusiones comparando los resultados obtenidos
por Lewbart et al., y los obtenidos en el presente trabajo de investigacién. Por otro lado,
existen numerosas técnicas empleadas para la determinacién de los parametros hematicos
en reptiles, ya que las caracteristicas celulares obligan en muchos casos a realizar técnicas de
recuento manuales que pueden resultar mas imprecisas y que dependen en gran medida de
la experiencia y entrenamiento de los profesionales que realizan el diagnéstico (Stacy et al.,
2011; Winter et al., 2019). En el presente trabajo, los recuentos celulares fueron llevados a
cabo por una persona con experiencia en hematologia de reptiles (J. Palmer), bajo el

asesoramiento directo de la Dra. Stacy.

Realizar la bioquimica sanguinea de los reptiles en laboratorios de referencia conlleva
unos costos muy elevados, ademas de requerir de numerosos permisos para la movilizacién
de las muestras y la imposibilidad de realizar diagndsticos rapidos en campo. Esto ha
favorecido la apariciéon de diversos equipos comerciales portatiles que permiten la
determinacion de la bioquimica sanguinea en los reptiles de manera rapida y en lugares de
dificil acceso. Por otro lado, estos equipos pueden mostrar resultados a veces dispares o
incluir diferentes parametros en sus kits y rotores comerciales, que dificultan o imposibilitan
realizar todos los analisis deseados. Es el caso del analizador portatil iSTAT (Abbot Point of
Care Inc., Princeton, NJ, USA) empleado por Lewbart et al., (2018) o de los rotores VetScan
(Avian/Reptilian VetScan®Profile) empleados en el presente trabajo. Desafortunadamente,
los parametros bioquimicos que permite medir cada equipo son diferentes, lo que dificulta
realizar comparaciones entre estudios donde se emplean metodologias diferentes. Por este
motivo, seria recomendable establecer colaboraciones interinstitucionales que permitan
estandarizar la metodologia a emplear en una misma especie, de forma que los resultados
obtenidos por diferentes grupos de investigaciéon puedan ser comparados. A pesar de que
algunos estudios aconsejan el uso de los rotores para ciertas especies de tortugas (Atkins et
al., 2010), éstos han sido descritos también por la literatura como poco precisos para medir
ciertos parametros (Gibbons et al., 2019) lo que concuerda con algunos de los resultados
obtenidos por nuestro estudio. En tortugas gigantes de las Galapagos, la determinacion de los
acidos biliares (BA) no puede realizarse empleando el rotor Avian/Reptilian, ya que los limites
de deteccion del equipo estan por encima de los valores presentados en esta especie.

Observamos también que ciertos parametros (calcio, potasio, creatina quinasa, albumina y
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globulinas) presentan inconsistencias al ser evaluados con este kit comercial. Es el caso del
calcio o del potasio, cuyo rango superior de deteccidn parece ser inferior a los valores basales
presentes en las tortugas gigantes de Galdpagos (sobre todo en tortugas hembras en época
reproductiva con valores de calcio por encima de 16 mg/dl), mientras que en el caso de la
albumina, la creatina quinasa o las globulinas el equipo aparentemente muestra numerosos
errores, potencialmente relacionados con la calidad de las muestras y el grado de
hemolisis/lipemia. Este suele ser otro factor determinante en los reptiles a la hora de
establecer los perfiles hematicos y bioquimicos. La dificultad asociada a la manipulacion de
los animales, la extraccion de las muestras de sangre (que en la mayoria de los casos se realiza
a ciegas, con la ayuda tan solo de referencias anatémicas), el estrés de captura de los
animales, entre otros muchos factores, origina muestras que pueden ser de una pobre calidad
(elevada hemodlisis y/o lipemia), afectando a los resultados obtenidos (Heatley & Russell,
2019). Para reducir al maximo el estrés de los animales de estudio, la manipulacién se realizd
siempre en el menor tiempo posible, procediendo de manera ordenada y sistematica, con
personal altamente cualificado y experimentado en el manejo de tortugas gigantes, y
reduciendo al maximo el tiempo que las tortugas permanecian en decubito dorsal (maximo
15 min). A pesar de estas dificultades, conseguimos recolectar muestras de un total de 164
tortugas adultas y 46 subadultas, y realizar la determinacién de los intervalos de referencia
en los individuos adultos, de acuerdo a las directrices internacionales de la ASVCP (Friedrichs

et al.,, 2012).

Esta primera linea base con intervalos de referencia para la especie C. porteri pone de
manifiesto la necesidad de contar con esta herramienta diagndstica en las diferentes especies
de tortuga gigante de Galapagos. Las tortugas son una de las especies mds amenazadas del
archipiélago y la Unica para la que se establecieron programas de cria en cautividad desde los
anos 60, lo que ha supuesto el mantenimiento de miles de estos ejemplares en cautividad a
lo largo de los afios, bien individuos adultos reproductores o crias nacidas en cautividad que
eventualmente fueron devueltas a su habitat natural (Gibbs et al., 2014b). A pesar de esto,
hasta la fecha no se contaba con esta informacion basica, que es ampliamente utilizada en
medicina veterinaria como primera linea diagndstica en individuos débiles o enfermos.
Recomendamos, por tanto, seguir trabajando para obtener valores de referencia de

hematologia y bioquimica de las diferentes especies de tortuga presentes en el archipiélago.
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Entendemos, sin embargo, los retos asociados a este trabajo, que requiere de recursos
econdmicos para realizar la recoleccion de las muestras (especialmente en lugares remotos y
de dificil acceso) y de una cierta experiencia para la toma de muestras de calidad y para la
realizacion de las técnicas hematoldgicas manuales (recuentos celulares, evaluacién
morfoldgica y deteccién de hemopardsitos). Durante el desarrollo de esta tesis doctoral
hemos tenido acceso a la recoleccion de numerosas muestras de tortugas terrestres, de
manera que contamos con un banco de muestras significativo para la realizacién al menos de
valores de referencia de algunas especies de tortuga gigante adicionales. Lamentablemente,
no contamos con muestras suficientes (n > 120) de ninguna otra especie para realizar los
calculos necesarios para establecer intervalos de referencia de acuerdo a los estandares
internacionales (Flatland et al., 2013), pero esperamos en un futuro cercano poder al menos
brindar a la comunidad cientifica informacion adicional referente a valores de hematologia y
bioquimica de otras especies de tortuga gigante, asi como comparaciones preliminares entre
éstas, que permitan lograr un mayor conocimiento sobre las salud y las particularidades de

cada especie.

Este estudio ha encontrado diferencias significativas en ciertos pardmetros
hematoldgicos y bioquimicos dependiendo de la estacidn climatica, el sexo, la edad de los
individuos o la ubicacién de éstos (potencialmente asociado también con la dieta). El elevado
numero de factores que pueden influir en estos valores, sumado a la falta de literatura
disponible acerca de cdémo estos factores pueden modificar ciertos parametros sanguineos
sugiere que la interpretacién de los datos obtenidos debe realizarse con cautela y que es
necesario contar con estudios adicionales donde se puedan conocer y/o controlar ciertas
variables (p. ej. mismo sexo, misma localizacién, misma época del afio, misma alimentacion)
o contar con estudios que monitoreen los mismos animales a lo largo del tiempo, para poder
extraer conclusiones mas precisas acerca de cémo las diferentes variables fisioldgicas,
ecoldgicas y ambientales pueden condicionar los valores basales de hematologia y bioquimica

en las tortugas gigantes de Galdpagos.
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Descripcion de nuevos agentes infecciosos

En esta tesis se describe la presencia de dos herpesvirus (CheHV1y 2) y dos adenovirus
(CheAdV1 y 2) en tortugas silvestres de las islas Santa Cruz e Isabela que no habian sido
identificados con anterioridad, y se propone su posible clasificacion filogenética. Este
constituye el primer estudio llevado a cabo en multiples especies de tortuga de Galapagos
para determinar la presencia de microorganismos potencialmente patégenos que afectan a
la conservacién de otros quelonios a nivel mundial. Aunque el objetivo inicial del proyecto
incluia solo el andlisis y comparacion entre dos especies de tortuga expuestas a un distinto
grado de impacto antropogénico, a lo largo del proyecto tuvimos la posibilidad de incluir tres
especies adicionales. Los muestreos adicionales realizados fueron llevados a cabo de manera
oportunista durante viajes o periodos cortos, por lo que no pudimos tener acceso a muestrear
un gran namero de animales, como si sucedié con las tortugas del oeste de Santa Cruz y del
volcan Alcedo. A pesar de ello, los analisis estadisticos realizados aportan datos significativos,
qgue reflejan por ejemplo una mayor prevalencia de adenovirus en las tortugas del oeste de
Santa Cruz (C. porteri), la especie mas expuesta a las modificaciones antropogénicas del
ecosistema. Para algunas especies, sin embargo, hubiera sido recomendable contar con un

tamafio muestral mayor, como en el caso de las tortugas de Espafiola (n = 45).

Resulta interesante la diferente prevalencia de adenovirus y herpesvirus encontrada
en las distintas especies de tortuga terrestre. Esta prevalencia podria estar relacionada con la
filogenia de las especies muestreadas, como describen Poulakakis et al., (2020) en la mds
reciente clasificacién filogenética de las tortugas de Galapagos. En este trabajo se describen
tres grandes grupos filogenéticos; el primero estaria conformado por las tortugas del centro
y suroeste del archipiélago (islas Pinzén, Floreana, Isabela sur y Santa Cruz oeste), el segundo
grupo corresponderia a las tortugas del noroeste (volcan Wolf en Isabela e isla Santiago) y el
tercer grupo a las especies del centro y noreste (islas Pinta, Espafiola, San Cristobal y Santa
Cruz este). Nuestros resultados relativos a la prevalencia de adenovirus y herpesvirus
confirman ciertas similitudes entre las tortugas del oeste de Santa Cruz y el volcan Alcedo en
Isabela, que estarian incluidas en este primer grupo descrito por Poulakakis, y donde se
encontraron individuos positivos tanto a adenovirus como a herpesvirus. En el volcan Wolf,
perteneciente al segundo grupo, solo se evidencid la presencia de herpesvirus, pero
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encontramos dos variedades de este virus, una que también estd presente en otras especies
de tortugas (CheHV1) y otra que hasta el momento solo se ha podido detectar en Wolf
(CheHV2). Por ultimo, en la isla Espaiola, correspondiente al tercer grupo, no se halld la
presencia de ningun virus, y en el este de Santa Cruz, también perteneciente a este ultimo
grupo, solo se encontré un individuo positivo a adenovirus, que podria haber sido traslocado

por la accidn del ser humano desde el oeste de Santa Cruz (Figura 25).
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Figura 25. Mapa de prevalencias obtenidas para adenovirus (verde) y herpesvirus (azul) en las diferentes islas y
especies de tortuga terrestre. Adaptado de Nieto-Claudin et al. (2021).

Los resultados obtenidos en este estudio generan numerosas preguntas adicionales,
por ejemplo, cudl es la prevalencia de estos virus en otras especies de tortuga terrestre, si
existiran islas y/o especies de tortuga libres de estos patdgenos, o si otras especies de reptiles

gue conviven con las tortugas (p. ej. iguanas terrestres) podrian también presentar estos u
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otros virus emparentados filogenéticamente. En ese contexto, estudiar la presencia vy
prevalencia de estos microorganismos en las demas especies de tortuga seria relevante por
varios motivos; por un lado, para poder comprender mejor la filogenia de estos virus y si existe
una coevolucidn patégeno-hospedador; por otro lado, para establecer si existe algunaislay/o
especie de tortuga potencialmente libre de estos agentes, donde deberian extremarse las
medidas de cuarentena con vistas a posibles programas de repatriacién o reintroduccién de
tortugas. Por otro lado, entender la fisio-patogenia de estos virus y los potenciales impactos
gue pueden causar en las tortugas seria muy relevante, ya que nuestros datos sugieren que
en determinadas circunstancias (p. ej. estrés, cautividad, hacinamiento) estos agentes
podrian ser causantes de enfermedad, y potencial mortalidad en tortugas de Galdpagos. En
este sentido, nuestro estudio estuvo basado Unicamente en el muestreo de animales adultos
a subadultos, pero no contamos con muestras de crias o juveniles, por lo que desconocemos
si estos agentes estan presentes en los individuos desde su nacimiento, o son patdgenos
adquiridos por el contacto con otras tortugas u otras especies animales durante su desarrollo.
Por tanto, muestrear crias y juveniles procedentes de diferentes zonas de anidacidn seria
interesante para ahondar en la epidemiologia de estos microorganismos y determinar si
existe morbilidad y/o mortalidad potencialmente asociada a estos patdgenos en los
individuos mas jovenes. Por ultimo, estudiar la presencia y prevalencia de estos virus en las
colecciones de tortugas mantenidas en cautividad por la DPNG y algunas fincas privadas de
Santa Cruz, San Cristébal e Isabela seria de gran importancia, mds aun cuando algunos de
estos centros actlian como criaderos de tortugas que son posteriormente reubicadas en otras
islas, sin realizar controles sanitarios previos. Los hallazgos realizados durante nuestra
investigacion mostraron que al menos un individuo adulto mantenido en cautividad en el
Centro de Crianza Fausto Llerena (Santa Cruz) podria haber sufrido un cuadro agudo originado
o coadyuvado por la presencia de herpesvirus (letargia severa, conjuntivitis, blefaritis,
estomatitis con placas diftéricas, descarga nasal mucopurulenta y signos neurolégicos
incluyendo torticolis e incoordinacién motora) que podria haber sido mortal sin el
tratamiento de soporte llevado a cabo por el servicio veterinario de la DPNG. En cuanto al
adenovirus, varios individuos provenientes del trafico ilegal que presentaron sintomas
respiratorios y digestivos compatibles con este agente (conjuntivitis, blefaritis, descarga
oculonasal y diarrea), y que estaban siendo mantenidos en cautividad en condiciones de

hacinamiento, fueron diagnosticados como positivos a adenovirus tras realizar el analisis
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molecular de los hisopados orales. Si bien la mayoria de virus que han coevolucionado con
sus hospedadores (coevolucidn interespecifica) no poseen un riesgo elevado de causar
enfermedad y/o mortalidad en dichos hospedadores, existe la posibilidad de que aparezcan
formas mas virulentas debidas a mutaciones (Mandl et al., 2015), o que estos virus puedan
resultar virulentos si se presentan en otras especies (Rosenberg, 2015). No podemos por
tanto establecer una relacion causa-efecto entre el hallazgo de estos virus en individuos
enfermos y la sintomatologia presentada, si bien es importante considerar que tanto CheAdV
como CheHV podrian actuar como potenciales patégenos para las tortugas gigantes de las
Galdpagos en ciertas circunstancias, llegando a ser causantes de morbilidad e incluso

mortalidad en estas especies, por lo que su epidemiologia y fisio-patogenia deberian ser

estudiadas en profundidad (Figura 26).

Figura 26. Tortuga del volcdn Wolf (C. becki) mantenida en cautividad en el Centro de Crianza Fausto Llerena y
con sintomatologia compatible con un cuadro severo de herpesvirus, con resultado PCR positivo a CheHV1. Se
observa letargia, blefaritis (izquierda) y descarga nasal (derecha). Imdgenes de archivo personal.

En la especie C. porteri, que habita en el oeste de la isla Santa Cruz, resulta interesante
haber hallado una mayor prevalencia de adenovirus y herpesvirus en ciertas fincas ganaderas
del sector El Carmen, ubicado en la parte alta de la isla. Este lugar corresponde con un punto
caliente descrito en nuestro trabajo sobre genes de resistencia, donde se encontré que los
animales muestreados en ese sector contenian en su microbioma un mayor nimero de genes
de resistencia a antimicrobianos. En esta finca encontramos un total de seis animales
positivos a uno de estos agentes viricos y cuyo microbioma presentaba un promedio de ARGs
significativamente mayor (p = 0,001) al observado en esa poblacién de tortugas. Este hallazgo

sugiere que podria existir una correlacién positiva entre la prevalencia y diversidad de genes
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resistentes y la presencia de patdgenos. Esto podria explicarse considerando que una mayor
carga de ARGs puede ir asociada a una menor diversidad bacteriana, en cuyo caso podria
existir cierta disbiosis que comprometiera el sistema inmunolégico del hospedador y
favoreciera la expresiéon de ciertos virus (Vittecoq et al., 2016; Thomason et al., 2017).
Encontramos ademas en el oeste de Santa Cruz que la prevalencia de adenovirus es
significativamente mds alta que en las otras localidades donde esta presente, lo que podria
también ser explicado por el mayor grado de impacto antropogénico al que se ven sometidos
los individuos de esta especie. Las tortugas de esta especie no solo se pueden ver afectadas
por una mayor prevalencia de bacterias resistentes y multirresistentes, sino que estan
expuestas a la ingestidon de agroquimicos y plasticos (Ramdn et al., 2022; manuscrito en
preparacion), sufren el impacto de vehiculos, el ataque de perros silvestres y conviven en
estrecho contacto con animales domésticos y seres humanos que podrian ser portadores de

otras enfermedades que aun no han sido estudiadas (p. ej. leptospirosis).

La investigacidn realizada nos permite transferir estos resultados a la practica clinica
y, por ello, se recomienda implementar protocolos para el monitoreo sistematico del estado
de salud de las tortugas mantenidas en los centros de cria de Santa Cruz, Isabela y San
Cristobal, donde el Parque Nacional Galapagos mantiene cientos de tortugas terrestres en
condiciones de cautividad para programas de recuperacion ecolégica de los ecosistemas.
Estos protocolos deberian incluir la realizacion de hematologia y bioquimica de todos los
animales adultos con una cierta periodicidad, lo que permita realizar el seguimiento de cada
uno de los individuos y detectar la presencia de potenciales enfermedades, desequilibrios
nutricionales, patologias crénicas, etc. Se deberia incluir en este protocolo el muestreo
aleatorio de un grupo de animales de cada corral (tanto individuos adultos como juveniles),
para el diagndstico de adenovirus y herpesvirus, empleando al menos un hisopado cloacal y

un hisopado oral por individuo.

Deteccion y cuantificacion de AMR

Este trabajo recoge la primera descripcidn de genes de resistencia a antimicrobianos

(ARGs) en las Islas Galapagos, empleando a las tortugas gigantes como especies
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bioindicadoras de la salud de los ecosistemas en los que habitan. Se encontré una mayor
prevalencia de resistencias a las tetraciclinas, aminoglucésidos, nimero de ARGs y
multirresistencias en las tortugas que habitan en ecosistemas modificados por los seres
humanos (isla Santa Cruz), en comparacion con el remoto volcan Alcedo (isla Isabela).
Ademas, dentro de la isla Santa Cruz se observaron diferencias significativas en la prevalencia
de ARGs en funcidén de los lugares de muestreo. Se encontré una mayor prevalencia de ARGs
en aquellas tortugas muestreadas en zonas urbanas y agroganaderas, en comparacion con los
animales muestreados en zonas protegidas o fincas ecoturisticas. Se identificaron también
ciertos lugares en Santa Cruz donde existe una prevalencia relativa mas alta en el nimero de
ARGs, que corresponden con fincas donde se cria ganado vacuno en sistemas semiextensivos
y zonas urbanas con una elevada contaminacién por desechos humanos. Estos ultimos datos
relativos a las zonas de muestreo de la isla Santa Cruz contradicen nuestra hipdtesis, que
enunciaba que debido al comportamiento migratorio de las tortugas gigantes de Galapagos,
no encontrariamos una diferencia significativa entre las diferentes dreas de muestreo. Si bien
se ha descrito con detalle la ecologia de movimiento de las tortugas en la isla Santa Cruz (
Blake et al., 2013; Bastille-Rousseau et al., 2016, 2017, 2019), donde se concluye que existe
un sistema de migracién parcial en el cual la mayoria de los individuos adultos realizan una
migracion anual desde las zonas bajas de Parque Nacional hasta la parte alta (donde se
encuentra la zona agropecuaria), este sistema parcial también establece que existen ciertos
individuos que no migran (en especial aquellos animales de menor tamafio), bien debido a su
estado de salud o a otros factores ambientales, ecoldgicos y/o fisioldgicos. Por otro lado,
estudios recientes realizados por Pike et al., (2021) establecen que las tortugas adultas
pueden permanecer hasta 8 meses en las tierras altas de la isla Santa Cruz, alimentandose en
las fincas privadas, y que existe ademas una elevada afinidad por los lugares de alimentacion,
de manera que una tortuga adulta utiliza un promedio de 4 a 7 fincas cada afio, regresando
con seguridad a ese mismo entorno cada afio. Considerando estos datos, es posible, por un
lado, que al escoger animales menores de 200 kg para nuestro estudio hayamos podido
muestrear un buen numero de animales no migratorios, que serian aquellos de menor
tamanio, que tal vez no han alcanzado la madurez sexual y por tanto han permanecido en las
zonas del Parque Nacional, no habiendo estado expuestos a bacterias resistentes y por tanto
presentando una menor carga de ARGs. Seria posible también que algunos individuos

relativamente pequenos y muestreados en la parte alta, hubieran realizado ya su primera
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migracion, pero no necesariamente hubieran regresado ese mismo ano a la zona baja, si sus
reservas energéticas no lo permitian, de manera que estos animales podrian haber pasado
meses o incluso mas de un afio dentro de las fincas privadas. Existe también la posibilidad de
gue los animales muestreados dentro de las fincas ganaderas llevaran varios meses en ese
lugar, alimentandose de pastos y aguas contaminadas por bacterias resistentes, lo que podria

explicar los resultados obtenidos por nuestro estudio.

El microbioma de las tortugas gigantes de la isla Santa Cruz esta caracterizado por la
presencia de genes resistentes a las tetraciclinas y los aminoglucésidos. El predominio de
genes que codifican resistencias para las tetraciclinas esta en consonancia con todos los
demads estudios realizados hasta la fecha en especies silvestres empleando esta metodologia
(Cevidanes et al., 2020; Sacristan et al., 2020; Ewbank et al., 2021), pero esto no sucede con
los aminoglucdsidos, que no han sido hallados de manera predominante en ninguno de los
estudios previamente mencionados. De acuerdo con las visitas realizadas a los centros de
venta de productos agroganaderos, donde se pueden adquirir sin prescripcion numeroso
medicamentosos para uso animal, los antibidticos mas comercializados en Santa Cruz para su
uso en animales de produccidn (vacuno y porcino) y pequefios animales son: penicilina,
oxitetraciclina, gentamicina, eritromicina y estreptomicina. Esta informacién concuerda con
los hallazgos obtenidos en las tortugas muestreadas en los ambientes mas antropizados,
donde se encontraron mayores prevalencias de los genes tetM, tetS, tetW, tetY, str, aadA,
and ermF, en contraposicion con los resultados obtenidos en las tortugas del volcan Alcedo.
La presencia de genes de resistencia a los aminoglucésidos aumenta en las zonas con una
mayor intensificacion de las actividades humanas (zonas urbanas y ganaderas). Los
aminoglucdsidos son antibidticos de amplio espectro categorizados como importancia critica
de acuerdo con la OMS (WHO, 2018). Estos antibidticos se emplean en medicina humana para
el tratamiento de enfermedades nosocomiales y ciertas zoonosis (tularemia, leishmaniosis),
asi como en preparados de uso tdpico (Krause et al., 2016; Van Duijkeren et al., 2019). En la
practica veterinaria, los aminoglucésidos son ampliamente empleados para tratar infecciones
gastrointestinales, respiratorias y genitourinarias, en septicemias y como profilaxia y
metafilaxia en la produccién avicola y porcina fundamentalmente. En la Unidn Europea, los
aminoglucdsidos estan incluidos dentro de la categoria C (cautela), de acuerdo con la

clasificacion sobre el uso de antibioticos en medicina veterinaria. Conforme a los datos
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publicados porla OIE en 2019, el 57 % de los paises del continente americano que participaron
en el estudio empleaban antibidticos como promotores de crecimiento, cifra muy por encima
de la registrada en Asia (38,7 %), Africa (20,5 %) o Europa (4,2 %) (Gochez et al., 2021). Esta
informacidn podria sustentar las prevalencias relativamente altas de ARGs encontradas en las
tortugas gigantes de Santa Cruz, que conviven en estrecho contacto con la ganaderia de la
isla, considerando ademas que la comercializacion y uso de antibidticos no estd regulada en

Ecuador y estos medicamentos pueden adquirirse facilmente sin receta médica ni veterinaria.

Los resultados de esta tesis han arrojado una prevalencia de microbiomas
multirresistentes en las tortugas de Santa Cruz (34 %) que supera la encontrada en otro
estudio similar que empled la misma metodologia en el remoto archipiélago brasileno de
Fernando de Noronha, donde encontraron una prevalencia de multirresistencias de un 11,1
% en aves marinas (Ewbank et al., 2021). Sin embargo, Sacristan et al. (2020) encontré una
prevalencia de microbiomas multirresistentes del 43 % en carnivoros silvestres en Chile.
Todos estos estudios, que han empleado la misma metodologia para el estudio de genes de
resistencia, han confirmado un incremento de las multirresistencias en la fauna silvestre
asociado a los ambientes mds antropizados. El hecho de que la prevalencia de
multirresistencias encontrada en las tortugas silvestres de Santa Cruz (un archipiélago remoto
y cuyos asentamientos humanos datan de menos de un siglo) sea significativamente superior
a la encontrada en el archipiélago de Brasil y mas cercana a la encontrada en el continente
chileno resulta interesante. Estos resultados pueden explicarse debido al significativo
incremento poblacional e intensificacion ganadera que ha experimentado Santa Cruz en los
ultimos afios, la ausencia de alcantarillado y de un adecuado sistema de tratamiento y
depuracidon de aguas residuales, las diferencias en las comunidades microbianas de las
distintas especies, asi como los diferentes factores climaticos, ecoldgicos y geolégicos de cada
biotopo, que podrian favorecer la permanencia de las bacterias resistentes en el ambiente
(Wang et al., 2014; Alvarez-Martinez et al., 2020). Se debe considerar también que ciertas
especies como las aves migratorias podrian estar influyendo en la dispersién de bacterias
portadoras de ARGs a lo largo del archipiélago de Galapagos, llegando a movilizar genes de
importancia en salud publica como el mcr-1 o los genes del grupo de las RB-lactamasas
(Hernandez & Gonzélez-Acuna, 2016; Cao et al., 2020). La prevalencia de bacterias resistentes

en la fauna silvestre estd asociada también al uso del habitat y las estrategias de forrajeo de
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cada especie, que pueden hacerlas mads o menos susceptibles de entrar en contacto con
dichas bacterias provenientes de los animales domésticos y de produccién y/o los seres
humanos (Ramey & Ahlstrom, 2020). Por ultimo, otro estudio sugiere que puede existir una
correlacién entre la presencia de micropldsticos y las bacterias resistentes, al poder actuar
estos microplasticos como sustratos en los que puedan permanecer y desarrollarse las
bacterias resistentes (Pham et al., 2021). Este estudio resulta muy pertinente ya que se ha
observado una creciente ingesta de pldsticos y residuos de origen antropogénico por parte
de las tortugas de Santa Cruz, sobre todo en aquellas zonas aledafias a los nucleos poblados
y las vias de acceso principales (Ramodn et al.,, 2022, manuscrito en preparacion), lugares
donde se han muestreado las tortugas con una mayor presencia de ARGs y multirresistencias.
Ramey & Ahlstrom (2020) proponen identificar aquellas especies que por su ecologia, biologia
y habitos alimenticios puedan actuar como centinelas o bioindicadoras de la dispersion y
contaminacién de AMR en los diferentes ecosistemas (Figura 27). Los animales resultan
cruciales en la evolucion y diseminacién de bacterias y microorganismos potencialmente
patégenos y, en consecuencia, desempefian un papel fundamental en el desarrollo y
dispersioén de resistencias antimicrobianas. En base a los resultados obtenidos en este estudio
proponemos emplear a las tortugas gigantes de Galapagos como especies centinelas del

resistoma ambiental y por tanto del estado de salud de los ecosistemas en que habitan.

Figura 27. Tortuga gigante de Alcedo (C. vandenburghi) y pinzon de Darwin (Geospiza
sp.), dos especies endémicas e "ingenieras" de los ecosistemas del archipiélago.
Imagen cedida por Juan Manuel Garcia, FCD.
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Discusion

En resumen, este trabajo evidencia potenciales nuevas amenazas para la conservacion
de las tortugas gigantes, contribuyendo a elaborar una hoja de ruta para futuras
investigaciones, tomadores de decisiones e instituciones locales responsables del manejo y

conservacion de los recursos naturales y la biodiversidad Unica del archipiélago.

Durante el desarrollo de este trabajo pudimos evidenciar que existen numerosas
amenazas para la salud de las tortugas que hasta ahora no han sido abordadas o estudiadas
en profundidad; la ingestidn de plasticos y otros desechos de origen humano, la presencia de
tumores en las extremidades de etiologia desconocida, la aparicién de cuadros edematosos
en el cuello (también de etiologia desconocida hasta la fecha), lesiones ulcerativas y
crecimiento de hongos en el caparazén, impactos por vehiculos y depredacién por perros
asilvestrados. Todos estos eventos, cuyo impacto sobre el estado de salud y conservacién de
las tortugas terrestres (principalmente en dreas antrdpicas) es hasta ahora desconocido, son
algunos de los aspectos que consideramos prioritarios para abordar en futuras
investigaciones, y que deberian ser tomadas en cuenta e incluidas en el Plan de Manejo de la
Direccién del Parque Nacional Galdpagos, entidad reguladora de la investigaciéon, manejo y
conservacion de las especies endémicas y nativas del archipiélago. Considerando que las
tortugas terrestres de Galdpagos son los vertebrados endémicos terrestres mas grandes del
archipiélago, el importante papel ecoldgico que desempefian como “ingenieras” vy
modificadoras de los ecosistemas, su longevidad y amplia distribucion a lo largo del
archipiélago, y la importancia que tienen en la idiosincrasia e identidad galapagueiias y en la
economia local por su atractivo turistico, las tortugas gigantes de Galdpagos deben ser
consideradas como bioindicadoras de la salud de los ecosistemas en los que habitan,
disefiando planes de vigilancia epidemiolégica adecuados para la deteccidon temprana de

potenciales patégenos y contaminantes ambientales.

Galapagos es un lugar Unico en el mundo, no solo por las emblematicas especies que
lo habitan, que no se hallan en ningun otro lugar, sino por su idiosincrasia y su organizacion a
nivel institucional y geografica. En Galdpagos, las dreas protegidas rodean a los nucleos
urbanos, y no viceversa, como puede suceder en otros lugares del planeta. Esta diferencia
organizacional redunda en que los asentamientos humanos se encuentren inmersos en el
Parque Nacional y no existan zonas de amortiguamiento entre los nucleos poblados (que

crecen y se desarrollan rapidamente) y las dreas protegidas donde residen las especies
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silvestres. Parte del encanto del archipiélago reside ahi: en que los animales y las personas
conviven en estrecho contacto, pudiendo apreciar la “vida silvestre” en cada esquina y siendo
participes en muchos casos de este fendmeno de selecciéon natural (se podria argumentar
ahorasi es “antinatural”) en el que solo los mas resilientes sobreviven. Este escenario permite
representar el concepto de One Health, que aboga por la interdependencia entre la salud de
los animales, los seres humanos y el medio ambiente. En Galdpagos, esta conexion es
evidente vy visible todos los dias. Y las tortugas terrestres son las especies que mejor ilustran
esta interrelacion. Desde los volcanes remotos de Isabela, pasando por la seca e inhdspita isla
de Espafiola, hasta los nucleos urbanos de Santa Cruz o las fincas ganaderas de la parte alta,
las tortugas estan presentes en todos los ecosistemas, recibiendo todos y cada uno de los
impactos, positivos o negativos, asociados a esta estrecha convivencia. Es aqui donde esta
tesis confluye, cerrando el circulo de One Health que tan bien ilustran las tortugas gigantes,

gue en su devenir sobre la Tierra sobrevivieron a los dinosaurios, y que quién sabe, tal vez,

no puedan sobrevivir al ser humano.

Figura 28. Tortuga gigante de Galdpagos recién nacida. Imagen cedida por Joshua Vela, FCD.
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Conclusiones

Primera

Este trabajo contribuye a la creacidn de una primera linea base sobre el estado de salud de
las tortugas terrestres de Galdpagos, incluyendo intervalos de referencia de pardmetros
hematicos, prevalencia de agentes infecciosos y perfiles de resistencia y multirresistencia a

antimicrobianos.

Segunda

Se describen por primera vez los intervalos de referencia de hematologia y bioquimica de la
tortuga gigante de la especie Chelonoidis porteri, como modelo para la creacién de valores de
referencia para las otras once especies de tortuga gigante de Galdpagos, y como herramienta
diagndstica para los programas de cria en cautividad, reintroduccion y/o conservacion de

tortugas terrestres, asi como para las colecciones zooldgicas que mantengan estas especies.

Tercera

Las actividades humanas estdn relacionadas con la prevalencia de genes de resistencia a
antimicrobianos en las tortugas gigantes de las Islas Galapagos. El crecimiento y la expansion
urbanas, en conjunto con las actividades ganaderas, un deficiente manejo de los residuos y
las aguas servidas y la ausencia de control en el acceso a los antimicrobianos pueden estar
contribuyendo a la dispersion de bacterias resistentes y multirresistentes en el medio

ambiente del archipiélago.
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Cuarta

Se ha detectado la presencia de cuatro agentes infecciosos en las tortugas terrestres de
Galdpagos: dos adenovirus y dos herpesvirus. La prevalencia de Chelonoidis adenovirus 1 es
mayor en las tortugas que viven en contacto mas estrecho con las actividades humanas (C.
porteri) mientras que Chelonoidis adenovirus 2 es mds prevalente en el volcan Alcedo (C.
vandenburghi). Chelonoidis herpesvirus 1 se encuentra distribuido en varias localidades del
archipiélago, mientras que Chelonoidis herpesvirus 2 estd potencialmente restringido al
volcan Wolf en la isla Isabela. Se han observado signos clinicos compatibles con la presencia
de estos agentes infecciosos en algunos individuos sometidos a cautividad y/o estrés, lo que

sugiere que pueden ser causantes de enfermedad en determinadas circunstancias.

Quinta

La deteccion de nuevos microorganismos potencialmente patdgenos urge a establecer un
sistema integral de vigilancia epidemiolégica en el archipiélago que englobe a diversas
especies nativas, endémicas, introducidas e invasoras, que puedan servir como especies
centinelas para la deteccién temprana de potenciales agentes con cardcter patdégeno o

incluso zoonatico.

Sexta

La presencia de perfiles multirresistentes detectados en la isla Santa Cruz impera a esclarecer
el origen de dichas resistencias y la ruta de contaminacién de las bacterias resistentes al
medio ambiente y la fauna silvestre, asi como el potencial impacto que estas resistencias

tienen o pueden tener sobre la salud de los seres humanos que habitan en el archipiélago.
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Conclusiones

First

This work contributes to the establishment of the first baseline on the health status of
Galapagos tortoises, including reference intervals for blood parameters, prevalence of

infectious agents, and antimicrobial resistance and multi-resistant profiles.
Second

This is the first description of hematology and biochemistry reference intervals for the
Western Santa Cruz giant tortoise (Chelonoidis porteri) that may also be used as a template
for the description of reference values for other Galapagos tortoise species. Reference
intervals are an important diagnostic tool for captive breeding programs, reintroduction
and/or conservation programs of Galapagos tortoises, and for tortoises in human care at

zoological institutions.
Third

Human activities are related to the prevalence of antimicrobial resistance genes in Galapagos
giant tortoises. Urban growth and expansion, together with livestock activities, poor waste
and sewage management, and uncontrolled access to antimicrobials are contributing to the

spread of resistant and multi-resistant bacteria in the environment of the archipelago.
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Fourth

We detected the presence of four infectious agents in Galapagos tortoises: two adenoviruses
and two herpesviruses. The prevalence of Chelonoidis adenovirus 1 is higher in tortoise living
in closer contact with human activities (C. porteri), while Chelonoidis adenovirus 2 is more
prevalent in Alcedo Volcano (C. vandenburghi). Chelonoidis herpesvirus 1 was detected in
several tortoise species, whereas Chelonoidis herpesvirus 2 is potentially restricted to Wolf
Volcano on Isabela Island. Clinical signs consistent with the presence of these viruses have
been observed in some captive and/or stressed individuals, suggesting that they may be

pathogenic under various conditions.
Fifth

The detection of novel and potentially pathogenic microorganisms provides evidence for the
need to establish a comprehensive epidemiological surveillance system in the archipelago
that encompasses native, endemic, introduced, and invasive species that may act as sentinel
species for the early detection of pathogens that may impact conservation and may also be

zoonotic.
Sixth

Multi-resistant profiles detected on Santa Cruz Island makes it imperative to clarify the origin
and contamination routes of resistant bacteria in both wildlife species and the environment,
as well as the potential impact of these resistances for the health of domestic animals and

humans inhabiting the archipelago.
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