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Resumen

Escherichia coli es parte de la microbiota normal y puede actuar como un centinela
natural de cambios medioambientales. Diversos estudios han clasificado a E. coli
en cuatro grupos filogenéticos: A, B1, B2 y D, asociados también a la presencia de
genes de virulencia. Los patotipos de E. coli identificados en humanos y animales,
han sido reportados en especies silvestres, sin embargo todavia queda mucho por
entender acerca de la adquisicion de genes de virulencia y de resistencia a
antibidticos, los efectos en las poblaciones silvestres y la identificacion de posibles
actividades antropogénicas involucradas en los procesos de infeccion y
colonizacion. El propésito de este trabajo fue identificar resistencia a
quimioterapéuticos, grupos filogenéticos y presencia de los genes de virulencia:
eae, stx1, stx2, bfp, It, st e ipaH en cepas de E. coli comensal aislada de muestras
rectales de dos poblaciones de Zalophus californianus. Las muestras rectales
fueron colectadas en 2011 y 2012 y cultivadas en agar MacConkey. La
identificacion y la resistencia a quimioterapéuticos se determinaron con el sistema
automatizado MicroScan 96. Los grupos filogenéticos se identificaron con una
PCR utilizando el método de Clermont, y los genes de virulencia por PCR simple y
multiple. Se aislaron 63 cepas de E. coli; los resultados mostraron un aislamiento
resistente a amoxicilina/acido clavulanico (>16/8 mg/l), 2 a
trimetroprim/sulfametoxazol (>2/38 mg/l), 7 a ampicilina/sulbactam (>16/8 mg/l) y
uno a cefoxitina (16 mg/l). 22 pertenecieron al grupo A, 5 al B1, 2 al B2 y 34 al D.
El 61.9% de los aislamientos fue positivo al menos a un gen de virulencia, 13 a
eae, 9 a stx1, 18 a stx2, 14 a bfp, 8 a Ity 2 a st. En este estudio reportamos por
primera vez la distribucion de aislamientos de E. coli en los grupos filogenéticos,
resistencia a quimioterapéuticos y la presencia de genes de virulencia en lobos
marinos de California. Estos hallazgos seran modelos de rastreo utiles, para
determinar el grado de dano al medio ambiente en esta regiéon geogréfica.
Palabras clave: Escherichia coli, resistencia antimicrobiana, grupos filogenéticos,

genes de virulencia, Zalophus californianus, Baja California Sur.



Abstract

E. coli is considered part of the normal microflora and acts as a potential natural
sentinel for environmental changes. Several studies have placed E. coli strains in
four main phylogenetic groups: A, B1, B2 and D, also related to the presence of
virulence and resistance genes. E. coli pathotypes associated with animal and
humans have been reported in wildlife species, but there is still much to
understand about the acquisition of antibiotic resistance and virulence genes, the
effects on wildlife populations and the identification of possible anthropogenic
activities involved in the infection or colonization. The aim of this work was to
identify antibiotic resistance, phylogenetic groups and presence of eae, stx7, stx2,
bfp, It, st and ipaH virulence genes, in commensal E. coli isolates, from rectal
samples in two populations of Zalophus californianus. Rectal samples were
collected between 2011 and 2012 and cultured individually in MacConkey agar
plates. Identification and antimicrobial susceptibilities for each sample were
determined by the MicroScan 96 automated lecture system using standardized
minimum concentration breakpoints. Phylogenetic groups were determined by
triplex PCR using the Clermont method and virulence genes were identified by
simple and multiplex PCR. 63 strains of E. coli were isolated; results showed one
isolation resistant to amoxicillin/clavulanic acid (>16/8 mg/l), 2 resistant to
trimethoprim/sulfamethoxazole (>2/38 mg/l), 7 resistant to ampicillin/sulbactam
(>16/8 mg/l) and one to cefoxitin (16 mg/l). 22 belonged to group A, 5 to B1, 2 to
B2 and 34 to group D. 61.9% of the isolates were positive to at least one virulence
gene, 13 were positive to eae, 9 to stx7, 18 to stx2, 14 to bfp, 8 to It and 2 to st. In
this study we report for the first time the distribution of E. coli isolates within the
four main phylogenetic groups, antibiotic resistance and the presence of virulence
genes in California sea lions. These findings will be useful trace models, to
determine the degree of disturbance of the environment in this geographic region.
Key words: Escherichia coli, antibiotic resistance, phylogenetic groups, virulence
genes, Zalophus californianus, Baja California.
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Introduccion

Ecosistemas marinos

Los ecosistemas marinos se encuentran dentro de las fuentes mas valiosas y
mayormente explotadas de servicios ecosistémicos (Staudinger, 2012).
Desafortunadamente, estos sistemas se han deteriorado rapidamente,
principalmente por la degradacion, sobre explotacion, introduccion de especies
exoticas, contaminacion, acidificacion y disrupcion climatica (Ceballos & Ehrlich,
2002), reduciendo asi las funciones ecosistémicas (Aguirre & Tabor, 2008). Este
deterioro se debe primordialmente a que aproximadamente 60 por ciento de los
asentamientos humanos a nivel mundial se encuentran a 100 kildmetros de alguna
costa, y 20 por ciento de los ecosistemas adyacentes a los océanos han sido
modificados (Burke, 2000, Pompa et al., 2011).

Lo anterior promueve la diseminacién tanto de patégenos de origen humano
como de patdogenos marinos a los sistemas oceanicos, asociados con animales
marinos, fitoplancton, zooplancton, y sedimentos, asi como el intercambio de estos
entre humanos y animales (Stewart et al., 2008). Las interacciones entre
hospederos, patdogenos y el medio ambiente influencian los brotes de
enfermedades, por lo que cambios en alguno de estos componentes, puede
conllevar hacia estados de alta intensidad de enfermedad, o incluso alejarse de
estos (Burge et al., 2013).

En un analisis realizado por Stewart y colaboradores (2008), subrayan que la
importancia del mantenimiento de la salud de los ecosistemas marinos, ha
promovido un aumento en la investigacién que se realiza alrededor de temas
como: los microorganismos importantes para la salud publica, la virulencia,
enfermedades zoondticas y emergentes, asi como el estudio de animales y medio
ambientes como centinelas de la calidad del agua, fuentes de contaminacién y

deteccion de agentes patogenos.



Para poder continuar con un manejo efectivo de los ecosistemas marinos y
preservar la salud de estos, una de las estrategias es determinar los efectos de
agentes infecciosos sobre las poblaciones marinas (Burge et al., 2013). La
deteccion directa de enterobacterias a traves de técnicas moleculares, de
muestras medio ambientales como agua, sedimentos, aerosoles y muestras
biolégicas, es un método de monitoreo de fuentes de contaminacion fecal que se
ha utilizado desde hace varias décadas (Sidhu et al., 2013, Cabelli et al., 1983,
Edberg et al., 2000).

Escherichia coli

Escherichia coli es uno de los modelos bacterianos mejor caracterizados
(Tenaillon et al., 2010); es un microorganismo Gram negativo y anaerobio
facultativo que se encuentra como parte de la microbiota de la mucosa del
intestino grueso, colon y ciego de los mamiferos (Kaper et al., 2004). E. coli
coloniza el intestino de los mamiferos recién nacidos en pocas horas, y se
establece como el anaerobio facultativo mas abundante durante toda la vida,
ademas de ser capaz de reproducirse y enfrentarse al medio ambiente intestinal
del hospedero que se encuentra en constante cambio (Dobrindt et al., 2013).

Los diferentes serotipos de E. coli pueden ser aislados de heces de una
amplia variedad de hospederos tanto sanos como enfermos, ademas de agua y de
sedimentos, por lo que ha servido como herramienta en diversos estudios
moleculares, bioldgicos y genéticos (Tenaillon et al., 2010), como por ejemplo:
para rastrear fuentes de contaminacién fecal, para entender las bases genéticas y
los mecanismos moleculares asociados a la adquisicion de virulencia de las
enterobacterias (DebRoy & Maddox, 2001), asi como para la deteccion de perfiles
de susceptibilidad bacteriana a quimioterapéuticos (Rose et al., 2009, Davies,
1996). Por lo anterior, E. coli es considerada como un estandar global para la
deteccién de contaminacion fecal (Pesapane et al., 2013).

Touchon y colaboradores (2009) han reportado que unicamente 2,000 de los

18,000 genes ortdlogos de E. coli abarcan el genoma core o genoma nucleo,



compuesto por genes con alta homologia y conservados, que estan presentes en
todas las cepas de E. coli. Lo anterior, apoya que esta bacteria ha evolucionado
gracias a su plasticidad genética, dando lugar a la emergencia de variantes
patdgenas, asi como asociaciones especificas con sus hospederos (Dobrindt,
2005).

Resistencia a quimioterapéuticos

Los mecanismos por los cuales las bacterias han adquirido resistencia a
quimioterapeéuticos son: la expresion de porinas transmembranales por medio de
las cuales algunas moléculas son transportadas a traves de la bicapa lipidica
celular (Vila et al., 2007), la expresiéon de las bombas de flujo que expulsan
principalmente macrdlidos, tetraciclinas y quinolonas disminuyendo su
acumulacioén intracelular (Poole, 2002, Barker, 1999), por inactivacion enzimatica
de los farmacos como es el caso de las B-lactamasas y enzimas modificadoras del
cloranfenicol y de los aminoglicésidos (Robicsek et al., 2006) y por mutaciones en
genes que codifican enzimas o proteinas especificas, que confieren mayor
resistencia a los compuestos quimicos (Nikaido, 2009, Khachatryan et al., 2004).

La resistencia a quimioterapéuticos puede ser el resultado de grandes
cambios gendmicos, como la adquisicion de plasmidos, de elementos maéviles
como transposones, integrones e islas gendmicas (Thomas & Nielsen, 2005, Liu &
Pop, 2009, Vila et al., 2007). Tal es el caso de los genes contenidos en plasmidos
que codifican para 3-lactamasas de tipo CMY y CTX-M, para carbapenemasas de
tipo KPC (Jacoby & Munoz-Price, 2005), y transposones con el gen tet (A) que
codifican una proteina reguladora y un determinante de resistencia a la tetraciclina
(Ribera et al., 2003).

Una caracteristica importante de los plasmidos radica en que la mayoria de
ellos se transfieren de manera horizontal, permitiendo el intercambio de material
genético a organismos del mismo género o de géneros muy distantes (Norman et
al., 2009).



La adquisicion de genes de resistencia a través de la transferencia
horizontal, es considerada de gran importancia en el desarrollo y diseminacion de
la resistencia a antibidticos entre las bacterias (Davies, 1997). La localizacion de
estos genes en animales silvestres, es una herramienta importante para estimar el
grado de contaminacién de los ecosistemas, ya que los animales silvestres
proveen un mecanismo biolégico para su diseminacion (Allen et al., 2010).

Existen estudios que evidencian que dichos genes han sido identificados en
bacterias colectadas antes de la “era de los antibiéticos”, con lo que comprueban
que, la resistencia a quimioterapéuticos existe naturalmente en el medio ambiente,
y que probablemente estas bacterias adquirieron genes, incluso desde antes de la
introduccidn de los antibidticos y de la presion de seleccion que estos han ejercido
(Allen et al., 2010, Singer et al., 2006). Por lo anterior, las bacterias comensales
funcionan como reservorios potenciales de elementos moviles (Shoemaker et al.,
2001), que también pueden ser transferidos a bacterias patdégenas y viceversa
(van den Bogaard & Stobberingh, 2000).

Se ha observado que dentro de los agentes etioldgicos de algunas
enfermedades se encuentran bacterias resistentes a multiples quimioterapéuticos.
Algunos estudios indican que nunca se habia observado un grado tan dramatico
de resistencia a farmacos en algunos géneros bacterianos. El aumento de dicha
resistencia se debe fundamentalmente al abuso en la utilizacion de
quimioterapéuticos para el tratamiento de enfermedades, asi como al incremento
en la movilidad humana y la industrializacion (Hawkey & Jones, 2009).

Los desechos de los asentamientos humanos y de producciones pecuarias,
los cuales incluyen residuos de farmacos utilizados en tratamientos médicos, son
vertidos en el medio ambiente tanto terrestre como en las costas (Samadpour et
al., 2005). La resistencia a farmacos reduce la posibilidad de tratar con eficacia las
enfermedades ademas de aumentar el riesgo de complicaciones (Andersson &
Hughes, 2010) y por ende aumentar la morbilidad y mortalidad (Hawkey & Jones,
2009).



Existen pocos reportes de resistencia a antibioticos en animales marinos. Tal
es el caso del trabajo de Rose y colaboradores (2009), en donde a partir de
diversos tejidos tomados de focas comunes (Phoca vitulina), focas grises
(Halichoerus gryphus) y diferentes especies de pajaros, tanto de vida libre como
varados, aislaron diferentes grupos bacterianos e identificaron una alta prevalencia
en los perfiles de resistencia a 16 quimioterapéuticos probados.

Por ultimo los estudios en pinipedos varados incluyen: uno realizado por
Wallace y colaboradores (2013), en donde ademas de aislar diversos géneros
bacterianos, observaron una importante disminucién en la sensibilidad a
quimioterapéuticos, en un periodo de seis afos, y el estudio realizado por
Stoddard y colaboradores (2009), en donde identificaron un aumento de casi 40
por ciento en la resistencia de E. coli aislada de elefantes marinos del norte
(Mirounga angustirostris) después de haber sido tratados con antibiéticos en un

centro de rehabilitacion.

Grupos filogenéticos de E. coli

Diversos estudios han catalogado a las cepas de E. coli en cuatro grupos
filogenéticos principales: A, B1, B2 y D (Herzer et al., 1990, Clermont et al., 2000)
y mas recientemente en el grupo E (Touchon et al., 2009). La asignacién de las
diferentes cepas de E. coli en estos grupos, depende de su nicho ecoldgico, de la
historia natural, de la propension a causar enfermedad (Gordon et al., 2008), asi
como de la presencia de diferentes genes de virulencia (Boyd & Hartl, 1998,
Picard et al., 1999).

En estos trabajos se ha observado que las cepas comensales de origen
intestinal de E. coli, se encuentran asociadas a los grupos Ay B1, las cepas
patdgenas extraintestinales pertenecen principalmente al grupo B2 y en segundo
término al grupo D (Herzer et al., 1990), y las cepas patdgenas intestinales
pertenecen a los grupos A, B1y D (Pupo et al., 1997). Finalmente, las cepas
uropatdégenas (UPEC) y algunas cepas de E. coli medio ambiental también se
distribuyen dentro del grupo D (Dobrindt et al., 2013).



Otros estudios han demostrado que la abundancia de los grupos
filogenéticos entre los mamiferos, es dependiente a la dieta del hospedero, a la
masa corporal y al clima (Gordon & Cowling, 2003).

En el afio 2000 Clermont y colaboradores (2000), desarrollaron un método
rapido para la determinacion de los grupos filogenéticos, mediante la presencia y/o
ausencia de tres marcadores genéticos especificos. El gen chuA, identificado en
E. coli O157:H7, el cual codifica una proteina de 69kDa, sintetizada para el
transporte del grupo hemo como una fuente de hierro (sideroforo) (Torres &
Payne, 1997). El gen yjaA, identificado en el genoma de E. coli K12, y el
fragmento de DNA TSPE4.C2, que codifica para una lipasa estearasa (Gordon et
al., 2008).

Patotipos y genes de virulencia de E. coli

Entre las variantes patdgenas intestinales de E. coli que han sido bien descritas en
la literatura, se encuentran las productoras de toxinas shiga (STEC) (Girardeau et
al., 2005), la enterohemorragica (EHEC), la enterotoxigénica (ETEC), la
enteropatégena (EPEC), la enteroinvasiva (EIEC) (Croxen & Finlay, 2010, Kaper
et al., 2004), la enteroagregativa (EAEC), la adherente difusa (DAEC) y el nuevo
patotipo, E. coli adherente-invasiva (AIEC) (Croxen et al., 2013). Estos patovares
varian en las manifestaciones clinicas de la enfermedad, los antecedentes

filogenéticos (Dobrindt et al., 2013), asi como en los factores de virulencia.

E. coli enteropatégena (EPEC)

El patotipo EPEC fue el primero en ser descrito (Kaper et al., 2004), generalmente
€S un organismo no invasivo, que pertenece al grupo de bacterias que pueden
causar lesiones A/E (adhesion y esfacelacion) en la superficie del epitelio intestinal
del hospedero, provocando diarrea (Croxen et al., 2013). EPEC es una importante
causa de muerte por diarreas en nifios en paises en desarrollo (Nataro & Kaper,
1998). Las EPEC se clasifican en tipicas y atipicas, por la presencia o ausencia

del plasmido EAF (Moura et al., 2009). La variante patégena atipica, ha sido



aislada en perros, conejos, monos, gatos y rumiantes (Sekse et al., 2011, Moura et
al., 2009).

Tipicamente EPEC presenta una serie de factores de virulencia; se adhiere
al epitelio intestinal a través del pilus formador de mechones (BFP), codificado en
el operon bfp (Cuadro 1), el cual es considerado un factor predominante en el
mecanismo de patogenicidad, ya que forma microcolonias generando un patron de
adherencia localizada (Croxen et al., 2013). El factor inhibidor de linfocitos (LifA),
es una adhesina secretada por el sistema de secrecion tipo Il (T3SS), asociada
también a la adherencia y codificada en el gen /ifA (Badea et al., 2003).

Otros factores de adherencia son: el pilus comun de E. coli (ECP), un factor
de adherencia accesorio relacionado con la colonizacién de cepas tanto
comensales como patogenas, y la proteina EspA, involucrada en la adhesién
inicial y en la eliminacién de microvellosidades junto con BFP (Cleary et al., 2004).

La transduccién de sefiales y la formacion de las lesiones A/E, estan
mediadas por la interaccion de la intimina codificada en el gen eae, y la
traslocacion de una proteina bacteriana, el receptor de intimina translocado (Tir).
Tir es insertado en la membrana plasmatica de la célula del hospedero, esta
proteina cuenta con un dominio extracelular y otro citoplasmico. La intimina se une
a la porcién extracelular de Tir, proceso en el cual ocurre una adhesion muy
estrecha de las bacterias a las células del hospedero, ademas de estar implicada
en la cascada de senalizacion que provoca el ensamblaje de actina para la
formacion de pedestales (Campellone, 2010) y estimular la hiperplasia de las
criptas intestinales (Higgins et al., 1999).

Una vez adosada la bacteria al epitelio, las proteinas efectoras: Map, EspF,
EspG, EspZ, EspH y EspB, son inyectadas a través de T3SS para causar la
patogénesis caracteristica de EPEC (Croxen et al., 2013).

E. coli productora de toxina shiga (STEC)/ E. coli enterohemorragica (EHEC)
Las STEC son un patotipo causante de diarreas moderadas a sanguinolentas y del
sindrome urémico hemolitico (HUS), caracterizado por falla renal aguda, anemia



hemolitica y trombocitopenia (Nataro & Kaper, 1998). Los animales y sus
derivados, en especial los rumiantes, el agua vy la tierra, son importantes
reservorios de esta variante patdégena, por lo que su presencia en estos lugares
esta estrechamente relacionada con contaminacion en el medio ambiente, debido
a la transmisién fecal-oral (Gyles, 2007, Croxen et al., 2013).

Este patotipo se caracteriza por presentar los genes stx1, stx2 solos o en
combinacion (Cuadro 1), los cuales codifican para las citotoxinas Stx1 y Stx2
(Gyles, 2007). Las Stx se unen a las globotriaosilceramidas (Gb3s) tanto en las
células de Paneth en la mucosa intestinal, como en la superficie de las células
epiteliales renales. La interaccion de la subunidad B de la Stx con las Gb3, induce
invaginaciones que facilitan la internacion de las toxinas. Después de una
endocitosis, la Stx es transportada de forma retrégrada por el aparato de Golgi vy el
reticulo endoplasmico, una vez en el citosol, la subunidad A de la toxina produce
necrosis y muerte celular (Gyles, 2007, Croxen & Finlay, 2010).

El patotipo EHEC es considerado un subtipo de la STEC, el cual ademas de
presentar alguna o ambas Stx, también posee la isla de patogenicidad LEE donde
se localiza el gen eae (Cuadro 1), provocando igual que EPEC, lesiones A/E, pero
a diferencia de los 30 efectores de EPEC, se han reportado hasta 62 efectores
inyectados a las células. Adicionalmente, las EHEC presentan el gen ehly o ehxA,
que codifican para una hemolisina formadora de poros (Croxen et al., 2013). La
importancia del aislamiento de este patotipo en animales, radica en su condicion
de reservorio de la infeccidn que puede causar enfermedad en humanos (Kaper et
al., 2004).

E. coli enterotoxigénica (ETEC)

E. coli ETEC por su parte, es causante de la “diarrea del viajero” en humanos y es
endémica en la mayoria de los paises considerados en desarrollo (Qadri et al.,
2005). Este patotipo también es de gran importancia para la industria porcicola,
causando alta morbilidad y mortalidad en lechones, asi como en becerros (Nagy &

Fekete, 2005). La transmision es por la via fecal-oral (Croxen et al., 2013).



Esta variante patdégena se caracteriza por la produccién, simultanea o
individual, de las enterotoxinas termolabil Lt y termo estable St, codificadas en los
genes Ity st respectivamente (Cuadro 1); el anclaje a los enterocitos a través de
factores de colonizacién (CFs), que se unen a diferentes receptores en las células
del hospedero; de una adhesina localizada en la punta de las fimbrias o pili (EtpA)
encargada de mediar la adhesion a las células epiteliales; y por las proteinas de
adherencia e invasion Tia y TibA, codificadas en los genes tia y fib.

Algunos estudios reportan la presencia de la toxina St en un 80 por ciento de
aislamientos de ETEC analizados, (45% sola y 33% en combinacién con Lt)
(Isidean et al., 2011). El mecanismo general de este péptido consiste en su
comportamiento idéntico a la hormona guanilina, para poder unirse a los
receptores de la guanilil ciclasa C en el epitelio intestinal. Esta unién produce un
aumento en los niveles intracelulares de GMP ciclico, que a su vez activaran el
regulador de conductancia transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR),
produciendo finalmente, la secrecion de Cl-hacia el lumen intestinal y
disminuyendo la absorcion de Na* (Turner et al., 2006).

La toxina Lt es similar en un 80 por ciento a la secuencia de los aminoacidos
de la toxina de V. cholerae. Las subunidades B se unen al monosialoganglidsido
(GM1) de las células del hospedero, y se internan a través de balsas lipidicas
llevando la subunidad A al citoplasma. Esta subunidad se mueve a través del
movimiento retrogrado del reticulo endoplasmico hasta el citoplasma, activando la
adenil ciclasa y aumentando los niveles de AMP ciclico, que a su vez activaran a

la proteina quinasa A (PKA) y esta ultima a CFTR (Croxen & Finlay, 2010).

E. coli enteroinvasiva (EIEC)

La EIEC se caracteriza por ser un patdégeno intracelular facultativo, y comparte las
mismas propiedades patdégenas, bioquimicas y genéticas con Shigella spp. (Crowe
et al., 2013). Este patotipo es una importante causa de diarrea en nifios
(Tornieporth et al., 1995) y es reconocido como un enteropatégeno emergente en

paises en desarrollo (Guion et al., 2008). Ha sido aislado de humanos y de



grandes simios (Croxen et al., 2013) y recientemente identificado en ganado
vacuno (Chandra et al., 2013).

Este patotipo posee un mecanismo general que involucra: la penetracion de
la barrera epitelial, la induccion de la muerte de macroéfagos, invasion, supresion
de la respuesta inmune, movimiento intracelular y dafio epitelial.

Esta provisto de un T3SS mediante el cual inyecta alrededor de 25 factores
de virulencia que intervienen con diversos procesos en las células hospederas
(Croxen et al., 2013). Las proteinas Mxi-Spa son componentes necesarios para el
ensamblaje y funcién del T3SS; chaperonas como IpgA, IpgE, IpgC y Spa15, que
estabilizan los sustratos del T3SS en el citoplasma bacteriano, y las dos ultimas
adicionalmente, participan en la regulacion transcripcional de los genes efectores
del T3SS. Reguladores transcripcionales como VirF, VirB y MxIiE, que regulan los
genes que se encuentran asociados al T3SS; e IpaB, IpaC, e IpaD, que permiten
la traslocacioén directa de las proteinas efectoras desde el citoplasma bacteriano
hasta la célula hospedera, controlando adicionalmente, la secrecién y traslocacion
de otras proteinas efectoras hacia las células eucariotas (Schroeder & Hilbi, 2008).

La bacteria penetra la barrera epitelial por medio de las células M, dafiando
las uniones estrechas y provocando inflamacién. Una vez en la submucosa, los
macrofagos residentes fagocitan la E. coli y ésta, evadiendo el fagosoma y
lisosoma, activando la muerte celular a través de la induccion de caspasa-l, es
liberada para invadir basolateralmente a los enterocitos, con la ayuda de las
proteinas inyectadas.

El movimiento intracelular esta regulado por VirG, que induce la adquisicion
de N-WASP, que precede a la formacion de una cola de actina en la superficie
bacteriana mediada por el complejo ARP 2/3. Posteriormente hay una adhesion
mediada por IpaB y el complejo IpaBCD, e IpaC, IpgB1, IpgD, IpaAy VirA, que
estan involucrados en el reclutamiento del complejo ARP2/3 para la polimeracién
de actina, y la formacién de un re-arreglo celular caracteristico llamado ruffling.
Los efectores IpgD, IpaA y VirA se encuentran involucrados en la desestabilizacion

de la actina y los microtubulos, promoviendo la invasion. Finalmente, el escape del
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fagosoma sucede por la utilizacién de los efectores IpaB, IpaC, IpaD e IpaH
(Croxen et al., 2013, Croxen & Finlay, 2010). El gen ipaH (Cuadro 1) es un gen con
multiples copias que puede encontrarse tanto en un plasmido como en el

cromosoma, y unicamente se encuentra en EIEC (Beld & Reubsaet).

E. coli enteroagregativa (EAEC)

El patotipo EAEC, esta caracterizado por la formacién de biopeliculas mediada por
genes que se encuentran en plasmidos de virulencia (pAA), y que codifican los
genes necesarios para la biogénesis de fimbrias (AAF’s) (Croxen & Finlay, 2010).
Ha sido identificado en diarreas persistentes, tanto endémicas como epidémicas
en todo el mundo. Es la bacteria mayormente identificada en muestras diarreicas
(Croxen et al., 2013). La colonizacion ocurre tanto en intestino delgado como
grueso, produciendo inflamacién en el colon (Nataro & Kaper, 1998). Se considera
que los aislamientos de EAEC son muy heterogéneos, y aunque no han sido
aislados de muestras de animales, no se deben de excluir como posibles

reservorios (Croxen et al., 2013).

E. coli de adherencia difusa (DAEC)

La DAEC es un patotipo diferente a los que producen lesiones A/E, pero de igual
forma, las bacterias se adhieren a los enterocitos causando diarrea (Nataro &
Kaper, 1998). DAEC se ha aislado en nifios y no se conoce su transmision ni
reservorios (Croxen et al., 2013).

En general, el mecanismo de infeccion esta mediado por adhesinas
fimbriales y afimbriales (Afa/Dr) que se unen al factor acelerador de la degradacion
(DAF), induciendo un re-arreglo del citoesqueleto, elongando o destruyendo las
microvellosidades (Servin, 2005). Otras cepas se unen al antigeno
carcinoembriogénico (CAECAM), para la internacion hacia células epiteliales
indiferenciadas, mecanismo dependiente de rearreglos y balsas lipidicas (Croxen
et al., 2013).

11



E. coli adherente-invasiva (AIEC)

Finalmente, AIEC ha sido implicado como un agente causal de la enfermedad de
Crohn, causando inflamacion en el intestino delgado. Este patotipo invade las y se
replica en las células epiteliales, asi como en macréfagos. AIEC se adhiere a las
células del hospedero por medio de un flagelo, y utiliza un pilus de superficie tipo |
para adherirse al CAECAMG6. Posteriormente AIEC utiliza diversos factores de
virulencia para la invasion, como la produccion de vesiculas de la membrana
externa (OMVs), que liberan efectores al unirse con las células epiteliales a través
de la expresion de la proteina (OmpA). Este puede infectar y replicarse en los
fagolisosomas, sin inducir la muerte celular de los macréfagos (Croxen et al.,
2013).

Algunos genes de virulencia asociados a los patotipos de E. coli, han sido
descritos recientemente en fauna silvestre terrestre como en los lobos Ibéricos
(Canis lupus signatus) (Simoes et al., 2012), en cérvidos salvajes (Cervus elaphus;
Capreolus capreolus) (Bardiau et al., 2010) y en gansos de Canada (Branta
canadensis) (Kullas et al., 2002). En colecciones zoolégicas (Baldy-Chudzik et al.,
2008, DebRoy & Roberts, 2006, Wang et al., 2013) y en mamiferos marinos como
las nutrias marinas del sur (Enhydra lutris nereis) (Miller et al., 2010) y lobos

marinos de Sudamérica (Otaria flavescens) (Salinas C et al., 2010).
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Cuadro 1 Marcadores de virulencia tipicos de los patotipos de E. coli, funcién y localizacion

gendmica.

Gen de Funcién Localizacion Patotipo de
virulencia genomica E. coli

bfp Pilus formador de mechones Plasmido EPEC

eae Intimina A/E IP LEE EHEC/EPEC
stx1 Toxina shiga | Bacteriéfago EHEC/STEC
stx2 Toxina shiga ll Bacteriéfago EHEC/STEC
ipaH Plasmido invasivo antigénico Plasmido EIEC

st Enterotoxina termo estable Plasmido ETEC

It Entero toxina termo labil Plasmido ETEC
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Peninsula de Baja California

La costa oeste de México, especialmente la Peninsula de Baja California, tanto del
lado del Océano Pacifico como el del Mar de Cortés, es una regiéon con una alta
riqueza de especies (Pompa et al., 2011) y muchas de ellas con probabilidades de
encontrarse en riesgo de extincion (Davidson et al., 2012) por lo que es de nuestro
interés realizar trabajos de investigacion en esta zona, para ampliar el
conocimiento sobre la relacion especie-habitat y la posible influencia
antropogeénica.

El Océano Pacifico mexicano es una zona de transicion oceanografica que
varia estacionalmente entre 18° y 23° N. Se encuentra entre las aguas frias
provenientes de la Corriente de California y las aguas templadas de la Corriente
Norecuatorial (Rosales-Nanduca et al., 2011) ademas de estar definido en los
intervalos 12° a 34° Ny 122° O.

Por otra parte, el Golfo de California es considerado un ecosistema marino
grande, toda vez que diversas especies ocupan distintos habitats y tienen un
movimiento importante a lo largo de toda el area. Se encuentra orientado de norte
a sur y cuenta con una extension de aproximadamente 150 km de ancho y 1000
km de largo. La variabilidad en su topografia, la surgencia estacional a lo largo de
Sonora y Baja California y las mareas producidas en el golfo central, son los
principales factores que ejercen influencia sobre el amplio rango de habitats, por lo
que es considerado uno de los océanos mas productivos en el mundo (Szteren &
Aurioles-Gamboa, 2011, Diaz-Uribe et al., 2012). Es un area de alta riqueza en
especies y en riesgo critico por ser un importante sector econémico por el
desarrollo de la pesca y el turismo (Olson & Dinerstein, 2002, Davidson et al.,
2012). Es necesario tener un mejor conocimiento de las dinamicas estructurales y
funcionales del ecosistema para poder contribuir al planteamiento de estrategias

enfocadas al mejoramiento del manejo de esta zona.
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Isla San Esteban

La Isla San Esteban se localiza a 400 km al sur de la cabeza del Golfo de
California, entre la Peninsula de Baja California y Sonora (Desonie, 1992), a una
latitud de 28° 43°N y una longitud de 112° 35°0 (Zavala-Gonzalez, 1997). Con
base en la regionalizacién propuesta por Szteren y Aurioles (2011) donde se
incluyen las 13 colonias reproductivas de Zalophus californianus, se considera
dentro de las islas del Golfo Central que tienen tendencias poblacionales
fluctuantes o en aumento, concentraciones de clorofila de medias a altas,
temperatura superficial del mar de media a baja y diversidad de dieta alta (Szteren
& Aurioles-Gamboa, 2011).

Isla Magdalena

La Bahia Magdalena por su parte, tiene una extension de 170, 000 hectareas y es
la bahia natural de agua profunda mas grande en Baja California, considerado el
mayor ecosistema de humedales en las costa oeste de la peninsula de Baja
California (Morgan et al., 2005). Se divide en cuatro zonas principales: la norte, la
central, la sur y la periférica. Al oeste de la zona periférica se encuentra la Isla
Magdalena (Hastings & Fischer, 2001), con una latitud de 24° 55.45°'N y una
longitud de 112° 13.50" O (Riofrio-Lazo et al., 2012). En esta regién habita una de
las colonias mas grandes de Zalophus californianus (Hastings & Fischer, 2001), la

cual pertenece al grupo de manejo de la zona occidental de Baja California.

Lobos marinos de California (Zalophus californianus)

El lobo marino de California Zalophus californianus pertenece a la familia de los
otaridos y representa un modelo util de estudio en ambientes marinos por ser un
omnivoro que consume diversas especies dentro de las redes tréficas (Garcia-
Rodriguez, 2004), por su amplia distribucion geografica que va a lo largo de la
costa del Pacifico desde la Columbia Britanica en Canad4, hasta la punta sur de la
Peninsula de Baja California en México, incluyendo el Golfo de California (Le

Boeuf, 1983). Zalophus californianus es la especie de pinipedo mas abundante en
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el Golfo de California (Garcia-Rodriguez, 2004). Esta especie se encuentra
protegida por la Norma Mexicana NOM-059-ECOL-1994, listada como “Proteccion
Especial” y por el Acta de Proteccion de Mamiferos Marinos de los Estados Unidos
de América (EUA). Esta subdividida en tres grupos de manejo: el de EUA, el de la
zona occidental de Baja California y el del Golfo de California; a su vez, en México,
las colonias se encuentran divididas en alto Golfo de California, sur de la
Peninsula de Baja California y costa Pacifico superior de Baja California. Lo
anterior con base en las variaciones genéticas encontradas en estudios de DNA
mitocondrial (Maldonado et al., 1995, Gonzalez-Suarez et al., 2009).

La poblacién total de lobos marinos en costas mexicanas se estima entre 75
mil a 87 mil para la costa oeste de la peninsula y de alrededor de 30 mil individuos
(Aurioles & Trillmich, 2008) concentrados en su mayoria en la parte superior del
Golfo. Estos se encuentran divididos en 13 colonias reproductivas y aisladas por
distancia de las poblaciones del Océano Pacifico (Aurioles-Gamboa & Zavala-
Gonzalez, 1994). Pese a lo anterior, estas poblaciones se encuentran
genéticamente bien estructuradas (Szteren et al., 2006). Las poblaciones de lobos
marinos son abundantes y probablemente se encuentren en la maxima capacidad
de carga en las areas de distribucion del norte del continente, sin embargo, el
aislamiento de las poblaciones del Golfo de California, su tamafo y su disminucion
en los ultimos 20 afos sugieren que la especie debe encontrarse en la categoria

de amenazada (Aurioles & Trillmich, 2008).

Justificacién

E. coli es uno de los modelos bacterianos mejor caracterizados, y juega un papel
preponderante al formar parte de la microbiota normal de la mucosa intestinal de
los mamiferos. No existe suficiente informacién respecto a E. coli en lobos marinos
(Zalophus californianus); los estudios que se han realizado, reportan el aislamiento
de este género bacteriano de diversos tejidos obtenidos de animales enfermos,
varados o muertos, sin embargo, aun se desconoce el impacto que puede tener en

la especie. E. coli ha servido como modelo para rastrear fuentes de contaminacién
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fecal, para entender las bases genéticas y los mecanismos moleculares asociados
a la adquisicion de virulencia de las enterobacterias, asi como para detectar la
disminucién de la susceptibilidad bacteriana a quimioterapéuticos. Por lo anterior,
esta investigacion permitira establecer las bases de las caracteristicas fenotipicas
y moleculares de E. coli en Zalophus californianus, aportara informacion para
realizar estudios de impacto ambiental, derivadas de las actividades
antropogeénicas en la region, y contribura a la generacidén de nuevo conocimiento,
sobre la ecologia de las enfermedades infecciosas, en mamiferos marinos que

habitan aguas mexicanas.

Hipotesis

Los aislamientos de E. coli comensal, procedentes de lobos marinos (Zalophus
californianus) de Baja California Sur, México, no presentan resistencia a
quimioterapéuticos, pertenecen al grupo filogenético A, y no presentan genes de

virulencia.

Objetivo General
Identificar los grupos filogenéticos y detectar la presencia de genes de virulencia
de aislamientos de E. coli, de muestras rectales de lobos marinos (Zalophus

californianus) de vida libre en Baja California Sur, México.

Objetivos Especificos

1. Identificar bioquimicamente y determinar la resistencia a quimioterapéuticos de
E. coli de muestras rectales de lobos marinos (Zalophus californianus).

2. Determinar los grupos filogenéticos mediante la presencia o ausencia de los
genes chuA, yjaAy TSPE4.C2.

3. Detectar los genes de virulencia: bfp, eae, stx1, stx2, It, st e ipaH.
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Material y Métodos

Coleccion de muestras

Se colectaron un total de 69 muestras rectales de lobos marinos de California
(Zalophus californianus) sin signos aparentes de enfermedad, provenientes de las
Islas Magdalena y San Esteban, Baja California Sur, México. Se utiliz6 un hisopo
estéril para colectar cada una de las muestras, se almacenaron a 4°C y
transportaron en medio AMIES con carbon activado. Las muestras se enviaron al
laboratorio de ecologia de agentes patdogenos del Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzalez” para el analisis bacteriolégico. Para las muestras de la Isla San
Esteban, los lobos marinos fueron capturados con red, inmovilizados, inducidos
con Isofluorano al 5% y mantenidos con anestesia inhalada a 3% para obtener la
muestra rectal. Una vez que los animales se recuperaron completamente, fueron

liberados.

Aislamiento, Identificacién Bacteriana y Concentracion Minima Inhibitoria
Cada hisopo se inoculé en agar MacConkey y en medio agar soya tripticaseina
(TSA) y se cultivo bajo condiciones de aerobiosis a 37°C de 24 a48 h. Los
aislados se utilizaron para ser almacenados a -80°C en medio caldo infusion
cerebro corazén (BHI) con glicerol al 40%. Las colonias fermentadoras de lactosa
fueron seleccionadas e inoculadas nuevamente en agar MacConkey y cultivadas
bajo las mismas condiciones.

La identificacion de E. coli se realizé utilizando el sistema automatizado
MicroScan Walk-Away 96 (Dade Behring, West Sacramento, CA, USA) en el cual
también se determind la presencia de B-lactamasas y la concentracién minima
inhibitoria (MIC) utilizando los quimioterapéuticos; amikacina, amoxicilina/acido
clavulanico, ampicilina/sulbactam, ampicilina, aztreonam, cefazolina, cefepime,
cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina, gatifloxacina, gentamicina,
imipenem, levofloxacina, piperacilina/tazobactam, piperacilina,

trimetroprim/sulfametoxazol y tobramicina.
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Cepas control de E. coli

Para la identificacion y la MIC se utilizé la cepa de E. coli ATCC 25922 como
control de reacciones y puntos de corte de MIC; para la realizacion de la PCR de
identificacion de E. coli (gadA), se utilizé a E. coli K12, como control positivo y a
Salmonella Typhimurium como control negativo. Con respecto a las cepas
uilizadas en la deteccidon de genes de virulencia, se incluyeron: a E. coli
0O78:H11:K80 (cepa H10407/ETEC); E. coli O127:H6 (cepa E2348/69/EPEC); E.
coli O157:H7 (cepa EDL933/EHEC) ATCC 70092; E. coli O157:H7 (Laboratorio de
Salud Publica, Facultad de Medicina, UNAM) y E. coli EIEC (Department of Enteric
Pathogens. Central Public Health Laboratory, London, England). Las cepas control
utlizadas fueron sembradas en agar MacConkey y agar TSA de acuerdo a cada

protocolo.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Todas las reacciones de PCR, se realizaron utilizando una colonia aislada como
templete de DNA. Los componentes generales de las reacciones fueron: 10.5 pyL
de agua destilada estéril, 0.5 pL (50 pmol) de cada uno de los iniciadores, 12.5 uL
de TopTaq Master Mix (Qiagen, Ventura, CA. USA), que contiene TAQ DNA
Polimerasa (1.25 u), dNTP’s (200uM c/u), solucién amortiguadora (1X) y 15mM de
MgCla.

Identificacion molecular de E. coli

Adicionalmente a la identificacion bioquimica de E. coli, se realizé la identificacion
molecular por medio de la deteccion del gen gadA (670pb) que codifica para la
enzima glutamato descarboxilasa (GAD), mediante PCR. Se utilizaron los
iniciadores descritos por McDaniels y colaboradores (1996) gadAF 5°-
ACCTGCGTTGCGTAAATA-3" y gadAR 5-GGGCGGGAGAAGTTGATG-3'. Las
condiciones de la PCR fueron: 4 min a 95°C de desnaturalizacién inicial, seguido
por 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 58°C y 1 min 72°C y una extension final de
4 min a 72°C.
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Determinacion de grupos filogenéticos
Se utilizé una PCR multiple, para identificar el grupo filogenético de los
aislamientos de E. coli. Se utilizaron los iniciadores previamente descritos por
Clermont y colaboradores (2000) con pequefias modificaciones, para detectar los
genes chuA (279 pb) yjaA (211 pb) y el fragmento de DNA TspE4C2.1. (152 pb).
Las condiciones de la PCR consistieron en 5 min a 95 °C de desnaturalizacion
inicial seguido de 30 ciclos de 30 sega 95 °C, 33sega58°Cy30sega72°Cy
una extension final de 7 min a 72 °C.

El grupo filogenético de cada aislamiento, se determin6 con base en la
presencia (+) o ausencia (-) de la combinacién de chuA, yjaA y TSPE4.C2

respectivamente (Figura 1).

Deteccidn de genes de virulencia

Para la identificacion de los genes de virulencia de los diferentes patotipos (eae,
stx1, stx2, bfp, It, st e ipaH) se realizaron reacciones de PCR multiple, utilizando
los iniciadores previamente descritos (Bisi-Johnson et al., 2011, Tornieporth et al.,
1995, DebRoy & Roberts, 2006). Para la amplificacion de los genes eae y stx1 se
utilizaron los siguientes parametros: desnaturalizacion de 5 min a 94°C; 30 ciclos
de 30 seg a 94°C, 30 seg a 56°C y 45 seg a 75°C, con una extension final de 7
min a 72°C. Para los genes bfp e ipaH las condiciones fueron las siguientes:
desnaturalizacion de 5 min a 94°C; 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 mina 56°C y 1
min a 72°C, con una extension final de 7 min a 72°C. Para la deteccién de los
genes Ity st, se realizaron bajo el siguiente esquema de amplificacion:
desnaturalizacion de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 60°C y 30
seg a 72°C, con una extension final de 5 min a 72°C. Por ultimo, para el gen stx2
se realizdé una PCR simple bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion de 5
min a 94°C; 30 ciclos de 45 seg a 94°C, 45 seg a 58°C y 45 seg a 72°C con una
extension final de 7 min a 72°C. Los iniciadores utilizados se enlistan en el
(Cuadro 2).
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Los productos de amplificacion de cada una de las reacciones, fueron
visualizados en geles de agarosa al 1.5 y 2%, tefidos previamente con bromuro
de etidio (10 ug/mL), y las imagenes fueron digitalizadas en un fotodocumentador.
El tamafio de los amplicones se determiné utilizando un marcador de peso
molecular DNA ladder de 100-pb.
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Figura 1 Arbol de decision dicotomica para la determinacion del grupo filogenético de las
cepas de E. coli, utilizando los resultados de la amplificacion de la PCR de los genes chuA,
yjaA y el fragmento TSPE4.C2 (Clermont et al., 2000).
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Cuadro 2. Iniciadores para la deteccion de genes de virulencia en muestras de E. coli.

Gen

Secuencia de iniciadores (5°- 3") Posicion (amplicén)

Referencia

eae

stx1

stx2

bfp (EPEC)

It (ETEC)

STa (ETEC)

ipaH (Shigella spp. y
EIEC)

GTG GCG AAT ACT GGC GAG ACT CCC CAT TCT TTT TCA  2518-3408 (890 pb)
CCGTCG

ACA CTG GAT GAT CTC AGT GG CTG AAT CCC CCT CCA  938-1520 (582 pb)
TTATG

GGC ACT GTC TGAAAC TGC TCC TCG CCA GTT ATC TGA  603-857 (255 pb)
CATTCTG

CAATGG TGC TTG CGC TTG CT GCC GCT TTATCC AAC ~ 119-443 (324 pb)
CTGGT

AGC AGG TTT CCC ACC GGA TCA CCA (132 pb)
GTGCTCAGATTC TGG GTC TC
GCT AAT GTT GGC AAT TTT TTATTT CTG TA 9-171 (190 pb)

AGG ATT ACAACAAAG TTC ACAGCA GTAA

GCT GGA AAAACT CAG TGC CT CCA GTC CGT AAATTC  1061-1484 (424 pb)
ATTCT

(DebRoy & Roberts, 2006)

(DebRoy & Roberts, 2006)

(DebRoy & Roberts, 2006)

(Tornieporth et al., 1995)

(Bisi-Johnson et al., 2011)

(Bisi-Johnson et al., 2011)

(Tornieporth et al., 1995)
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Resultados

Aislamiento, identificacion bacteriana 'y MIC

Se colectaron 15 muestras rectales de lobos marinos adultos y crias de la Isla San
Esteban, de las cuales se obtuvieron 13 aislamientos de E. coli. Por otro lado, se
colectaron 54 muestras rectales de lobos marinos adultos y juveniles de la Isla
Magdalena, en las cuales se identificaron 50 aislamientos de E. coli. En total, se
colectaron 69 muestras rectales, de los cuales se obtuvieron 63 aislamientos de E.
coli.

De los 13 aislamientos de E. coli provenientes de la Isla San Esteban,
unicamente una cepa presento resistencia a cefoxitina (16 mg/L). Para el caso de
la Isla Magdalena, un aislamiento de E. coli presenté resistencia a la combinacion
amoxicilina/acido clavulanico (>16/8 mg/L), dos mostraron resistencia a la
combinacion trimetroprim/sulfametoxazol (>2/38 mg/L), y siete presentaron

resistencia a la combinacién ampicilina/sulbactam (>16/8 mg/L) (Cuadro 3).

Identificacion molecular de E. coli

Al total de aislamientos de E. coli se les realiz6 la amplificaciéon de un fragmento
de 670 pb del gen gadA, mediante PCR de colonia. ElI 100% de los aislamientos
fueron positivos a la amplificacién de gadA, confirmando que pertenecen al género

y especie E. coli (Figura 2).

Determinacion de grupos filogenéticos

La combinacion de los genes chuA, yjaAy TspE4C2.1, permitieron clasificar los 63
aislamientos de E. coli dentro de los grupos filogenéticos A, B1, B2 y D (Cuadro 4
y Figura 3). La mayoria de los aislamientos de ambas islas se encontraron dentro
del grupo D con 34 cepas, seguido del grupo A con 22, B1 con cinco y B2 con dos
(Cuadro 4).
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Cuadro 3 Resistencia antimicrobiana, grupos filogenéticos, presencia de genes de virulencia y los patotipos asociados, de los 63

aislamientos de E. coli de Zalophus californianus.

ID Antimicrobiano MIC mg/L  Grupo filogenético Genes de virulencia Patotipo
Aislado E. coli
bfp  eae stx1 stx2 st It ipaH
2b A + + EPEC/EHEC/STEC
9a A -
7Ta A + EHEC/STEC
7b A + EHEC/STEC
8b D + + EPEC/EHEC/STEC
10b D + + + EPEC/EHEC/STEC/ETEC
11a D + EPEC/EHEC
11c D -
13b D -
15a A -
2a A + EPEC
3b D + + + EPEC/EHEC/STEC/ETEC
4a D -
4b D + EHEC/STEC
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Cuadro 3 (continuacion)

ID Antimicrobiano MIC mg/L  Grupo filogenético Genes de virulencia Patotipo
Aislado E. coli

bfp  eae  stx1 stx2 st It ipaH

5a Amox/AC >16/8 D -

6b D -

7Ta A + ETEC

7b D -

9a A + EHEC/STEC

10d D + EHEC/STEC

12a D + EHEC/STEC

12¢ A + + EPEC/EHEC/STEC
9Ba D

9Bb D

14b D

15a D + EHEC/STEC

16a D i o i EPEC/EHEC/STEC
18a D + + + EPEC/EHEC/STEC/ETEC
19a D i EHEC/STEC
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Cuadro 3 (continuacion)

ID Antimicrobiano MIC mg/L  Grupo filogenético Genes de virulencia Patotipo
Aislado E. coli
bfp  eae stx1 stx2 st
20a A + + EPEC/EHEC/STEC
21a D + EPEC/EHEC
22b D + + EHEC/STEC/EPEC/ETEC
26a A -
26b B1 + EPEC/EHEC
29b A + EHEC/STEC
32¢c D -
35a A + + EPEC/EHEC/STEC
36a A + EPEC
36b A + EPEC/EHEC
37a A -
39a A -
21b Trim/Sulfa >2/38 D i o EPEC/EHEC
25a Amp/Sulb >16/8 A + EPEC/EHEC
27b Amp/Sulb >16/8 B1 o EHEC/STEC
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Cuadro 3 (continuacion)

ID Antimicrobiano MIC mg/L  Grupo filogenético Genes de virulencia Patotipo
Aislado E. coli
bfp  eae  stx1 stx2 st It ipaH
28b Amp/Sulb >16/8 B1 + + EPEC/EHEC/STEC
30a Amp/Sulb >16/8 B2 + + + + EHEC/STEC/EPEC/ETEC
30c Amp/Sulb >16/8 B2 + + + + + EHEC/STEC/EPEC/ETEC
31a Amp/Sulb >16/8 A + EHEC/STEC
33a Trim/Sulfa >2/38 B1 + EHEC/STEC
34a Amp/Sulb >16/8 A + + EPEC/ETEC
C1 D
C3 D
C4 D
C5 B1 + EPEC/EHEC
J1 D
J2 A + EPEC/EHEC
J3 D
J4 D + EPEC/EHEC
J6 A i EPEC

28



Cuadro 3 (continuacion)

ID Antimicrobiano MIC mg/L  Grupo filogenético Genes de virulencia Patotipo
Aislado E. coli
bfp  eae  stx1 stx2 st It ipaH

J8 D

H1 D

H10 D

H5 Cefoxitina 16 D

Ampicilina/Sulbactam - Amp/Sulb Trimetprim/Sulfametoxazol - Trim/Sulfa

Amoxicilina/Acido Clavulanico - Amox/AC  MIC - Concentracion Minima Inhibitoria
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Figura 2. Amplificacién del gen gadA. Control positivo E. coli K12; control negativo Salmonella Typhimurium; aislamientos
13-a-29b; marcadores de peso molecular 100 pb DNA ladder y 1 Kb DNA ladder.
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Cuadro 4. Distribucion de los 63 aislamientos de E. coli comensal de Zalophus californianus
de las Islas Magdalena y San Esteban en los diferentes grupos filogenéticos.

Grupo filogenético A B1 B2 D

Isla Magdalena 20 4 2 24 50

Isla San Esteban 2 1 10 13

Total 22 5 2 34 63
(34.92%) (7.93%) (3.17%) (53.97%)

Cuadro 5. Deteccidn de solo un gen de virulencia en 24 aislados, los patotipos asociados, y
su distribucién entre los grupos filogenéticos.

Genes de Patotipo Aislamiento Grupo filogenético
virulencia asociado de un solo gen

A B1 D
bfp EPEC 3 3
eae EHEC/EPEC 8 3 2 3
stx1 EHEC/STEC 4 2 1 1
stx2 EHEC/STEC 8 3 1 4
It ETEC 1 1

24
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Figura 3. Amplificaciéon de los genes chuA (279 pb) yjaA (211 pb) y el fragmento de DNA TspE4C2.1. (152 pb) en los patotipos de
E. coli; control positivo E. coli K12; control negativo de reaccion de PCR agua (-); aislamientos 16ay 30a; marcador de peso
molecular 100 pb DNA ladder.
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Deteccidn de genes de virulencia

De los 63 aislamientos de E. coli identificados, 24 (38.09%) presentaron un solo
gen de virulencia, 20 corresponden a las muestras de la Isla Magdalena y cuatro a
las de la Isla San Esteban (Cuadro 5).

En 15 (23.8%) aislamientos de E. coli, se identificaron dos o mas genes de
virulencia al mismo tiempo (Cuadro 6). Todos ellos pertenecen a las muestras
colectadas en la Isla Magdalena.

Los genes stx2, bfp y eae fueron identificados en mas del 20% de los 63
aislamientos de E. coli; stx2 se identificd en el 28.12%, ocho veces solo y diez
veces con uno 0 mas genes. Con respecto al gen bfp, se identifico en el 21.87%
de los aislamientos, tres veces solo y once veces en combinacion con otros genes.
El gen eae fue identificado en 20.31% de los aislamientos, ocho veces solo y cinco
con uno o mas genes. El gen ipaH no fue identificado en ninguno de los
aislamientos.

De un total de 64 genes de virulencia detectados en este estudio (Figura 4),
22 (34.37%) pertenecen al grupo A, seis (9.37%) al grupo B1, nueve (14.06%) al
grupo B2y 27 (42.18%) al grupo D (Cuadro 7).

De los 63 aislamientos de E. coli, 24 (38.09%) no presentaron ningun gen de
virulencia, de estos 15 corresponden a las muestras obtenidas de la Isla
Magdalena y nueve a las de la Isla San Esteban; cinco aislamientos pertenecen al

grupo Ay 19 al grupo D.
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Cuadro 6. Deteccion de dos 0 mas genes de virulencia en 15 aislados de E. coli, los patotipos asociados, y su distribucion entre
los grupos filogenéticos.

ID Antimicrobiano MIC mg/L  Grupo filogenético Genes de virulencia Patotipo
Aislado E. coli

bfp  eae stx1 stx2 st It ipaH

2b A + + EPEC/EHEC/STEC

8b D + + EPEC/EHEC/STEC

10b D + + + EPEC/EHEC/STEC/ETEC
3b D + + + EPEC/EHEC/STEC/ETEC
12¢ A + + EPEC/EHEC/STEC

16a D + + + EPEC/EHEC/STEC

18a D + + + EPEC/EHEC/STEC/ETEC
20a A + + EPEC/EHEC/STEC

22b D + + + EHEC/STEC/EPEC/ETEC
35a A + + EPEC/EHEC/STEC

21b Trim/Sulfa >2/38 D + + EPEC/EHEC

28b Amp/Sulb >16/8 B1 + + EPEC/EHEC/STEC

30a Amp/Sulb >16/8 B2 + + + + EHEC/STEC/EPEC/ETEC
30c Amp/Sulb >16/8 B2 + + + + + EHEC/STEC/EPEC/ETEC
34a Amp/Sulb >16/8 A + + EPEC/ETEC
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Cuadro 7. Distribucion de genes de virulencia de E. coli y su distribucién entre los cuatro
grupos filogenéticos.

Grupo Genes de virulencia (GV)
filogenético

bfp eae stx1 stx2 ipaH st It
A (22) [6] 2 0 0 2
B1 (5) 1 2 1 2 0 0 0 6
B2 (2) 2 0 1 2 0 2 2 9
D (34) [6] 0 0 4
GV Total 14 13 9 18 0 2 8
n=63 (22.22%) (20.63%) (14.28%) (28.57%) (0%) (3.17%)  (12.69%)

Figura 4 Amplificacién de los genes de virulencia de diversos patotipos de E. coli. Muestras
J6-27b-9a-34a-10b-30a con los diferentes genes de virulencia: bfp (324 pb), stx1 (582 pb),
stx2 (255ph), eae (890 pb), It (132 pb) y st (190 pb). Marcador de peso molecular 100 pb DNA
ladder.
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En general la mayoria de los aislamientos no presentaron resistencia a los
quimioterapéuticos, sin embargo, el aislamiento (H5) de la Isla San Esteban
presento resistencia a cefoxitina (16 mg/L), y el aislamiento (5a) de la Isla
Magdalena fue resistente a amoxicilina/acido clavulanico (>16/8 mg/L). En ninguno
de ellos se identificaron genes de virulencia (Cuadro 3).

En los aislamientos resistentes a la combinacion trimetroprim/sulfametoxazol
(>2/38 mg/L), se identificaron los genes bfp y eae en la muestra (21b), y en la
(33a) el gen stx2. En los aislamientos resistentes a ampicilina/sulbactam (>16/8
mg/L), se identificé el gen eae en la muestra (25a) y el gen stx7 en la muestra
(27b), en la muestra (28b) se identificaron simultaneamente los genes bfp y stx2'y
en la muestra (34a) los genes eae y It. Finalmente, el aislamiento (30a) presento
los genes bfp, stx2, sty It simultdaneamente, y en el (30c) se identificaron cinco

genes de virulencia al mismo tiempo, bfp, stx1, stx2, sty It (Cuadro 3 y Cuadro 7).
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Discusién y conclusiones

E. coli se ha identificado en diversas especies marinas alrededor del mundo: en
especies de vida libre como el lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus) en
Alaska (Carrasco et al., 2011), en pinipedos varados como lobos marinos
(Zalophus californianus), focas comunes (Phoca vitulina) y elefantes marinos del
norte (Mirounga angustirostris) en las costas de California en EUA (Thornton et al.,
1998, Johnson et al., 1998), en animales enfermos como elefantes marinos del
norte (Mirounga angustirostris) (Stoddard et al., 2009), y en animales muertos
como en lobos marinos de Nueva Zelanda (Phocarctos hookeri) (Castinel et al.,
2007).

En lobos marinos (Zalophus californianus), E. coli se ha asociado a casos de
endocarditis (Kim et al., 2002), edema (Diamond et al., 1980), carcinoma
urogenital (Johnson et al., 2006), varamientos y muerte (Stroud & Roffe, 1979,
Sweeney & Gilmartin, 1974) pero también se ha aislado de la mucosa nasal de
crias clinicamente sanas (Hernandez-Castro et al., 2005).

Diversos trabajos han reportado la presencia de E. coli en muestras rectales
y de diferentes tejidos, en especies de mamiferos marinos (Carrasco et al., 2011,
Thornton et al., 1998). Sin embargo, se desconoce el papel de estas cepas en
cada uno de los casos, debido principalmente a que en estas investigaciones, solo
se realizé la identificacion fenotipica y bioquimica sin hacer énfasis en los
patotipos o serotipos asociados.

En este trabajo encontramos que casi el 18 por ciento de los aislamientos,
presentaron algun grado de resistencia a quimioterapéuticos; estos resultados son
similares a los hallazgos de Rose y colaboradores (2009), en donde reportaron
que 14 por ciento de los aislamientos de E. coli provenientes de diferentes
pinipedos, eran resistentes a cuando menos un quimioterapeéutico.

De los 13 aislamientos de E. coli provenientes de la Isla San Esteban,
unicamente uno presento resistencia a cefoxitina (16 mg/L). Dentro de los
mecanismos de resistencia a los beta-lactamicos, se encuentran las (3-lactamasas,

las cuales pueden conferir resistencia dentro del género Enterobacteriaceae, a
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una gran variedad de antibiéticos B-lactamicos como la cefoxitina, asi como a
combinaciones de inhibidores de estos (Jacoby, 2009).

Para el caso de la Isla Magdalena, siete aislamientos presentaron resistencia
a la combinacién ampicilina/sulbactam (>16/8 mg/L). Esta es una combinacién de
penicilina y un inhibidor B-lactamico, que fue desarrollado debido al incremento de
la resistencia bacteriana a los beta-lactamicos, la cual es mediada por las beta-
lactamasas. La ampicilina/sulbactam es utilizada en medicina humana para el
tratamiento de una amplia gama de enfermedades, como infecciones cutaneas,
intra-abdominales, y ginecolégicas (Adnan et al., 2013). Esta combinacion no se
utiliza en medicina veterinaria.

Unicamente un aislamiento de E. coli presentd resistencia a la combinacién
amoxicilina/acido clavulanico (>16/8 mg/L), que tiene el mismo mecanismo de
accion que la ampicilina/sulbactam. Finalmente, dos aislamientos de E. coli
mostraron resistencia a la combinacion trimetroprim/sulfametoxazol (>2/38 mg/L).
Esta combinaciéon farmacolégica de un inhibidor de la tetrahidrofolato reductasa
con una sulfonamida, inhibe en cascada, la sintesis bacteriana del acido
tetrahidrofdlico, la forma activa del acido folico, un cofactor necesario en la sintesis
de las purinas y de DNA bacteriano (Masters et al., 2003).

El mecanismo principal de resistencia de las bacterias Gram negativas a los
B-lactamicos, es la sintesis de p-lactamasas que pueden ser de origen
cromosomal (AmpC), o de origen plasmidico. Las mas importantes y donde existe
una gran variedad para los diferentes beta-lactamicos, son conocidas como las
beta-lactamasas de espectro extendido (ESBL) y las metalo-beta lactamasas. Con
el incremento en la utilizacion de la combinacion con el inhibidor B-lactamico,
aparecieron las B-lactamasas clase C también codificadas en plasmidos,
confiriendo resistencia incluso ante la presencia de sulbactam (Philippon et al.,
2002). Se ha comprobado en afios recientes que E. coli ha disminuido su
susceptibilidad a la ampicilina/sulbactam (Hawser et al., 2011).

Este quimioterapéutico se utiliza en medicina humana principalmente para

tratar infecciones urinarias y respiratorias, y es el tratamiento de eleccion contra
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oportunistas no fermentadores, excepto Acinetobacter spp., y Pseudomonas
aeruginosa, que presenta una resistencia inherente. En ocasiones se ha utilizado
para tratar infecciones causadas por enterobacterias, pero este uso se ha limitado
por la generacion de resistencia mediada por plasmidos, que codifican para los
genes sul y dfr promoviendo la produccion de las enzimas, dihidropteroato
sintetasa y dihidrofolato reductasa (Livermore et al., 2014).

En general los quimioterapéuticos son absorbidos por el organismo en donde
intervienen en reacciones metabdlicas, sin embargo, cantidades significativas de
los farmacos sin metabolizar, son excretados através de la orina y las heces para
incorporarse a la tierra, por medio de la utilizacion de fertilizantes organicos, o a
los sistemas de disposicion de deshechos, cuyo destino final son los oceanos
(Hirsch et al., 1999). En medicina veterinaria en la produccion de animales de
consumo, el uso de tetraciclinas y B-lactamicos para tratar infecciones y como
promotores de crecimiento juegan un papel importante (Sarmah et al., 2006).

Para el caso de los mamiferos marinos, existen diversos reportes de centros
de rehabilitacion, en donde se administran tratamientos de antibioterapia a
animales enfermos, que posteriormente son liberados a su habitat original
(Stoddard et al., 2009, Wallace et al., 2013), por lo que al regresar al océano
donde interactuan con otros animales tanto de su misma especie, como de otras
especies, es muy posible que estos mamiferos estén actuando como reservorios
de bacterias resistentes.

Por otro lado, la utilizacién de antibi6ticos en la industria piscicola,
especialmente en la produccién de salmén y trucha, ha sido extensiva,
especialmente como tratamientos profilacticos administrados en el alimento o en el
agua. Las excretas de los peces y el alimento no consumido son difundidos en los
sedimentos, mezclados y esparcidos al medio ambiente. En el mar, peces,
bivalvos y otros organismos, asi como aves silvestres pueden ingerir estos
antibioticos residuales, provocando presion de seleccion de bacterias resistentes
(Cabello, 2006, Allen et al., 2010). En el caso especifico de la region en donde se

llevé a cabo este estudio, la explotacidn de granjas camaroneras, y de especies
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como abuldn, ostras y ostion, podrian estar impactando la zona de manera
importante, debido a la utilizacion de antibiéticos en las primeras etapas de
larvacion.

Lo anterior explicaria que la presencia de resistencia a estos
quimioterapéuticos en E. coli aisladas de lobos marinos, debe de estar sucediendo
por la transferencia horizontal de plasmidos de enterobacterias como
Enterobacter, Klebsiella, Salmonellay E. coli de origen humano y de otras
especies animales, por medio del consumo de alimento, del contacto con el medio
ambiente terrestre y marino y por el estrecho contacto con animales de su misma
especie u otras especies como aves.

Otra posible explicacion de la presencia de resistencia a quimioterapéuticos,
en E. coli recuperada de estas islas que no presentan un impacto antropogénico
evidente, es el contacto con microorganismos del ambiente que producen
antibiéticos de manera natural (Singer et al., 2006). Un ejemplo de esto es el
aislamiento de bacterias resistentes a beta-lactamicos, aminoglicésidos,
macrélidos, daptomicina, entre otros antobidticos de nueva generacion,
provenientes de la Cueva de Lechuguilla en Nuevo México, la cual ha
permanecido totalmente aislada por mas de cuatro millones de afos (Bhullar et al.,
2012). Lo anterior sustenta la capacidad intrinseca de las bacterias de adquirir
genes que les confieren atributos de resistencia, asi como la existencia de dichos
atributos previo a la utilizacién de los antibioticos como tratamientos (Finley et al.,
2013).

Adicionalmente, existen presiones selectivas como la presencia de metales
pesados y solventes organicos, que han contribuido a la seleccion ambiental de
genes de resistencia (Alonso et al., 2001), confiriendo ventajas ecoldgicas a las
bacterias, ya que algunas de ellas parecen tener mayor adaptacién, que las
bacterias susceptibles (Khachatryan et al., 2004).

En cuanto a los grupos filogenéticos de E. coli, los resultados obtenidos en
este trabajo, muestran que del total de los aislamientos, un poco mas de la mitad,

pertenecieron al grupo D (53.97%), y casi 35 porciento al grupo A.
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De acuerdo con Carlos y colaboradores (2010), los mamiferos omnivoros en
general presentan mayor incidencia del filogrupo A. En contraste, otro estudio
presentd una mayor incidencia del grupo B2 (35%) en 497 aislamientos de E. coli
en mamiferos herbivoros y omnivoros (Gordon & Cowling, 2003). Johnson y
colaboradores (2001) por su parte, encontraron que las cepas pertenecientes a los
filogrupos B2 y D, presentaban mayor cantidad de factores de virulencia que los
grupos Ay B1.

La clasificacion realizada en este trabajo, es consistente con los hallazgos
realizados en colecciones zooldgicas, en donde encontraron que el numero de
aislamientos de E. coli pertenecientes al grupo D, era significativamente mayor en
omnivoros que en carnivoros (Baldy-Chudzik et al., 2008).

El hecho de que los resultados obtenidos en el presente trabajo también
concuerden con la distribucidn de las cepas de E. coli medio ambiental dentro del
grupo D, descrita por Dobrindt et al. (2013), resulta logico, ya que nuestros
aislamientos de E. coli comensal pueden ser de origen medioambiental. Lo anterior
ademas de la colonizacién normal del intestino por E. coli, derivado de los habitos de
los lobos marinos en donde después de nacer, pasan varios meses en la tierra
teniendo estrecho contacto con otros lobos marinos, tanto crias como adultos, asi
como con aves Y alimento, construyendo de esta forma, la microbiota normal.

A pesar de que los lobos marinos son omnivoros, la dieta, masa corporal y el
clima son diferentes a los omnivoros de algunos de los articulos revisados, por lo
que esto también puede soportar el postulado de Gordon (2003) con respecto a la
dependencia del grupo filogenético atribuido a estos factores.

Unicamente dos muestras de las 63 pertenecieron al grupo filogenético B2,
estos resultados son consistentes con los hallazgos de Girardieu y colaboradores
(2005) en donde afirman que este grupo es raro entre los aislamientos de E. coli
en ganado vacuno. Adicionalmente, estas dos muestras presentaron resistencia a
la combinacion de ampicilina/sulbactam, e identificamos cinco y seis diferentes
genes de virulencia respectivamente, que pueden ser encontrados en los cuatro

patotipos EPEC, ETEC, STEC y EHEC. De acuerdo con diversos autores el grupo
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B2 es un filogrupo altamente virulento (Simoes et al., 2012, Johnson et al., 2001).
Por otro lado, en 2006 se demostré que los aislamientos pertenecientes a B2
persistian por periodos mas prolongados en nifios, que otras cepas de E. coli
(Nowrouzian et al., 2006).

En este trabajo se identificaron diferentes marcadores genéticos, de los
patotipos de E. coli mas frecuentemente aislados en humanos y animales. La
presencia de estos genes en E. coli comensal de mamiferos marinos, puede
deberse a la plasticidad del genoma de esta enterobacteria, en donde el
intercambio de material genético, confiere combinaciones poco convencionales de
genes de virulencia (Simoes et al., 2012).

También es importante mencionar, que aunque la Isla Magdalena esta
situada en una locacion remota, y es considerada un area pristina y aislada, en
donde el acceso humano a la colonia de lobos marinos es poco comun, existen
alrededor de 16 cooperativas pesqueras trabajando a lo largo de todo el sistema
de la Bahia Magdalena (Hastings & Fischer, 2001).

Por lo anterior, y toda vez que el agua de mar contiene bacterias patogenas
provenientes tanto de fuentes antropogénicas (Baquero et al., 2008) como
animales, y el viento asi como las corrientes marinas son fuentes importantes para
la diseminacion de estos microorganismos (Allen et al., 2010), podemos especular
que existe un riesgo de transmision y diseminacion de estos patégenos dentro de
la colonia y hacia las poblaciones humanas.

A pesar de las notables diferencias en los habitats de los lobos (Canis lupus
signatus) estudiados por Simdes (2012) y los animales estudiados en este trabajo,
es interesante destacar que los genes mas comunes encontrados en ambos
casos, fueron eae y bfp. De la misma forma, nuestros resultados son también
similares con el estudio realizado por Salinas y colaboradores. (2010) en donde
identificaron el gen eae en aislamientos de E. coli obtenidos de lobos marinos de
Sudamérica (Otaria flavescens); y con el estudio de Bardiau y colaboradores
(2010) en el que reportaron la presencia de los genes eae, stx1y stx2 en cérvidos

salvajes (Cervus elaphus y Capreolus capreolus).
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Dos factores de virulencia se encuentran codificados por los genes eae y bfp,
los cuales tienen como funcion principal la adhesion al epitelio intestinal del
hospedero, por lo tanto, la adquisicion de estos genes puede entenderse como co-
evolucion con el propio hospedero asi como una adaptacion selectiva al medio
ambiente. Al mismo tiempo el gen stx2 también se identific6 en mas del 20 por
ciento de las muestras analizadas. La presencia de los genes eae y stx2 también
es similar a los resultados obtenidos en estudios analogos realizados en
mamiferos silvestres en condiciones de cautiverio (Baldy-Chudzik et al., 2008), en
donde se ha identificado el gen stx7 de E. coli comensal aislada de muestras
fecales de aurochs y bufalos clinicamente sanos.

Los genes de la toxina shiga stx son considerados los genes mas
importantes que codifican para factores de virulencia de STEC (Leotta et al., 2006)
y de EHEC. En estos patotipos, los factores de virulencia se asocian con toxicidad
y con el SUH, asi como con apoptosis en las células epiteliales intestinales, con
dafio en el colon y diarrea sanguinolenta (Kaper et al., 2004). E. coli productora de
stx se ha aislado de animales domésticos clinicamente sanos (Nataro & Kaper,
1998), por lo que los lobos marinos de California que no presentan signos
aparentes de enfermedad y son hospederos de E. coli con estos genes, pueden
ser considerados reservorios potenciales, sin embargo, es necesario realizar mas
estudios para poder determinarlo con seguridad.

En este trabajo se identificaron dos genes sty ocho genes /f en los
aislamientos de E. coli. En diversas ocasiones se han intentado detectar los genes
Ity st en fauna silvestre, tal es el caso de los antilopes lechwes (Kobus leche
kafuensis) (Kuroda et al., 2013), pero solo han sido identificados en ganado
vacuno, en cerdos y en hurones de patas negras (Mustela nigripes) (Casey et al.,
2012, Nagy & Fekete, 2005, Bradley et al., 2001).

El patotipo ETEC tanto de animales como de humanos es especifico con
respecto a sus hospederos; tal es el caso de las toxinas It: en humanos se
identifica la LTh-1 y en cerdos la LTp-l. Por otro lado, las toxinas STaP y STb, son

especificas de cerdos y becerros, mientras que la ETEC en humanos puede
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producir STaP o STaH (Nagy & Fekete, 2005). Lo anterior indica que los genes
identificados en E. coli de lobos marinos, deben de pertenecer a ETEC de otras
especies de mamiferos terrestres, sugiriendo la presencia de contaminacion fecal
en estas islas.

Esta es la primera ocasion en la que se aislan los genes It y st en mamiferos
marinos, sin embargo existen reportes de la identificacion de estos genes de E.
coli, en muestras de agua (Sidhu et al., 2013, Patel et al., 2011) granjas
camaroneras (Roy et al., 2013) y diversos alimentos de distintos origenes
(Canizalez-Roman et al.), por lo que otra explicacion para la adquisicion de estos
genes, que se encuentran codificados en plasmidos, es a partir de bacterias del
océano, tanto del agua como del alimento consumido, en donde puede estar
presente ETEC.

En este trabajo se aisl6 E. coli comensal de lobos marinos de California
(Zalophus californianus) con perfiles de resistencia y con genes de virulencia que
pertenecen a los patotipos EPEC, EHEC, STEC y ETEC, asi como otras
combinaciones de los genes buscados. E. coli productora de stx identificada en los
lobos marinos, podria estar comportandose como comensal, de la misma forma
que sucede en los animales domésticos en los que ha sido aislada. Por su parte,
los lobos marinos pueden estar actuando como reservorios y como fuente de
contaminacion y transmision de esta cepa enterohemorragica hacia los humanos.

Nuestros resultados descartan de manera parcial la hipotesis planteada,
debido a que los aislamientos se ubicaron en su mayoria en los filogrupos Dy A, y
en menor medida en los filogrupos B1 y B2. Asimismo, se observé que el 60 por
ciento de los aislados no presentaron genes de virulencia, sin embargo se
confirmo que la mayoria de éstos no presentaron resistencia a los diversos
antibidticos utilizados.

Finalmente, es importante continuar evaluando E. coli en fauna marina, para
poder contar con informacion mas precisa con relaciéon a la adquisicion de
atributos de resistencia y virulencia en poblaciones silvestres, y realizar analisis

mas profundos respecto a la potencial patogenicidad de estas cepas de E. coli.
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Todavia queda mucho por entender acerca de la dinamica, adquisicion y
mantenimiento de los genes de virulencia; el origen y el papel de la resistencia
antimicrobiana en comunidades bacterianas intestinales de los animales silvestres;
los posibles efectos en poblaciones de animales marinos y la identificacion de
algunas actividades antropogénicas que estén involucradas en la infeccion o la
colonizacion.

Los patrones de resistencia antimicrobiana, perfiles de virulencia y la
determinacion de grupos filogenéticos en aislamientos de E. coli comensal
proveniente de lobos marinos de California en condiciones de vida libre, seran
modelos de rastreo utiles para determinar el grado de dafio al medio ambiente en
esta region geografica y, pueden tener implicaciones importantes para la ecologia
de las enfermedades infecciosas y la biologia de la conservacion.

Este trabajo provee nueva informacion para apoyar las estrategias globales
actuales, en donde es importante expandir la colaboracion interdisciplinaria, ya
que se considera que el hombre y los animales se encuentran estrechamente

relacionados a través del medio ambiente.

Conclusiones

e Se realizé por primera vez la identificacion bioquimica y molecular de E. coli
comensal, aislada de muestras rectales de lobos marinos Zalophus
californianus, de dos islas de la peninsula de Baja California Sur, México.

e Se identifico la resistencia a beta-lactamicos y sulfas-trimetroprim, en once
aislamientos de E. coli comensal.

e Los cuatro grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D), fueron determinados en cepas
de E. coli de Zalophus californianus, sin embargo, el grupo D se observo en
mas del cincuenta por ciento de las cepas.

e Se detectaron un total de 64 genes de virulencia, siendo los mas frecuentes
stx2, bfp y eae, caracteristicos de los patotipos EHEC, STEC y EPEC.

¢ No se identifico el gen ipaH en ninguno de los aislamientos de E. coli

comensal.
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Lista de abreviaturas

A/E
AIEC
BFP
BHI
CAECAM
CFs
CFTR
DAE
DAF
E. coli
EAEC
ECP
EHEC
EIEC
EPEC
ESBL
ETEC
EUA
GAD
Gb3s
GM1
HUS
LifA
MIC
OMVs
pAA
PCR
PKA
STEC
T3SS
Tir
TSA

Adhesion y esfacelacion

E. coli adherente-invasiva

Pilus formador de mechones

Caldo infusion cerebro corazén
Antigeno carcinoembriogénico
Factores de colonizacion
Regulador de conductancia transmembranal de la fibrosis quistica
E. coli adherente difusa

Factor acelerador de la degradacon
Escherichia coli

E. coli enteroagregativa

Pilus comun de E. coli

E. coli enterohemorragica

E. coli enteroinvasiva

E. coli enteropatdgena
Beta-lactamasas de espectro extendido
E. coli enterotoxigénica

Estados Unidos de América
Enzima glutamato descarboxilasa
Globotriaosilceramidas
Monosialogangliosido

Sindrome urémico hemolitico
Factor inhibidor de linfocitos
Concentracion minima inhibitoria
Vesiculas de la membrana externa
Plasmidos de virulencia

Reaccion en cadena de la polimerasa
Proteina quinasa A

E. coli productora de toxinas shiga
Sistema de secrecion tipo I
Receptor de intimina translocado
Agar soya tripticaseina
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