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RESUMEN

Escherichia coli (E. coli) es un microorganismo de importancia en animales domeésticos,
de vida silvestre y para la salud humana, ya que es una de las principales causantes de
enfermedades infecciosas intestinales y extra-intestinales; ademas es utilizado como un
importante modelo biolégico en investigaciones en diversas areas como la evolucion,
ecologia, epidemiologia médica y veterinaria, entre otras. Un ejemplo de ello es el
estudio de la ecologia de las enfermedades relacionada con la contaminacion ambiental,
en donde se puede evaluar la vida silvestre, en la que E. coli puede actuar como un
centinela de la contaminacion medioambiental. El lobo marino de california es uno de
los mamiferos marinos con mayor distribucion en el pacifico mexicano y que comparte
habitat de manera muy cercana con el ser humano; esto lo hace muy susceptible de
verse afectado y funge como un excelente sujeto de estudio; los mamiferos marinos son
considerados especies centinelas por lo que medir o relacionar el grado de
contaminacién antropogénica en ellos nos da una idea se la salud del ecosistema que
habitan El objetivo de este trabajo fue la identificacion molecular de E. coli proveniente
de 10 crias de lobo marino (Zalophus californianus) de la isla de Natividad del Pacifico
mexicano. Las muestras fueron obtenidas de hisopos rectales y posteriormente
sembradas y cultivadas en agar MacConkey. Los aislamientos fueron identificados
bioguimicamente mediante el sistema automatizado Vitek2; al mismo tiempo se
determind la concentracién minima inhibitoria (MIC) de 17 antimicrobianos utilizando el
mismo sistema. La identificacion molecular de E. coli fue realizada por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el gen gadA y se determinaron
grupos filogenéticos por PCR multiple. Por otro lado, se utiliz6 el método de
genotipificacion “Multilocus sequence typing” (MLST). Con esta metodologia se
obtuvieron las siguientes secuencias tipo (ST): (1) ST92, (2) ST80 del complejo ST568,
(3) ST73 del complejo ST73, (2) ST491, (2) ST843, todas pertenecieron al grupo
filogenético B2, el cual esta altamente relacionado con cepas extraintestinales (EXPEC).
La informacién obtenida con el presente estudio nos indica que algunos de los lobos
marinos de la colonia muestreada presentan cepas potencialmente patdégenas que
pueden estar relacionadas con infecciones extraintestinales en humanos a nivel mundial

y con esto valorar el grado de contaminacion antropogénica del &rea de estudio.



En este estudio se reporta por primera vez en México el hallazgo de cepas
pertenecientes al ST73 provenientes de lobos marinos en vida silvestre y

aparentemente forma parte de su microbiota normal.

La habilidad para identificar complejos clonales o filogrupos de E. coli es crucial para
conocer el tipo de cepas que existen en un nicho ecoldgico y con esto poder entender e
identificar su fuente de origen; adicionalmente, este tipo de estudios permite

complementar la base de datos ya existente a nivel mundial.

PALABRAS CLAVE: E. coli, MLST, ST, Zalophus californianus, centinelas ambientales,

identificacion molecular.



INTRODUCCION

Caracteristicas generales de E. coli

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram
negativo, lactosa positivo, oxidasa negativa, catalasa positiva y generalmente movil.
Puede crecer en condiciones de anaerobiosis 0 aerobiosis a una temperatura de
37°C (Croxen et al.,, 2013). Es considerada parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal de la mayoria de las especies, puede encontrarse en suelo, agua y
vegetacion (Puerta y Mateos, 2010). E. coli es la causante de diversas
enfermedades en humanos y animales tales como enteritis, infeccion del tracto
urinario, meningitis neonatal y esta altamente asociada a diarreas en humanos,
animales de compafiia y de produccion (Allocati et al., 2013). También puede afectar
a nivel sistémico y el sistema nervioso central (Croxen et al., 2013). Diversos
estudios muestran que E. coli se ha adaptado al suelo, sal, sedimentos, algas
tropicales y subtropicales, asi como a la temperatura de diversos ecosistemas,
ademas de ser capaz de sobrevivir por largos periodos y eventualmente

multiplicarse (Ishii y Sadowsky, 2008).

Clasificacion

Escherichia coli cuenta con una extensa diversidad entre sus cepas, tanto fenotipica
como genéticamente; esto les permite diferenciarse unas de otras en su
comportamiento, apariencia, metabolismo, asi como en su capacidad de causar
enfermedad; de hecho, una cepa de E. coli comparte solo una pequeia parte de
sus genes con otra cepa de la misma especie de E. coli (Rasko et al., 2008; Markey
etal., 2013). Existen cepas comensales y patdgenas, estas ultimas se clasifican por
patotipos (Donnenberg, 2013; Kaper et al., 2004).

Las cepas comensales corresponden a la mayoria de las poblaciones de E. coli que
han logrado adaptarse al hospedero sin causar enfermedad, las cepas patdgenas
son aguellas capaces de producir enfermedad y se clasifican en patotipos
dependiendo de sus factores de virulencia y el tipo de dafio que provocan. Las

cepas patdégenas se originan generalmente a partir de cepas comensales.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Allocati%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287850

El proceso por el cual una cepa comensal puede convertirse en un patotipo capaz
de causar un cuadro clinico, se debe a una serie de procesos adaptativos que
involucran la adquisicion, activacion o inactivacion de ciertos genes de factores de
virulencia localizados en transposones, bacteri6fagos y/o islas de patogenicidad (Ji
Youn Lim et al., 2010; Rasko et al., 2008; Caugant et al., 1985).

Cepas comensales

Las cepas comensales de E. coli, colonizan el tracto gastrointestinal de mamiferos
alas pocas horas de haber nacido (Kaper et al., 2004; Kalita et al., 2014). Mantienen
una relacibn de homeostasis con el hospedero en donde los organismos se
benefician de la interaccion entre ellos. En esta relacion el hospedero se encarga
de proporcionarle un ambiente estable a la bacteria para que ésta se multiplique
satisfactoriamente, la bacteria coexiste armoniosamente con el hospedero. La
microbiota normal del intestino de varias especies de mamiferos esta constituida
por varias especies de bacterias, entre ellas las cepas comensales de E. coli
(Donnenberg, 2013; Thielman, 1994).

Existen un gran namero de cepas de E. coli que han logrado adquirir factores de
virulencia permitiéndoles adaptarse a nuevos nichos y provocar una infeccion. La
habilidad de las bacterias para adquirir estos factores de virulencia frecuentemente
estd relacionada con la trasferencia de elementos genéticos que pueden ser
movilizados hacia otra bacteria creando nuevas combinaciones, pero solo las
combinaciones capaces de persistir pueden convertirse en patotipos capaces de

causar una infeccion en individuos sanos (Croxen et al., 2013; Kaper et al., 2004).

Patotipos de E. coli

Los patotipos de E. coli estan agrupados dependiendo de sus mecanismos de
patogenicidad y los signos clinicos que provocan. Los patotipos intestinales son:
enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica (EHEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC), adherente difusa (DAEC), y
recientemente se ha descrito un nuevo patotipo, la adherente invasiva (AIEC). Los

patotipos extraintestinales son: E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli patdgena aviar



(APEC) y E. coli asociada a meningitis (MNEC) (Croxen et al., 2013; Donnenberg,
2013; Kalita et al., 2014).

Patotipos Intestinales de E. coli

E. coli enteropatogénica EPEC

Este fue el primer patotipo en describirse, es la causante de diarrea en humanos y
animales. La identificacion de EPEC se hace en funcion a la presencia de la isla de
la patogenicidad LEE, el plasmido bfp bundle-forming pilus y por la ausencia de
genes stx que codifican la toxina Shiga (Brissow, 2014). Causa adherencia intima
y esfacelamiento (A/E), basandose en la capacidad que tiene de producir lesiones
altamente distintivas en la superficie de las células epiteliales del intestino (Croxen
et al., 2013; Kaper, 2004; Kalia, 2014).

E. coli enterotoxigénica ETEC

Es la causante de infecciones diarreicas en humanos y animales, ETEC coloniza la
superficie de la mucosa del intestino delgado y elabora enterotoxinas que dan lugar
a la secrecion intestinal. La colonizacion estd mediada por uno o mas fimbrias
proteicas o de colonizacion fibrilar (CFS) que se designan por un antigeno del factor
de colonizacion, antigeno de superficie de E. coli (CS) o un factor de colonizacion
putativa (PCF) (Donnenberg, 2013). Las enterotoxinas de ETEC pertenecen a uno
de dos grupos: las enterotoxinas termolabiles (LTS) y las enterotoxinas
termoestables (STS) o ambos. (Croxen et al., 2013; Kaper, 2004).

E. coli enteroagregativa EAEC

EAEC se define como una E. coli que no secreta LTS o STS. La estrategia basica
gue este patotipo para provocar una infeccion es la colonizacion de la mucosa del
intestino predominando el colon, seguido de la secrecién de enterotoxinas y

citotoxinas (Donnenberg, 2013; Croxen et al., 2013; Kaper, 2004).



E. coli enterohemorragica EHEC

Causante de diarrea sanguinolenta y el sindrome urémico hemolitico (HUS). El
principal reservorio de EHEC es el tracto gastrointestinal de bovinos, también esta
asociado a brotes por la toma de agua accidental en actividades recreativas,
transmisiones humano-humano, por animales de zooldgico o visitas a granjas. La
cepa con mayor importancia de E. coli perteneciente a este patotipo es O157:H7
siendo el patdgeno mas importante transmitido por alimentos y causante de severas

enfermedades en humanos en todo el mundo (Croxen et al., 2013; Kaper, 2004).

E. coli enteroinvasiva EIEC

EIEC es el patotipo que se encuentra genéticamente y fenotipicamente mas
relacionado con el género Shigella en comparacién con otros patotipos de E. coli.
Utiliza el mismo sistema de invasion que Shigella. EIEC es el Unico patotipo que
puede invadir y multiplicarse en las células epiteliales del hospedador causando
inflamacion, colitis y disenteria, el signo mas caracteristico que produce es la diarrea
acuosa que se distingue claramente de las diarreas producidas por otros patotipos
(Donnenberg, 2013; Kaper, 2004).

Cepas patégenas extra intestinales

E. coli uropatogénica UPEC

Estas son bacterias que al encontrarse en el tracto gastrointestinal no produce
ninguna enfermedad aparentemente, pero si se localiza en el tracto urinario se
vuelve altamente patdgena. Las cepas que no se encuentran en el tracto
gastrointestinal se denominan cepas extraintestinales (ExPEC). UPEC ha logrado
colonizar el tracto urinario gracias a la expresion de factores de virulencia e islas de
patogenicidad. (Terlizzi et al., 2017). La mayoria de las UPEC pertenecen a los
grupos filogenéticos B2 y D, y se estima que alrededor de 150 millones de personas
en el mundo desarrollan una enfermedad del tracto urinario al afio y la principal
causa es UPEC (Flores et al., 2015; Donnenberg, 2013).



E. coli asociada a meningitis (MNEC)

La meningitis provocada por E. coli es la causante de una alta mortalidad y
morbilidad en humanos en el mundo, principalmente en neonatos. AlUn no se
entiende muy bien como E. coli logra traspasar las barreras hematicas y llegar al
cerebro, se cree que anterior a esto tiene que existir un alto grado de bacteriemia
(Kim et al., 2002).

Dentro de la gran cantidad de serotipos de E. coli, las cepas que poseen el
polisacarido capsular K1 en su mayoria (80% aproximadamente) pertenecen a los
aislamientos de meningitis neonatal y la mayoria de estos aislamientos K1 estan
asociados con un numero limitado de serotipos O (018, O7, 016, O1, 0O45) (Glode
etal., 1977).

Técnicas de identificacion de Escherichia coli

Existen diferentes métodos o pruebas para la identificacion de E. coli, los

convencionales involucran las pruebas fenotipicas, bioquimicas y serolégicas; sin

embargo, pueden ser identificadas por sus mecanismos de patogenicidad y por
medio de técnicas moleculares.

1. Pruebas fenotipicas: donde la base de identificacion se fundamenta en la

utilizacion de diferentes sustratos en medios de cultivo selectivos y
Cromogeénicos.
Los medios de cultivo mas utilizados para la identificacién de E. coli son el
MacConkey, y eosina- azul de metileno (EMB), ademas de una gran variedad
de agares cromogénicos para E. coli, asi como para patotipos especificos
como STEC.

2. Pruebas bioguimicas: existe una serie de pruebas de asimilacion de
carbohidratos y produccion de enzimas donde destaca el citrato de
Simmon’s, MR-VP (Rojo de Metilo—Voges Proskauer), reduccion de nitratos,
TSI (triple azucar hierro), O-nitrofenil-b-D-galactopiranosido (ONPG) y urea.

3. Serotipificacion: determinacion de los antigenos sométicos (O), flagelares (H)

y capsulares (K).



4, Identificacion molecular: se cuenta con una gran variedad de protocolos de
PCR punto final y tiempo real para la identificacion de E. coli y de sus diversos
patotipos. Uno de los mas utilizados para determinar el género y especie se
realiza mediante la deteccion del gen gadA por medio de PCR punto final y
tiempo real.

Otra de las metodologias que es utilizada para la identificaciéon de genotipos de E.

coli es la tipificacion por secuencias multilocus (MLST por sus siglas en ingles); de

esta técnica se hablara mas adelante.

Identificacion molecular por medio del gen gadA

Uno de los marcadores genéticos altamente especifico para la identificacion de E.
coli es la enzima acido glutamico descarboxilasa (GAD), codificada por dos genes
homologos gadA y gadB (Mc Daniels et al., 1996; Grant et al., 2001). E. coli coloniza
el epitelio del tracto gastrointestinal y para generar una relacion de mutualismo con
el hospedero requiere de esta enzima para sobrevivir a pH acido (Penfound et al.,
1999; Tucker et al., 2002). El gen gadA permite identificar a E. coli con una
especificidad del 97% a un 99%, estando presente tanto en cepas patégenas como

en comensales (Waterman y Small, 2003; Salcedo, 2012).

Papel de Escherichia coli en el ambiente

Escherichia coli habita en el intestino grueso de la mayoria de los mamiferos marinos y

terrestres incluyendo al humano, es la causante de varias enfermedades de alta

importancia en salud publica. E. coli es un excelente modelo indicador de contaminacién

fecal en diversas fuentes de agua, alimentos y el medio ambiente, se ha descrito que

puede permanecer y sobrevivir en ambientes marinos por largos periodos de tiempo (Ishii

et al., 2007).

Aproximadamente un millén de E. coli estan presentes en un gramo de materia fecal en

el colon, y esta continuamente siendo liberada al ambiente (Ishii y Sadowsy, 2008).

Diferentes factores ayudan a estas bacterias a sobrevivir en el ambiente, como la

temperatura, los nutrientes presentes en éste, entre otros (Figura 1).
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Figura 1: Diagrama del ciclo de vida de E. coli, modificado de Ishii y Sadowsky., 2008.

La agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en

inglés) reportaron que E. coli esta relacionada con una alta incidencia de enfermedades

gastrointestinales en playas de California (Ishii y Sadowsky., 2008).

Los coliformes y E. coli pueden provenir de muchas fuentes como aguas residuales,
empresas ganaderas y hospitales que estén eliminando sus desechos al mar, pero

también la fauna terrestre y marina local son una gran fuente de contribucién a las

concentraciones de coliformes en el ambiente.

Adicionalmente, el océano se convierte en una fuente de enfermedades que pueden
impactar directamente al ser humano y a las especies que lo habitan, ya sea patégenos

provenientes de especies marinas o saprofitas del mar o de microbiota introducida por

contaminacion (Stewart et al., 2008).
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Grupos Filogenéticos

Las poblaciones de cepas de E. coli pueden ser clasificadas en 8 grupos
filogenéticos A, B1, B2, D, C, E, F y el octavo grupo Escherichia clado criptico 1
(Clermont et al., 2013). Numerosos estudios han demostrado que la distribucién de
las cepas en los diferentes grupos filogenéticos presenta patrones de acuerdo a su
nicho ecolégico, area geografica, clima y dieta (Donnenberg, 2013). Los grupos
filogenéticos Ay B1 parecen colonizar una amplia gama de huéspedes vertebrados,
al contrario de los grupos B2 y D que comunmente son aislados de aves y
mamiferos (Donnenberg, 2013).

El analisis por medio de MLST, aunado al andlisis de grupos filogenéticos han
permitido clasificar las cepas de E. coli en diferentes grupos y correlacionarlos con
las caracteristicas de virulencia, preferencia de hospederos, y sitios de colonizacion,
entre otros.

De acuerdo a los analisis de MLST uno de los grupos filogenéticos de E. coli mas
comunes es el B2, que generalmente incluye cepas extraintestinales. Dentro del
grupo D se incluyen cepas comensales y en el grupo Ay B1, las cepas patdégenas
intestinales (Donnenberg, 2013).

Clermont y colaboradores desarrollaron un método por PCR mudltiple en el cual se
asignan a las cepas de E. coli un grupo filogenético basados en los marcadores
genéticos arpA, chuAy yjaA y un fragmento de DNA TspE4.C2. Estos cuatro genes
se encuentran repetidos en la filogenia de E. coli, el proceso en el que se le asigna
un grupo filogenético a las cepas se basa en la presencia o ausencia de los mismos
(Figura 2). La descripcion de la funcién de los genes utilizados en el PCR multiple

se muestra en la tabla 1.

12



GEN FUNCION

arpA Es una proteina regulatoria tipo ankirina

chuA Es un gen requerido para el transporte hemo, actia como

receptor de hemoglobina en la membrana

yjaA Actla como gen regulador de acido y el pH

TspE4.C2 |Fragmento de ADN, se desconoce su funcién

Tabla 1. Funcién de los genes en la reaccion de PCR mudltiple.

Esta PCR es utilizada extensamente para asignar a las cepas de E. coli un grupo
filogenético, y demostrar que las cepas de los distintos grupos difieren
genotipicamente dependiendo del nicho ecolégico de donde provienen y su

habilidad para causar enfermedad.
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Figura 2: Diagrama o arbol de decision para la clasificacion de los grupos
filogenéticos de E. coli (Clermont et al., 2013).
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Tipificacion por secuencias multilocus (MLST)

Es una técnica de genotipificacion molecular que utiliza la secuenciacion de
fragmentos internos de 7 genes constitutivos que participan en el metabolismo
basico de la bacteria (Tabla 2), a cada gen se le asigna un alelo, la secuencia de
los 7 alelos da como resultado un perfil alélico o secuencia Tipo (ST) (Figura 3).
(Vazquez y Berron, 2004; Maiden, 2006; Ibarz et al., 2009).

A purA adk % ke 5 bp
\ 3 / fumC 469 bp

gyrB ey = =y gyrB 460 bp
S0 Ecoi i emmijcd  icd 518 bp

mdh ==* . mmmes-,..,;; mdh 452 bp
iy : \ recA 510 bp

/ fumC purA 478 bp

Total 3423 bp

Figura 3. A. Mapa de localizacion genémica de los diferentes locus utilizados en la
técnica de MLST. B. Numero de pares de bases de los genes utilizados en la técnica
de MLST. Imagen tomada y modificada de Wirth et al., 2006.

Los genes se encuentran distribuidos en diferentes locus y son altamente
conservados, y contienen diferencias importantes que permiten identificar
microorganismos que se encuentran altamente relacionados entre si (Maiden et al.,
1998; Ibarz et al., 2009).

14



GEN

FUNCION

Malato deshidrogenasa (mdh)

Cataliza la oxidacién reversible de malato a

oxalacetato

Isocitrato deshidrogenasa (icd)

Es una oxidoreductasa que se une a NAD, Mg
y Mn

ADN girasa subunidad B (gyrB)

Ayuda al cierre de la doble hebra circular de
ADN con un superenrrollamiento negativo, de
una manera independiente de ATP. Cataliza la
interconversién de otros isomeros topolégicos

de los anillos de doble cadena de ADN

Adenilato kinasa

(adk)

Cataliza la transferencia reversible del grupo
fosfato entre ATP y AMP. Juega un papel
importante en la homeostasis de la energia
celular y en el metabolismo de nucleétidos de

adenina

Adenylosuccinate
(purA)

deshidrogenasalJuega un papel importante en la biosintesis de

novo de nucleétidos de purina. Cataliza el

primer paso en la biosintesis de AMP a IMP

Proteina (recA)

Se requiere para la recombinacion homadloga y
la derivacion de las lesiones del ADN

mutagénicos para la respuesta S.0.S

Fumarato hydratasa (fumC)

Cataliza la hidratacion reversible de fumarato al
L-malato y participa en el ciclo de &cido citrico,
asi como también en otros procesos

metabolicos

Tabla 2: Descripcion de la funcion de los genes utilizados en MLST.
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En el MLST los alelos de los genes conservados o housekeeping son asignados
directamente mediante el andlisis de la secuencia que varian en promedio en 450
pb. Para cada fragmento de un gen se asigna un diferente alelo ya que la
recombinacién es frecuente en las diferentes especies bacterianas. La secuencia
de los diferentes genes es sometida a una base de datos (www.mist.net), donde
mediante un analisis bioinformatico se asignan el alelo de cada gen y a cada
microorganismo o aislamiento se le asigna una secuencia tipo o ST (Maiden, 2006)
(Figura 4).

Asignacion del Asignacion de
Alelo por mist.net ST por mistnet

Secuenciacion

(53 =) sT239

i

ADN Producto del Secuencia de Perfil Secuencia Tipo

PCR Alelos Alélico

Figura 4: Representacion del proceso de la técnica del MLST, obtenido y modificado
de http://beta.mist.net/Instructions/default.html, 2019.

El proceso de andlisis de MLST consiste en la amplificacion y posteriormente la
secuenciacion de los fragmentos variables de los genes seleccionados. La
secuencia de cada uno de los loci se alinea con las secuencias ya existentes en la
base de datos centralizada, si la secuencia coincide, el programa le asigna uno de

los alelos ya identificados, en el caso contrario se le asigna un nuevo nimero a ese
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alelo. La asignacion de los alelos se realiza de forma inequivoca al secuenciar
ambas cadenas de ADN, por lo que las variaciones en la secuencia de ADN son de
esta forma autentificadas. (Maiden, 2006; MLST data base, Warwick).

Una vez asignado un nimero a cada alelo y siempre en el mismo orden de genes
se genera un perfil alélico; que consta de la combinacion de los genes asignados.
Una ventaja del método es el acceso a la base de datos compartida que puede ser
utilizada por cualquier laboratorio a nivel global, la secuenciacién de estos 7 genes
en varias cepas de distintas especies se archiva y esto permite observar los
aspectos a nivel poblacional y evolucion biologica a nivel mundial (Maiden, 2006;
MLST data base, Warwick; Ibarz et al., 2009).

Generalidades de lobos marinos de California

Reino Animalia
Filo Cordados
Subfilo Vertebrados
Clase Mammalia
Orden Carnivora
Suborden Pinipedos
Familia Otariidae
Género Zalophus
Especie californianus

Nombre cientifico Zalophus californianus
Nombre comun Lobo marino de

California

Tabla 3. Clasificacion taxondmica del lobo marino Zalophus californianus

17



Anatomia del Lobo marino

El lobo marino californiano es un mamifero marino miembro de la familia Otariide
gue al igual que otros Pinipedos pueden pararse sobre sus miembros anteriores y
asumir diferentes posturas al tener la capacidad de rotar la pelvis y colocar sus
aletas caudales por debajo de su cuerpo, esto les permite poder desplazarse o
poder caminar sobre sus cuatro aletas sobre tierra; presentan pabellones auditivos
asociados con las aberturas del oido externo, de ahi que también se les conoce
como focas con orejas (Dierauf y Gulland., 2001).

Se caracteriza por presentar un cuerpo robusto, cuello alargado y un rostro
estrecho. Los individuos presentan un marcado dimorfismo sexual (Figura 5). (Odell
et al., 1975; Sentiel A. y Lowenstine J., 2001) Los machos llegan a medir hasta 2.4
m y pesar 300 kg, a diferencia de las hembras que alcanzan un peso de 150 kg y
una longitud de 1.8 m. Los machos adultos se distinguen por la presencia de una
cresta sagital que se desarrolla en el craneo, la cual puede medir casi 4 cm de alto.
Esta cresta comienza a crecer cuando los machos alcanzan los 5 afios de edad y
se desarrolla completamente al alcanzar los 10 afios de vida. Las crias nacen con

una talla promedio de 0.8 m y un peso de 4 a 6 kg (Orr et al.,, 1970;

https://simec.conanp.gob.mx/pdf_monitoreo/25-martin_lobo_marino.pdf ).

A B
Figura 5. A. Hembra adulta de lobo marino californiano. B. grupo de lobos marinos
californianos. Obtenida de

https://sites.google.com/site/arodriszalophuscalifornianus.
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Informacién Poblacional

La poblacion mundial de lobos marinos Zalophus californianus estd compuesta por 3
subespecies: la subespecie norteamericana Z. californianus californianus cuya
distribucién se extiende desde el Pacifico norte en la costa occidental de la peninsula de
Baja California que abarca el golfo, el interior del mar de Cortés (Aurioles y Reynoso.,
2011) y el Océano Pacifico central en las zonas costeras de Jalisco, Colima y Michoacén
(Olivos et al., 2012; https://simec.conanp.gob.mx/pdf_monitoreo/25-
martin_lobo_marino.pdf). La subespecie Z. californianus wollebaeki se encuentra en las
islas Galapagos, y la subespecie del archipiélago japonés ya extinta Z. californianus
japonicus (Aramis et al., 2012).

El Lobo marino californiano es el pinnipedo con mayor distribucién y abundancia en
México. Se distribuye en el Pacifico nororiental, a lo largo de la peninsula de Baja
California y en todo el Golfo de California. Hay reportes de avistamientos de lobos
marinos en el sur este de Alaska hasta la frontera de Guatemala con México (Elorriaga
et al., 2014). Se han observado individuos en Punta Mita, Nayarit y Acapulco, Guerrero
(Aurioles y Zavala., 1994; Aurioles y Reinoso., 2011). En el Golfo de california abunda en
la region de las grandes Islas (Aurioles y Zalavala, 1994). En la Parte Norte del Golfo de
California incluida la Regién de las grandes Islas, se conocen hasta 22 areas de la
agrupacion de los lobos marinos o loberas, 11 de ellas presentan actividad reproductiva
y concentran el mayor nimero de animales del Golfo (Aurioles y Zalavala, 1994; Garcia,
2003). Por su amplia distribucién y alto nimero de individuos, el lobo marino de California
(Z. californianus) en México funciona como una especie sombrilla, la cual refleja el estado
de salud de especies que comparten el mismo habitat y alimentacién. Por lo tanto, el lobo
marino de California destaca por ser la especie mas abundante y tener la distribucion
geografica mas amplia alrededor de la peninsula de Baja California (Aurioles y Zalavala,
1994; Aurioles, 2010) (Figura 6).
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Figura 6. Distribucién del lobo marino (Zalophus californianus) en la peninsula de

Baja California, México (Indicado en color gris).

Es una especie vivipara y homeoterma, llega a formar grupos de algunos cientos o
incluso miles de individuos en tierra. Las hembras tienen una sola cria por
temporada reproductiva, después de un periodo de gestacion de 9 meses. Las
hembras son fértiles a partir de los 4 afios de edad y hasta los 14 afos. La cria es
destetada al afio de vida. El macho dominante defiende activamente su territorio
acuatico-terrestre y se aparea preferentemente en tierra con las hembras que ya
han parido y estan en celo o con aquellas que no tienen cria (Peterson y
Bartholomew, 1967; Aurioles y Zalavala, 1994). Es una especie que ho se

caracteriza por realizar migraciones; sin embargo, suele realizar algunos
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movimientos locales estacionales relacionados con la reproduccién y la distribucion
de sus presas (King, 1983).

Adame Fernandez realiz6 una estimacién de la poblacién de los lobos marinos
californianos en el 2016 estimando que la abundancia de la poblacion del golfo de
california seria de 20,651- 22,806 lobos marinos de california durante la temporada
reproductiva del 2016 (Adame, 2018).

Situacion actual del lobo marino de California (Zalophus californianus)

Las islas que se localizan dentro del Golfo de California se encuentran en la
categoria de reserva por lo que estan protegidas por la NOM-059-SEMARNAT-2010
asi como el lobo marino de California esta sujeto a proteccién especial y en el
estatus de la lista roja UICN (Unién internacional para la conservacion de la
naturaleza) como en preocupaciéon menor.

Sin embargo, existen establecimientos pesqueros y turisticos, asi como trafico de
embarcaciones pesqueras Y turisticas que han llegado a impactar negativamente
algunas regiones (Aurioles, 2003). Esta relacibn que tiene la especie con las
diferentes actividades pesqueras de manera frecuente da como resultado una alta
tasa de enmalle de hasta el 10 % de la poblacion observada en tierra (Harcourt et
al., 1994; Elorriaga et al., 2015). Existe evidencia de que las poblaciones de lobos

marinos han ido en declive en los dltimos 19 afios (1997-2016) (Adame, 2018).

Escherichia coli en lobos marinos

Los estudios que se han realizado en el lobo marino (Z. californianus) que
conciernen a enfermedades infecciosas relacionadas con bacterias en México son
muy escasos, los trabajos que existen de la presencia de E. coli en lobos marinos
en su mayoria provienen de otros paises.

Se han reportado endocarditis asociadas a E. coli en un lobo marino de dos afios
(Kim et al., 2002), meningitis focal causada por Escherichia coli var. hemolitica y
Clostridium perfringens (Lang et al., 2014); Carrasco y colaboradores muestrearon

356 crias de lobo marino de steller (Eumetopias jubatus) de los cuales los
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aislamientos provenientes de las muestras rectales revelaron que el 46.7%
pertenecen a E. coli, y el 32.4% a E. coli beta hemolitica (Carrasco et al., 2011).
En cuanto a estudios realizados en México, existen informes en 2014 donde
comprueban la resistencia a antibidticos en bacterias aisladas en lobos marinos de
california provenientes de islas ubicadas en Baja California Sur. Los estudios de
Lépez K, en el 2014 ponen en evidencia la presencia de cepas bacterianas
provenientes de lobos marinos de Baja California Sur con resistencia a
antimicrobianos y genes de virulencia, donde también se identificaron grupos
filogenéticos, de los cuales predominaron las cepas pertenecientes al grupo
filogenético D, Ay en menor proporcion el grupo B2.

Otro estudio realizado por Avalos R. (2017), constata la presencia de genes de
resistencia a antibioticos en 35 cepas identificadas como E. coli, en lobos marinos
gue habitan en las costas de Baja California Sur. También detect6 la presencia de
anticuerpos contra Brucella spp., en suero y mediante una PCR, se encontré que
dos animales de su estudio mostraron la amplificacion de ADN de Brucella de origen
terrestre y otra de origen marino. También logré detectar por serologia y pruebas
moleculares Leptospira spp., en crias de lobo marino provenientes del Golfo de
California y del Océano Pacifico, bacteria antes reportada en esta especie por
Acevedo et al., 2003.

El lobo marino de california es uno de los mamiferos marinos con mayor distribucion
en el pacifico mexicano y que comparte habitat de manera muy cercana con el ser
humano; esto lo hace muy susceptible de verse afectado negativamente y funge
como un excelente sujeto de estudio de su habitat; los mamiferos marinos son
considerados especies centinelas por lo que medir o relacionar el grado de
contaminacién antropogénica en ellos nos da una idea se la salud del ecosistema

gue habitan.
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JUSTIFICACION

Escherichia coli es una de las bacterias més abundantes tanto en el ambiente como en
mamiferos marinos y terrestres, causante de enfermedades de alto impacto en salud
humana. A nivel mundial existen pocos reportes de E. coli en mamiferos marinos y en
especial en el lobo marino de California. Por lo que es de gran importancia conocer su
distribucién, genotipos, tipo de cepas y perfiles de resistencia presentes en esta especie,
asi como su relacion con cepas patdgenas y ambientales, este conocimiento servira de
apoyo para implementar medidas de control y prevenir posibles brotes en las zonas
donde habita éste y otros pinipedos asi como en humanos.

Los mamiferos marinos fungen como centinelas del mar por lo que el realizar estudios
utilizandolos como base de este trabajo nos da una idea de la salud de ecosistema que
habitan y como se encuentra al presentarse en constante exposicion a la contaminacion
antropogénica y asi mismo explorar la forma en la cual estas especies se estan
adaptando.

EI MLST es una de las técnicas mas confiables y altamente especificas de epidemiologia
molecular, que permite aportar resultados definitivos, que funcionan como indicadores
de las caracteristicas genéticas de E. coli, asimismo ubica en un contexto global los
genotipos presentes en la especie en estudio, asi como su relacién con otros genotipos.
Estos datos son de gran importancia para contribuir en el desarrollo de una base de datos
de cepas de E. coli existentes del tracto gastrointestinal en lobos marinos en vida silvestre
a nivel mundial. Por otro lado, esta informacién se puede complementar de manera
exitosa identificando los grupos filogenéticos presentes en esta especie.

De esta manera esta informacién servira para trazar una ruta donde podamos identificar
el tipo de bacterias que estan en el medio ambiente, el tipo de contaminacion humanay
animal existente en un nicho ecoldgico y constituira una guia en la toma de decisiones,
tanto para el manejo animal, como para la implementacién de medidas preventivas y de
control. En México las investigaciones relacionadas a este tema son muy escasas y en
menor proporcion en lo que refiere a mamiferos marinos, este trabajo es el primero en
realizar la identificacion de E. coli en lobos marinos californianos con este método y esto

contribuira a los estudios ya existentes a nivel mundial.
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HIPOTESIS
Los aislamientos de E. coli procedentes de lobos marinos del Pacifico mexicano,
perteneceran al mismo grupo filogenético, diferente genotipo y no presentaran variacion

en la susceptibilidad a antimicrobianos.

OBJETIVO GENERAL
Identificar genéticamente los aislamientos de E. coli de lobo marino Zalophus

californianus del Pacifico mexicano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificacion y determinacion de la concentracion minima inhibitoria de aislamientos
de E. coli.

2. ldentificacion molecular de E. coli mediante la deteccion del gen gadA.

3. Determinacién de grupos filogenéticos de aislamientos de E. coli.

4. Determinacién genotipica de aislamientos de E. coli.
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MATERIAL Y METODOS

Areas de estudio
El area de estudio comprendi¢ la Isla Natividad localizada en el Océano Pacifico (N 27°

53"35.7"" W 115° 13720.3"") dentro de la Reserva de la Biosfera del Vizcaino (Figura 7).

Figura 7: Mapas de localizacién del sitio de muestreo de colonias de lobos marinos,

Imagenes obtenidas y modificadas de: https://www.google.com/intl/es/earth/.
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Muestras

Se colectaron 10 muestras del recto de crias de lobo marino de California (Zalophus
californianus) de un mes a 3 meses de edad, aproximadamente. Cada animal fue
capturado con red y contenidas maximo por 5 min, donde se tomaron las caracteristicas
morfométricas de cada espécimen, se midi6 de la punta de la nariz a la punta de la cola,
asi como la circunferencia de térax y cadera.

Se utilizaron hisopos estériles en medio AMIES con carbon activado (COPAN), se
rotularon con fecha, lugar, sexo, y nimero del animal. El hisopo fue introducido en el
recto y se colectd la muestra mediante movimientos rotatorios. Los hisopos se
conservaron a 4°C y fueron enviados al laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de la

FMVZ de la UNAM donde se conservaron a -70°C hasta su utilizacion.

Aislamiento, identificaciéon bacteriolégica y molecular

Las muestras se sembraron en agar MacConkey y agar sangre y se incubaron a
37°C por 24 h en condiciones de aerobiosis.

Las colonias lactosa positivas se seleccionaron para su identificacion en el sistema
automatizado Vitek2 (BioMerieux), el sistema de identificaciébn tiene como
fundamento una serie de pruebas bioquimicas en tarjetas miniatura de 64 pozos,
donde cada pozo cuenta con pruebas diferenciales: nivel de acidificacion,
alcalinizacion, hidrdlisis enzimatica y crecimiento en presencia de sustancias
inhibidoras. Al mismo tiempo se realizo la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria mediante el mismo sistema ante los siguientes antimicrobianos:
amikacina, amoxicilina y acido clavulanico, ampicilina, cefazolina, cefepime,
ceftazidima, ceftriazona, ciprofloxacina, ertapenem, fosfomicina, imipenem,
metropenem, nitrofloxacina, norfloxacina, tigeciclina, y trimetoprim/sulfametoxazol.
Adicionalmente, todos los aislamientos fueron identificados molecularmente por
medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (por sus siglas en ingles PCR)
utilizando el marcador genético gadA, de acuerdo al protocolo descrito por
McDaniels et al., 1996, con los iniciadores gadAl (5 - ACCTGCGTTGCGTAAATA-
3)y gadA2 (5’-GGGCGGGAGAAGTTGATG-3’) que amplifican un producto de 670
pb. Los productos de amplificacion fueron visualizados en gel de agarosa al 1 %
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tefiidos con SYBR safe DNA gel stain (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA)

y visualizados en un fotodocumentador Gel Logic 2200 (Carestream 212 PRO).

Tipificacion Molecular

La extraccion de ADN de las cepas de E. coli fue realizada por la técnica de

tiocianato de guanidina descrita por Pitcher et al., 1989. Para la determinacién de

las secuencias multilocus (MLST) se usaron los iniciadores descritos por Wirth et

al., 2006, los cuales se muestran en la tabla 4.

icd-P2 (GGACGCAGCAGGATCTGTT)

GEN SECUENCIA TAMANO
adk (adenosina quinasa) adk-P1 (ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG) 536 pb
adk-P2 (CCGTCAACTTTCGCGTATTT)
fumC (fumaratohidratasa) fumC-P1 (TCACAGGTCGCCAGCGCTTC) 469 pb
fumC-P2 (GTACGCAGCGAAAAAGATTC)
gyrB (DNA girasa) gyrB-P1 (TCGGCGACACGGATGACGGC) 460 pb
gyrB-P2 (ATCAGGCCTTCACGCGCATC)
icd (isopropil malato | icd-P1 (ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA) | 518 pb
deshidrogenasa ) icd-P2 (GGACGCAGCAGGATCTGTT)
Mdh (malato deshidrogenasa)mdh-P1 452 pb
(ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG)
mdh-P2
(TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT)
purA (adenylosuccinato purA-P1 (CGCGCTGATGAAAGAGATGA) 478 pb
deshidrogenasa ) purA-P2 (CATACGGTAAGCCACGCAGA)
recA (ATP/GTP binding motif)| icd-P1 (ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA) | 510 pb

Tabla 4. Caracteristicas de los genes utilizados en la técnica de MLST para E. coli.
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Las reacciones de amplificacion para todos los genes fueron realizadas bajo el
siguiente protocolo: desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C por 5 min; alineacion a 57°C por 45 s; una extension a
72°C por 45 sy una extensioén final a 72°C por 5 min. Los productos de amplificacion
se visualizaron en geles de agarosa al 1.5 % tefiidos con SYBR safe DNA gel stain
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) en un fotodocumentador de luz UV
Gel Logic 2200 (Carestream 212 PRO).

Purificaciéon del ADN

Los productos de PCR se purificaron por columna de afinidad QlAquick (Qiagen,
Ventura CA, USA), para posteriormente ser secuenciados en ambos sentidos con
los mismos iniciadores, por electroforesis capilar por el método de terminador
flourescente en el sistema BigDye Terminator Cycle Sequencing (Applied
Biosystem, Foster city, CA, USA). En cada reaccion se utilizaron de 40 a 50 ng de
cada producto purificado y se analizaron en el equipo de secuenciacion
automatizada Applied Biosystem 3730 DNA Analyzer.

Las secuencias obtenidas de los 7 genes fueron analizadas con el programa
bioinformética BioEdit. version 7.2.5 y se editaron en el programa Vector NTI
advance, version 11.5.1 de (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Una vez analizadas
estas secuencias se subieron y compararon con los fragmentos de referencia
pertenecientes a E. coli K12 MG1655 documentados en la base de datos de MLST
(http://mist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli/documents/primersColi_html), esta pagina
funciona como base de datos que nos permite definir el origen y distribucién de las
cepas estudiadas. Esta base de datos contiene la informacion genética de diversos

microrganismos como E. coli, Salmonella, y Moraxella spp, entre otras.

Determinacién de grupos filogenéticos

La determinacion de los grupos filogenéticos se realizé de acuerdo con el protocolo
descrito por Clermont et al., 2013, en el que se utilizan cuatro genes: arpA, chuA,
yjaA Y Tspe4.C2 Las condiciones de amplificacion fueron; desnaturalizacion inicial

a 94°C por 4 min seguido por 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 5 s;
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alineamiento a 58°C por 20 s y una extension a 72°C por 40 s y una extension final

a 72°C por 5 min. Los genes e iniciadores se muestran en la tabla 5.

GEN SECUENCIA TAMANO
arpA AceK.f (AACGCTATTCGCCAGCTTGC) 400 pb
ArpAl.r (TCTCCCCATACCGTACGCTA)
chuA chuA-1 (GACGAACCAACGGTCAGGAT) 279 pb
chuA-2 (TGCCGCCAGTACCAAAGACA)
yjaA YjaA-1 (TGAAGTGTCAGGAGACGCT) 211 pb
yjaA-2 (ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC)
Tspe4.C2 Tspe4.C2. -1 (GAGTAATGTCGGGGCATTCA) | 152 pb
Tspe4.C2.-2 (CGCGCCAACAAAGTATTACG)

Tabla 5. Genes utilizados en las reacciones de PCR cuadruplex para la

determinacién de los grupos filogenéticos de las cepas aisladas de lobos marinos.
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Resultados

Se obtuvieron un total de 10 aislamientos de E. coli de hisopos rectales de 10 crias
de lobo marino de California (Zalophus californinus) del Pacifico mexicano en la Isla
de Natividad.

Los aislamientos fueron identificados por el sistema automatizado Vitek 2
(BioMerieux) con el 99.9 % de identidad con E. coli, al mismo tiempo se determiné
la concentracidn minima inhibitoria (MIC) ante los siguientes antimicrobianos:
amikacina, amoxicilina y acido clavulanico, ampicilina, cefazolina, cefepime,
ceftazidima, ceftriazona, ciprofloxacina, ertapenem, fosfomicina, imipenem,
metropenem, nitrofloxacina, norfloxacina, tigeciclina, y trimetoprim/sulfametoxazol a
los cuales todos los aislamientos fueron sensibles.

Para la confirmacion de E. coli se utilizé el gen gadA que codifica para una de las
subunidades de la enzima acido glutamico descarboxilasa (gad) mediante
reacciones de PCR donde se obtuvieron productos de 670 pb (Figura 8).

El 100% de los aislamientos resultaron positivos al gen gadA, lo cual corrobora su

identificacion bioquimica como Escherichia coli.

670 Pb
500 Ph, ==

Figura 8. Identificacion molecular de E. coli mediante la deteccion del gen gadA.
Carril M: marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder; Carriles 1-9: producto de

amplificacion de 670 pb.
En la determinacion de los grupos filogenéticos se utilizaron los marcadores

genéticos arpA de 400 pb, chuA de 288 pb, yjaA de 211 pb y el fragmento de DNA
Tspe4.C2 de 152 pb, siguiendo el protocolo de PCR cuadruplex modificado de
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Clermont en el 2013, el cual permitio identificar que el total de las cepas pertenecen

al grupo filogenético B2 (Tabla 6 y Figura 9).

Aislamientos Perfil de grupo filogenético
1-6, 8-10 B2-+++
7 B2 ++-

Tabla 6. Distribucion de grupos filogenéticos.

M 1 2 3 45867 8 9 10

arpA
chuA
yiaA
TspE4.C2

Figura 9. Perfil genético de grupos filogenéticos. Carril M: Marcador de peso
molecular de 100 pb DNA ladder; Carriles 1-10: Identificacion de grupos
filogenéticos de cepas de E. coli.

Tipificacion por secuencias multilocus (MLST)

Las secuencias editadas de todos los genes fueron sometidas a la base de datos
del sistema Enterobase de la Universidad de Warwick

(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/ecoli), donde se definieron los ST

presentes en el total de los aislamientos. Se identificaron seis secuencias tipo (ST's)
diferentes de las 10 muestras obtenidas: un aislamiento con la ST92, dos
aislamientos con la ST843, dos aislamientos con la ST491, dos aislamientos con la

ST80 del complejo ST 568, y tres aislamientos con la ST73 del complejo ST73.

31


http://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/ecoli

Aislamientos | adk | fumC | gyrB | icd | mdh | purA | recA ST ST complex
4,7,9 36 24 9 13 | 17 11 25 ST73 CplIx73
5,6 13 24 19 | 14 | 23 1 10 | ST80 CpIx568
3,10 40 24 19 14 | 23 1 10 | ST843 Cplx 73
2 40 14 19 36 | 23 11 10 ST92 -
1,8 13 39 19 36 | 30 24 82 | ST491 -

Tabla 7. Secuencias tipo y sus perfiles alélicos encontrados.

Discusion

Escherichia coli ha sido identificada en varias especies de mamiferos marinos en
vida silvestre, crias de lobo marino australiano (Neophoca cinerea) (Fulham et al.,
2008; Delport et al., 2015), foca comun (Phoca vitulina), elefante marino (Mirounga
angustrirostris), y lobo marino de california (Zalophus californianus) (Thornton et al.,
1998; Gulland et al., 1996). En esta ultima especie, se ha reportado un caso de
endocarditis asociadas a E. coli en un lobo marino de dos afios (Kim et al., 2002), y
meningitis focal causada por Escherichia coli var. hemolitica (Lang et al., 2014).
Carrasco y colaboradores analizaron 356 muestras rectales de crias de lobo marino
de steller (Eumetopias jabatus) y encontraron que el 46. 7% pertenecian a E. coli, y
el 32.4% aE.coli betahemolitica (Carrasco etal., 2011), también existen informes
de bacterias Gram negativas incluyendo E. coli entre otras bacterias con resistencia
antimicrobiana en pinnipedos incluidos lobos marinos californianos (Johnson et al.,
1998). En nuestro pais existen trabajos de E. coli en lobos marinos tanto en crias
como en adultos y juveniles. Hernandez et al., 2005 reporta a E. coli como parte de
las bacterias presentes en fosas nasales de crias de lobo marino de California.

El objetivo de este trabajo fue la genotipificacién, determinacién de grupos
filogenéticos y susceptibilidad a los antibidticos de cepas de E. coli, procedentes de
crias de lobo marino (Zalophus californianus) de la isla de Natividad del Pacifico

mexicano.
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La resistencia a los antibiéticos es uno de los mayores problemas de salud publica
en el mundo, hoy en dia se puede encontrar resistencia a gran variedad de
antibidticos en la mayoria de las cepas de diferentes especies bacterianas
distribuidas a nivel mundial y las bacterias presentes en fauna silvestre fungen o
pueden fungir como distribuidor de estos microorganismos resistentes a diferentes
areas geogréficas y habitats (Jobbins y Alexander, 2015). Como parte de este
estudio, se realizo la determinacion de la concentracion minima inhibitoria de 16
antimicrobianos, ninguno de los aislamientos mostro resistencia a los antibidticos
utilizados, esto se puede deber al tipo de zona geogréafica de muestreo, ya que se
trata de un area aislada y no existe tanto contacto con zonas urbanizadas o con una
alta contaminacion antropogénica directa, asi mismo en este estudio se
muestrearon solo crias menores a 6 meses que no han tenido contacto directo con
otras zonas con mayor contaminacion antropogénica, esto es una diferencia
importante en comparacion con otros estudios realizados en México donde varios
de los muestreos fueron realizados en animales adultos y se encontro resistencia
antimicrobiana a varios grupos de antimicrobianos (Avalos, 2017; Lépez, 2014).

En este sentido, Lopez K, 2014, reporta cepas de E. coli resistentes a antibiéticos,
obtenidas de muestras rectales de lobos marinos adultos (Zalophus californianus)
del Pacifico, asi como una variedad heterogénea de grupos filogenéticos como A,
B1, B2 y D, estos resultados son discrepan a los del presente estudio donde todas
las cepas muestreadas formaron parte del grupo B2, esta anormalidad es
claramente atribuible a la diferencia en la edad de los animales. De igual manera,
Avalos, 2017, informa de cepas de E. coli procedentes de muestras rectales de
lobos marinos adultos del Océano Pacifico mexicano con presencia de resistencia
a diversos grupos de antibioticos; sin embargo, en este estudio no se identificaron
grupos filogenéticos, al igual que el estudio previo la gran diferencia radico en la
edad de los animales, adultos versus crias.

Recientemente, Hernandez-Castro et al., 2020, identificaron resistencia a colistina
en dos aislamientos de E. coli provenientes de lobos marinos adultos (Zalophus
californianus) en el pacifico y golfo de California México; en ambas cepas se

secuencié el genoma y se determinaron mutaciones en los genes pmrB y phoQ que
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generan resistencia a colistina, este mecanismo diferente a los reportados
(plasmidicos y cromosomales) sugiere que podria estar relacionado de manera
especifica en mamiferos marinos y ambiente acuatico. Asimismo, se identificé que
ambas cepas pertenecian al grupo filogenético B2 con ST8259 y ST4218, las cuales
no estan relacionadas con resistencia a colistina (Hernandez-Castro et al., 2020).
Estos resultados de los grupos filogenéticos son similares a nuestros resultados, al
igual que algunos reportados por Lopez, 2014, lo que demuestra que este grupo
filogenético B2 se encuentra en crias y en menor proporcion en animales adultos,
lo que podria estar influenciado por la edad, cambio de dieta, o vida terrestre versus
acuatica, entre otros.

En el presente estudio se identificaron molecularmente a 10 aislamientos
intestinales de E. coli provenientes de crias de lobos marinos de California
(Zalophus californianus) de isla Natividad. Todos los aislamientos pertenecieron al
grupo filogenético B2, lo cual fue un hallazgo muy interesante ya que generalmente
este grupo filogenético esta relacionado con cepas patdgenas extraintestinales (Le
Gall et al., 2007; Nowrouzian et al., 2005) aunque también se han encontrado en
intestino de humanos y otras especies sanas (Le Gall T et al., 2007; Blyton et al.,
2014; Unno et al., 2009).

El grupo filogenético B2 esta altamente relacionado con humanos (Gordon et al.,
2003) y esto podria ser un indicador de contaminacion antropogénica y asi explicar
el riesgo que representan los diferentes tipos de interaccion entre el humano y los
ecosistemas marinos. Una hipotesis para este tipo de hallazgo podria ser que, con
el paso del tiempo y la presencia de estas cepas en el ambiente, lograron adaptarse
a los lobos marinos y ahora forman parte de su microbiota normal.

Un estudio realizado con humanos de tres meses de edad demostr6 que, a esta
edad ya presentaban cepas de E. coli pertenecientes al grupo filogenético B2 y que
probablemente fueron adquiridas de la madre via vaginal o perianal (Nowrouzian et
al., 2005), ademas se ha constatado que E. coli coloniza la vagina de mujeres
embarazadas sanas y el grupo filogenético predominante al que pertenecen es el
B2 (Obata et al., 2002).
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Estudios realizados en Australia muestran resultados similares a los de la presente
investigacion donde en crias de lobo marino australiano, la mayoria de los
aislamientos de E. coli pertenecen al grupo filogenético B2 (Fulham et al., 2020).
Este grupo también fue predominante en estudios realizados con lobos marinos
australianos adultos (Delport et al., 2015). Esto llama la atencién debido a que el
grupo filogenético B2 es el dominante en crias donde su unica fuente de
alimentacién es leche materna, mientras que los adultos tienen una dieta mas
variada. Estos datos apoyan la teoria de que estas cepas bacterianas han logrado
formar parte de la microbiota normal de estas especies en diferentes areas
geogréficas, donde existe interaccion con los humanos 0 contaminacion
antropogeénica. El lobo marino australiano al igual que el Zalophus californianus son
especies migratorias y esto las expone a diferentes zonas geogréaficas donde
pueden estar en contacto con estas cepas.

Las cepas comensales de intestino generalmente pertenecen a los grupos
filogenéticos A y Bl y las cepas patdgenas encontradas en intestino suelen
encontrarse en los grupos A, B1 y D (Gordon et al., 2003); por lo que este hallazgo
nos brinda nueva informacién acerca de la microbiota de esta especie y del
ambiente que estan habitando, ya que en estudios realizados por diferentes
investigadores mencionan que las diferencias entre los grupos filogenéticos esta
relacionadas con el tipo de dieta del huésped, el area geografica, clima e incluso el
uso de antibiéticos (Unno et al., 2009; Le Gall et al., 2007).

Unno et al, 2009, reportaron que las cepas del grupo B2 han desarrollado la
capacidad para persistir en el intestino humano sin causar enfermedad (Nowrouzian
et al., 2005), el presente estudio muestra que también en las crias de los lobos
marinos (Zalophus californianus) sucede lo mismo. El estudio realizado por
Nowrouzian et al., 2005 demostr6 que el 60% de las cepas de E. coli residentes del
intestino de humanos pertenece a cepas del grupo filogenético B2 y probablemente
también en los lobos marinos de California; sin embargo, se requieren estudios
adicionales que incluyan muestras rectales y vaginales de madres y crias en

diferentes temporadas para la comprobacién de esta hipotesis.
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Asimismo, se realizé la tipificacion de secuencias multilocus (MLST) donde se
identificaron cinco ST’s diferentes de las 10 muestras obtenidas: un aislamiento con
la ST92, dos aislamientos con la ST843, dos aislamientos con la ST491, dos
aislamientos con la ST80 del complejo ST568, y tres aislamientos con la ST73 del
complejo ST73. Una de las ventajas de MLST es el poder rastrear los hallazgos de
otras partes del mundo y comparar con los obtenidos en nuestra &rea de estudio.
Dentro de los resultados obtenidos en este estudio los Unicos ST que ya se habian
reportado en lobos marinos son el ST73 y el ST491 de acuerdo a la base de datos
de la Universidad de Warwick (http//mistwarwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli), existen 2
trabajos del ST491 en lobos marinos en Estados Unidos, de igual forma se ha
encontrado en humanos, animales de compafiia, fauna silvestre y en el ambiente.
El presente estudio es el primero en reportar el ST92, ST843 y el ST80 en crias de
lobos marinos de acuerdo a la base de datos de la universidad de Warwick; del
ST92 existen otros 2 reportes en humanos en Brasil y Alemania de muestras
obtenidas de un paciente con meningitis y el otro con infeccion de vias urinarias
(http//mistwarwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli). En cuanto al ST843 solo existe 1 reporte
en humanos de Reino Unido donde el paciente muestreado presentaba una
infeccion de vias urinarias y el aislamiento pertenece al patotipo UPEC.
(http//mistwarwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli)

Del ST80 existen varios estudios en animales de compafia, humanos, fauna
silvestre 'y uno de una muestra de un rio en Reino Unido
(http//mistwarwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli). EI ST80 ha sido reportado en cepas
obtenidas de perros con infecciones extraintestinales (Kidsley et al., 2020) al igual
gue en humanos, la mayoria de los trabajos en humanos provienen de aislamientos
de pacientes con infecciones de vias urinarias de acuerdo a la base de datos de la
Universidad de Warwick; asi mismo se hizo un estudio donde muestrean diferentes
tipos de carne para consumo humano y a personas de la misma zona geografica
con sospechas de infeccion en vias urinarias y demostraron que los aislamientos de
ambas muestras compartian varias secuencias tipo y dentro de ellas se encuentra
la ST80, ambos aislamientos compartian la misma resistencia a antibioticos, dicho

estudio sugiere que la fuente de transmision de las cepas causantes de las
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infecciones extraintestinales en esta poblacion provienen de la ingesta de la carne
contaminadas con E .coli pertenecientes al patotipo UPEC; demostrando que una
de las fuentes mediante la cual se adquieren estas bacterias (genotipo) es la dieta
gue consumimos (Yamaji et al., 2018).

El hallazgo mas importante fue la ST73 debido a que es de las mas frecuentes a
nivel mundial en humanos como causante de infecciones extraintestinales y
septicemia; en EEUU ha sido reportado como la tercera ST mas comdn en casos
de bacteremias (Vieira et al., 2017). También se ha reportado como el causante de
infecciones urinarias en animales de compafia como perros y gatos (Johnson et al.,
2008).

Asimismo, la ST73 se ha reportado en varias especies de vida silvestre como
primates, aves, elefantes, jirafas, animales de compafila como perros, gatos y
caballos; existen 2 reportes de ST73 en animales acuaticos en Reino Unido
(https://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains?query=st_search).
De igual manera, la ST73 ha sido reportada en E. coli aisladas de orcas (Orcinus
orca) con resistencia antimicrobiana a diferentes antibiéticos (Melendez et al.,
2019), asi como en diferentes muestras de humanos y animales de compafiia. (Lena
etal., 2018; Vieiraetal., 2017; Souza et al., 2017). Estudios recientes en la Antartica
demuestran la presencia de ST73 en pinnipedos, con una alta resistencia a
antibiéticos en una zona relativamente aislada de los humanos (Mora et al., 2018).
Por lo que se puede observar la ST73 se encuentra altamente distribuida a nivel
mundial y se ha logrado aislar de diferentes especies, tanto marinas como silvestres.
El presente estudio es el primero en reportar la presencia de ST73 en Zalophus
californianus en México.

El continuar monitoreando estas colonias de lobos marinos californianos nos
ayudaria a observar como van evolucionando estas cepas en sus huéspedes y si
en algin momento los pueden afectar.

El presente estudio nos ayuda a darnos una idea del grado de impacto
antropogénico en esta zona, como se estan viendo afectadas las colonias de
mamiferos marinos y asi poder entender como puede esto afectar a otras especies

incluyendo al ser humano en el futuro; se considera importante el continuar
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monitoreando estas colonias para poder detectar nuevas cepas o mutaciones en las
bacterias presentes en ellas. Adicionar nuevas investigaciones como la deteccién
de factores de virulencia, analisis filogenéticos de las cepas y resistencia

antimicrobiana.

Conclusién
Todos los aislamientos de Zalophus californianus en este estudio pertenecen al
grupo filogenéntico B2 de E. coli y ningun aislamiento presentd resistencia a

antimicrobianos estudiados.

El presente estudio es el primero en reportar el ST 92, ST 843 y el ST80 en lobos
marinos de acuerdo a la base de datos de la Universidad de Warwick; los Unicos ST

gue ya se habian reportado en lobos marinos son el ST 73y el ST491.

El ST843 y ST92 solo se han reportado en humanos y en pacientes sospechosos a
UTI y meningitis, mientras que los ST491 y ST80 se han reportado en diferentes

especies domésticas, fauna silvestre y en humanos.

Estos ST estan altamente relacionados con infecciones extraintestinales en

diferentes especies a nivel mundial.

La ST73 se encuentra formando parte de un complejo ST y varios de sus integrantes
son responsables de numerosos casos de infecciones extraintestinales en humanos
y animales, asi como parte de la microbiota normal de diferentes especies animales

y el humano.

Este estudio ayuda a complementar la base de datos existente con nueva
informacion, toda vez que ninguno de los ST obtenidos en esta investigacion habia
sido descrito en lobos marinos de California en México; éste constituye el primer

estudio en identificar el ST73 en crias de Zalophus californianus en México
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