
 

 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS  

DE LA PRODUCCIÓN Y DE LA SALUD ANIMAL 
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA 

 
 

BACTERIAS COMO CENTINELAS AMBIENTALES, UTILIZANDO A 
LOS MAMÍFEROS MARINOS DE LAS COSTAS DE BAJA 

CALIFORNIA COMO MODELO DE SEGUIMIENTO 
 

T E S I S  

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE 

 DOCTORA EN CIENCIAS  

PRESENTA:  

ROSALÍA ÁVALOS TÉLLEZ 

 

 

TUTOR: 

DR. FRANCISCO SUÁREZ GÜEMES  
(PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA 

PRODUCCIÓN Y DE LA SALUD ANIMAL, FACULTAD DE MEDICINA 
VETERINARIA Y ZOOTECNIA, UNAM) 

 
MIEMBROS DEL COMITÉ TUTOR: 

DR. RIGOBERTO HERNÁNDEZ CASTRO 
(HOSPITAL GRAL. DR. MANUEL GEA GONZALEZ) 

 
DR. GERARDO SUZÁN AZPIRÍ 

(FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA, UNAM) 
 

 
 

Ciudad Universitaria, Cd. Mx.  Enero 2017 
 
 

	  



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 
 

D E D I C A T O R I A 
 

A mis padres:  
Que han sabido guiarme a lo largo de mi vida y  

he aprendido de ellos la fortaleza para luchar por mis sueños. 
Mi madre, Rosa María Téllez, por su confianza y apoyo incondicional. 

A mi padre, Humberto Ávalos, por siempre creer en mí. 
 

A mi hija: 
 Alessandra Saramaya O. Avalos,  

por ser mi motivación para ser mejor cada día. 
 

A mis hermanos:  
Gerardo, Hassan Humberto e Iván André, 

por su apoyo y cariño. 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



A G R A D E C I M I E N T O S 
 

 
Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACyT), 

por otorgarme una beca para realizar mis estudios. 
 

Al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigación e Innovación Tecnológica, 
UNAM, a los Proyectos PAPITT-IN221314 y PAPITT- IN229111 con los cuales se 

financió este trabajo. 
 

A mi tutor, Dr. Francisco Suárez Güemes, 
por el valioso apoyo, motivación y confianza que ha depositado en mi a lo largo de 

mis estudios de posgrado. 
 

A mi comité tutoral y jurado de mi tesis, 
Dr. Rigoberto Hernández Castro, Dr. Gerardo Suzan Azpiri, Dra. Beatriz Arellano 

Reynoso, Dra. Araceli Contreras y Dra. Susana Méndez por sus valiosas 
aportaciones a mi tesis. 

 
A ti, David Ramírez, que estuviste en el desarrollo y hasta el final de este proyecto, 

sin tu apoyo sin duda habría sido más difícil este camino. 
 

Al Dr. Efrén Díaz Aparicio, Dr. Carlos Ramírez P., M en C Erika M. Carrillo, por 
su dedicación y apoyo en los artículos publicados. 

 
Durante este largo recorrido conocí gente muy valiosa en campo, que gracias a su 

apoyo fue posible el éxito de este trabajo: 
Al personal del Área de Protección de Flora y Fauna Islas del Golfo de California 

BC. (Carlos Godínez, David Ramírez, Hugo Moreno, Rito Vale y Eduardo Guillen), 
al personal del Parque Africam Safari (Dr. Marco Antonio Benítez y al Dr. Osvaldo 

Martínez González); al personal de Exportadora de Sal SA de CV. (Martín 
Domínguez, Fabián Castillo, Joaquín Rivera y Antonio), al de la Reserva de la 

Biosfera El Vizcaíno (Noé López y Javier), al señor Víctor de la Toba en Puerto 
Adolfo Mateos. 

 
A mis compañeros de trabajo de campo: 

Octavio López, Ma. Fernanda Ramírez, Karla López, Liliana Suárez y Jesús 
Sotomayor. 

 
A mis compañeros del laboratorio de investigación en Tuberculosis y brucelosis 

(FMVZ), por todo su apoyo y compañerismo: 
Dra. Beatriz Arellano Reynoso, Dra. Irasema Yela Miranda, Pablo Vera, Cristina 

Ibarra, Liliana Sánchez, Adrian Múñoz, Jonathan y Alejandro Benítez. 
 
 

 
 
 



 
 
 

TRABAJOS GENERADOS DE ESTA TESIS 
 
 

ARTICULOS EN REVISTAS INDEXADAS 
 
Publicados: 
 
Avalos-Téllez R., Ramírez.Pfeiffer C., Hernández Castro R., Diaz-Aparicio E., 
Sanchez-Dominguez C., Zavala-Norzagaray A., Arellano-Reynoso B., Suárez-Güemes 
F., Aguirre-Alonso A., Aurioles-Gamboa D. Infection of California sea lions (Zalophus 
californianus) with terrestial Brucella spp. Vet. J. 2014; 202: 198-200. 
 
Avalos-Téllez R., Carrillo-Casas EM., Atilano-lópez D., Godínez-reyes CR., Díaz-
Aparicio E., Ramirez Delgado D., Ramírez-Echenique MF., Leyva-Leyva M., SuzanG., 
Suárez-Güemes F. Pathogenic Leptospira serovars in free-living sea lions in the Gulf of 
California and along the Baja California coast of Mexico. J Wildlif Diseas 2016, 52 (2): 
199-208. 
 
En preparación: 
 
Avalos-Téllez R., Hernández-Castro R.,  Ramírez-Delgado D., Gerardo Suzán, Solana-
Arellano E., and Suárez-Güemes F. Antibiotic resistance in gram-negative bacteria 
isolated from free-living sea lions in the Pacific Coast of Baja California and the 
Gulf of California, Mexico 
 
 
TRABAJOS EN CONGRESOS 
 

• 2016.- Leptospira en lobos marinos de vida libre en las costas mexicanas. 
Reunión SOMEMMA. La Paz, BCS.  

• 2015.- Sea lions as environment sentinels for antibiotic resistant genes in 
pacific sea and Gulf of California México. “Livestock production in the post 
antibiotic era”  Uppsala, Suecia.  

• 2014.- Presence of Brucella spp. in sea lions (Zalophuns californianus) from 
San Esteban island, on the Gulf of California, Mexico”. Workshop 
“Brucellosis: the use of biothecnology in molecular epidemiology, diagnosis 
and vaccine developmnet”. Ciudad de México, 16 al 20 de Junio 2014.  

• 2013. - Presence of Brucella spp. in sea lions (Zalophus californianus) on the 
Gulf of California, México. CRWAD 66TH Annual Brucellosis Research 
Conference, Chicago, IL, December 7-8.  

• 2013. - Presence of Brucella spp. in sea lions (Zalophus californianus) on the 
Gulf of California, México. IAAAM 44th Annual Conference, San Francisco, 
EUA. 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

DECLARACIÓN 
 

 

La autora da consentimiento a la División de Estudios de Posgrado e Investigación de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de 

México, para que la tesis este disponible para cualquier tipo de intercambio 

bibliotecario. 

 

 

 

______________________________ 
ROSALÍA AVALOS TÉLLEZ 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

 
PERMISOS DE REIMPRESION 

 
 

	  
	  
	  

Asunto: Copyright exception request

De: Daniel Mulcahy (drdanielmulcahy@gmail.com)

Para: rosaliaavalos@yahoo.com.mx;

Fecha: Miércoles, 30 de noviembre, 2016 12:07:47

Dr:$Avalos:

Permission$is$granted$for$the$use$of$the$article$you$requested$(below)$in$your$Ph.D.$thesis.

Thank$you$for$publishing$your$work$with$us.

Daniel$M.$Mulcahy

Editor

Journal$of$Wildlife$Diseases

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

From:$Rosalia$Avalos$[mailto:]$

Sent:$Tuesday,$November$29,$2016$12:54$AM

To:$Kristen$Anderson$<kanderson@allenpress.com>

Cc:$Francisco$Suárez$Güemes$<fsg@unam.mx>

Subject:$Request$for$reprint

 

 Good night, Kristen Anderson

My name is Avalos-Tellez Rosalía, in this year it was published in the Journal Of Wildlife Diseases (52 (2): 199-208 pg) the next publication:



	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

ELSEVIER LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Jan 05, 2017

This Agreement between Avalos Tellez ("You") and Elsevier ("Elsevier") consists of your
license details and the terms and conditions provided by Elsevier and Copyright Clearance
Center.

License Number 4019140063728

License date Dec 30, 2016

Licensed Content Publisher Elsevier

Licensed Content Publication The Veterinary Journal

Licensed Content Title Infection of California sea lions (Zalophus californianus) with
terrestrial Brucella spp.

Licensed Content Author Rosalía Ávalos-Téllez,Carlos Ramírez-Pfeiffer,Rigoberto Hernández-
Castro,Efrén Díaz-Aparicio,Carlos Sánchez-Domínguez,Alan Zavala-
Norzagaray,Beatriz Arellano-Reynoso,Francisco Suárez-Güemes,A.
Alonso Aguirre,David Aurioles-Gamboa

Licensed Content Date October 2014

Licensed Content Volume
Number

202

Licensed Content Issue
Number

1

Licensed Content Pages 3

Start Page 198

End Page 200

Type of Use reuse in a thesis/dissertation

Portion full article

Format both print and electronic

Are you the author of this
Elsevier article?

Yes

Will you be translating? No



	  
	  

RESUMEN 

El objetivo general de este trabajo fue determinar la presencia de Brucella spp., 
Leptospira spp., y genes de resistencia a β -lactamasas de espectro extendido en 
bacterias Gram negativas en lobos marinos de las islas de la Península de Baja 
California y utilizarlos como centinelas ambientales. 
Se obtuvieron 123 muestras de hisopos anales o de heces de lobos marinos (Zalophus 
californianus) de 9 diferentes loberas para el estudio de resistencia a antibióticos en 
bacterias Gram negativas. Se obtuvieron 147 cepas que fueron identificadas y se 
determinó la resistencia a antibióticos por medio del sistema VITEK 2. Un total de 35 
aislamientos bacterianos mostraron resistencia a algún tipo de antibiótico. Mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se identificaron genes para β-lactamasas tipo 
blaSHV-33, blaSHV1; blaTEM-1 y blaTEM-116, en 6 cepas bacterianas, todas ellas de las loberas 
del Océano Pacífico (5 en Isla Magdalena y 1 en isla Asunción). Por otra parte, en 
muestras de sangre de 22 lobos marinos en isla San Esteban en el Golfo de California, 
se detectó la presencia de anticuerpos contra Brucella spp. en suero por medio de las 
técnicas: rosa de Bengala, inmunodifusión radial y fluorescencia polarizada. Se realizó 
la detección molecular en DNA a partir de sangre por medio de PCR para la secuencia 
de inserción IS711, que diferencia de cepas terrestres de las marinas. El  22.7% fueron 
seropositivos a este microorganismo, y 2 animales mostraron la amplificación para 
cepas de Brucella de origen terrestre y otra a origen marino. Por otra parte, se 
analizaron 91 muestras de crías de lobo marino en 7 loberas en el O. Pacífico y Golfo de 
California mediante la prueba por microaglutinación (MAT), contra 11 serovariedades 
de Leptospira patógenas, en ambas regiones geográficas presentaron diferente perfil 
serológico. La presencia de especies patógenas de Leptospira en sangre fue confirmada 
por PCR en el 63% (n=57), no se detectaron especies saprófitas en ninguna muestra.  
Este estudio permitió obtener información sobre la distribución de dos patógenos 
importantes en lobos marinos en dos áreas importantes de reproducción en México, que 
pueden mermar las poblaciones de lobos marinos en la zona. Por otra parte se obtuvo un 
indicador de contaminación antropogénica utilizado por primera vez en México en estos 
animales, el conjunto  de la determinación de presencia de bacterias con resistencia a 
antibióticos, de Leptospira spp. y de Brucella spp., ha permitido tener una línea base del 
ecosistema marino de ambas costas de la península de Baja California.  
Palabras clave: Lobo marino de California, Zalophus californianus, Brucella spp., 
leptospirosis, resistencia a antibióticos.  
 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

The overall objective of this work was to determine the presence of Brucella spp., 

Leptospira spp. and of genes for resistance to broad-spectrum β -lactamases in Gram-

negative bacteria of sea lions from islands of the Baja California Peninsula, and its use 

as environmental sentinels. 

A total of 123 samples of anal swabs or feces from sea lions (Zalophus californianus) 

were obtained from 9 different sea lion islands to study antibiotic resistance in Gram-

negative bacteria. A set of 147 strains were obtained, which were identified, and 

antibiotic resistance was determined by the VITEK 2 system; a total of 35 bacterial 

isolates showed resistance to any type of antibiotic. Genes for β-lactamase of blaSHV-33, 

blaSHV1, blaTEM-1 and blaTEM-116 types were identified by polymerase chain reaction 

(PCR) in 6 bacterial strains, all from the Pacific Ocean. The presence of Brucella spp. 

was detected in samples of 22 sea lions by serologic techniques, rose Bengal, radial 

immunodiffusion, polarized fluorescence, and by means of PCR for detection of IS711 

in San Esteban Island in the Gulf of California, finding 22.7% of animals exposed to 

said microorganism, with 2 out of 5 animals showing DNA amplification for Brucella 

strains from terrestrial origin and another from sea origin. Moreover, 91 samples of sea 

lion in 7 sea lion islands were analyzed by microscopic agglutination test (MAT) 

against 11 pathogenic serovars of Leptospira and, different serological profiles were 

exhibited. The presence of pathogenic species of Leptospira in blood samples was 

confirmed by PCR in a 63% (n=57). 

This study provides information of two important sea lion pathogens in significant 

breeding areas in Mexico. Also, this study produced for the first time in Mexico an 

indicator of anthropogenic pollution, and together with the presence of antibiotic-

resistant bacteria of Leptospira spp. and Brucella spp. a baseline of the marine 

ecosystem on both coast of the Baja California Peninsula.  

Keywords: California sea lion, Zalophus californianus, Brucella spp., leptospirosis, 

antibiotic resistance. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La presencia de diversas enfermedades infecciosas, así como estresores ambientales, 

han mermado las poblaciones de mamíferos marinos en vida libre alrededor del mundo, 

haciendo difícil cuantificar la morbilidad y mortalidad en estas especies (Brownstein et 

al., 2011). Entre los estresores ambientales se han descrito contaminantes químicos, 

biotoxinas de algas, bacterias con resistencia a antibióticos, patógenos emergentes y 

reemergentes, los cuales pueden estar en contacto con los mamíferos marinos a lo largo 

de las costas (Bossart, 2011; Brownstein et al., 2011). Los mamíferos marinos en 

general son considerados buenos centinelas ambientales porque se puede inferir de ellos 

modificaciones en el ecosistema y su funcionalidad, esto debido a que son susceptibles 

a los procesos de deterioro del ambiente, están en el tope de la cadena trófica, tienen un 

periodo de vida largo y aunado a ello habitan a lo largo de las costas (Bossart, 2011; 

Arellano-Peralta & Medrano-González, 2015). 

El objetivo general de este trabajo fue determinar la presencia de Brucella spp., 

Leptospira spp., y genes de resistencia a β -lactamasas de espectro extendido en 

bacterias Gram negativas aisladas de lobos marinos de las islas de la Península de Baja 

California. 

Este estudio centró su atención en las poblaciones de lobos marinos en la región costera 

e insular de la península de Baja California, tanto en el Océano Pacífico (OP) y la 

región de las grandes islas en el Golfo de California (GC); este pinnípedo, es el más 

abundante en México, es una especie residente de fácil seguimiento y su distribución 

abarca a lo largo del las costa del pacifico Norte de la Columbia británica hacia el sur de 

la península de Baja California en México, incluyendo el Golfo de California 

(Hernández-Camacho et al., 2008). En las últimas dos décadas los lobos marinos en 

México, han mostrado una tendencia a la baja poblacional (Aurioles-Gamboa et al., 

2010; French et al., 2011), por lo que la información acerca de la presencia o ausencia 

de patógenos emergentes que puedan mermar las poblaciones de esos mamíferos 

marinos son un parte clave para el entendimiento de este fenómeno, la cual puede 

ayudar para la toma de decisiones en el manejo y conservación de estas especies. Los 

primeros dos trabajos (capítulo 2 y 3) se encaminaron a determinar la presencia de 

Brucella spp. y Leptospira spp. en estos animales.  



Brucella spp., es un agente bacteriano considerado como emergente en mamíferos 

marinos, este patógeno es capaz de infectar a una gran variedad de mamíferos 

domésticos, silvestres e incluso al humano (Moreno et al., 2002; Foster et al., 2007; 

Cloeckaert et al., 2011). La brucelosis se ha asociado a abortos espontáneos e 

infertilidad en su huésped primario. En mamíferos marinos, actualmente se consideran 

dos especies nuevas en éste género, B. pinnipedialis y B. ceti (Cloeckaert et al., 2011), 

las cuales tienen afinidad por pinnípedos y cetáceos respectivamente. En este trabajo  se 

determinó la presencia de  Brucella spp., mediante pruebas serológicas y por PCR en 

muestras de lobos marinos en Isla San Esteban en el Golfo de California. Siendo el 

primer trabajo que realiza la detección molecular de este patógeno en México. 

Con respecto a la detección de Leptospira spp., en lobos marinos se ha documentado la 

importancia de este patógeno, su presencia en lobos marinos ha sido asociada a 

mortandades masivas y abortos (Roe et al., 2010; Mancia et al., 2012), hasta el 

momento no se tiene registro de eventos de mortandad masiva por Leptospirosis en el 

área del Golfo de California, pero se ha registrado la presencia de anticuerpos contra 

este patógeno (Godínez et al., 1999; Acevedo-Whitehouse et al., 2003; Avalos-Téllez et 

al., 2016). En este trabajo se demostró que en el Golfo de California existe una mayor 

diversidad de serovariedades patógenas de Leptospira spp. con respecto al Océano 

Pacífico; y que la detección de Leptospira spp. en sangre a partir de pruebas 

moleculares y la diferenciación de leptospiras patógenas de saprofitas puede ayudar a 

complementar el diagnóstico de este patógeno en estos animales.   

Por otro lado, el lobo marino al ser una especie residente, puede proporcionarnos 

información acerca del ecosistema marino por medio de la detección de bacterias con 

resistencia a antibióticos, consideradas como un indicador de contaminación 

antropogénica en animales de vida libre, el cual se abordó como el último estudio 

realizado  en el capítulo 4. 

La presencia de bacterias con resistencia antibióticos en animales de vida silvestre se ha 

asociado directamente a actividades humanas (Skurnik et al., 2006), así como la 

resistencia mediada por plásmidos ha sido considerada como contaminantes por si 

mismos (Martínez, 2009). Este trabajo evidenció la presencia de bacterias Gram 

negativas resistentes a antibióticos en muestras de lobos marinos en vida libre, así como 

la presencia de genes de resistencia a antibióticos en muestras de lobos marinos en 



loberas del O. Pacifico mexicano. Esta detección de resistencia es el primer trabajo 

realizado en México en lobos marinos en vida libre y puede considerarse una buena 

herramienta para considerar el impacto antropogénico en el ecosistema marino. 

 

Los resultados de la identificación de bacterias con resistencia a antibióticos, de 

Leptospira spp., y de Brucella spp., permitieron contar con datos y generar una línea 

base con respecto a estos tres indicadores y aportar información sobre el estado 

ecológico del ecosistema marino de la península de Baja California, en dos zonas de alta 

importancia ecológica, de conservación y económica pero con grado diferente de uso e 

impacto antropogénico realizados de forma integral en esta investigación muestra claras 

diferencias entre ambas zonas, congruente con la diferencia de uso antropogénico. El 

aumento en la frecuencia y aparición de estas bacterias, podrían asociarse a un 

desequilibrio en el ecosistema inducido por contaminación antropogénica, pudiendo 

afectar directamente a la salud de las poblaciones de lobos marinos en la zona, por lo 

que es de suma importancia contar con esta información. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CAPÍTULO 1 

REVISIÓN DE LITERATURA 

Generalidades 

Lobo marino (Zalophus californianus) 

El lobo marino de california (Zalophus californianus) esta clasificado dentro del grupo 

de los pinnípedos, el cual incluye tres familias cercanamente relacionadas dentro del 

orden Carnívora: Otariidae, que incluye a los lobos marinos, Odobenidae incluye a la 

morsa y Phocidae, que incluye a las focas; con alrededor de 30 especies (Folkens et al., 

2002). Todos los pinnípedos tienen un cuerpo relativamente largo y bien adaptado para 

la vida acuática. La familia Otariidae comprende a los lobos marinos ellos poseen orejas 

bien definidas, al menos hay 15 especies en 7 géneros. Los lobos marinos están 

divididos en 5 géneros, cada uno con una sola especie, excepto Zalophus donde son 

consideradas 2 especies (Z. californianus californianus y Z. californianus wollebaeki) 

(Folkens et al., 2002). El lobo marino de california presenta la siguiente taxonomía: 

Reino: Animal 

Filo: Cordados 

Subfilo: Vertebrados 

Clase: Mamíferos 

Orden: Carnívora 

Suborden: Caniformia 

Superfamilia: Pinnipedia 

Familia: Otariidae 

Genero: Zalophus 

Especie: californianus 

Nombre común: Lobo marino de california 

Nombre científico: Zalophus californianus 

 

Descripción de la especie 

El lobo marino, como mamífero, es una especie vivípara y homeoterma, y presentan un 

oído externo. Posee cuatro aletas, todas desprovistas de pelo. Los testículos son 

escrotales (King, 1983). El lobo marino de California se caracteriza por tener las aletas 

posteriores relativamente cortas y presenta pelo en la superficie dorsal de la inserción 



dorsal de la extremidad hacia abajo para el primer o segundo dígito. En los machos 

adultos, su pelo es en general de color marrón oscuro. La cresta sagital externa de los 

machos es prominente y muy desarrollada, al igual que los músculos del cuello (Folkens 

et al., 2002). En las hembras adultas el pelaje varía de color marrón a paja. En el mar 

ambos sexos se observan de color chocolate- negro al gris. Los cachorros son de color 

obscuro, ligeramente más claro que las hembras y juveniles (Folkens et al., 2002). 

Los machos adultos pesan alrededor de 380 kg y miden aproximadamente 2.2 m de 

longitud, las hembras adultas son considerablemente más pequeñas, pesan cerca de 100 

kg y alcanzan hasta 1.8 m de longitud (King, 1983).  

Ambos sexos alcanzan la madurez sexual aproximadamente entre los 4 y 5 años de edad 

y la madurez física se presenta entre los 8 a 9 años de edad. Su estrategia reproductiva 

es por poliginia con el establecimiento de territorios. La temporada de partos en el 

Golfo de California se verifica de mayo hasta finales de julio (King 1983). La lactancia 

dura aproximadamente un año (Folkens et al., 2002). 

 

Distribución geográfica 

El lobo marino de california es una animal costero, su distribución abarca desde las 

costa de la Columbia británica hacia el sur de la península de Baja California en México 

en el Pacífico Norte, incluyendo el Golfo de California (Hernández-Camacho et al., 

2008). Las colonias reproductoras para el Pacífico Norte Mexicano y el Golfo de 

California son 21 y se localizan sobre a plataforma continental, excepto la colonia de la 

Isla Guadalupe, BC. (Aurioles-Gamboa et al., 2010).  El  lobo marino de California es 

la especie más abundante de pinnipedos en México, y con la  distribución más amplia, 

es por ello que durante varias decadas ha sido objeto de estudio, por lo que han sugerido 

que es una especie con caracteristicas relevantes para el monitoreo de cambio climático 

y de otros cambios en el ambiente (Aurioles-Gamboa et al., 2010). 

Debido a que su distribución es en la plataforma continental y es donde también se 

desarrolla la mayor parte de las pesquerías artesanales en el noroeste de México, las 

interacciones con pescadores y mallas son de forma frecuente, por lo que existe 

evidencia de una alta tasa de enmalle que puede variar en cada lobera, y alcanzar hasta 

el 10% de la población total (Aurioles-Gamboa & Trillmich, 2011), afectando 

directamente a la población de lobos marinos. 



  

Situación legal en México 

La preocupación por la conservación de los mamíferos marinos en México se puede ver 

reflejada en la Ley General de Vida Silvestre y en las normas oficiales mexicanas que a 

continuación se refieren:  

• Ley General de Vida Silvestre. En el Título VI Conservación de la vida 

silvestre, capitulo I. Especies y poblaciones en riesgo y prioritarias para la 

conservación. En el Artículo 60 Bis, se menciona que queda prohibido el 

aprovechamiento extractivo, ya sea de subsistencia o comercial, de cualquier 

ejemplar de mamífero marino, incluyendo al lobo marino Zalophus 

californianus como parte de la fauna silvestre en nuestro país, pero se pueden 

expedir permisos especiales ya sea para su investigación científica u otros 

propósitos educativos. En el año 2006 fue anexado en esta ley en el Artículo 55 

bis del Título V Disposiciones comunes para la conservación y el 

aprovechamiento sustentable de la vida silvestre, en el capítulo X Legal 

procedencia, donde mencionan que queda prohibida la importación, exportación 

y reexportación de ejemplares de cualquier especie de mamífero marino y 

primate, así como de sus partes y derivados, con excepción de aquéllos 

destinados a la investigación científica, previa autorización de la Secretaría de 

Medio Ambiente y Recursos Naturales SEMARNAT, la cual es el conducto del 

Ejecutivo Federal por la cual se ejerce la aplicación de este reglamento. 

• NOM-059-SEMARNAT-2010. Protección ambiental-Especies nativas de 

México de flora y fauna silvestres-Categorías de riesgo y especificaciones para 

su inclusión, exclusión cambio-Lista de especies en riesgo. Incluye al lobo 

marino (Zalophus californianus) en la clasificación de protección especial, en la 

categoría Pr, que se refiere a aquellas especies o poblaciones que podrían llegar 

a encontrarse amenazadas por factores que inciden negativamente en su 

viabilidad, por lo que se determina la necesidad de propiciar su recuperación y 

conservación de esta especie o de las poblaciones de especies asociadas. Su 

distribución la menciona como: no endémica, con lo cual se refiere a aquélla 

cuyo ámbito de distribución natural no se encuentra circunscrito únicamente al 

territorio nacional y las zonas donde la nación ejerce su soberanía y jurisdicción. 



• NOM-135-SEMARNAT-2004. Para la regulación de la captura para 

investigación, transporte, exhibición, manejo y manutención de mamíferos 

marinos en cautiverio.  

• NOM-EM-136-ECOL-2002. Norma oficial mexicana de emergencia, 

protección ambiental- Especificaciones para la conservación de mamíferos 

marinos en cautiverio. Específica las regulaciones existentes para los mamíferos 

marinos en cautiverio. 

• NOM-024-SEMARNAT-1993. Por la que se establecen medidas para la 

protección de las especies de totoaba y vaquita en aguas de jurisdicción Federal 

del Golfo de California. Donde específica la veda total e indefinida de estas 

especies y otras, como el delfín (T. truncatus), el delfín común (Delphinus 

delphis), la ballena piloto (Globicephala macrorhynchus), el cachalote (Physeter 

macrocephalus), la ballena de aleta (Balaenoptera physalus), la ballena azul 

(Balaenoptera musculus), la ballena gris (Eschrichtius robustus), la ballena 

jorobada (Megaptera novaeangliae) y el lobo marino (Zalophus californianus).  

 

Situación poblacional actual 

La evaluación de los censos en los lobos marinos han mostrado que la población en el 

Golfo de California y el Océano Pacífico va  en disminución en las últimas décadas 

cerca del 20%, sin embargo, no todas las loberas han sido afectadas (Aurioles-Gamboa 

et al., 2010; French et al., 2011), aunque esta situación pueda ser multifactorial es 

importante contar con la evaluación continúa de patógenos emergentes que puedan tener 

un impacto negativo en la reproducción y salud de estos animales es de suma 

importancia para el manejo y conservación de estas especies. 

 

Brucelosis en mamíferos marinos 

Dentro de los patógenos bacterianos emergentes en mamíferos marinos, se encuentra el 

género Brucella, un grupo de cocobacilos Gram negativos, intracelulares facultativos, 

capaces de infectar a una gran variedad de mamíferos domésticos y silvestres, 

incluyendo al humano (Moreno et al., 2002; Foster et al., 2007; Cloeckaert et al., 2011). 

Hasta el momento se han identificado 11 especies distintas (Brucella melitensis, B. 



abortus, B. suis, B. ovis, B. neotomae, B. canis, B. pinnipedialis, B.  ceti, B. microti, B. 

inopinata y B. papionis) (Nymo et al., 2016).  

La brucelosis es una zoonosis de distribución mundial, se caracteriza por su persistencia 

en el sistema reticuloendotelial y su replicación en el sistema reproductivo, ocasionando 

en su huésped primario abortos e infertilidad (Nymo et al., 2016).  

A partir de los años noventa fue aislada de cadáveres de diversos mamíferos marinos en 

América, Europa, Japón, Nueva Zelanda, Islas Salomón y la Antártica (Foster et al., 

2002; Godfroid et al., 2005; Bourg et al., 2007). La caracterización de estas cepas 

mostraron que son genéticamente distintas a las cepas de animales terrestres y que 

tienen como hospederos preferidos a los pinnípedos y cetáceos, por lo que se 

propusieron dos nuevas especies: B. pinnipedialis y B. ceti (Cloeckaert et al., 2011). En 

cetáceos se ha descrito que ocasiona trastornos reproductivos y neurológicos, debido a 

que B. ceti tiene afinidad por el sistema nervioso central, lo que conlleva al varamiento 

de estos animales, siendo esto un foco de infección para las personas que entran en 

contacto con ellos en las playas (Moreno et al., 2002). Estas especies poseen el 

potencial para ocasionar mortalidades masivas, contrarrestar el crecimiento de las 

poblaciones de animales en vida libre, incrementar el riesgo de extinción en poblaciones 

pequeñas, provocar la pérdida de la biodiversidad, además de tener un fuerte potencial 

epizoótico (Moore et al., 2008; Van Bressem et al., 2009; Bossart, 2011). El número de 

aislamientos a nivel mundial de las cepas de Brucella de mamíferos marinos es 

limitado, sin embargo, hay una fuerte evidencia serológica que sugiere que la infección 

está globalmente distribuida y que tiene una alta prevalencia (Nielsen et al., 2005; 

Dawson et al., 2008; Hernández et al., 2009; Bossart, 2011).  

 

En México, se han llevado a cabo estudios serológicos en lobos marinos en el área del 

Golfo de California para la detección de anticuerpos contra Brucella spp., los cuales 

evidenciaron que los lobos marinos de esta región han estado en contacto con este 

patógeno; sin embargo, hasta el momento no se ha confirmado por medio del 

aislamiento en ningún mamífero marino de este país (Mena et al., 2001; López, 2005; 

Godínez et al., 2006), este trabajo es el primero que realiza su detección por técnicas 

moleculares.  

 



El aislamiento e identificación microbiológica de las especies de Brucella utilizando 

características fenotípicas requiere de al menos dos semanas, de personal calificado así 

como de áreas de trabajo que cubran con cierto grado de bioseguridad. Por lo que es 

mejor utilizar técnicas de diagnóstico molecular, las cuales ofrecen ventajas en cuanto al 

tiempo y una menor manipulación de la muestra (McDonald et al., 2006). Es por ello 

que en este trabajo se realizó la detección por medio de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) de la secuencia de inserción IS711, la cual esta insertada corriente 

arriba del gen bp26, gen conservado, que codifica para una proteína inmunogénica 

(Cloeckaert et al., 2000). La región IS711 ha sido descrita como una herramienta útil 

para la caracterización molecular de especies de Brucella y biovariedades, basado en el 

número y distribución de copias dentro del genoma bacteriano. Esta región se considera  

como estable y específica en cuanto a especie (Cloeckaert et al., 2000).  

En las cepas de origen de mamíferos marinos se observó que contienen más copias de 

IS711 que las clásicas especies de Brucella a excepción de B. ovis,  por lo que el PCR 

utilizado en este estudio tiene la ventaja de discriminar entre aislamientos de cepas 

terrestres incluyendo B. ovis (1029 pb) de los aislamientos de mamíferos marinos 

(1900pb) (Cloeckaert et al., 2000).  

 

Bacterias con Resistencia a antibióticos  

La adquisición y diseminación de genes que codifican para la resistencia a antibióticos 

entre las bacterias es un fenómeno global que ha ocurrido mayormente en los últimos 50 

años debido a la presión selectiva como resultado de un extenso uso de antibióticos para 

el uso humano y animales (Martínez y Baquero, 2002). La resistencia más 

frecuentemente encontrada es hacia los antibióticos del tipo ß-lactámicos, y la más 

importante a nivel de salud pública es la adquirida a través de plásmidos, los cuales 

pueden contener genes que codifican para enzimas como las ß-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE), asimismo, estos plásmidos frecuentemente llevan además otros 

genes de resistencia a otro grupo de antibióticos (Paterson, 2006). Los antibióticos 

betalactámicos es el grupo de antimicrobianos más extenso, se clasifican en penicilinas, 

cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos e inhibidores de las betalactamasas. 

Las beta lactamasas son enzimas que hidrolizan el enlace amida del anillo 

betalactámico, inactivan a los antibióticos de este tipo, constituyen el mecanismo de 



resistencia más difundido entre la población bacteriana (Yin et al., 2013). Las BLEE’s 

se describieron primeramente en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae y en menor 

medida en otras enterobacterias, principalmente en brotes hospitalarios, confieren 

resistencia a cefalosporinas de espectro extendido (Cefotaxima, ceftazidima y cefepima) 

y monobactámicos, y constituyen un grupo heterogéneo de enzimas (Diestra, 2010). La 

adquisición de resistencia a antimicrobianos, puede ser de forma natural o intrínseca, y 

adquirida, ya sea por transformación,  transducción o por conjugación (Salyers & Witt 

1994; Martínez & Baquero 2002). La diseminación de los genes productores de enzimas 

betalactamasas, están asociados a transposones y plásmidos conjugativos entre las 

distintas bacterias, y ha dado lugar a una alta prevalencia a la resistencia hacia los 

betalactámicos.  

La continua aparición de nuevas betalactamasas ha generado diferentes clasificaciones y 

nomenclaturas diversas. Primeramente el nombre se asignaba con referencia a diferentes 

aspectos como el sustrato sobre el que actúa (CARB, OXA), sus propiedades 

bioquímicas (SHV), la bacteria que la produjo por primera vez (PSE descrita por 

primera en Pseudomonas aeruginosa), el paciente del que procedía la muestra (TEM, 

ROB) o el hospital donde estaba ingresado el paciente (MIR, RHH) y el estado al que 

pertenecía (OHIO), y las iniciales de los que la describieron (HSM) (Diestra, 2010). Las 

primeras BLEE’s reportadas fueron TEM y SHV, posteriormente se han descrito una 

serie de mutaciones puntuales en estas enzimas y se han descrito más de 100 subtipos de 

estas enzimas, las cuales varían en las diferentes regiones geográficas. Una de las 

BLEE’s más importante en la actualidad es CTX-M, que fue descrita inicialmente en 

enterobacterias. El incremento en la prevalencia de microorganismos con BLEE’s ha 

sido descrito por diferentes autores a nivel mundial; estos no solo están presentes en el 

comportamiento nosocomial, o urbano, también en los ecosistemas naturales y marinos, 

y han sido detectados como una consecuencia de contaminación antropogénica (Yin et 

al., 2013; Jobbins & Alexander, 2015).  

Por otra parte, la localización de genes de resistencia en bacterias de animales silvestres 

ha sido una herramienta importante para estimar el grado de contaminación ambiental 

(Dolejska et al., 2007; Stedt et al., 2014; Carol et al., 2015; Jobbins & Alexander, 

2015). Gradualmente se ha ido considerando a la resistencia a antibióticos en bacterias y 

genes asociados como contaminantes ambientales y como un problema ecológico (Yin 



et al., 2013; Jobbins & Alexander, 2015). En los mamíferos marinos poco se conoce 

sobre cepas con resistencia a antibióticos y su posible origen (Greig et al., 2007; 

Brownstein et al., 2011). Sin embargo, se cree puedan provenir de los desechos de los 

asentamiento humanos en las zonas costeras (Brownstein et al., 2011), considerando las 

características de los mamíferos marinos como centinelas es posible emplearlos para la 

detección de estas cepas bacterianas con genes con resistencia  a antibióticos. 

 

Leptospirosis en lobos marinos  

Descripción General 

Otra enfermedad bacteriana reconocida a nivel mundial como causa de muerte en los 

lobos marino es la leptospirosis causada por la espiroqueta Leptospira, además de la 

importancia en la salud pública de las poblaciones humanas (Acha & Szyfres, 2001). 

Existen más de 200 serovariedades de leptospira reconocidas que se clasifican en 23 

serogrupos. Las pruebas serológicas constituyen el medio más utilizado para el 

diagnóstico y la prueba de aglutinación microscópica (MAT) es la prueba serológica 

estándar (OIE, 2014).  

La leptospirosis en lobos marinos se reportó por primera vez en 1970, en un brote 

epidémico en el centro y costas del norte del estado de California, EUA, por Leptospira 

interrogans serovar Pomona, y se han repetido estos eventos de mortalidad cíclicamente 

cada 3-5 años desde 1984, por lo que es considerada una enfermedad emergente en 

lobos marinos (Lloyd-Smith et al., 2007). La epidemiología no ha sido esclarecida, así 

como tampoco el mantenimiento de este patógeno en estos animales. Diversos factores 

pueden ocasionar este evento cíclico, incluyendo cuestiones ambientales, cambios en la 

densidad del hospedero, cambio antigénico en la bacteria, o cambios en la proporción de 

la población del hospedero que es inmune a la enfermedad, esto esta relacionado con el 

concepto de inmunidad silenciosa “Herd immunity” (Lloyd-Smith et al., 2007). La 

leptospirosis es una enfermedad de distribución mundial, sin embargo su prevalencia 

difiere entre las poblaciones de lobos marinos; si bien en México no se han reportado 

brotes epizoóticos en la zona, se han reportado hallazgos serológicos (Godínez et al., 

1999; Acevedo-Whitehouse et al., 2003), que son importantes seguir monitoreando por 

algún cambio en la presencia, frecuencia, y tipo de serotipo presente en esta zona, que 



nos permita contar con información fehaciente al momento de una contingencia de este 

tipo.   

La infección por Leptospira se caracteriza por colonizar el hígado y los riñones, 

causando insuficiencia renal aguda y la muerte (Acevedo-Whitehouse et al., 2003). Esta 

bacteria afecta a todos los grupos etarios, en los lobos marinos, se cree que su 

transmisión se produce por contacto directo o indirecto con la orina infectada o agua 

contaminada con orina de animales portadores (Zuerner & Bolin, 1997). La detección 

molecular de Leptospira es de gran ayuda para descartar especies saprófitas y se puede 

realizar mediante el análisis del ADNr 16S (OIE, 2014).  Es por ello que en este trabajo 

además de la determinación del serotipo mediante la técnica de MAT se realizó la PCR 

para diferenciar cepas saprofitas de cepas patógenas a partir de ADN de muestras de 

sangre.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CAPÍTULO 2 

 

Infección de Brucella spp. en lobos marinos (Zalophus californianus) con cepas 

terrestres.  
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A B S T R A C T

Infections with Brucella ceti and pinnipedialis are prevalent in marine mammals worldwide. A total of
22 California sea lions (Zalophus californianus) were examined to determine their exposure to Brucella
spp. at San Esteban Island in the Gulf of California, Mexico, in June and July 2011. Although samples of
blood, vaginal mucus and milk cultured negative for these bacteria, the application of rose Bengal, agar
gel immunodiffusion, PCR and modified fluorescence polarization assays found that five animals (22.7%)
had evidence of exposure to Brucella strains. The data also suggested that in two of these five sea lions
the strains involved were of terrestrial origin, a novel finding in marine mammals. Further work will be
required to validate and determine the epidemiological significance of this finding.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

There is serological evidence of the widespread exposure of marine
mammals to both Brucella ceti and B. pinnipedialis, and infection is
associated with reproductive, respiratory and neurological disease
(Godfroid et al., 2012). The objective of this study was to determine
the exposure of California sea lions (CSL) (Zalophus californianus)
from San Esteban Island (28° 41 31.82″ N, 112° 34′ 14.33″ W) in the
Gulf of California, Mexico, to Brucella spp. between 20 June and 15
July 2011. The research was conducted as part of the Proyecto de la
Red del Medio Ambiente “Estado de salud, uso sustentable y
conservación del Golfo de California” of the Centre of Interdisci-
plinary Marine Sciences (CICIMAR) with the permission of the Sec-
retaries of Environment and Natural Resources (SEMARNAT; SGPA/
DGVS/02012/11) and of the Interior (SEGOB, SATI/PC/006/111) of
Mexico.

The sampled CSLs were physically restrained with a hoop net,
chemically anesthetized using isoflurane (Isothesia, Butler Animal
Health Supply) and then sampled following injection with 1 mL
oxytocin containing 10 mg/2 mL metoclopramide (Ceva Animal
Health). Blood was obtained from the jugular vein of 22 animals
into EDTA and serum separator tubes (BD, Vacutainer). In addi-
tion, vaginal swabs from 10 adult females were taken using Amies
medium with activated charcoal (Copan), and milk was sampled
from eight nursing females, using sterile milk suction pumps. The
CSLs were released back into the ocean once they had fully recov-
ered from the anesthesia.

The samples were held in coolers with ‘blue ice’ until their arrival
at the laboratory based at the Francisco de Ulloa Research Vessel.
Here, vaginal swabs, milk and whole blood were kept at 4 °C and
serum samples at −20 °C. At the end of the sampling trip, the samples
were air-transported to the Centro Nacional de Investigaciones
Disciplinarias en Microbiología Animal of the Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias in Mexico City for
further analysis.
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Red del Medio Ambiente “Estado de salud, uso sustentable y
conservación del Golfo de California” of the Centre of Interdisci-
plinary Marine Sciences (CICIMAR) with the permission of the Sec-
retaries of Environment and Natural Resources (SEMARNAT; SGPA/
DGVS/02012/11) and of the Interior (SEGOB, SATI/PC/006/111) of
Mexico.

The sampled CSLs were physically restrained with a hoop net,
chemically anesthetized using isoflurane (Isothesia, Butler Animal
Health Supply) and then sampled following injection with 1 mL
oxytocin containing 10 mg/2 mL metoclopramide (Ceva Animal
Health). Blood was obtained from the jugular vein of 22 animals
into EDTA and serum separator tubes (BD, Vacutainer). In addi-
tion, vaginal swabs from 10 adult females were taken using Amies
medium with activated charcoal (Copan), and milk was sampled
from eight nursing females, using sterile milk suction pumps. The
CSLs were released back into the ocean once they had fully recov-
ered from the anesthesia.

The samples were held in coolers with ‘blue ice’ until their arrival
at the laboratory based at the Francisco de Ulloa Research Vessel.
Here, vaginal swabs, milk and whole blood were kept at 4 °C and
serum samples at −20 °C. At the end of the sampling trip, the samples
were air-transported to the Centro Nacional de Investigaciones
Disciplinarias en Microbiología Animal of the Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias in Mexico City for
further analysis.
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Vaginal swabs and milk samples were cultured on Columbia,
Farrell, and Brucella agar (Oxoid) and blood samples in Ruiz-
Castañeda biphasic culture medium: samples where no growth had
occurred after 15 days incubation at 37 °C, with and without CO2,
were considered culture negative. Rose Bengal (RBT) and agar gel
immunodiffusion (AGID) tests were performed (Díaz-Aparicio et al.,
1991) using B. abortus 1119-3 strain (ABA Test Tarjeta, Pronabive)
and B. melitensis 16M native hapten (produced in-house) as anti-
gens, respectively. Positive and negative bovine serum samples were
used as test controls.

A modified fluorescence polarization assay (FPA) procedure was
performed as ‘outliers’ were detected on preliminary FPA (Bru-
cella Antibody Test Bovine, Diachemix). In brief, 40 μL of serum were
added to 1 mL test tubes containing EDTA-Tris dilution buffer (Nielsen
et al., 1996a). Following mixing and incubation at room tempera-
ture for 60 min, basic fluorescence polarization was measured (FP
Sentry 1000 reader, Diachemix). Subsequently, 10 μL of Brucella
abortus tracer were added, mixed, and incubated, and a final mea-
surement carried out. Reader parameters were adjusted to 20
readings/period instead of the 10/period used initially. The mean
value of two FPA repetitions was used in antibody evaluation: the
cut-off of ≥90 millipolarization (mP) units suggested by Nielsen et al.
(2005) was taken as a positive antibody level. The reading accep-
tance range was between 60 and 250 mP. Kit controls and known
FPA positive and negative goat sera were used as controls, and all
outlier data were excluded.

Genomic DNA was extracted from blood and milk samples using
the DNeasy blood and tissue kit (Qiagen). PCR primers 26A:
5′GCCCCTGACATAACCCGCTT 3′ and 26B: 5′GAGCGTGACATTTGCCGATA
3′ (Cloeckaert et al., 2000) designed on the polymorphism of the bp26
gene and its flanking regions, in which amplification of 1029 and 1900
bp fragments was anticipated in the case of ‘terrestrial’ and ‘marine’
strains of Brucella spp. respectively, were used. Brucella abortus 2308
and B. pinnipedialis B2/94 were used as positive controls. To confirm

PCR products, they were sequenced, using the same primers, and sub-
mitted to GenBank databases using the Blast-n program.

Clinical examinations did not reveal evidence of disease or in-
juries in any of the 22 sampled CSL (10 adult females; 10 juve-
niles; 2 pups), and anesthesia was successful in all cases. Although
all 22 animals were negative on culture, five (22.7%) were positive
to at least one of the other diagnostic tests (Table 1). Two animals
(9.1%), F1 and F4, were RBT/AGID/PCR positive (Table 1), and am-
plified for ‘terrestrial’ Brucella spp. (Fig. 1). Animals F10, J3 and J6
(14%), were FPA positive, and J6 amplified for marine Brucella spp.
The obtained sequences, which do not differentiate between strains
of Brucella spp., displayed 100% identity with B. pinnipedialis B2/
94 and B. ceti B1/94, for marine strains, and with B. abortus 2308,
among others, for terrestrial strains, in BLAST analyses.

Preliminary results obtained using the standard FPA found 10
outlier samples (data not shown), possibly caused by the presence
of serum lipid (Lucero et al., 2007), and this number was reduced
to 2 when the modified assay was applied. Although not previously
validated for CSLs, the FPA, along with a cELISA have been pro-
posed as the screening tests of choice for seals (Nielsen et al., 1996a,
1996b, 2005; Aguirre et al., 2007; Lynch et al., 2011). Nevertheless,
it would seem prudent to test a greater number of CSL samples to
validate the FPA cut-off. Despite the fact that the RBT has a higher
sensitivity but lower specificity than the AGID, when used in cattle
and goats (Díaz-Aparicio et al., 1991), both of these assays showed
a similar sensitivity to that achieved by PCR in our hands.

Although Brucella spp. were not isolated on culture of the various
samples taken in the current study, the relatively high seroprevalence
found, taken together with the three PCR-positive results, sug-
gests that the sampled CSLs had been exposed to these organisms
as previously reported (Nielsen et al., 1996b, 2005; Aguirre et al.,
2007; Goldstein et al., 2009; Godfroid et al., 2012). Although con-
sidered quite host specific, cross-species infection of terrestrial
mammals with Brucella spp. have been reported (Samaha et al.,

Table 1
Results of a range of diagnostic tests to detect exposure to Brucella spp. carried out on California sea lions sampled on San Esteban Island in the Gulf of California, Mexico.

Animal ID Bacterial
culture

RBT AGID PCR FPA

Standard Modified

Adult females F1 − + + T 65.7 69.1
F2 − − − − 21.7 63.6
F3 − − − − 83.7 87
F4 − + + T 81.1 80.9
F5 − − − − −126 60.55
F6 − − − − 69.5 66
F7 − − − − 61.5 65.3
F8 − − − − −76.6 9.5
F9 − − − − −455 61.95
F10 − − 16.2 168.2

Juveniles J1 − − − − 31.7 60.95
J2 − − − − 56.5 58.85
J3 − − − − 125.6 122.4
J4 − − − − 64.4 61.8
J5 − − − − 48.4 62.55
J6 − − M −0.35 133.2
J7 − − − − 62 61.9
J8 − − − − 55.2 64.7
J9 − − − − 68.9 66.75
J10 − − 69.8 65.5

Pups C1 − − 74.7 64.15
C2 ND − 70.2 63.8

Controls Negativea 74.7 64.45
Positivea 248.8 252.7
Negativeb 61.9 64.75
Positiveb 172.4 195.3

RBT, rose Bengal test; AGID, agar gel immunodiffusion test; FPA, fluorescence polarization assay in which the mean of two replicate determinations ≥ 96mP was considered
significant (Nielsen et al., 2005); T, PCR amplified for terrestrial Brucella spp.; M, PCR amplified for marine Brucella spp.

a Diachemix FPA kit controls.
b FPA goat controls.
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2008). Following experimental infection, terrestrial mammals
seroconverted to marine strains (Perrett et al., 2004); conversely,
the evidence suggests such strains are not pathogenic to livestock
(J. Godfroid, personal communication). To our knowledge, this is the
first evidence of a terrestrial strain of Brucella spp. infecting CSLs,
but further research will be required to validate this finding and to
ascertain the source of the infection.
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and B. pinnipedialis B2/94 were used as positive controls. To confirm, PCR products
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ABSTRACT: The?1 California sea lion (Zalophus californianus), a permanent inhabitant of the Gulf of
California in Mexico, is susceptible to pathogenic Leptospira spp. infection, which can result in hepatic
and renal damage and may lead to renal failure and death. During summer 2013, we used the microscopic
agglutination test (MAT) to investigate the prevalence of anti-Leptospira antibodies in blood of clinically
healthy sea lion pups from seven rookery islands on the Pacific Coast of Baja California (Pacific Ocean)
and in the Gulf of California. We also used PCR to examine blood for Leptospira DNA. Isolation of
Leptospira in liquid media was unsuccessful. We found higher antibody prevalence in sea lions from the
rookery islands in the gulf than in those from the Pacific Coast. Antibodies against 11 serovars were
identified in the Gulf of California population; the most frequent reactions were against serovars Bataviae
(90%), Pyrogenes (86%), Wolffi (86%), Celledoni (71%), and Pomona (65%). In the Pacific Ocean
population, MAT was positive against eight serovars, where Wolffi (88%), Pomona (75%), and Bataviae
(70%) were the most frequent. Serum samples agglutinated with more than one Leptospira serovar. The
maximum titer was 3,200. Each island had a different serology profile, and islands combined showed a
distinct profile for each region. We detected pathogenic Leptospira DNA in 63% of blood samples, but we
found no saprophytic Leptospira. Positive PCR results were obtained in blood samples with high and low
MAT titers. Together, these two methods enhance the diagnosis and interpretation of sea lion
leptospirosis. Our results may be related to human activities or the presence of other reservoirs with which
sea lions interact, and they may also be related to sea lion stranding.

Key words: California sea lions, Leptospira, leptospirosis, marine mammal, microscopic agglutination
test (MAT), PCR, Zalophus californianus.

INTRODUCTION

The California sea lion (Zalophus califor-
nianus) is a protected marine mammal
worldwide. The genus Zalophus contains
three species of sea lions: Zalophus japonicas,
which has been extinct since 1950 but once
inhabited the Japanese archipelago; Zalophus
wallebaeki, which inhabits the Galapagos
Islands; and Z. californianus, which is distrib-
uted in the western part of the Northern
Hemisphere. Zalophus californianus is the
most abundant pinniped species in Mexico

and a permanent inhabitant of the Gulf of
California (Aurioles-Gamboa 1993). Its distri-
bution extends from British Columbia, Cana-
da (518N), to the Mary Islands (198N), and the
Pacific Coast and Gulf of California, Mexico
(King 1983). These mammals are under
special protection by Mexican federal regula-
tion NOM-059-ECOL-2010 (SEMARNAT
2010). Nevertheless, the population has de-
creased in recent decades (Hernández-Cama-
cho et al. 2008). The genus Leptospira
(phylum Spirochaetes) causes leptospirosis
worldwide, and it is a cause of sea lion deaths
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ABSTRACT: The California sea lion (Zalophus californianus), a permanent inhabitant of the Gulf of
California in Mexico, is susceptible to pathogenic Leptospira spp. infection, which can result in hepatic
and renal damage and may lead to renal failure and death. During summer 2013, we used the microscopic
agglutination test (MAT) to investigate the prevalence of anti-Leptospira antibodies in blood of clinically
healthy sea lion pups from seven rookery islands on the Pacific Coast of Baja California (Pacific Ocean)
and in the Gulf of California. We also used PCR to examine blood for Leptospira DNA. Isolation of
Leptospira in liquid media was unsuccessful. We found higher antibody prevalence in sea lions from the
rookery islands in the gulf than in those from the Pacific Coast. Antibodies against 11 serovars were
identified in the Gulf of California population; the most frequent reactions were against serovars Bataviae
(90%), Pyrogenes (86%), Wolffi (86%), Celledoni (71%), and Pomona (65%). In the Pacific Ocean
population, MAT was positive against eight serovars, where Wolffi (88%), Pomona (75%), and Bataviae
(70%) were the most frequent. Serum samples agglutinated with more than one Leptospira serovar. The
maximum titer was 3,200. Each island had a different serology profile, and islands combined showed a
distinct profile for each region. We detected pathogenic Leptospira DNA in 63% of blood samples, but
we found no saprophytic Leptospira. Positive PCR results were obtained in blood samples with high and
low MAT titers. Together, these two methods enhance the diagnosis and interpretation of sea lion
leptospirosis. Our results may be related to human activities or the presence of other reservoirs with
which sea lions interact, and they may also be related to sea lion stranding.
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INTRODUCTION

The California sea lion (Zalophus califor-
nianus) is a protected marine mammal
worldwide. The genus Zalophus contains
three species of sea lions: Zalophus japonicas,
which has been extinct since 1950 but once
inhabited the Japanese archipelago; Zalophus
wallebaeki, which inhabits the Galapagos
Islands; and Z. californianus, which is distrib-
uted in the western part of the Northern

Hemisphere. Zalophus californianus is the
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2010). Nevertheless, the population has de-
creased in recent decades (Hernández-Cama-
cho et al. 2008). The genus Leptospira
(phylum Spirochaetes) causes leptospirosis
worldwide, and it is a cause of sea lion deaths
in the northern Pacific Ocean (Gulland et al.
1996; Greig 2005). In mammals, the disease is
transmitted through direct or indirect contact
with infected urine or with water contaminat-
ed by the urine of animal reservoirs (Monahan
et al. 2009). However, in sea lions, the mode
of transmission is unknown.

Leptospira infection in sea lions affects all
ages and is characterized by bacterial coloni-
zation of the liver and kidneys, causing acute
renal failure and death. In adult sea lions,
Leptospira is one of the most frequent causes
of stranding (Mancia et al. 2012). Its preva-
lence differs among populations: In Southern
California, leptospirosis was formerly consid-
ered a rare disease in sea lions stranded
between 1970 and 1981 (Trillmich et al.
1991), but its prevalence has increased and is
now considered epizootic (Gulland et al.
1996). The only serovar that has been isolated
from sea lions is Leptospira interrogans
serovar Pomona (Zuerner and Alt 2009; Prager
et al. 2013). In contrast, in New Zealand,
leptospirosis is not considered a health threat
due to its low prevalence (Roe et al. 2010). It is
not known whether recurring epidemics in sea
lion populations are due to external sources of
infection, such as contact with wildlife or other
carrier animal species, or due to internal
epidemic cycles related to the population’s
changing immunity. The latter cause may
involve the protection of individuals due to
previous infections, or offspring and individual
migration between groups, resulting in a
higher percentage of susceptible individuals
leading to outbreaks (Lloyd-Smith et al. 2007).

Sea lions are distributed along the Pacific
Ocean coasts and the Gulf of California, and
their populations have been threatened by sev-
eral Leptospira serovars (Gulland et al. 1996;
Godinez et al. 1999; Acevedo-Whitehouse et al.
2003). We assessed the antibody prevalence
and the presence of Leptospira in sea lion pups
from seven reproductive islands in this area.

MATERIALS AND METHODS

Animals and blood samples

Under the Mexican government authorization
SGPA/2897/12, we sampled sea lion pups during
June 2013 in the Pacific Ocean islands of Asun-
cion (278060N, 1148170W), Natividad (278520N,
1158110W), and Cedros (288110N, 1158130W), and
during July 2013 in the Gulf of California islands
Granito (29833 0N, 113832 0W), Coloradito
(24818 0N, 110821 0W), Los Cantiles (29832 0N,
1138290W), El Partido (288540N, 1138020W), and
Roca Consag (318060N, 1148270W) (Fig. 1).

We collected 91 blood samples using 18-gauge,
38-mm needles from the jugular vein of manually
restrained California sea lion pups. If needed,
inhaled anesthesia was applied with induction of
5% isoflurane and maintenance at 3% (Haulena
and Heath 2001). Blood samples were taken in a
minimally invasive manner from 51 pups from
rookeries of five islands in the Gulf of California
and from 40 pups from three rookeries in the
Pacific Ocean. The samples were deposited in
sterile tubes for serum separation and into tubes
with sodium citrate. Blood samples were refrig-
erated and transported to the laboratory, and
serum aliquots were frozen at �20 C until used.
Additionally, each animal was examined for
clinical signs of disease, and weight, measure-
ments, and body temperature were recorded
(Luque-Flores and Aurioles-Gamboa 2001).

Bacterial culturing

Three drops of each blood sample were placed
into semisolid Fletcher medium at the moment of
sampling and transported to the laboratory. Each
sample was subcultured in Ellinghausen-McCul-
lough-Johnson-Harris (EMJH) liquid medium
and maintained at 30 C. Cultures were periodi-
cally observed by dark field microscopy to detect
spirochaetal forms. Cultures were maintained for
6 mo before being considered negative.

DNA extraction

We extracted DNA from blood samples with the
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia,
California, USA), according to the manufacturer’s
recommendations and suspended in 50 lL of
nuclease-free water. The DNA was quantified
using an Epoch microplate spectrophotometer
(Biotek, Winooski, Vermont, USA) and stored at
4 C until used for PCR.

PCR targets

The PCR targets were the 23S rDNA, which
identifies DNA from the genus Leptospira, the
IS1500 insertion sequence, which identifies only L.
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interrogans (sensu lato), and the 16S rRNA, which
identifies only saprophytic Leptospira. The Lepto-
spira genus-specific primers L737 (50-GACCC-
GAAGCCTGTCGAG-3 0) and L1218 (5 0-
GCCATGCTTAGTCCCGATTAC-30), based on
the 23S rDNA (Woo et al. 1998), were used to
amplify a 482-base-pair (bp) fragment in a final
volume of 50 lL with 0.5 lg of DNA, 1.2 lM of each
primer, 0.2 mM of each deoxyribonucleotides
(dNTP), 10 lL of 5X GoTaq Flexi Buffer, 3 mM
MgCl2, 0.5 mg/mL of bovine serum albumin (BSA),
and 2.5 U GoTaq (Promega, Madison, Wisconsin,
USA). The PCR protocol was an initial denaturation
at 94 C for 5 min, followed by 45 cycles of
denaturation at 94 C for 15 s, annealing at 59 C
for 40 s, and extension at 74 C for 1 min and 20 s, and
a final extension at 74 C for 10 min. To specifically
amplify the IS1500 insertion sequence of L. inter-
rogans (sensu lato) (Zuerner and Bolin 1997), the
primers P1 (50-TCGCTGAAATRGGWGTTCGT-
30) and M16 (50-CGCCTGGYTCMCCGATT-30)
were used in a final volume of 50 lL with 0.5 lg of
DNA, 1 lM of each primer, 0.2 mM of each dNTP,
10 lL of 5X GoTaq Flexi Buffer, 3 mM MgCl2, 0.5
mg/mL of BSA, 1% Triton X-100, and 2.5 U GoTaq
(Promega). The same PCR conditions were used to
identify saprophytic Leptospira species, with the
primers (5 0-AGAAATTTGTGCTAATACC
GAATGT-30) and (50-GGCGTCGCTGCTTCAG
GCTTTCG-30), based on the rrs gene of the 16S

rRNA (Murgia et al. 1997), which amplified a 240-
bp fragment. Reactions with a final volume of 50 lL
contained 0.5 lg of DNA, 0.6 lM of each primer,
0.2 mM of each dNTP, 10 lL of 5X GoTaq Flexi
Buffer, 2 mM MgCl2, and 1 U GoTaq (Promega).
The PCR protocol was an initial denaturation at 94
C for 5 min, followed by 40 cycles of denaturation at
94 C for 30 s, annealing at 60 C for 45 s, and
extension at 74 C for 1 min with an increment of 5 s/
cycle and a final extension at 74 C for 10 min.
Control amplification templates included water as a
negative control and genomic DNA of serovars
Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Celle-
doni, Grippothyphosa, Hardjoprajitno, Icterohae-
morrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi, Wolffi,
and Biflexa serovar Patoc strain Patoc. Amplified
products were visualized by electrophoresis on 1.6%
agarose gels and staining with ethidium bromide.

Microscopic agglutination test

The microscopic agglutination test (MAT) was
performed as described by the Panamerican
Health Organization (Myers 1985). Four to 7-d
cultures of 12 Leptospira serovars—Autumnalis,
Bataviae, Bratislava, Canicola, Celledoni, Grippo-
typhosa, Hardjoprajitno, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Pyrogenes, Tarassovi, and Wolffi, grown
in EMJH—were used as antigens. These serovars
are part of the collection of the Microbiology and

FIGURE 1. Locations of seven islands along the Pacific Coast of California and the Gulf of California, Mexico,
where California sea lions (Zalophus californianus) were tested for Leptospira infection.
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Immunology Department, Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional
Autónoma de México. Serum samples were diluted
1:50 for screening, and 50-lL aliquots of the 12
serovars were added to Nunc 96-well flat-bottom
microtiter plates (Nalge Nunc International, Ro-
chester, New York, USA). A negative control was
included for each serovar. The plate was gently
stirred and incubated at room temperature for 1 h.
Plates were read by dark field microscopy (Carl
Zeiss, Oberkochen, Germany). A serial dilution of
each serum sample (1:50 to 1:3,200) was used to
determine the titer for each serovar, with the final
titer representing the reciprocal of the maximum
dilution at which agglutination was observed.

Statistical analysis

Descriptive statistics were applied to the MAT
results, and statistical analysis of the PCR results
was performed using Graphpad Prism software
(GraphPad Software, La Jolla, California, USA).
Spearman’s rank correlation was used to assess
the correlation among the three PCRs. Analysis of
variance and Tukey’s tests were applied to each
serovar, and Student’s t-test was used to compare
between regions (Pacific vs. Gulf of California).

RESULTS

Bacterial culture

No spirochaetal forms were observed, and
all blood samples were considered negative
after 6 mo.

Serology of Leptospira spp.

For the interpretation of MAT results, a
cutoff titer was not established given that sea
lions are not vaccinated. Serum antibodies
against at least one Leptospira serovar were
detected in all serum samples.

In the Pacific Ocean samples, positive MAT
reactions were observed against eight sero-
vars. No reactions occurred against four
serovars (Table 1). In the Gulf of California
samples, there were MAT reactions against 11
of the 12 serovars (Table 1). Each island
showed a unique MAT pattern to the serovars
tested (Table 2).

There was a statistically significant differ-
ence in frequency among serovars (P,0.0001).
A significant difference in frequency was found
between samples from the Gulf of California
and the Pacific Coasts for serovars Bataviae
(P,0.0001), Canicola (P¼0.0009), Pomona
(P¼0.0336), Pyrogenes (P,0.0001), Tarassovi
(P,0.0001), and Autumnalis (P¼0.0128). The
only serovar with prevalences that were not
significantly different between sampling areas
was Wolffi (P¼0.9045). A statistical analysis of
the remaining serovars were not conducted
because they were not present in the Pacific
Ocean samples.

TABLE 1. Prevalence (by microscopic agglutination test) of antibodies to Leptospira serovars in 91 serum
samples from California sea lion (Zalophus californianus) pups (51 from the Gulf of California and 40 from the
Pacific Ocean sites), June–July 2013. The maximum titer represents the reciprocal of the highest dilution with
positive agglutination.a

Serovar
Gulf of

California (%)
Maximum

titer
Pacific

Ocean (%)
Maximum

titer
Combined
result (%)

Wolffi 86 200 88 400 87

Celledoni 71 200 0 N/A 40

Bataviae 90 800 70 1,600 81

Pyrogenes 86 800 18 800 56

Pomona 65 400 75 200 69

Icterohaemorrhagiae 39 200 0 N/A 22

Canicola 41 800 10 200 27

Tarassovi 43 1,600 3 800 25

Grippotyphosa 37 1,600 18 200 29

Autumnalis 29 3,200 8 1,600 20

Bratislava 16 400 0 N/A 9

Hardjoprajitno 0 N/A 0 N/A 0

a N/A ¼ no agglutination observed.
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PCR analysis

We analyzed 91 DNA samples by PCR.
Amplification of the 23S rRNA identified
Leptospira in 47 samples (52%). The PCR
based on the IS1500 insertion sequence
detected DNA of pathogenic L. interrogans
(sensu lato) in 28 samples (31%). The IS1500
PCR identified 10 blood samples positive for
Leptospira that had previously been negative
to the 23S rRNA PCR. Despite the low
correlation between them (rs¼0.117), we
assumed that the identification with IS1500,
which is only present in pathogenic Leptospi-
ra, indicated the general presence of the
genus Leptospira. Therefore, the combined
result of both PCRs indicated that 63% (n¼57)
of samples were positive, and 37% (n¼34) of
samples were negative. By the 16S-based
PCR, none of the samples tested was identi-
fied as a carrier of saprophytic serovars.

In comparison to the MAT results, 48 PCR-
positive samples had their highest titers to L.
interrogans (sensu stricto), including serovars
Autumnalis, Bataviae, Canicola, Wolffi, Ictero-
haemorrhagiae, Pomona, and Pyrogenes. Ten
PCR-positive samples had maximum titers to
Leptospira borgpetersenii, namely, serovar
Tarassovi, and seven PCR-positive samples
had their maximum titer to Leptospira kirsch-
neri, represented by serovar Grippotyphosa.
Of those samples with highest titer to more
than one serovar, seven had titers correspond-
ing to more than one Leptospira species
(Table 3). Samples with high (1,600) and low
(50) titers were positive by PCR.

DISCUSSION

Our MAT results indicate that the Gulf of
California has a higher prevalence of patho-
genic Leptospira serovars than the Pacific
Ocean. In the serum samples from the Gulf of
California, positive agglutination was observed
to 11 serovars from the 12 tested in MAT,
while in the Pacific Ocean samples, aggluti-
nation was observed to only eight serovars.
Additionally, the serum samples tested by
MAT from the Pacific Ocean were positive to
at least one serovar, and up to five serovars,

while samples from the Gulf of California
were positive to at least two, and up to nine
serovars. However, MAT results cannot rule
out cross-reactive antibodies. Previous studies
report asymptomatic carriage of Leptospira in
sea lions (Cameron et al. 2008; Prager et al.
2013), consistent with our observations of no
signs of leptospirosis during sampling. Re-
garding the maximum titers in sea lions, the
rookeries in the Gulf of California had higher
titers compared to those of the Pacific
islands, and only one sample had titers of
3,200. A similar titer was reported previously
for serovars Wolffi, Pomona, and Bataviae
(Pedernera-Romano 2004). However, animals
that developed disease had higher titers
(Prager et al. 2013).

The serovars we report differ from those
reported by Godinez et al. (1999); the main
difference is that we report serovar Celledoni
in the area. Also, Godinez et al. (1999)
reported a low frequency of serovar Ictero-
haemorrhagiae, while in our study, the
frequency of serovar Icterohaemorrhagiae
was higher in four islands. The Leptospira
serovars varied among sea lion rookeries
(Table 2), highlighting the changes in Lepto-
spira prevalence, and the relevance of epide-
miologic surveillance (SEMARNAT 2014).

Serovars Pyrogenes, Ballum, Wolffi, Celle-
doni, and Pyrogenes had been previously
reported in the Gulf of California (Peder-
nera-Romano 2004), and we found a high
prevalence of these serovars, in addition to
serovars Pomona and Bataviae, with Bataviae
being the most frequent. This high prevalence
was observed in geographically distant rook-
eries with different characteristics. For exam-
ple, Coloradito and El Partido are small
islands rarely visited by humans. El Coloradi-
to, El Partido, and Consag are occasionally
used by fishermen as a refuge during unfa-
vorable weather or as a journey station, but
this is not frequent or for prolonged periods,
making it difficult to invoke anthropogenic
contamination as a source of Leptospira.

The islands in the Pacific Ocean were
highly uniform with respect to antibody
prevalence. Serovars found with high fre-
quency were Wolffi, Pomona, and Bataviae,
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TABLE 2. Frequent Leptospira serovars in each California sea lion (Zalophus californianus) rookery or island,
the number of microscopic agglutination test (MAT)–positive serum samples, percentage positive, and the
maximum MAT titer at which agglutination was observed.

Rookery/Island Frequent serovar No. positive sera % Positive Maximum titer

Asunción Bataviae 8 80 200

Canicola 1 10 100

Pomona 7 70 100

Pyrogenes 2 20 800

Wolffi 10 100 200

Autumnalis 1 10 800

Natividad Bataviae 5 45 400

Grippotyphosa 3 27 200

Pomona 6 55 100

Pyrogenes 2 18 400

Wolffi 10 91 400

Cedros Bataviae 15 79 1,600

Canicola 3 16 200

Grippotyphosa 4 21 200

Pomona 17 90 200

Pyrogenes 3 16 800

Tarassovi 1 5 800

Wolffi 15 79 200

Autumnalis 2 11 1,600

Coloradito Bataviae 10 100 400

Bratislava 1 10 200

Canicola 10 100 200

Grippotyphosa 7 70 600

Icterohaemorrhagiae 6 60 100

Pomona 7 70 200

Pyrogenes 10 100 200

Tarassovi 7 70 1,600

Wolffi 7 70 200

Autumnalis 4 40 1,600

Celledoni 3 30 100

Granito Bataviae 5 50 400

Canicola 3 30 200

Grippotyphosa 1 10 100

Icterohaemorrhagiae 5 50 200

Pomona 1 10 100

Pyrogenes 3 30 200

Tarassovi 3 30 800

Wolffi 8 80 200

Autumnalis 3 30 1,600

Celledoni 7 70 100

Cantiles Bataviae 10 100 400

Canicola 1 10 200

Grippotyphosa 1 10 50

Icterohaemorrhagiae 3 30 200

Pomona 8 80 200

Pyrogenes 10 100 400

Tarassovi 1 10 800

Wolffi 10 100 200

Autumnalis 3 30 800

Celledoni 9 90 100
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and prevalences for serovars Celledoni and
Pyrogenes were low. Four serovars were not
identified in the Pacific Ocean islands, and
most of the serum samples had low antibody
titers (Table 2). Asuncion and Natividad
islands do not have recent reports of feral
mice, dogs, or rats. In contrast, Cedros is
populated by humans, and sea lion contact
with feral dogs, cats, mice, and rats is more
likely. In fact, feral dogs are common
predators of sea lions (Gallo-Reynoso and
Garcı́a-Aguilar 2008). On Cedros, we found
titers of 1,600 and 800 in two and four sea
lions, respectively. On Asunción and Nativi-
dad, we found low titers (100). These
differences may be explained by contact with
carrier animals in Cedros and in two more
islands, and due to migration of juveniles and
males among these three nearby islands.

The serovars frequently found in the Pacific
Ocean samples were Pomona, Wolffi, and
Bataviae. This agrees with work on the
California coast by Vedros et al. (1971), who
identified serovar Pomona as the most frequent

L. interrogans serovar, which was later isolated
by Prager et al. (2013). This observation might
be also related to the sea lions’ migration
behavior, which may influence the distribution
of Leptospira among islands, even in the
absence of a classic carrier of this pathogen.

Our PCR protocols were chosen to identify
the genus Leptospira and L. interrogans
(sensu lato), mainly because, to our knowl-
edge, only L. interrogans serovar Pomona has
been isolated from sea lions (Prager et al.
2013). We detected Leptospira DNA in 63%
of the sea lions and measured antibody
prevalence in these samples. A positive PCR
did not always correspond with higher titers,
which were as low as 50. Leptospira DNA was
present in the blood of healthy sea lion pups in
which antibody titers varied from 50 to 1,600
without clinical signs of disease. However,
bacterial viability cannot be assessed by PCR.

These results, and the fact that the sam-
pling was during the breeding season, suggest
that leptospires were likely transmitted be-
tween adults and pups by close contact. It is

TABLE 2. Continued.

Rookery/Island Frequent serovar No. positive sera % Positive Maximum titer

El Partido Bataviae 10 100 800

Bratislava 3 30 400

Canicola 3 30 200

Grippotyphosa 3 30 200

Icterohaemorrhagiae 5 50 100

Pomona 6 60 400

Pyrogenes 10 100 800

Tarassovi 5 50 800

Wolffi 8 80 200

Autumnalis 2 20 3,200

Celledoni 8 80 200

Roca Consag Bataviae 11 100 800

Bratislava 4 36 400

Canicola 4 36 800

Grippotyphosa 7 64 800

Icterohaemorrhagiae 1 9 50

Pomona 11 100 200

Pyrogenes 11 100 400

Tarassovi 6 55 1,600

Wolffi 11 100 200

Autumnalis 3 27 400

Celledoni 9 82 200
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TABLE 3. PCR result of each positive California sea lion (Zalophus californianus) sample, rookery, or island, to
the 23S-, IS1500-, and 16S-based PCRs, paired to the Leptospira serovar(s) and the maximum microscopic
agglutination test titer.

Sample
Rookery/

Island

PCRa

Serovarb Highest titer23S IS1500 16S

1 Coloradito P P N AUT 1,600

2 Coloradito P P N GRI 1,600

3 Coloradito P P N PYR 200

5 Coloradito P P N GRI 800

6 Coloradito N P N GRI/BAT 1,600

7 Coloradito P P N GRI 800

9 Coloradito P P N AUT 800

10 Coloradito P N N AUT 1,600

12 Granito P N N AUT 1,600

13 Granito P N N TAR 400

15 Granito P N N WOL 200

17 Granito P N N CAN 200

18 Granito P N N WOL 100

19 Granito P P N WOL 50

20 Granito P N N AUT 800

21 Cantiles P N N TAR 800

22 Cantiles P N N CAN 200

23 Cantiles P N N PYR 400

24 Cantiles P N N PYR 400

26 Cantiles P N N ICT/POM/WOL 200

28 Cantiles P N N AUT 800

30 Cantiles N P N AUT 800

31 Partida P P N AUT 1,600

33 Partida P N N BAT/PYR/TAR 200

35 Partida P P N BRA/PYR 400

36 Partida P P N TAR 800

Gy Partida P P N BAT 800

40 Partida P N N BAT/PYR 400

41 Consag P N N PYR 400

42 Consag P P N GRI 800

43 Consag P N N BAT/CAN/TAR 800

44 Consag P P N BAT/CAN/TAR 800

45 Consag P N N GRI 800

46 Consag P N N TAR 1,600

47 Consag P P N BAT/TAR 800

49 Consag P P N BAT/PYR 400

50 Consag N P N BAT/PYR 400

51 Consag N P N TAR/PYR 1,600

52 Asuncion N P N AUT 800

53 Asuncion P N N BAT 200

54 Asuncion P N N BAT/WOL 50

55 Asuncion P N N BAT 100

56 Asuncion P N N BAT 100

59 Asuncion P N N PYR 800

60 Asuncion P N N WOL 100

63 Natividad P N N WOL 200

64 Natividad P N N WOL 100
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possible that some environmental factors,
such as ‘‘El Niño,’’ cause behavior changes
in adults and pups. In addition, changes in
host population susceptibility rather than
pathogen availability may cause outbreaks,
such as the northern elephant seal (Mirounga
angustirostris) strandings on the coast of
California (Colegrove et al. 2005) and the
epidemic outbreak in California sea lions on
the California coast (Gulland et al. 1996).

Antibodies against the saprophytic serovar,
Leptospira Patoc, were previously reported by
MAT in 53.8% of sea lion pups on 11 breeding
islands in the Gulf of California (Pedernera-
Romano 2004). However, saprophytic sero-
vars were not included in our MAT, and we
found no positive samples using the 16S PCR.

Our data suggest a threat to the health of
these protected sea lions. We encourage fur-
ther study of human activities and other condi-
tions that promote the presence of Leptospira
serovars in sea lions, as well as how their
asymptomatic carrier status can change into a
health condition leading to stranding.
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CAPÍTULO 4 

 

Bacterias Gram negativas con resistencia a antibióticos en lobos marinos 

(Zalophus californianus) en vida libre en el Golfo de California  y Pacífico 

Mexicano. 
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Abstract 
Antibiotic resistant bacteria are gradually being considered environmental pollutants 
and an ecological problem. The California sea lion (Zalophus californianus 
californianus) is a resident of the Gulf of California and the North Pacific and could 
potentially be used as sentinel for environment alterations. The aim of this study was to 
identify antibiotic resistant bacteria from sea lions in the Gulf of California and the 
Pacific Coast of Baja California. From 2011 to 2013, a total of 123 samples from rectal 
swabs and feces were obtained from 9 rookeries in these two locations. Bacterial 
identification and antimicrobial minimum inhibitory concentration (MIC) were 
performed using the VITEK 2 system (bioMérieux, France). The bla-SHV, bla-TEM 
and bla-CTX-M beta-lactamases genes were detected by PCR. A total of 147 bacterial 
isolates were obtained, with 35 isolates from both locations showing resistance to a 
variety of antibiotics as follows: ampicillin (12 strains), nitrofurantoin (11 strains), 
cefazolin, ampicillin/sulbactam (10 strains), and cefoxitin (8 strains), aztreonam and 
trimethroprim/sulfamethoxazole (5 strains).	   From the Pacific Coast isolates, we 
identified β- lactamases genes sequences congruent to blaSHV-33 in Klebsiella oxytoca 
and Klebsiella pneumoniae strains; blaTEM-1 in three strains (K. pneumoniae, 
Yokonella regensburgei and Serratia marcescens), KPC-1 in Edwardsiella tarda strain. 
Considering these results, it is likely that Pacific rookeries and the adjacent coastal 
water are more commonly affected by the anthropogenic activities than other areas in 
the Gulf of California, and that the sea lion population may serve as a good sentinel for 
antibiotic resistance as an environmental pollutant and contaminant.	   To the author’s 
knowledge, this is the first study to report these findings in Mexico and in the California 
sea lion population of the Gulf of California and the North Pacific coast. 
 
 
Keywords: antibiotic bacterial resistant, California sea lion, Zalophus californianus, 
zoonotic. 
 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction 

Acquisition and dissemination of genes coding for antibiotic resistance in bacteria is a 

global phenomenon that has occurred in the last 50 years, mostly due to selective 

pressure, and likely the result of extensive use of antibiotics in humans and animals 

(McManus et al., 2002, Smith et al., 2002, Singer et al., 2003, Cabello, 2006). The most 

common antibiotic resistance reported is to β-lactams. Of utmost importance and of 

public health concern, is the resistance acquired through plasmids which may contain 

genes encoding enzymes such as β-lactamases (ESBL) (Paterson, 2006). Antibiotic 

resistance in bacteria and genes associated with resistance, have been increasingly 

considered as environmental contaminants of ecological concern (Yin et al., 2013; 

Jobbins & Alexander 2015). Thus, the presence of resistance genes in bacteria identified 

in wild-life species is potentially an important tool for estimating the degree of 

environmental contamination (Dolejska et al., 2007; Stedt et al., 2014, Carrol 2015, 

Jobbins & Alexander 2015). 

Marine mammals are considered good environmental sentinels because they are at the 

top of the food chain, share common habitats with humans, are relatively long-lived, are 

susceptible to the processes of environmental deterioration and as such, certain 

modifications in the ecosystem can be inferred from them (Bossart, 2011; Arellano-

Peralta and Medrano-González, 2015).  

The Gulf of California and the Mexican Pacific north coast line are considered highly 

productive and biodiverse regions of conservation importance due to the high number of 

refuge sites and endemism of priority species such as the breeding and resting colonies 

of sea lions (Z. californianus) (Arriaga-Cabreara et al. 1998; Arriaga et al., 2000). The 

aim of this study was to evaluate the presence of antibiotic resistant bacteria and ESBLs 

from bacteria isolated from rectal swabs obtained from sea lions in the Gulf of 

California and the Pacific coast of Baja California. 

 

 

 

 

 

 



Material and methods 

Sample collection 

Samples were obtained from 9 different rookeries located at the east and west of the 

Baja California peninsula between 2011 and 2013. Geographical locations for pup 

samples obtained from rookeries located in the Gulf of California (GC) were: Granito 

(29° 33’ N, 113° 32’ W), Machos (29°18’ N, 113°29’ W), Partido (28° 54’ N, 113° 

02’ W), and Roca Consag (31° 06’ N, 114° 27’ W). Samples from juveniles and adults 

were obtained from a rookery in the North of San Esteban Island (28° 41’ 31.82”N, 

112° 34’14.33”). Geographical locations for pup samples obtained from rookeries 

located in the Pacific Ocean (OP) were: Asunción Island (27° 06’N, 114° 17’ W), and 

Natividad Island (27° 52’ N, 115° 11’W). Samples from juveniles and adults were 

obtained from rookeries in Magdalena Island (24º48´16.55 N, 112º17´59.39 W) and 

Santo Domingo (24º14´33.79 N, 114º6´49.81) (Fig. 1). 

Free-ranging sea lions were manually restrained and chemically anaesthetized using 

inhaled isoflourane (Isothesia, Butler Animal Health Supply, Dublin, OH, USA). 

Anesthesia, respiratory and cardiac rates were monitored throughout the procedure. 

Rectal swabs were collected with a sterile swab introduced directly into the anus and 

smoothly rubbed against the anal mucosa in a circular motion. Individual swabs were 

placed into AMIES with charcoal transport medium (Copan, Italy), kept at 4°C and 

processed for bacterial culture and isolation. Before being released back to the ocean, 

sampled sea lions were held in a net until fully recovered from anesthesia. 

 



 
Fig 1. Colonies in the Gulf of California and the Pacific Ocean included in this study 

are: 1) Roca Consag, 2) Granito, 3) Los Machos, 4) El Partido, and 5) San Esteban. 

Colonies in Pacific Ocean are: 6) Santo Domingo, 7) Natividad, 8) Asuncion and 9) 

Magdalena.  

 

Bacterial identification 

All samples were processed by conventional bacteriologic techniques. Samples were 

inoculated in MacConkey agar (Oxoid, England) and incubated under aerobic 

conditions for 24-48 h at 37°C. Each different colony was then sub-cultured in 

MacConkey and Trypticase soy agar (TSA), for further characterization. Bacterial 

identification and antimicrobial minimum inhibitory concentration (MIC) were done 

using the VITEK 2 automatic system (bioMérieux, France). Susceptibility testing 

included a panel of 22 different antimicrobial agents: amoxicillin/clavulanic acid, 

ampicillin/sulbactam, cefazolin, cefepime, cefoxitin, aztreonam, gatifloxacin, 

piperacillin, ticarcillin/clavulanic acid, ceftazidime, ceftriaxone, ciprofloxacin, 

imipenem, levofloxacin, piperacillin/tazobactam, amikacin, ampicillin, cefotaxime, 



gentamicin, tobramycin, trimethoprim/sulfatmethozole, and nitrofurantoin in 

accordance with the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines.  

 

In addition, disk diffusion test for tetracycline (30 mg) was determined. Disks were 

placed on Muller-Hinton Agar (Oxoid) and incubated at 37ºC for 18 to 20 h. E. coli 

ATCC 25922 was used as reference strain for susceptibility testing. All isolates were 

stored at -70°C in brain heart infusion broth (Oxoid, England) containing 50% glycerol. 

 

Detection of blaSHV, blaTEM and blaCTX-M genes 

Plasmid DNA was extracted using a Plasmid plus Midi Kit (Qiagen, Chatsworth, CA, 

USA) following the manufacturer´s protocol. Detection of antibiotic resistance genes 

(blaSHV, blaTEM and blaCTX-M) was performed by polymerase chain reaction (PCR) as 

previously described (Paterson, 2003). All PCRs were performed in a final volume of 

25 ml consisting in 6 ml of H2O, 12 ml of master mix (Invitrogen, USA), 1 ml (25 

pmol) of each primer, and 5 ml of DNA (50 ng).  All gene amplifications were 

performed using the following PCR protocol: initial denaturation at 94ºC for 5 min 

followed by 30 cycles of 92ºC for 30 sec, 52ºC for 40 sec, and 72ºC for 50 sec, and final 

extension at 72ºC for 5 min. The amplification products were purified using a QIAquick 

PCR Purification Kit (Qiagen, La Jolla, CA, USA) as recommended by the 

manufacturers. Nucleotide sequence was determined in both directions with Taq FS Dye 

Terminator Cycle Sequencing Fluorescence-Based Sequencing and analyzed on an 

Applied Biosystems 3730 DNA sequencing system (Foster City, CA, USA). The 

consensus sequence was submitted to the GenBank database for homology search using 

Blastn program.  

 

 

 

 

 

 

 

 



Results 

Description of the bacterial isolates 

A total of 123 bacteriological samples were obtained from 9 rookeries, 43 from the GC 

and 80 from the PO rookeries. A total of 147 bacterial isolates were obtained from both 

locations, including 17 bacterial genera and 22 different bacterial species. Of these 

isolates, 35 strains showed resistance to at least one antibiotic tested (Table 1).  

 

Pacific Ocean isolates 

From the PO samples, 88 strains (88/100) were isolated, 26 of them were antibiotic 

resistance bacteria (ARB) (29.5%, n=88), and 6 strains of ABR had evidence for the β-

lactamase genes tested. Of all ARB in the PO, 9 different bacterial genera and 10 

different species were found. The ARB frequency found was: Escherichia coli (53.8%), 

Edwarsiella tarda, Klebsiella pneumoniae and Serratia marcenses (7.69%) and 

Acinetobacter baumanii, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Klebsiella 

oxytoca, Pseudomonas aeruginosa and Yokenella regensburgei (3.85%). The main 

antibiotic resistance found was against ampicillin/sulbactam (9 strains), nitrofurantoin 

(6 strain); ampicillin, aztreonam, cefazolin, trimetropim/sulfametoxazole (4 strains); 

cefoxitin (3 strains); tobramycin, piperacillin, amoxicillin/clavulanic acid (2 strains); 

ticarcilin/clavulanic acid, cefotaxime, ceftriaxone and amikacin  (1 strain) (Table 2 and 

Graphic 1). 

No AMR to tetracycline, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacine, gatifloxacine, 

gentamicine, imipenen, levofloxacine, piperacillin were detected in PO strains isolated. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Table 1. Distribution of bacteria resistant to antibiotics of sea lions in the Gulf of 

California and the Pacific Ocean 

 
Zone	   Genera	   specie	   #	  Isolates	  

PO	  

Acinetobacter	   baumanni	   1	  
Citrobacter	   freundii	   1	  
Enterobacter	   cloacae	   1	  
Escherichia	   coli	   14	  
Edwarsella	   tarda	   2	  

Klebsiella	  
pneumoniae	   2	  
oxytoca	   1	  

Pseudomonas	   aeruginosa	   1	  
Serratia	   marcescens	   2	  
Yokenella	   regensburgei	   1	  
9	  genera	   10	  species	   26	  strains	  

GC	  

Escherichia	   coli	   1	  
Enterobacter	   cloacae	   1	  

Vibrio	   alginolyticus	   1	  
Raoutella	   planticola	   1	  
Proteus	   vulgaris	   1	  

Pseudomonas	   putida	   1	  
Hafnia	   alvei	   3	  
7	  genera	   7	  species	   9	  strains	  

 

Gulf of California isolates 

From the Gulf of California, 59 strains were isolated; 9 of them showed ARB (15.25%). 

No β-Lactamases genes were identified in any of the strains. ARB detected included 7 

different genera and 7 species. The frequencies of ARB were: Hafnia alvei (33.3%), E. 

cloacae, Vibrio alginolyticus, Raoultella planticola, Proteus vulgaris and Pseudomonas 

putida, all of them with 11.11%. The resistance for antibiotic was against to: ampicillin 

(8 strains), cefazolin (6 strains), cefoxitine, amoxicillin/clavulanic acid (5 strains), 

nitrofurantoin (5 strain), ceftriaxone (3 strains) and ampicillin/sulbactam, aztreonam, 

ceftazidime, trimethroprim/sulfamethoxazole (1 strain). In most cases, one strain 

showed resistance for more than one antibiotic. 

The highest ABR isolates came from Magadalena Island in the PO, with 9 strains 

(Table 2).  In the GC, Granito was the rookery with more ABR species detected; the rest 

of the GC rookeries showed only one resistant strain per site (Table 1). 



 
Graphic 1. Distribution of the number of bacterial isolates with resistance found in 

each antibiotic tested in the Pacific Ocean and Gulf of California. 

 

Molecular analyses  

The analysis for antibiotic resistance genes blaSHV, blaTEM and blaCTX-M and blaKPC from 

the PO antibiotic resistant strains, showed the presence of genetic sequences congruent 

to: blaTEM-116 in E. coli (ampicillin/sulbactam resistance); blaSHV-33 in K. oxytoca 

(ampicillin and piperacillin resistance), and blaSHV-33 and blaTEM-1 in K. pneumoniae 

resistant to ampicillin/sulbactam, ampicillin and piperacillin. The blaTEM-1 sequence was 

found in and Y. regensburgei with ampicillin/sulbactam and aztreonam resistance; and 

blaTEM-1 in S. marcescens with resistance to cefazolin and nitrofurantoin. A blaKPC-1 was 

detected in E. tarda with resistance to aztreonam and tobramycin. All strains with β -

lactamases genes were isolated from Magdalena Island, except S. marcescens that was 

recovered from Asuncion Island. No CTXM or SHV-1 was detected. (Table 2) 
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Table 2. Relationship of Bacteria with resistance to antibiotics and presence of 

Betalactamasas type genes and their resistance profile in VITEK 2. R= resistant 
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Magdalena 
 

E. coli blaTEM-116 - R - - - - - 

E. tarda blaKPC-1 - - R - - R - 

K. oxytoca blaSHV-33 R - - - R - - 

K. pneumoniae blaSHV-33 
blaTEM-1 

R R - - R - - 

Y. regensburgei blaTEM-1 - R - - - - - 

Asunción S. marcescens blaTEM-1 - - - R - - R 

 

Discussion 

In this work were found differences for ABRs between PO and GC rookeries (Table 1). 

The bacterial isolates identified in our study are similar to those detected in pinnipeds in 

previous studies (Johnson et al., 1998; Lockwood et al., 2006; Bogomolni et al., 2008, 

González-Fuentes et al., 2010, Wallace et al., 2013). Similar to previously report, we 

found that in PO samples, E.c oli was a common bacterial isolate. For the GC samples, 

H. alvei was the most common bacteria isolated.  

 

In the present study, we isolated Yokenella regensburgei from a PO sample. Y. 

regensburgei is considered a rarely encountered member of family Enterobacteriacea 

that has been infrequently isolated from humans and is considered an opportunistic 

pathogen (Aziz, 2015). Y. regensburgei has been isolated from insects’ tracts, well- 

water, and a number of anatomic sites in humans, including wounds, limbs, the upper 

respiratory tract, urine, feces, and knee fluid (Aziz, 2015). Biochemically, Yokenella 

regensburgei has a similar profile to Hafnia alvei (Hickman-Brenner et al., 1985).  

Azis (op. cit.) found Y. regensburgei in urine samples from patients with urine tract 

infections, this one was Nitrofurantoin, tetracycline and trimethroprim 

/sulfamethoxazole resistant; our results shows that Y. regensburgei strain was resistant 

to ampicillin/sulbactam. 



 

 

Some of the bacterial species isolated in this study have the potential to cause serious 

clinical disease in humans and in other animal species. E. coli is a good example of this, 

as it can cause intestinal and genitourinary infections in wildlife, domestic animals and 

humans (Browenstein et al., 2011). Similarly, Klebsiella spp. has been described as 

causing infections and death in sea lions pups in New Zealand (Phokarctos hookeri) 

(Castinel et al., 2007) and Proteus spp. have been associated with skin lesions on other 

pinnipeds (González-Fuentes, op. cit.). H. alvei is a bacterium that has not been reported 

in pinnipeds, although it has been isolated in bottlenose dolphins (Tursiops truncatus) 

(Buck et al., 2006). Infections with H. alvei have been reported in fish without clinical 

signs of disease (Padilla et al., 2005), and there is a suggestion that this may be the 

source of infections for sea lions (Gonzáles-Fuentes op. cit.). Wallace et al. (op. cit) 

reported the presence of genera Raoultella in pinnipeds; they isolated R. ornitholytica 

from an ear sample. In the present study, we isolated R. planticola from the rectal swab 

samples. R. planticola has been also isolated in rivers and lakes in Switzerland, and in 

some cases, the bacterium showed resistance for few β-lactam antibiotics and carrying 

TEM and CTX-M-15 carbapenemases (Zurfluh et al., 2013). 

 

We found β -lactamases gene sequences in PO samples. The sequences bla-SHV-33, 

bla-SHV-1, bla-TEM-1, bla-TEM-116 and KPC-1 protein was detected in samples 

obtained from PO rookeries. The presence of these sequences confers resistance against 

β- lactam antibiotics and 1st generation cephalosporin and piperacillin. bla-SHV-33 has 

been detected in K. pneumoniae in others studies (Ogutu et al., 2015). In our findings, 

we only found bla-SHV-33 gen in K. oxytoca that shows only ampicillin resistance and 

in K. pneumoniae that showed ampicillin, ampicillin/sulbactam and piperacicllin 

resistance. In the same strain bla-TEM-1 was detected too. Previous studies found K. 

pneumoniae strains with the same plasmid combination (Oguto et al. 2015). 

Nevertheless, and despite this congruency, the strains isolated in the present study were 

not resistant to all cephalosporins and monobactamic tested, as previously reported by 

Oguto.  

 



bla-KPC (no type defined) was detected in an E. tarda strain that was tobramycin and 

aztreonam resistant, but carbapenem sensitive. E tarda is a common and important 

pathogen of marine fish; further it possesses similar virulence factors of many enteric 

pathogens (Leung et al., 2012). KPC-1 β -lactamases was initially reported from a K. 

pneumoniae strain recovered in North Carolina (Arnold et al., 2011). Soon afterwards, 

KPC-type β -lactamases were reported in the northeastern United States among K. 

pneumoniae, K. oxytoca, S. enterica, and Enterobacter spp. isolates (Arnold et al., 

2011). Recently, K. pneumoniae and E. coli isolates producing KPC-2 were reported in 

Medellin, Colombia, upstate New York and Israel (Wei et al., 2007). Villegas et al., 

(2006) isolated aztreonam resistant strains of K. pneumoniae (strain KPN633 clinical), 

but they didn´t test for tobramycin, so there is evidence for aztreonam resistance when 

KPC-type plasmids are present. The presence of KPC proteins confers resistance 

against aztreonam and it has been associated to tn4401 transposon presence (Curiao et 

al., 2010).  

Of clinical significance is the finding of a nitrofurantoin resistant S. marcescens strain. 

Nitrofurantoin is the first antibiotic prescribed for urogenital infections around the 

world. Even more, this antibiotic is use when treatment with the β -lactams fails 

(Sandegren et al., 2008). The frequency of this resistance plasmid mediated is low and 

the mechanism is not very well understood, but some studies have demonstrated that 

strains with nitrofurantoin resistance have mutations on nfs A and nfs B genes, which 

are codified for non-sense oxygen nitroreductases (Sandegren et al., 2008).  

 

This study was performed to evaluate the presence of ABR and antibiotic resistance 

plasmids in wildlife, and the correlation between their presence and anthropogenic 

activities. With this in mind, it is important and necessary to considerer that the wide 

dissemination of genes frequently present in human pathogens in places without a high 

antibiotic usage load may indicate that, once those elements are present in gene-transfer 

platforms, the probability for their maintenance in natural ecosystems can be high 

(Pallecchi et al., 2008). For this reason, antibiotic resistance genes are being considered 

as pollutants themselves (Martínez, 2009). Since antibiotic resistance genes are 

naturally located in the chromosomes of environmental bacteria (D’Acosta et al., 2006; 

Wright, 2007; Martinez, 2009), only those elements that are present in gene-transfer 



elements and thus can be transferred and enriched under antibiotic selection should be 

considered as “bona fide pollutants”.  

 

It has been theorized that antibiotic resistance in bacterial strains in sea water and 

coastal waters, is coming for wasted water, farming and aquaculture (Brownstein et al. 

2011). Allen et al. (2010) consider that it is more appropriate to consider the type of 

region where the isolates originate. Parameters such as the natural preservation state, 

livestock, and human density or the remoteness area are of utmost importance. Overall, 

the level of resistant bacteria observed in wild animals seems to correlate well with the 

degree of association with the human activity (Skurnik et al. 2006). 

 

The two regions studied in the present study have different urban development; for 

example the rookeries found in the Pacific Ocean, on the western coast of the Baja 

California Peninsula, such as Magdalena and Santo Domingo, are close by to human 

settlements where there are agricultural and aquaculture activities, so they are more 

likely to be affected by human activities (Arellano-Peralta and Medrano González 

2015).  

 

On the other hand, the Gulf of California has been considered an almost pristine 

ecosystem, with few urban centers on this side of the Peninsula (Arellano-Peralta and 

Medrano González 2015). In these areas, the discharges are in septic tanks, agriculture 

and farm activities are minimal or non-existent, so the likelihood of human waste 

reaching the sea and coming into contact with sea lions is much lower than in the 

Pacific Ocean.  

Our results show that the number of isolates and variety of species with antibiotic 

resistance was greater in the PO, almost three times more than in the Gulf of California.  

 

Similar to previously reported in other studies with other wild animals species 

surveilled (Skurnik et al., 2006; Kummer, 2009; Martínez, 2009; Maravic, 2012), we 

suggest that it is possible to assume that colonies of sea lions in the PO are more likely 

to be exposed to bacteria with resistance to antibiotics due to the anthropogenic 

activities.   



 

The main objective of this study was to detect antibacterial resistant strains in sea lion 

rookeries in two locations with different levels of human activities, and use this as an 

indicator of anthropogenic contamination, and whether sea lions can be used as 

sentinels for marine ecosystems. This information is important for the reinforcement of 

conservation politics and the necessary monitoring for ecosystem preservation. 
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DISCUSIÓN GENERAL 

Algunas poblaciones de mamíferos marinos se han recuperado después de las acciones 

de protección que se han realizado a lo largo de 20 años, después de su extensa 

explotación en el mundo (Arellano-Peralta & Medrano-González, 2015). Sin embargo, 

en la mayoría de ellos sus habitas están en riesgo de destrucción, introducción de 

especies exóticas, entre ellas de patógenos emergentes, de los cuales se ha mencionado 

anteriormente que las enfermedades infeccionas son considerables para el riesgo de 

extinción (Arellano-Peralta & Medrano-González, 2015). Los mamíferos marinos son 

vulnerables a los disturbios antropogénicos que se realizan en el ecosistema marino, 

haciendo de estos animales una primera opción para los estudios del ecosistema en el 

concepto de especies centinelas (Arellano-Peralta & Medrano-González, 2015).  

La población de lobos marinos en la región del Golfo de California ha disminuido en las 

últimas décadas como lo expresa Aurioles-Gamboa et al. (2010), este fenómeno es 

multifactorial, pero la presencia de agentes bacterianos infecciosos y contaminantes 

antropogénicos pueden jugar un papel importante en esta disminución poblacional; es 

por esto que este trabajo es de suma importancia debido a que provee información 

acerca de las enfermedades bacterianas emergentes y reemergentes que pueden tener un 

papel importante en las poblaciones de estos pinnípedos. Este trabajo es de los primeros 

en mostrar resultados en resistencia a antibióticos en estos animales, así como la 

detección de patógenos emergentes en mamíferos marinos por técnicas moleculares y 

serológicas, proveyendo además la comparación entre estas dos regiones importantes 

para los mamíferos marinos en México, el Golfo de California y el Norte del Océano 

Pacífico, donde convergen las colonias reproductivas de lobos marinos.  

 

Con los estudios de detección de bacterias en mucosa anal y de heces de lobos marinos 

en ambas regiones se aislaron diferentes especies bacterianas antibiótico-resistentes, se 

observó que existe mayor diversidad bacteriana y cantidad de cepas resistentes en las 

loberas del Océano Pacífico y costa occidental de la Baja California con un total de 26 

especies bacterianas distintas, mientras que en las loberas del Golfo de California la 

diversidad bacteriana y resistencia fue menor con sólo 9 especies bacterianas; aunado a 

ello se detectó la presencia de genes que codifican para enzimas que generan resistencia 

a los beta-lactámicos:  blaSHV-33, blaSHV1, blaTEM-1 y blaTEM-116, presentes en 6 cepas 



bacterianas provenientes de lobos marinos de las loberas del Océano Pacífico (3 en Isla 

Magdalena y 1 isla Asunción). La enzima SHV-1 β-lactamasas se describió desde 1972, 

su espectro de actividad es similar a TEM-1 con una mejor actividad para ampicilina, ha 

sido identificada en varias especies de enterobacterias y esta generalmente considerada 

como una enzima que se codifica en plásmido, su origen proviene del cromosoma de  

Klebsiella pneumoniae (Chaves et al., 2001). Estos genes pueden conferir altos niveles 

de resistencia bajo presión de antibióticos, a partir de mutaciones puntuales como se ha 

observado a lo largo de la aparición de diversas variedades de BLEE’s, y como se 

observó también con TEM-116, que en Shigella flexnery se ha reportado en aislados de 

pollos en China, esta variante confiere resistencia a cefalosporinas de tercera generación 

(Gong-Zheng et al., 2008), así como en E. coli provenientes de perros en Polonia 

(Rzewuka et al., 2015), esta enzima se ha reportado en varias especies de 

enterobacterias aisladas de humanos y es la primera vez que se reporta en lobos marinos 

en vida libre. Por otra parte, la enzima SHV-33 se ha reportado en K. pneumoniae de 

aislamientos en humanos en China, este también es el primer reporte en estos animales 

(Ogutu et al., 2015).  

 

Otros autores han mencionado al respecto, que la detección de genes de resistencia en 

bacterias de animales silvestres es una herramienta importante para estimar el grado de 

contaminación ambiental y que la resistencia más importante a nivel de salud pública es 

la adquirida a través de plásmidos que puedan contener genes que codifican para 

enzimas como las BLEE’s, entre otros (Paterson, 2006). La detección de estos genes y 

los patrones de resistencia a antibióticos detectados en muestras de lobos marinos puede 

ser un indicador fiable de que existe mayor exposición a contaminación antropogénica; 

esta puntualización se apoya en la teoría del origen de la resistencia a antibióticos, y 

especialmente en las enterobacterias potencialmente patógenas, las cuales pueden 

provenir de varias fuentes incluyendo las aguas residuales, una intensa operación 

agrícola cerca de las áreas costeras, la producción acuícola, y el contacto con los 

desechos de los asentamientos humanos, siendo esto más frecuente a lo largo de las 

costas urbanizadas y cerca del desemboque de los ríos al mar, como también se ha 

observado en otros mamíferos marinos en las costas del Pacifico Norte de EUA 

(Brownstein et al., 2011),  y en las costas de Florida, EUA con cepas de E. coli aisladas 



de delfines (Tursiops truncatus), donde encontraron resistencia hacia a los antibióticos 

del grupo de β-lactámicos (Greig et al., 2007), coincidente esta situación con la lobera 

de Magdalena, donde se hallaron los genes de resistencia, la cual esta  cercana a centros 

urbanos importantes de la Península de Baja California. 

Este estudio se realizó en dos zonas marinas separadas por la península de Baja 

California con cantidad y diversidad de actividades humanas diferentes. En la costa 

occidental de la Península de Baja California y las islas situadas frente a ella existen 

comunidades pesqueras importantes, varios campamentos pesqueros aledaños 

semipermanentes, turismo, mayor actividad industrial como la existencia de una planta 

sardinera, además de estar cerca de centros poblacionales relativamente importantes 

como las comunidades de Guerrero Negro, Vizcaíno, el Rosario e incluso de San 

Quintín, sitios en donde existen actividades, agrícolas, acuícolas y ganaderas, además de 

contar con centros hospitalarios de importancia para la región; centros que no existen en 

la costa Baja californiana en el lado del Golfo de California cercana a las loberas 

trabajadas; las actividades agrícolas y acuícolas son incipientes en esa zona. 

Considerando esta información, al analizar la frecuencia y diversidad de cepas con 

resistencia a antibióticos en ambas zonas: en las loberas del Golfo de California se 

detectó una menor frecuencia de resistencia y diversidad bacteriana que en el Océano 

Pacífico. Esta diferencia es posiblemente multifactorial, pero un hecho importante a 

destacar es que las loberas en el Golfo de California se encuentran en una zona 

considerada prístina, en una región que no presenta centros urbanos importantes, ni una 

alta densidad humana. A diferencia de lo anterior, en isla Magdalena (Océano Pacífico), 

se obtuvo el mayor número de aislamientos con resistencia a antibióticos y la presencia 

de 5 de las 6 cepas con plásmidos de resistencia, estos datos aportan solidez a la premisa 

de que la presencia de cepas con resistencia a antibióticos puede relacionarse con la 

perturbación de esta área y la cercana influencia con los humanos y sus desechos 

(Schroeder et al., 2004; Baquero et al., 2008; Simoes et al., 2010; Smith et al., 2014). 

 

Es importante puntualizar que en este estudio la resistencia encontrada fue 

principalmente hacia cefazolina y ampicilina; al respecto algunos géneros de la familia 

Enterobacteriaceae producen resistencia intrínseca en su cromosoma a los antibióticos 

tipo β-lactámicos, en géneros como Enterobacter spp., y Citrobacter freundii, se 



producen pequeñas cantidades de la  β-lactamasa tipo AmpC que confieren resistencia a 

ampicilina y amoxicilina y a la primera generación de cefalosporinas (Susic, 2004; 

Stock & Wiedeman, 2001), por lo que estos resultados pueden deberse a ésta situación, 

sin embargo al observar resistencia a ampicilina/sulbactam, cefalosporinas de 2da y 

3era generación, piperaciclina, y tobramicina, todo parece indicar que la resistencia 

observada está más relacionada a la presencia de BLEE’s que a una situación intrínseca. 

Otra resistencia que se observó en bacterias en el océano pacifico fue la resistencia a 

nitrofurantoína la cual ha sido observada en varias especies bacterianas con muy poca 

frecuencia y son mediadas por genes en E. coli (Sandegren et al., 2008; Cunha et al., 

2011). 

La resistencia hacia a aztreonam, es importante debido a que se puede asociar al 

plásmido que contiene el gen para la metalo-beta lactamasa del tipo NDM-1, aztreonam 

es un antibiótico de última generación y encontrar bacterias resistentes en estos 

animales debe evaluarse más profundamente (Pereira et al., 2011). La producción de 

BLEE’s del tipo TEM-1, TEM-2, SHV-1, y OXA-1 proporcionan resistencia a 

ampicilina, ticarcilina, y la primera generación de cefalosporinas y piperaciclina. Los 

plásmidos que median la expresión estos (BLEE) han ido en aumento (Susic, 2004), por 

lo que el análisis en vida libre es de suma importancia para conocer el impacto y 

distribución de estos genes. Estos resultados nos indican que más estudios de este tipo 

se requieren realizar para trazar el origen de esta resistencia, y evaluar el impacto hacia 

la salud pública, esta teoría la describe Caroll et al., (2015) quien puntualiza “la ruta 

ambiental por la cual las bacterias con resistencia a antibióticos se transmiten entre 

animales y humanos debe de continuar siendo explorada”.  

 

Por otra parte, los resultados encontrados hacia la detección del patógeno emergente en 

mamíferos marinos, Brucella spp., en una de las loberas de reproducción más 

importantes en el Golfo de California, la Isla San Esteban, es de suma importancia ya 

que confirma la presencia de anticuerpos contra este microorganismo en estos animales 

y es el primero en su tipo que detecta la bacteria por técnicas moleculares. Durante este 

trabajo se ha realizado la detección de este patógeno por medio de técnicas serológicas 

como Rosa de Bengala al 4 y al 8%, inmunodifusión radial y fluorescencia polarizada 

mostrando un 22.7% de animales (hembras y juveniles) positivos a la detección de este 



patógeno (Avalos-Téllez et al., 2014, asimismo se realizó PCR para la detección de la 

secuencia de inserción IS711, a partir de ADN de sangre de 22 lobos marinos (Z. 

californianus) provenientes de Isla San Esteban (Avalos-Téllez et al., 2014). El estudio 

realizado en esta isla se centró en hembras y juveniles, este hallazgo es contrario a lo 

reportado por Nymo et al., 2016, el cual muestra evidencia bacteriológica y serológica 

dependiente de la edad donde la probabilidad en encontrar animales seropositivos es 

menor en crías, mayor en juveniles y con la edad disminuye. Sin embargo, existe 

evidencia de la presencia de anticuerpos anti-Brucella spp., en crías de lobos marinos en 

las loberas de reproducción del GC en BC (Santos del Prado et al., 2008) debido a esto 

también se colectaron muestras de crías para este trabajo en las 7 loberas de 

reproducción del Golfo de California en BC, y en 3 del O. Pacifico, desde el 2011 hasta 

la fecha donde también se han observado animales seropositivos en 5 islas del GC y 1 

isla del OP (datos no publicados). Este patógeno ha sido detectado en abortos y partos 

prematuros de lobos marinos en las costas de EUA en el Océano Pacifico (Goldstein et 

al., 2009), esto evidencia la posibilidad de que este patógeno pueda ocasionar abortos 

como lo realiza en otros mamíferos, y que pueda mermar las poblaciones de estos 

pinnípedos. Los resultados por PCR indican la presencia de ADN de Brucella spp., de 

origen terrestre, este hallazgo también es el primero que se reporta, y se cree que pueda 

provenir de ganado caprino que habitó las islas en décadas pasadas, que pudieron 

haberse adaptado a este nuevo nicho. En este estudio se evidenció que la detección de 

Brucella spp., por la técnica de fluorescencia polarizada presentó una mayor 

sensibilidad con respecto a la detección de Brucella por la técnica de Rosa de Bengala 

(Avalos-Tellez et al., 2014).  Actualmente no se cuenta con una técnica serológica 

comercial específica para la detección de B. ceti y B. pinnipedialis, por lo que esta 

prueba puede ser una buena herramienta para ello. La presencia de este patógeno en los 

lobos marinos de California debe continuar con un monitoreo en todas las clases etarias, 

para descartar la posibilidad de que este patógeno este ocasionando trastornos 

reproductivos y de fertilidad en la zona, además del posible riesgo zoonótico para las 

personas que entran en contacto con ellos.  

 

Hasta el momento en México no existen casos reportados de Brucelosis en mamíferos 

marinos, este dato quizás puede deberse a que no haya sido detectado por diversos 



factores, entre ellos a la falta de personal capacitado para la toma de muestras, la falta 

de información sobre este patógeno en las personas que atienden los varamientos, la 

falta de infraestructura en las áreas donde existen reportes de varamientos de forma 

regular de cetáceos, donde la mayoría de estos animales llegan en estado avanzado de 

descomposición a las playas por lo que la toma de muestras en óptimas condiciones es 

sumamente difícil, y por si mismo la dificultad que representa esta bacteria intracelular 

para el aislamiento. 

Algunos cetáceos y pinnípedos realizan largas migraciones y pueden ser vectores en la 

transmisión de este patógeno, por lo que es un riesgo latente y es necesario reforzar el 

conocimiento sobre el manejo de estos ejemplares y la detección oportuna de esta 

bacteria con potencial zoonótico. 

De igual forma, Leptospira spp., fue otro patógeno de importancia que fue detectado 

serológicamente y por técnicas moleculares en sangre de crías de lobo marino en el 

Golfo de California y el Océano Pacífico, esto obedece a la importancia de la vigilancia 

epidemiológica que esta bacteria ha obtenido desde los eventos de mortandad masiva en 

la década de 1970 en lobos marinos de vida libre frente a la costa de California y 

Oregón atribuidos a este patógeno, posteriormente se han observado brotes esporádicos 

a intervalos regulares (Acevedo-Whitehouse et al., 2003), a pesar de que se ha realizado 

seguimiento y estudios continuos para determinar la fuente de infección y el mecanismo 

de transmisión de este patógeno, estos continúan siendo desconocidos (Acevedo-

Whitehouse et al., 2003). A la fecha no se tiene registro de eventos masivos de 

mortandad en el Golfo de California, sin embargo, hallazgos de serología e 

histopatológicos evidencian su presencia en loberas reproductivas de esta zona, sin 

embargo no se ha logrado el aislamiento microbiológico de este patógeno (Godínez et 

al., 1999). En este estudio los resultados muestran que existe una mayor seroprevalencia 

para especies patógenas de Leptospira spp., en las muestras provenientes del Golfo de 

California que en aquellas provenientes del Océano Pacífico (Avalos-Tellez et al., 

2016). Estudios previos como Vedros et al. (1971), Godínez et al., (1999) y Acevedo-

Whitehouse et al. (2003), han evidenciado la presencia de anticuerpos contra 

serovariedades de Leptospira spp., con diferencias en el mosaico de seroprevalencia en 

cada estudio, incluso cuando hay loberas comunes entre los estudios citados. Con 

respecto a la situación de este estudio es interesante señalar que se observa un cambio 



en los resultados de seroprevalencia para la serovariedad Icterohaemorragiae en las 

loberas del GC con respecto al estudio realizado por Godínez et al. (1999), él encontró 

títulos bajos para la serovariedad citada, mientras que este estudio muestra títulos altos; 

por otro lado en este estudio se encontraron reacciones positivas al serovar Celledoni, 

mientras que en la obra citada no hubo reacciones positivas a este serovar. 

 Es necesario remarcar que el hecho de haber encontrado perfiles de seroprevalencia 

diferentes entre las muestras del Océano Pacífico y las del Golfo de California, y que 

estos perfiles muestren una mayor gama de serovariedades en el Golfo de California, 

abre la discusión sobre el origen de las mismas, considerando que Leptospira spp. esta 

asociada también a actividades humanas, contaminación y presencia de animales de 

compañía y ganadería (Vinetz et al., 2005), sería de esperar que en la misma zona 

donde hubo alta incidencia de cepas bacterianas resistentes a antibióticos y que se ha 

correlacionado con precisamente una mayor contaminación por actividades 

antropogénicas, Leptospira spp., tuviera también alta incidencia y por lo tanto la 

seroprevalencia detectada sería alta. Los datos obtenidos no muestran esto, la cantidad 

de serovariedades positivas, títulos altos de reacción en el MAT, y aumento de títulos en 

serovariedades detectados como bajos (L. Icterohaemorrhagiae) en los lobos marinos 

del Golfo de California, podría ser indicativo de que este patógeno presenta un ciclo de 

mantenimiento en vida silvestre, mantenido entre los lobos marinos de la región, por 

supuesto que esta hipótesis tiene que ser comprobada y además debe de tener otros 

factores ambientales intrínsecos. Por ejemplo, la temperatura ambiental es también 

diferente entre ambas zonas, siendo mayor en el Golfo de California, esto puede 

favorecer la viabilidad de las espiroquetas en las deyecciones de lobos marinos 

propiciando el contagio cruzado en la misma lobera, puntualizando que este contagio no 

ocurre por heces sino se debe a la exposición de heridas a este patógeno, pero que al 

estar presentes en las deyecciones de forma viable se favorece el contagio de heridas. 

Además es importante considerar el impacto epidemiológico y zoonótico que pueden 

provocar eventos relacionados al cambio climático global, que según diversos estudios 

podría estar correlacionado con el incremento en eventos epidémicos por esta 

enfermedad; así como el incremento de frecuencia e intensidad de lluvias e 

inundaciones (Campanella et al., 1999; Barcellos et al., 2001; Gaynor et al., 2007; 

Liverpool et al., 2008; Scheneider et al., 2012; Weinberg et al., 2014).  



 

Debido a que la situación poblacional de los lobos marinos en México, han mostrado 

una baja en la población total cerca del 20% en las dos últimas 2 décadas (Aurioles-

Gamboa et al., 2010; French et al., 2011), la evaluación continua de patógenos 

emergentes y re-emergentes que puedan tener un impacto negativo en la reproducción y 

salud de estos animales es de suma importancia para el manejo y conservación de estas 

especies como es el caso de Brucella spp., y Leptospira, así como su interacción en los 

cambios ambientales, debido a que cambios en el ambiente que generen estrés en el 

animal son severos o persistentes y el animal no llega a adaptarse a ellos, se genera un 

desequilibrio perjudicial en el animal cuyas consecuencias pueden manifestarse a nivel 

inmune, metabólico y reproductivo (Casedevall & Pirofski, 2001). Si el resultado 

culmina en una alteración en el funcionamiento del sistema inmune, entonces el animal 

es vulnerable a enfermedades infecciosas y puede desarrollar una condición patológica. 

Los mamíferos marinos tanto en cautiverio como en vida libre están sujetos a una serie 

de eventos que pueden ocasionarles estrés, como por ejemplo: el ambiente social, la 

predación, la competencia por el alimento, el parasitismo, la captura, la transportación, 

el aislamiento, la sobrepoblación, instalaciones inadecuadas y ruidos excesivos. La 

interacción del hospedero y de los microorganismos es una línea frágil que puede 

fluctuarse provocando la muerte del hospedero, la eliminación del microorganismo, 

estados de latencia de este mismo, la colonización o al comensalismo, en estas últimas 

situaciones se puede revertir al desarrollo de la enfermedad. De tal manera la virulencia 

es una variable dependiente a la susceptibilidad del hospedero, al contexto y naturaleza 

de la interacción hospedero- microorganismo (Casedevall & Pirofski, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CONCLUSIONES 

1. Este estudio evidenció la presencia de bacterias Gram negativas resistentes a 

antibióticos en muestras de lobos marinos en vida libre, así como la presencia 

de genes de resistencia a antibióticos en muestras de lobos marinos en loberas 

del O. Pacifico mexicano. Esta detección de resistencia es el primer trabajo 

realizado en México en lobos marinos en vida libre y puede considerarse una 

buena herramienta para considerar el impacto antropogénico en el ecosistema. 

2. Se determinó la presencia de  Brucella spp., mediante pruebas serológicas y 

por PCR de en muestras de lobos marinos en Isla San Esteban en el GC. Es el 

primer trabajo que realiza la detección molecular de este patógeno.  

3. Este estudio demuestra que en el Golfo de California existe una mayor 

diversidad de serovariedades patógenas de Leptospira spp. con respecto al O. 

Pacífico; y que la detección de Leptospira spp. en sangre a partir de pruebas 

moleculares y la diferenciación de leptospiras patógenas de saprofitas puede 

ayudar a complementar el diagnóstico de este patógeno en estos animales.   

4. El conjunto de estudios realizados, detección de cepas bacterianas con 

resistencia a antibióticos, detección de genes de resistencia, detección de 

Brucella spp., y Leptospira spp., en dos zonas de alta importancia ecológica, 

de conservación y económica pero con grado diferente de uso e impacto 

antropogénico realizados de forma integral en esta investigación muestra 

claras diferencias entre ambas zonas, congruente con la diferencia de uso 

antropogénico. Un aumento en la frecuencia y distribución de estos, puede 

relacionarse a cambios en el medio ambiente.  
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