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Resumen

El lobo marino (Zalophus wollewaeki) forma parte de la fauna endémica de las Islas Galapagos.
Debido a la presencia de asentamientos humanos en la Isla San Cristbal y Santa Cruz, algunas
colonias de lobos marinos viven dentro de las zonas pobladas de dichas islas. El presente estudio
tuvo como objetivo buscar indicios del impacto que los asentamientos humanos, estan causando
sobre la salud de dichas colonias de lobos marinos, especificamente a nivel microbiolégico. Para
esto, se considerd la posibilidad de colonizacién cruzada de bacterias de origen humano hacia el
intestino de lobos marinos y de transferencia horizontal de genes desde bacterias proveniente de agua
residual doméstica hacia bacterias de lobo marino. Se comparé patrones de resistencia a 12
antibioticos en 163 E. coli aisladas de lobos marinos de Isla San Cristobal, 58 E. coli aisladas de lobo
marino de Isla Espafiola y 69 aisladas de agua residual doméstica de Isla San Cristobal. Se investigo
la posibilidad de que las E. coli aisladas a partir de lobos marinos sean ecotipos diferentes a los
aislados de humanos. También se utiliz6 MLST (Multilocus Sequence Typing) para genotipificar
9 E. coli aisladas de agua residual domeéstica y 10 de heces de lobos marinos. Los resultados del
presente estudio sugieren que las diferencias genéticas entre E. coli de origen humano y de lobo
marino no son suficientes como para ser consideradas dos ecotipos distintos. Adicionalmente se
encontrd patrones de resistencias a antibioticos compartidos entre los aislados de lobo marino de Isla
San Cristobal y de agua residual. Este resultado sugiere una posible transferencia de genes entre E.
coli de procedencia humana y E. coli de lobo marino.



Abstract

The sea lion (Zalophus wollewaeki) is part of the endemic fauna of the Galapagos Islands. Due to the
presence of human settlements on San Cristobal Island and Santa Cruz Island, some sea lion colonies
live in the inhabited areas of the islands. The aim of this study was to find evidence of the impact of
human settlements on sea lion colonies health, specifically at a microbiological level. For this reason,
the possibility of cross colonization of bacteria from human origin into the sea lions intestine and
horizontal gene transfer from domestic sewage bacteria to sea lion bacteria was considered.
Resistance patterns of 12 antibiotics were compared in 163 E. coli isolated from San Cristobal Island
sea lions, 58 E. coli isolates from Espafiola Island sea lions and 69 E. coli isolates from domestic
wastewater of San Cristobal Island. The possibility that E. coli isolated from sea lion and E. coli
isolated from domestic sewage were from different ecotypes was investigated. MLST (Multilocus
Sequence Typing) was also used to genotype 9 E. coli isolated from domestic wastewater and 10
from sea lion feces. The results of this study suggest that genetic differences between E. coli from
humans and from sea lions are not enough to be considered as two different ecotypes. Additionally,
patterns of antibiotic resistance shared among isolates of San Cristobal Island sea lions and domestic
sewage was found. This result suggests a potential gene transfer between E. coli from humans and E.
coli from sea lions.
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1. Introduccién

1.1 Lobo marino Zalphus wollebaeki

El lobo marino Zalophus wollebaeki es endémico de las Islas Galapagos, pertenece a la familia
de los Otaridos, orden Carnivora y clase Mammalia. Se encuentra mayormente distribuido en las
Islas del centro y sur de Galépagos. Debido su necesidad de termorregulacion, elige areas aledafas al
mar ya sean de roca volcanica o de arena (Wolf et al. 2005). Esta especie posee dimorfismo sexual,
los machos son mas robustos, grandes y con una cresta sagital craneana prominente (Tirira D., 2007).
Las colonias poseen machos alfa que protegen al harén. El periodo de apareamiento va desde mayo a
enero, de tal manera que las crias nacen de junio a marzo. Las hembras amamantan a sus crias hasta
los tres afios de edad. Las crias aprenden a nadar durante las dos primeras semanas de vida (Heath C,
2002). La alimentacion se basa en peces, la sardina es consumida principalmente en un 99% (Paez
D., 2008), sin embargo se han encontrado hasta 26 especies de peces distintas en estudios de analisis
de vomito y heces (Dellinger et al., 1999). El lobo marino de Galapagos posee un rol importante en
el ecosistema, entre ellos, funciona como transportador de nutrientes marinos hacia las zonas

terrestres (Farifia et al., 2003).

1.1.1 Estado de los lobos marinos (Zalophus wollebaeki) en las Islas Galapagos

Los otaridos en general, son particularmente vulnerables dado a que estos mamiferos
demuestran poliginia y dispersion en parches y entre Islas (Leah et al., 2001). La poblacion de
Zalophus wollebaeki (lobo marino de las Islas Galapagos) ha declinado drasticamente desde 1960,
para ese afio se estimaba una poblacion de méas de 50000 individuos (Léveque R., 1963), en 1970 la
poblacién decae alin mas hasta aproximadamente 16000 individuos (Alava et al., 2011), cantidad
aproximada que se mantiene en la actualidad. Segin la TUCN Red List of Threatened Species™',
esta especie se encontraba clasificada hasta 1996 como vulnerable, en la actualidad se la considera en

peligro de extincion (Aurioles, D., 2003).



15

Las amenazas que enfrenta el lobo marino de Galapagos tienen diversos origenes. Se ha
reportado que los gatos ferales y perros matan cachorros de lobo marino (Aurioles, D., 2003). De
igual manera, los cambios abruptos en la alimentacion generados por el fendbmeno de El Nifio
aumentan drasticamente la mortalidad de peces y provoca la pérdida de colonias completas
(Trillmich et al., 1991). Sus predadores naturales son los tiburones y orcas (Aurioles, D., 2003).
Dado a que los lobos marinos de Galdpagos estan en contacto con perros y gatos, pueden contraer
enfermedades virales y bacterianas a partir de estos animales (Smith et al, 2002; Harvell et al, 1999;
Jensen et al., 2002). De igual manera otros mamiferos introducidos como las ratas pueden ser fuente
de enfermedades (Gulland et al., 1996). Desde el 2006 las poblaciones de lobos marinos han decaido
en numero debido a las actividades humanas como la sobrepesca o enfermedades cuyos estudios no

han sido profundizados (Drago et al., 2010).

1.2 Transferencia horizontal de genes

La transferencia horizontal de genes es un proceso en el que un fragmento de ADN es transferido
de una célula a otra por mecanismos no reproductivos, y puede ocurrir entre individuos de una
misma o diferente especie. Este proceso ocurre con mayor frecuencia en procariotas y principalmente

se produce por tres mecanismos: transduccion, transformacién y conjugacién (Tortora G., 2007).

En la transduccion, el ADN de una bacteria es acarreado a otra a través de un virus. En este
proceso, un bacteriéfago (virus que infecta bacterias) incorpora ADN bacteriano en las particulas
virales y luego lleva este ADN a otras bacterias. De esta manera al infectar otra bacteria insertara en
Ssu genoma genes bacterianos nuevos. Los genes adquiridos, confieren a la bacteria nuevas
caracteristicas, entre éstas, patogenicidad y resistencia a agentes antimicrobianos (Gabashvili et al.,

1997).

El siguiente mecanismo de transferencia de genes es la transformacion. Como producto de la

muerte celular, el ADN puede quedar libre en el ambiente. La transformacion consiste en la
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captacion de este ADN a través de la pared celular bacteriana, este ADN puede luego ser
incorporado en el genoma bacteriano (Chen et al., 2004). Dicho proceso puede darse naturalmente o
ser inducido en laboratorio para generar bacterias recombinantes (Griffiths et al., 2000).

Un mecanismo mas de transferencia horizontal de genes entre bacterias es la conjugacion.
Este proceso esta asociado a plasmidos (molécula de ADN extracromasomal pequefia, generalmente
circular, con la capacidad de auto-replicarse). La capacidad de una bacteria para transferir un
plasmido es conferida por el mismo plasmido (Holmes et al., 1996); de esta manera, la bacteria que
posea este plasmido, sera la donadora o F+ y la que no posea el plasmido seré la receptora F-, gracias
al factor F o factor de fertilidad (Griffiths et al., 2000). Luego de la conjugacion, tanto la bacteria
donadora como la receptora conservan una copia del plasmido. Este proceso puede transferir una

gran cantidad de informacion genética mediante plasmidos de varias megabases) (Krebs et al., 2011).

1.2.1 Consecuencias de la transferencia horizontal

Existe evidencia de que la transferencia horizontal de genes es un proceso que ocurre
constantemente en ciertas bacterias, ya sean ambientales o0 miembros de la microbiota de organismos
multicelulares (Wolska K., 2003). Por ejemplo, el 17% del genoma de E. coli ha sido adquirido
mediante la transferencia de genes provenientes de otras bacterias (Lawrence et al., 1998).
La transferencia horizontal juega un rol muy importante en la evolucion bacteriana. Los genes
adquiridos pueden conferir caracteristicas como resistencias ante antibidticos, resistencia a estres,
nuevas capacidades metabolicas, patogenicidad, etc. (Carattoli A., 2009; Thomas et al., 2005). Como
ejemplo tenemos el caso de Yersinia pseudotuberculosis, la cual genera una enfermedad intestinal
(Baker C., 2009). Se ha demostrado que esta bacteria dio origen a Yersinia pestis al adquirir ADN,
transformandose en el agente causal de una enfermedad sistémica y mortal, la peste bubdnica (Chain
et al., 2004). Este ejemplo evidencia como las bacterias pueden adquirir genes exogenos y desarrollar
una mayor capacidad patogénica. Evidencia del surgimiento de nuevos patdgenos mediante

intercambio de material genético es también el caso de Escherichia coli entero-hemorragica humana
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(EHEC), bacteria que causa enfermedad gastrointestinal severa y hemorrdgica en humanos. La
evolucion de este patdgeno fue consecuencia de un intercambio de genes entre bacterias de bovinos y
bacterias de origen humano. El primer paso en este proceso fue el ingreso de cepas de E. coli entero
patogénicas (EPEC) provenientes de humanos en bovinos. Dentro del nuevo reservorio, estas
bacterias entraron en contacto con E. coli provenientes de bovinos, adquiriendo los genes que
codifican para las toxinas stx1l y stx2, usadas por las bacterias presentes en bovinos para la
proteccion contra protozoarios bacteriovoros intestinales (Lainhart et al., 2009). Es asi que las EPEC
evolucionaron hacia un patégeno mas agresivo al adquirir genes de bacterias procedentes de bovinos.

La adquisicion de resistencia a agentes antimicrobianos es de gran interés médico. Debido al
incremento en el uso de antibioticos de los dltimos 50 afios, una gran cantidad de bacterias patdgenas
ha desarrollado resistencia debido a la presion selectiva a la que estan expuestas (Levy S., 2002).
Una de las maneras por la que los genes de resistencia a agentes antimicrobianos pueden diseminarse
es gracias a los mecanismos de transferencia horizontal. Actualmente 70% de las bacterias
responsables de las infecciones nosocomiales son resistentes a al menos uno de los antibidticos mas
comunmente utilizados para tratarlas (Behra-Miellet et al., 2003). Se cree que mucha de esta
resistencia es producto del uso inadecuado de antibidticos tanto en humanos como en animales
domésticos, concentracion de la poblacion en centros urbanos, el inadecuado control de las

infecciones en los hospitales y el movimiento humano alrededor del mundo (Avom et al., 2000).

1.3 Ecotipos bacterianos
Un ecotipo bacteriano es una poblacion que se ha especializado en un nicho ecologico
determinado. Este también se define como una variedad genéticamente distinta al resto de la misma
especie, que se ha adaptado a una condicion ambiental especifica. Muchas veces los distintos
ecotipos bacterianos exhiben diferencias fenotipicas como cambios en la fisiologia (Molles M.,

2005).
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E. coli es una bacteria anaerobia facultativa presente en el tracto gastrointestinal de mamiferos
(Finegold et al., 1983). A pesar de ser una bacteria usada ampliamente en investigacion, no se conoce
mucho a cerca de su ecologia. Se puede pensar que debido a la diferencia en alimentacion y
fisiologia de cada especie hospedadora, E. coli evolucionara en ecotipos diferentes. La teoria de
nicho-nutriente de Freter postula que la cantidad de nichos en el intestino es definida por la
disponibilidad de nutrientes en el mismo. Es decir, especies bacterianas individuales, poseen afinidad
por nutrientes especificos contenidos en la comida ingerida. Por lo tanto, el balance de las especies
bacterianas en el intestino de un hospedador dependera de la variedad de nutrientes ingeridos y el
tamarfio de la poblacion bacteriana dependera de la concentracion en la que se encuentre el nutriente
requerido por esta especie en particular (Freter R., 1983).

Se conoce que los intestinos de humanos y mamiferos marinos son colonizados por E. coli
(Higgins R., 2000; Liste et al., 2004), sin embargo se desconoce si E. coli proveniente de humano
puede colonizar el intestino de los lobos marinos. Uno de los factores determinantes para la
colonizacién de E. coli al intestino del lobo marino, es la supervivencia de la bacteria en el mar.
Estudios previos demuestran que el crecimiento de E. coli se detiene cuando esta expuesta a 3.5% de
sal (salinidad marina), sin embargo, puede tolerar por varios dias salinidades tan altas como 20 y
30% (Hrenovic et al., 2009).

1.4 Analisis de MLST (Tipificacion multilocus de secuencias) en E. coli

En la actualidad, el anlisis de secuencias de ADN de los organismos ha permitido estudiar la
genética poblacional de las bacterias y tener un mejor entendimiento de su capacidad de
diseminacion. Una de las tecnicas moleculares de genotipificacion bacteriana es el MLST (por sus
siglas en inglés). Esta técnica consiste en la caracterizacion de especies microbianas mediante la
secuenciacion de varios genes conservados dentro de la especie pero suficientemente diferentes
como para discriminar diferentes genotipos (Pérez et al., 2013). El MLST ha sido utilizado para

identificar la clonalidad de cepas bacterianas y hacer seguimientos epidemiolédgicos (Maiden et al.,



19

1998). Para este proposito, una region de aproximada de 400 a 800 pb de cada gen es amplificada y
secuenciada. Las secuencias son luego comparadas con una base de datos de MLST de E. coli

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli), lo que permitir4 determinar la secuencia tipo (ST) de

cada aislado. Para el caso de E. coli, el MLST analiza secuencias parciales de los genes:
adk (adenilato  cinasa), fumC (fumarato hidratasa), gyrB (DNA girasa), icd (isocitrato/
isopropilmalato  dehydrogenasa), = mdh (malato  dehidrogenasa),  purA (adenilosuccinato
dehidrogenasa) , recA (ATP/GTP binding motif) (Wirth et al., 2006). Posteriormente, los resultados
se representan en un cladograma realizado a partir de las diferencias presentadas en la secuencia de
los genes.

El presente estudio tiene como fin contribuir con la conservacion del lobo marino de las Islas
Galapagos ampliando el conocimiento sobre el impacto generado por seres humanos a nivel
microbiologico. Se analiza la posibilidad de colonizacién cruzada entre E. coli aislada de lobos
marinos y E. coli aislada de agua residual doméstica. Ademas busca evidencia de transferencia
horizontal mediante antibiogramas entre los aislados mencionados. Finalmente mediante el uso de
MLST se analiza si existe diferencias genéticas entre E. coli aislada de aguas residuales domésticas y

de heces de lobos marinos.

2. Justificacion

En las Islas habitadas por humanos dentro del Archipiélago de Galapagos, las colonias de lobos
marinos Zalophus wollebaeki se encuentran en contacto constante con aguas residuales domésticas.
De esta manera, bacterias entéricas humanas entran en contacto directo con los lobos marinos. Existe
la posibilidad de que este contacto genere colonizacion cruzada, de las bacterias provenientes de
aguas residuales domesticas hacia el intestino de los lobos marinos. La interaccion de bacterias
provenientes de humanos con las bacterias provenientes de lobos marinos, podria promover

transferencia horizontal de genes que codifican para resistencia a agentes antimicrobianos y factores


http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli
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de patogenicidad. Este hecho podria conducir a la apariciéon de nuevos patdgenos en los lobos

marinos.

Se eligio a Escherichia coli para realizar este estudio debido a varios factores: 1. Es una bacteria
de la cual se tienen extensas referencias; 2. Es facilmente cultivable; 3. Existen medios de cultivo
especificos para su identificacion y aislamiento; (Madigan et al., 2006) 4. Es una bacteria que esta

presente en los intestinos de animales de sangre caliente (Finegold, 1983).

Las Islas Galadpagos son un punto turistico de gran importancia a nivel mundial, pero sobre todo
es un tesoro natural que debe ser protegido. El surgimiento de un nuevo patégeno podria tener
efectos fatales sobre las poblaciones de lobos marinos, afectando directamente al ecosistema de las
Islas. Este trabajo es pionero en estudiar el impacto que puede provocar la contaminacion de agua

marina, con heces fecales humanas, sobre los animales marinos de las Islas Galapagos.

3. Objetivos

3.1 Generales

e Buscar evidencia que sugiera la posibilidad de transferencia horizontal de genes entre
cepas de Escherichia coli aisladas de aguas residuales domésticas y cepas de E. coli
aisladas de heces de lobos marinos.

e Determinar si existe colonizacién cruzada de E. coli entre humanos y lobos marinos

3.2 Especificos

e Determinar si los aislados de E. coli de lobo marino son un ecotipo diferente a los
aislados de humano (provenientes de aguas residuales domésticas).

e Analizar las diferencias genotipicas entre cepas E. coli aisladas de lobo marino y cepas

de E. coli provenientes de agua residual doméstica.
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e Caracterizar fenotipicamente las cepas de E. coli aisladas de lobos marinos y aguas

residuales mediante antibiogramas, consumo diferencial de lactosa y medida de tolerancia

diferencial a NaCl entre E. coli aislada de lobos marinos y de agua residual doméstica.

Materiales

4.1 Recoleccion de muestras

Bolsas de hielo quimico, Rubbermaid
Cooler, Coleman

Culture Swab™ Cary Blair, BD Biosciences
Cajas plasticas estériles de muestras de heces

Envases estériles plasticos de muestras de orina

4.2 Aislado e identificacién de bacterias

Bacto Agar, BD DifcoTM

MacConkey Lactose Agar, Becton-Dickinson BBL
ChromoCult® Coliform Agar, Merk

Urea Agar Base, Becton-Dickinson BBL

Simmons Citrate Agar, Becton-Dickinson BBL

Triple Sugar Iron Agar (TSI Agar), Becton-Dickinson BD
SIM Medium, Becton-Dickinson BBL™

Reactivo de Kovacs, Merck

Cloruro de sodio, Merck

Estandar de turbidez de la escala Mc. Farland 0,5 , BBL
Galerias API® 20E, Biomérieux

Galerias API® 20NE, Biomérieux



e |Incubadora, MEMMERT B40

e Glicerol, HVO

e Brain Heart Infusion (BHI), Becton-Dickinson BBL

e Tubos de plastico con tapa rosca herméticos 2ml, Axygen.

4.3 Determinacion de Fenotipo bacteriano

4.3.1 Antibiogramas

Mueller Hinton Agar, BD DifcoTM

Cloruro de sodio, Merck

Estandar de turbidez de la escala 0,5 Mc. Farland, BBL
Incubadora, MEMMERT B40

Cultivo bacteriano de E. coli en fase logaritmica

Discos de antibidtico, Becton Dickinson BBL:

Ampicilina 10 pg

Amoxicilina— Acido Clavulanico 30 pg
Cefalotin 30 pg

Cefotaxima 30 ug

Ciprofloxacina 5 ug

Cloroamfenicol 30 pg
Estreptomicina 300 g

Gentamicina 10 ug

Sulfisoxazol 0,25 ug
Trimetroprim-Sulfametoxazole 25 ug
Tetraciclina 30 pg

Enrofloxacina 5 pg
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4.3.2 Pruebas para medir tolerancia a la salinidad

e Cloruro de sodio, Merck
e Mueller Hinton Agar, BD DifcoTM

e Incubadora MEMMERT B40

e Tubos Eppendorf 1.5 ml, Axygen
e ChromoCult® Agar, Merk.

e Cultivo Bacteriano en fase logaritmica

4.3.3 Pruebas de consumo a la lactosa
e MacConkey Lactose Agar (MKL), Becton-Dickinson BBL
e Triple Sugar Iron Agar (TSI Agar), Becton-Dickinson BD

e Cultivo Bacteriano en fase logaritimica

4.4 Genotipado de bacterias

4.4.1 Extraccion de ADN

e Tubos Eppendorf, 1.5 ml, Invitrogen
e DNAZzol ® Invitrogen

e Bacto Agar, BD DifcoTM

e NaOH 8mM, Orica Chemicals

e Etanol al 100% y al 70%, HVO

e Microcentrifuga, Eppendorf 5415D

4.4.2 Amplificacion de los genes de MLST de E. coli por PCR

e ADN de cepas seleccionadas de humanos y lobos marinos de San Cristobal y Espafiola
e Agua para PCR, Gibco

e dNTP Mix, Invitrogen

e Tagq ADN Polimerasa, Invitrogen
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Buffer incoloro de PCR, Invitrogen

Cebadores MLST- E. coli mostradas en la seccion de Anexos: Anexo 1, Invitrogen.
Termociclador, MJ Research PTC 200

Agarosa , Bio-Rad

Camara de electroforesis, C.B.S. Scientific CO

Fuente de poder Fisher Scientific FB300

TBE buffer 1X (Tris, acido borico y EDTA)

PBS (Fosfato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato de potasio)
Bromuro de Etidio (Bromuro de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio), Promega
BlueJuice™ Buffer de carga 10X, Invitrogen

Escalera 100 pb, Invitrogen

Trans-iluminador: Caja Oscura Kodak EDAS 290 22

Cémara Digital Kodak DC290 DC290Z0O0M

4.4.3 Andlisis de secuencias

Secuencias provistas por Functional Biosciences, Wisconsin, EEUU
Software para el analisis de secuencias MEGAS.0, Tamura et al, ©1993-2011
Base de datos de MLST de E. coli, Universidad de Warwick.

Software de andlisis e BURST, Feil et al., 2004-2014
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5. Metodologia

5.1 Recolecciéon de muestras

5.1.1 Localidad

Las muestras utilizadas en el presente estudio fueron obtenidas en la Isla San Cristébal e Isla
Espafiola localizadas en el Archipiélago de las Islas Galapagos — Ecuador. ElI permiso para la
investigacion y recoleccion de muestras fue emitido por el Parque Nacional Galapagos el 10 de enero
del 2013 (permiso numero PC-01-13 PR.CDS.ACI.P01.R02). Se obtuvo muestras de heces a partir
de colonias de lobo marino que descansan en Playa de los Marinos, Playa de Oro, Malecon y Punta
Carola en la Isla San Cristobal; y en Bahia Gardner y Punta Suarez en Isla Espafiola. Las muestras de
agua residual doméstica fueron recolectadas en la bomba del Municipio de Puerto Baquerizo
Moreno, a donde llega el agua residual doméstica de la mayoria de casas y hoteles de Puerto

Baquerizo Moreno en la Isla San Cristdbal.

5.1.2 Recoleccion de heces de lobos marinos.

Se recolectd 60 muestras de heces en Isla San Cristobal y 20 en Isla Espafiola. Con la finalidad
de asegurar muestras frescas, éstas fueron colectadas entre las 5 a 6 de la mafana a partir de la arena
de en la playa en donde descansaba la colonia muestreada. Se utiliz6 un muestreo aleatorio no
estratificado. Cada muestra fue depositada en una caja plastica utilizando una paleta estéril y
transportada en un contenedor con hielo a 4°C hasta los laboratorios del Galépagos Science Center.
Las muestras de lobo marino de Isla Espafiola fueron colectadas de 7 a 9 de la mafiana utilizando
viales con medio de transporte Cary Blair y transportadas en un contenedor con hielo a 4°C hasta los
laboratorios del Galapagos Science Center (GSC). El detalle de recoleccion de cada muestra se

observa en el Anexo 2.



26

5.1.3 Muestreo de aguas residuales

Se tomd muestras de agua residual doméstica de la Bomba del Municipio de Puerto Baquerizo
Moreno para aislar E. coli proveniente de heces humanas. En contenedores plasticos estériles, se
recolectd 2 muestras de agua residual en cada visita a la Bomba del Municipio. Se aislaron 5 colonias
de E. coli por cada frasco de agua residual colectada. En total se aislaron 70 colonias de E. coli. Las

fechas y lugar de coleccion se detallan en el Anexo 3.

5.1.4 Rotulado de muestras

Todas las muestras fueron rotuladas como se especifica a continuacion:

5.1.4.2 Muestras de heces

El nimero de la salida de colecta, que se encuentra detallada en el Anexo 2, “HM?” para heces
recolectadas en Playa de Marinos, “HO” para heces recolectadas en Playa de Oro, “HC” para Punta
Carola, “HMA” para el malecon, “HEG” para Punta Gardner y “HEPS” para Punta Suarez. NUmero

de muestra, lugar y fecha.

5.1.4.3 Muestras de agua residual

“AA” y “AB” para la primera y segunda muestra, respectivamente, de la misma salida, seguido

por el numero de identificacion de la colonia de E. coli aislada.

5.2 Aislamiento de bacterias

5.2.1 Muestras de agua residual
Las muestras de agua residual fueron sembradas directamente en ChromoCult® mediante
estriacién humedeciendo el hisopo con el agua colectada. Se incub6 24 horas a 37 °C. Diez colonias
con actividad B - D - glucoronidasa (MUG) positivas fueron sembradas en MacConkey lactosa
(MKL) por estriacion e incubadas por 24 horas a 37 °C. Se tom6 una colonia lactosa positiva de cada

colonia sembrada en MKL y se la paso de nuevo a ChromoCult®, para comprobar que sean MUG
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positivas. Se incubd 24 horas a 37 °C. Las diez colonias bacterianas seleccionadas fueron sembradas
en agar nutritivo e incubadas por no mas de 20 horas a 37 °C, para después ser congeladas en BHI

con glicerol al 10% a -20 °C.

5.2.2 Muestras de heces de lobo marino
Las heces frescas de lobo marino fueron sembradas en MKL e incubadas por 24 horas a 37
°C. Para aislar E. coli se tomo tres colonias lactosa positivas y se pasé a ChromoCult®, una vez
comprobada la actividad de la B-D-glucuronidasa (colonias MUG positivas) se las pasé a Agar

nutritivo para luego ser congeladas a -20 °C.

5.3 Congelacion de cepas

Para congelar las cepas se preparé medio BHI (Brain Heart Infusion) con 10% de glicerol, y
se autoclavo la mezcla. EI medio fue transferido a tubos plésticos de 1.5ml y conservado en el
refrigerador a -4 °C. Antes de congelar las cepas se sembro a cada una en Agar nutritivo, luego de 24
horas de incubacion a 37°C se transfirié 1.5 ml del BHI con glicerol al cultivo. Con ayuda de un
palillo estéril se desprendid a las bacterias en el medio BHI con glicerol, esta suspension fue
transferida a los tubos plasticos de 1.5ml. Una vez sellados los tubos fueron congelados a -20°C, cada
tubo fue marcado con el cédigo y fecha de congelacion. Se puede observar un diagrama con la
metodologia de aislamiento y congelacion de cepas en el Anexo 4 para muestras de heces de lobo

marino y en el Anexo 5 para las muestras de agua residual.

5.4 Caracterizacion fenotipica de bacterias

5.4.1 Identificacion de los aislados

Los aislados fueron identificados mediante el uso de tincion Gram y pruebas bioquimicas. Las
pruebas bioquimicas utilizadas fueron: Presencia de citocromo ¢ oxidasas mediante la prueba de
oxidasa, determinacion de produccién de ureasa mediante el medio urea, la produccion de citrato

liasa mediante el consumo de citrato, la produccién de sulfuro de hidrogeno, consumo de lactosa y
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de sacarosa mediante el uso de TSI (Triple sugar iron), la produccion de indol, reduccion de sulfuro
y motilidad mediante el uso de SIM y finalmente; la capacidad de producir R-D-galactosidasa (cliva
al Salmon-GAL) y 3-D-glucoronidasa (que reacciona con Xx-glucoronide) del medio ChromoCult®.
Las bacterias oxidasa negativo que no se pudo identificar con estas pruebas fueron identificadas

utilizando la galeria API E (Cullimore R., 2000)

5.4.2 Antibiogramas

Los antibiogramas de los aislados fueron realizados mediante el uso del medio Mueller Hinton
Agar (Merck). Para realizar los antibiogramas se utiliz6 el método de difusion de disco y de Kirby-
Bauer, y una suspension 0,5 McFarland en solucion salina (Bauer et al., 1966). Los antibiogramas
fueron realizados con los 12 antibiéticos mencionados en la seccion 4 de materiales. Después de
incubar los antibiogramas por 18 horas a 37 °C, se midi6 el diametro de los halos formados debido a
la inhibicién de crecimiento bacteriano. Para determinar la susceptibilidad o resistencia a antibioticos
se tomd en cuenta las medidas determinadas por el Clinical and Laboratory Standards Institute,
(2007); los mismos se detallan en la Tabla 1. Los patrones de sensibilidad antimicrobiana fueron
tabulados en una tabla de Excel (Microsoft Office). Para determinar diferencias significativas entre
los tres grupos muestreados (Lobos Isla San Cristdbal vs. aguas residuales Isla San Cristobal, lobos
de Espafiola vs. aguas residuales de Isla San Cristobal y lobos de Isla San Cristobal vs. lobos de

Espafiola) se utilizé la prueba de X2.

5.4.3  Ensayo para determinar la tolerancia a la salinidad de E. coli humanay E. coli de lobo
marino

5.4.3.1 Preparacion de medios de cultivo con gradiente de concentracion de NaCl

Se procedio a realizar la preparacién de agar nutritivo con una gradiente de concentracion de
NaCl mediante el método de Winberg (1959). Antes de realizar el procedimiento se sefialo las cajas

petri de plastico colocando una cruz que divide a la caja en cuatro cuadrantes iguales y un signo
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positivo en el lado donde ira mayor concentracion de sal. Se inclind las cajas Petri de plastico
elevando uno de los lados de la caja 4 mm sobre una mesa nivelada. Se preparé una botella con 160
ml de agar nutritivo y otra con 160 ml de agar nutritivo mas 13% de NaCl. En las cajas previamente
inclinadas se colocd con una probeta estéril 15 ml de agar nutritivo sin sal, se dejo solidificar en esta
posicion durante toda la noche. Al dia siguiente, se coloco las cajas en posicion horizontal y se
procedié a verter la segunda capa de 15 ml de agar nutritivo con el 13% de NaCl utilizando una
probeta estéril. Se esperé media hora para que el medio se solidifique y se procedié a sellar las cajas
con Parafilm para colocarlas en la incubadora a 37°C por 10 horas para que ocurra difusion y se cree

una gradiente de concentracion.

5.4.3.2 Cultivo de E. coli en medios con gradiente de concentracion de NaCl

Para determinar la tolerancia de los aislados frente a la salinidad, se procedid a sembrar en
todas las cajas, 5 cepas de E. coli, 2 aisladas de aguas residuales, 2 cepas E. coli aisladas de lobos
marinos de Isla San Cristobal y una cepa de E. coli aislada lobos marinos de Isla Espafiola. Para
asegurar indculos comparables de cada aislado se realizé una dilucién al 0,5 McFarland y con un
hisopo se sembrd en el agar formando una linea recta a través del gradiente de NaCl (una sola
pasada). Se realizd la siembra de cada caja por duplicado. Una vez transcurridas 16 horas de
incubaciéon se midié el crecimiento bacteriano a través del gradiente. El esquema de siembra y
medicion se ilustran en la Figura 1. Se utilizo la prueba de t de student para determinar diferencias en

resistencia a la salinidad entre las cepas de E. coli analizadas.

5.4.3.3 Ensayos para determinar diferencias en tiempo de supervivencia de E. coli asilada de

agua residual doméstica y E. coli aislada de lobos marinos en solucion salina.

Este experimento fue realizado para determinar si existe diferencias en el tiempo en que las
cepas de E. coli aisladas de agua residual (6 cepas) y E. coli aisladas de lobos marinos (6 cepas)

sobreviven en agua de mar. Las cepas que se analizaron fueron elegidas al azar. Se coloco 200 pl de
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cultivo fresco de cada aislado en 1ml de solucidn salina al 3.5% para luego ser incubados a 37 °C.
Para cada aislado se prepard 11 tubos con dicho procedimiento y a dia seguido se tomé un tubo de
cada cepa e inoculd 10 ul de la solucién en agar nutritivo. Las cajas de agar nutritivo fueron
incubadas durante 24 horas a 37 °C, luego de este tiempo se conto el nimero de unidades formadoras
de colonia (UFC) observadas. Finalmente y para verificar que no exista contaminacion con bacterias
ambientales, se realizé un traspaso de 5 de las colonias de cada cultivo a ChromoCult Agar y verifico

que sean MUG positivas.

5.4.4 Pruebas de consumo diferencial de lactosa entre cepas de E. coli aisladas de lobos marinos
y aisladas de agua residual

Este experimento se realiz6 para determinar si existen diferencias en el consumo de lactosa entre
las cepas de procedencia humana (6 cepas) y las aisladas de lobo marino (6 cepas). Las cepas
mencionadas fueron seleccionadas al azar y sembradas en TSI (Triple Sugar Iron) y en MacConkey
Lactosa agar. Se observo el cambio de color en el medio de cultivo a las 4, 5, 6, 7, 8,9, 12y 24
horas de incubacién. EI cambio de color de rojo a amarillo indica la degradacion de la lactosa en TSI

mientras que en MKL se observa una coloracién rosada.

5.5  Genotipificacion de bacterias mediante el analisis de MLST.
Se procedié a realizar el analisis de MLST (Multilocus sequence typing) sugerido por Wirth
et al., (2006), para la tipificacion de E. coli. Este analisis utiliza secuencias de las regiones mas

conservadas de los genes adk, fumC, mdh, icd, gyrB, recA 'y purA.

5.5.1 Extraccion de ADN (acido desoxirribonucleico) de E. coli mediante método de DNAzol
La extraccion de ADN fue realizada utilizando DNAzol (Invitrogen). Se siguio el
procedimiento sugerido por el fabricante. De manera aleatoria se selecciond aislados de E. coli
obtenidos a partir de aguas residuales de Isla San Cristébal (10 cepas), lobos marinos de Isla San

Cristobal (5 cepas) y lobos marinos de Espafiola (5 cepas). Cuatro colonias de estos aislados fueron
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resuspendidas en 800 pl de PBS, y centrifugadas 5 min a 16110 x g. Se eliminé el sobrenadante y
resuspendio el pellet en 800 ul de PBS, se repitid la centrifugacion. Se elimino el sobrenadante y
resuspendio en el volumen que quedaba, con ayuda de un vortex. Se afiadié 500 pl de DNAzol e
invirtio los tubos despacio para lisar las células. Se afiadi6 500 ul de etanol al 100%, invirtio de
nuevo los tubos con cuidado y se dejo reposando por 3 minutos. Se centrifugd 5 minutos a 9245,6 x
g. Se elimino el sobrenadante y coloc6 1000 ul de etanol al 70%. Luego de centrifugar la mezcla se
elimino el sobrenadante y finalmente se afiadié 300 pl de NaOH 8mM para luego ser congeladas.
Antes de utilizar dicho ADN se dejé descongelar en hielo y centrifugd 5 segundos a 9245,6 x g, la

fase acuosa fue recuperada con una micro pipeta.

5.5.2  Amplificacion de genes de MLST de E. coli mediante reaccion en cadena de

polimerasa (PCR).

Las cepas de E. coli seleccionadas fueron analizadas individualmente utilizando los cebadores
utilizados para MLST por Wirth T, et al. (2009). En cada reaccion de amplificacién se utiliz6 agua
libre de DNAsas, solucion tampén 1X (Promega), MgCIl2 uM, dNTPs 0.2 mM, 10 uM de cada
cebador, 0.5 U de Taqg polimerasa y 50 ng de ADN. Para mayor detalle de las concentraciones

iniciales y calculos de volimenes requeridos, referirse al Anexo 6.

La amplificacion del ADN mediante PCR fue realizada utilizando los ciclos que se describen
a continuacion. Para los genes adk, mdh, icd, gyrB, recA, purA se realizd, una primera fase de 2
minutos a 95 °C para la denaturacion inicial seguida por un minuto a 95 °C, a continuacion 30 ciclos
de un minuto a 55 °C para la unién del cebador y 2 minutos a 72 °C para la extensién. Finalmente se
realiz6 una extension final de cinco minutos a 72 °C. Para el gen fumC, se realiz6 una variacion de la
temperatura de unidn del cebador colocando un minuto a 60 °C (Wirth et al., 2006). Para comprobar

la amplificacion se realizé electroforesis en gel de agarosa al 1.5% por 35 minutos a 80 Voltios.



32

5.5.3  Secuenciacion de genes amplificados y su analisis mediante el programa MEGA

Los amplicones obtenidos a partir de la PCR fueron enviados a Funcional Biosciences
(Wisconsin, EEUU) para ser secuenciados. Una vez obtenidos los archivos “.ab1” del secuenciador,
se realizé un alineamiento de la secuencia forward y reverse para cada muestra, y se uso el programa
MEGAS5.0 (Tamura et al, 1993-2011). Se procedié a depurar las secuencias manualmente y
posteriormente se realizd una comparacion con la base de datos del Genbank (International
Nucleotide Sequence Database Collaboration, 2007), se utiliz6 el programa BLAST. En base a estos
resultados se logré determinar la identidad de los fragmentos secuenciados, mediante el porcentaje
de cobertura, de similitud cada alineamiento y valor E, como parametros para determinar el nivel de

confianza de la identificacion.

Adicionalmente se concatend las secuencias de los 7 genes en el orden en el que se
encuentran dentro del genoma, dichas secuencias fueron alineadas mediante el uso de la funcidn
“alinear por musculo” del programa Mega 5.1. (Tamura et al., 2001) Una vez alineadas las
secuencias se construy6 un arbol filogenético mediante el método Maximun composite likelihood.
Este método de agrupacion, se construye mdltiples arboles posibles y es seleccionado el mas
probable a ser formado (Felsestain J., 1985). La alineacion de secuencias fue basada en el modelo de

pardmetro-Kimura 2 (Kimura M., 1980).

5.5.4 Identificacion de los ST obtenidos segun la base de datos de MLST de E. coli

Se realiz6 una comparacion con la base de datos de MLST de la Universidad de Warwick
(Wirth et al, 2006), para observar a que complejos clonales y ST pertenecen las cepas analizadas. Se
introdujo en la base de datos los alelos de cada gen (ST) que no se encontraban reportados de cepas

aisladas de lobos marinos y de agua residual.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/collab
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/collab
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5.5.5 Andlisis de eBURST con los ST obtenidos del analisis de MLST de las cepas de E.

coli aislada de aguas residuales y de heces de lobo marino.

Para comprobar las relaciones filogenéticas entre los aislados de E. coli corrio un anélisis de
eBURST (Feil et al, 2004). Para esto se accedi6 a la pagina de eBURST

http://eburst.mlst.net/v3/enter_data/single/. Se realiz6 una matriz con el codigo de los ST

identificados para cada muestra y se ingreso estos datos en el programa eBURST.

5.6 Determinacion del consumo de antibioticos en farmacias de Isla San Cristébal

Para poder relacionar la frecuencia de resistencias a antibidticos encontradas en cepas aisladas
de lobos marinos y de aguas residuales domésticas con la cantidad de antibioticos expendidos en la
Isla San Cristobal, la semana del 1 al 5 de Junio del 2013 se recorri6 las farmacias de Puerto
Baquerizo Moreno realizando una encuesta sobre el inventario de ventas en una semana de los
antibioticos ingeribles mas expendidos. Se realizé un promedio para reportar la cantidad de
antibiotico expendida por dia, para cada farmacia. Las farmacias encuestadas fueron: La farmacia del
Hospital Oscar Jandil, Farmacia “Sana Sana”, Farmacia “Cruz azul”, Farmacia “Su Farmacia” y
Farmacia “San Cristobal”. Posteriormente se realizé un promedio utilizando los datos colectados en
las farmacias, de esta manera se obtuvo un estimado de la cantidad de tabletas expendidas por dia en

Puerto Baquerizo Moreno.

6 Resultados

6.1 Caracterizacion de cepas de E. coli obtenidas a partir de heces de lobos marinos y agua
residual doméstica.
Se logré obtener un total de 70 aislados de bacterias E. coli a partir de agua residual
domeéstica, 61 aislados a partir de las 20 muestras de heces de lobo marino de la Isla Espafiola y 185

aislados a partir 60 muestras de heces de lobo marino de la Isla San Cristédbal.


http://eburst.mlst.net/v3/enter_data/single/
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6.1.1 Analisis fenotipico.

6.1.1.1 Aislamiento de E. coli e identificacion de otras bacterias aisladas en MacConkey
Lactosa y Chromocult a partir de muestras de heces de lobo marino.

Se pudo determinar que de las 80 muestras de heces colectadas solamente el 54.4% poseia E.
coli. De las 20 muestras de heces colectadas en Isla Espafiola se identifico E. coli en el 50%, en el
porcentaje restante de muestras se logro identificar a Edwarsiella sp. y bacilos gram negativos como
flora cultivable predominante en medio MacConkey Lactosa. En cuanto a las 60 muestras colectadas
en Isla San Cristobal, el 56.75% contenian E. coli, el 51,35% Edwarsiella tarda, el 10.81%
Enterobacter spp., el 8.10% Klebsiella spp., el 5.4% Citrobacter spp., y un 5.4% de las muestras
presentaron bacilos gram negativos oxidasa positivos. El detalle de las bacterias aisladas de cada

muestra colectada, se encuentra en el Anexo 7.

6.1.1.2 Patron de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados.

Se encontrd patrones de resistencia compartidos entre cepas E. coli aisladas de aguas
residuales domésticas y de lobo marino como se puede observar la Figura 2. En las bacterias aisladas
de aguas residuales, 40,58% presentaron al menos una resistencia y se observo hasta 9 resistencias en
una misma cepa de E. coli. De bacterias aisladas a partir de heces de lobos marinos de Isla San
Cristobal, 32,92% registraron una 0 mas resistencia a los antibidticos testeados, se registraron hasta
seis resistencias en una sola cepa. En las E. coli aisladas de heces de lobos marinos de Isla Espafiola,
el 31,6% de cepas fueron resistentes a mas de un antibiético y se registr6 maximo hasta 3 resistencias
en una sola cepa. Se encontro diferencias significativas en la resistencia a AM 10 pg (p=0.0026**),
C 30 pg, (p=0.00054**), CIP 5 ug (p=0.00164**), SXT 5 pg (p=1.28x101%**), GM 10 pg
(p=0.0156%), S 10 pg (p=0.0022**), TE 30 pg (1.994x1029**) G 250 pg (p=0.022), ENO 5 pg
(p=0.0000026**) entre las E. coli aisladas a partir de lobos marinos provenientes de la Isla San
Cristobal y de agua residual doméstica de la misma isla. Estos resultados pueden ser observados en

mayor detalle en la Tabla 2. En la comparacién de patron de resistencia a antibioticos entre E. coli
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aisladas de lobos marinos y de aguas residuales domésticas de Isla San Cristébal, Amoxicilina
(AMC), Cefotaxime (CTX) y Gentamicina (GM) exhiben valores de p por encima de 0=0.05 (valor
critico). Sin embargo, en dos de ellos (AMC, CTX), estos valores estan influenciados por el bajo

namero de resistencias encontradas.

En cuanto a la comparacion entre las E. coli aisladas de lobos marinos de Isla Espafiola y
aguas residuales de Isla San Cristobal se obtuvo diferencias significativas para los antibidticos AM
10 pg (p=0.0065), C 30 pg (p=0.0077), CIP 5 pg (p=0.022), SXT 5 g (p=0.00000832), TE 30 ug
(p=0.000002), G 250 pg (p=0.006), ENO 5 g (p=0.0027). En la Tabla 3 se puede observar en

mayor detalle los resultados de esta comparacion.

Por ultimo, en la comparacion de E. coli aislada de lobos de Isla Espafiola y de lobos de Isla
San Cristobal se obtuvo diferencias significativas para AM 10 pg (p=0.0065), C 30 ug (p=0.0077),
CIP 5 pg (p=0.022), SXT 5 pg (0.00000832), TE 30 pg (p=0.000002), G 250 pg (p=0.006) y ENO 5

ug (p=0. 0027). El detalle de estos datos se pueden observar en la Tabla 4.

6.1.1.3 Comparacion en la tolerancia a salinidad entre E. coli aisladas de lobo marino y E. coli
aisladas de agua residual.

Se realiz6 dos pruebas para determinar la tolerancia y supervivencia de E. coli con respecto a
la salinidad. En la primera prueba, 3 cepas de E. coli aisladas de heces de lobo marino y 2 de aguas
residuales fueron sometidos a un gradiente de concentracion de 13% de NaCl. Los valores obtenidos
(cm) fueron analizados utilizando la prueba estadistica de t de student (Tabla 5). No se encontrd
diferencias significativas en la tolerancia al gradiente de salinidad entre las cepas aisladas de agua

residual y de lobo marino (p= 0,68).

La segunda prueba consistié en mantener 12 E. coli (6 de procedencia humana y 6 de lobos

marinos) en solucion salina al 3.5% y determinar cuanto tiempo toleraban los aislados en dicha
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condicion. Luego de 60 dias de incubacion, tanto las cepas de E. coli aisladas de lobo marino como

agua residual no mostraban susceptibilidad a las concentraciones altas de NaCl.

6.1.1.4 Pruebas de consumo diferencial de lactosa.

No se obtuvo diferencias en cuanto al consumo de lactosa entre las cepas de E. coli asiladas de
agua residual y de heces de lobo marino. Se determind que todas las cepas probadas consumian
lactosa (fenotipo A/A) luego de 6 a 8 horas, independientemente de su procedencia, este resultado

fue corroborado en el medio de cultivo MKL.

6.2 Genotipificacion de E. coli aislada de lobo marino y aguas residuales.
Las amplificaciones para todos los genes (adk, mdh, icd, gyrB, recA, purA) se realizaron
exitosamente, obteniendo el fragmento del tamafio esperado para cada gen (Anexo 8). Esto fue

comprobado con electroforesis en agarosa y posterior secuenciacion.

6.2.1 Andlisis de secuencias obtenidas a partir del MLST.

En la Figura 3, se presenta el cladograma construido en base a las secuencias de los genes de
MLST. En el arbol filogenético se puede observar, que las cepas aisladas de lobos marinos, se
agrupan entre ellas a excepcion de una la cepa Ec8LE. Esta E. coli proveniente de un lobo marino de
Isla Espafiola, se agrupa en el clado de las cepas aisladas de aguas residuales domésticas. Ademas,
dentro del clado de las cepas aisladas de lobo marino, se observa una cepa aislada de agua residual

domeéstica Ec6HC.

En la base de datos de MLST de E. coli de la Universidad de Wawick (Atchman et al., 2014), se
buscé los ST de las cepas aisladas para determinar la relacion con sus hospedadores. Se determino
que los ST de las cepas EC7LSC (4218), EC10LE (4219) y EC19LSC (4220), son nuevos reportes.

En la Tabla 6 se pueden observar en detalle los ST obtenidos para cada cepa.
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6.2.2 Analisis de eBURST

El analisis de eBURST con los ST de los aislados de E. coli a partir de aguas residuales y de
heces de lobo marino, muestra que existen dos grupos filogenéticos. El primer grupo sefialado con
color morado en la Figura 4 consiste en 4 aislados de E. coli a partir de agua residual doméstica
agrupados en 3 STs (10, 48, 744). El segundo grupo sefialado con color verde consiste en 5 aislados
de E.coli aislados a partir de heces de lobos marinos agrupados en dos ST (1905 y 4229). Las demas
cepas se clasificaron como “independientes”. Estos resultados, se pueden observar con mayor detalle

en el Anexo 9.

6.3 Reporte de antibitticos orales méas expendidos en Puerto Baquerizo Moreno.

Se pudo determinar que durante la semana de encuestas del 1 al 5 de junio del 2013, la
Ciprofloxacina fue el antibiotico més expendido, aproximadamente se vende 171 tabletas diarias en
Puerto Baquerizo Moreno. La Amoxicilina fue el segundo antibiético mas consumido con
aproximadamente 169 tabletas expendidas diariamente, seguido por la Dicloxacina (65 tabletas por
dia), Ampicilina (53), Trimetroprim Sulfametoxasol (45), Claritromicina (45), Cefalotina (32),
Cefuroxime (19), Acitromicina (16), Eritromicina (12), Tetraciclina (7), Clindamicina (7) y por

altimo Gentamicina (5). Los datos obtenidos se detallan en la Figura 5.

7  Discusion

El lobo marino (Zalophus wollebaeki) cumple un importante rol ecoldgico en las Islas Galapagos
(Farifa et al., 2003). Debido a esto y al riesgo de extincion de esta especie (Alava et al, 2011), es
importante promover investigacion cientifica que contribuya a la conservacion del lobo marino.
Dado que algunas colonias de lobos marinos en la Isla San Cristobal se encuentran junto a zonas
pobladas, es muy probable que las actividades humanas causen gran impacto sobre la salud de estos
individuos. Mas aun, si las aguas residuales domesticas son vertidas en zonas donde habitan

numerosas colonias de lobos marinos. Durante esta investigacion se observo indicios del impacto de
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las actividades del ser humano sobre la poblacion de lobos marinos a nivel microbiologico. La
posibilidad de que bacterias de origen humano puedan transferir, hacia bacterias intestinales de lobo
marino, genes que codifican resistencia antibiotica, fue determinada utilizando E. coli aislada a partir
de heces de lobos marinos y de agua residual doméstica.

Para que E. coli proveniente de humanos transfiera genes hacia E. coli de lobos marinos
mediante conjugacion, se requiere contacto fisico entre las dos bacterias. Esto implicaria, que E. coli
de origen humano, deberia colonizar exitosamente el intestino del lobo marino después de sobrevivir
a la salinidad marina. En esta investigacion, los ensayos de tolerancia a la salinidad con E. coli
revelaron que no existen diferencias en cuanto a tolerancia a la salinidad entre E. coli aislada a partir
de heces de lobo marino y E. coli aislada de agua residual doméstica. Los dos grupos de aislados
toleran altas concentraciones de sal (mayores a la salinidad marina) y pueden sobrevivir por mas de
un mes sin nutrientes disponibles en solucion salina al 3.5%. A pesar de que E. coli no es una
bacteria halotolerante (Hrenovic et al., 2009), los resultados obtenidos corroboran otros estudios en
los que E. coli puede tolerar por varios dias, salinidades muy altas (Hrenovic et al., 2009).

Con el objetivo de determinar que puede existir colonizacién cruzada de E. coli de origen
humano hacia el intestino del lobo marino, se procedié a identificar la presencia de ecotipos. Un
ecotipo esta definido como un grupo de organismos dentro de una misma especie que poseen
adaptaciones genéticas a un habitat o condiciones especificas (Cohan et al., 2007). En el caso de que
la E. coli que habita en el intestino del lobo marino pertenezca a un ecotipo diferente, la colonizacién
cruzada se veria limitada para E. coli proveniente de humano, ya que esta no tendria las
caracteristicas necesarias para sobrevivir en este habitat. Luego del analisis genotipico, mediante
MLST para la determinacion de ecotipos (Francisco et al., 2012) se pudo detectar diferencias entre
las cepas de E. coli analizadas. El arbol filogenético de la Figura 3, muestra una clara separacion
entre las E. coli aisladas de lobos marinos y E. coli aisladas de aguas residuales. Resultados similares

se pudo observar con el analisis de eBURST, en cuyo caso se definieron dos grupos. EIl primer
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grupo formado por cuatro E. coli aisladas de agua residual y un segundo grupo con cinco aislados de
E. coli de heces de lobos marinos. Los resultados tanto del grafico de eBURST como del arbol
filogenético armado con las secuencias de los genes para MLST, sugieren que existen diferencias
genéticas entre los aislados de E. coli de los dos grupos estudiados. Estas diferencias a nivel genético
en bacterias generalmente se generan por dos rutas, deriva génica o seleccion periddica (Kopac &
Cohan, 2011). La deriva génica tiene mayor fuerza sobre poblaciones pequefias por ejemplo en el
caso de endosimbiontes obligados que se trasmiten, en nimeros muy pequefios, entre hospedadores
(Wernegreen et al., 1999). En la seleccion periddica una mutacion adaptativa se vuelve predominante
en el genotipo a nivel de poblacion (Cohan et al., 2006). Con el analisis realizado, no se puede
determinar con seguridad cual de los mecanismos mencionados ha ocurrido para dar origen a las

diferencias genéticas observadas entre las bacterias aisladas de lobos marinos y de aguas residuales.

A pesar de la agrupacion que se presenta en el arbol filogenético de las bacterias de lobos
marinos entre si y las de aguas residuales en otro clado, también encontramos dos cepas que se
agrupan de manera distinta. Una cepa de E. coli aislada de agua residual se agrupa en el clado de las
E. coli aisladas de heces de lobos marinos y una cepa de E. coli aislada de lobo marino que se agrupa
con las E. coli aisladas de agua residual. Estos resultados reflejan que las diferencias genéticas de
algunas cepas de ambos origenes, no son suficientes, ya que se agrupan juntas en este tipo de analisis
filogenético (Felsestein, 2004). Al no existir muchas diferencias genéticas, probablemente estos dos
grupos de E. coli no pertenezcan a dos ecotipos distintos. Por lo tanto, las condiciones a las que estan
expuestas las E. coli de lobo marino, no son tan diferentes a las que estan expuestas las E. coli en
humanos. Esto quiere decir que seria posible una colonizacion cruzada.

Otra de las pruebas que se realiz6 para determinar si E. coli aislada a partir de heces de lobo
marino representaba un ecotipo diferente a la E. coli de origen humano, se basé en determinar
diferencias al consumir lactosa. Debido a que en los lobos marinos la leche posee valores menores al

0.001% de lactosa (Pilson et al, 1963), se esperaba una menor capacidad en las cepas aisladas de
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lobo marino para degradar este azlcar. Sin embargo, los resultados encontrados no muestran
diferencias en cuanto al consumo de dicho azUcar entre los dos grupos analizados. Por lo tanto este
andlisis no permitio determinar que los aislados de E. coli a partir de heces de lobo marino son un
ecotipo diferente al de origen humano.

Para encontrar indicios de transferencia horizontal entre E. coli de origen humano y E. coli de
lobo marino se procedio a buscar similitudes en los patrones de resistencia antibiotica entre estos dos
grupos (Figura 2). Se observaron resistencias antibiéticas en las E. coli de los tres grupos
muestreados. Es interesante observar que entre las E. coli aisladas de agua residual y de lobos de Isla
San Cristdbal existen resistencias compartidas para los antibidticos: C (3/159), CIP (2/159), SXT
(3/159), ENO (1/159) y CTX (1/159), las mismas que no se encuentran en E. coli aislada de lobos
marinos de Isla Espafiola. Este hallazgo podria ser un indicio de transferencia horizontal de genes
entre estos dos grupos de bacterias. Como se puede observar en la Tabla 2, las resistencias a
antibidticos se presentan en pocas E. coli aisladas de lobos marinos de Isla San Cristébal. Esta baja
cantidad de resistencias a antibidticos es un resultado esperado ya que los lobos marinos no estan en
contacto directo con antibidticos. Al no tener la presion selectiva constante de un antibiético, las
bacterias tienden a eliminar los genes de resistencia a los mismos del acervo genético, para
incrementar su éxito reproductivo (Koskiniemi et al., 2004).

Los aislados de E. coli de lobos marinos de Isla Espafiola fueron tomadas como grupo control
(debido a que las colonias de lobos marinos no se encuentran en contacto con desechos de origen
humanos). Se esperaba que en este grupo no se presenten resistencias a antibidticos, sin embargo, se
presentaron resistencias a AM (2/57), CF (10/57), GM (1/7), S (6/57), TE (1/57) y G (8/57). Dado a
que E. coli no posee resistencia intrinseca a los antibidticos utilizados en el andlisis de
susceptibilidad, podriamos especular que estas resistencias fueron desarrolladas o adquiridas (Stock
et al., 1998). Una posible explicacion es que a pesar de que Isla Espafiola no es habitada, si recibe

visitas turisticas en Punta Suarez y Bahia Gardner, puntos donde se realiz6 el muestreo (PNG, 2013).
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Puede ser que debido a esto se haya dado contaminacion de estos lugares con genes de resistencia a
antibioticos y este no sea un buen grupo control.

Considerando el nimero de bacterias resistentes a los antibioticos testeados (Tabla 2, 3 y 4),
podemos argumentar que el grupo de aislados de E. coli de origen humano (aguas residuales) difiere
del grupo de aislados de lobo marino de la Isla San Cristobal en 9 de los 12 antibioticos. EI haber
encontrado un mayor namero de resistencias a antibioticos en bacterias provenientes de humanos, era
un resultado esperado, ya que los seres humanos estan expuestos permanentemente a estos agentes
que funcionan como una presion selectiva sobre las bacterias hospedadoras (Albrich et al., 2004).

A pesar de que, segun la encuesta realizada, la Amoxicilina (AMC) es el antibiético méas
vendido en Puerto Baquerizo Moreno (aproximadamente 169 tabletas diarias), no se encontrd
resistencias a este agente antimicrobiano en E. coli aislado de aguas residuales. Sin embargo se
observo un aislado resistente a AMC proveniente de heces de lobo marino de Isla San Cristobal. Este
hallazgo pudo deberse a que se analizé un mayor numero de E. coli proveniente de lobo marino de
Isla San Cristobal, por lo que es posible que este gen también se encuentre en E. coli de humanos y
no haya sido detectado.

Otro resultado interesante fue el encontrar aislados de E. coli de heces de lobo marino de la
Isla San Cristébal con resistencia a Cefalotina (CF) en igual proporcion (sin diferencias
significativas) que en los aislados de origen humano (p=0,775). Dicho hallazgo abre las puertas a una
segunda etapa de este proyecto: seria interesante profundizar en el analisis del gen que codifica para
la resistencia a CF para determinar de manera certera si estamos observando evidencia de

transferencia horizontal entre bacterias provenientes de humanos y de lobos marinos.

Retomando el analisis de MLST, este permitid realizar reportes de 3 cepas de E. coli con ST
nuevos encontradas en lobos marinos, en la base de datos de MLST de E. coli de la Universidad de

Warwick (http://mlist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli): La cepa Ec7LSC con el ST 4218, la cepa

ECI10LE con el ST 4219 y la cepa EC19LSC con el ST 4220. También se reporto6 el aislamiento de
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16 cepas de E. coli cuyas secuencias tipo (ST) ya han sido identificados previamente, en varias E.

coli alrededor del mundo.

Finalmente, respecto a la presencia de E. coli en las muestras de heces de lobo marino,
solamente se logré aislar E. coli en el 54.4% de las muestras de heces. Este porcentaje se encuentra
cercano al 47.6% reportado por Carrasco S., en el 2011 en otros pinipedos. La baja presencia de E.
coli el tracto digestivo del lobo marino podria atribuirse a que, a diferencia de los omnivoros y
herbivoros, no poseen una camara fermentadora (Gordon et al., 2003). Estimando porcentajes, el
segundo tipo de bacteria, mas abundante, aislada en muestras de heces de lobo marino fue
Edwarsiella tarda. Esta bacteria es microbiota normal en peces (Verjan et al., 2005). Dado a que la
alimentacion de los lobos marinos se basa en peces (Dellinger et al., 1999), esto podria explicar que
esta bacteria se encuentre en el intestino de los lobos marinos. Existen otros reportes del aislamiento
de esta bacteria en heces de lobos marinos Zalophus californianus de Oregon- Estados Unidos (Coles

etal., 1978).

8 Conclusiones

e En el arbol filogenético realizado a partir de las secuencias de MLST de E. coli, se observo
agrupacion de las E. coli aisladas de aguas residuales en un clado y de las E. coli aisladas de
lobos marinos de Isla San Cristébal e Isla Espafiola en otro. Sin embargo, se encontraron dos
cepas de E. coli que se agruparon en los clados contrarios. Este hallazgo puede sugerir
colonizacién cruzada y como consecuencia la posibilidad de que ocurra transferencia horizontal
de genes entre bacterias de origen humano y de lobo marino.

e Se encontrd indicios de transferencia horizontal de genes debido a la presencia de similitudes en
patrones de resistencia a antibioticos entre cepas de E. coli aisladas de lobos marinos de Isla San

Cristobal y de aguas residuales domeésticas de Isla San Cristobal. Sin embargo la investigacion
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debe ser profundizada analizando la secuencia de los genes que generan la resistencia antibiética
para observar si estos poseen el mismo origen.

De las 19 cepas analizadas mediante MLST, se realizd 3 nuevos reportes de STs de E. coli,
aisladas de lobos marinos y 16 que coinciden con genotipos (ST) previamente reportados en la
base de datos de Warwick.

La genotipificacion por secuenciacion de multiples locus conservados (MLSTS) es un analisis
rapido y econémico para genotipificar asilados de Escherichia coli. En el caso particular de este

estudio, se logro determinar la relacion filogenética entre los aislados analizados.

9 Recomendaciones

Se recomienda identificar y secuenciar los genes que confieren resistencias a antibioticos, de las
E. coli que poseen patrones de resistencia a antibioticos compartidos, aisladas de lobos marinos
y de aguas residuales. La comparacion de estas secuencias corroborarian que se esté dando,
efectivamente, un traspaso horizontal de genes entre las E. coli de lobos marinos y E. coli de
humanos.

El analisis de MLST para una mayor cantidad de cepas aisladas tanto de lobos marinos como de
agua residual doméstica es necesaria para descartar el sesgo que se pueda producir en los
resultados.

Seria interesante ampliar el estudio a aislados E. coli de otros animales que viven en las Islas,
como son las aves marinas, iguanas y tortugas terrestres. Esto permitird determinar si existe
evidencia de transferencia horizontal de genes desde bacterias de origen humano hacia otros
animales de la fauna silvestre de las Islas Galapagos.

Es indispensable concientizar que para la conservacion de los ecosistemas de las Islas Galapagos
se debe también tomar en cuenta el impacto que causa el ser humano con sus desechos organicos

(heces y orina). Pues a pesar de no ser evidente, junto a estos desechos también son eliminadas
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bacterias y residuos de medicamentos que pueden causar impacto en la salud de la fauna de las

Islas.
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11 Tablas

Tabla 1. Antibioticos utilizados para las pruebas de sensibilidad microbiana de las E. coli aisladas de
lobos marinos y de agua residual; y medidas del diametro del halo de inhibicion para determinar
resistencia antibidtica.

Antibiodtico Diametro resistencia* (mm)

e e

Amoxicilina (AMC) 20 pg <1

Cefalotin (CF) 30 ug <14

Ciprofloxacina (CIP)

Gentamicina (GM) 10 pg <1

Tetraciclina (TE) 30 pg <1

Enofloxacina (ENO)

* Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007.
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Tabla 2. Detalle de resistencias antibioticas y céalculo de X? para E. coli aislada de Lobos marinos y

de agua residual doméstica de la Isla San Cristobal

Antibidtico Frecuencias de resistencia a antibidticos

- 15/69 11/159 0.0026**

G o s e
- 1/69 1/159 0.872
-—_—

10/69 3/159 0.00054**

22/69 3/159 1.284e-10 **

13/69 8/159 0.0022**

26/69 35/159 0.022**

-
LRSI [ eeree T s 00000026

**Valor altamente significativo, * Valor significativo. AR SCYT: Agua residual doméstica de la Isla San
Cristébal. L SCY%: Lobo marino de la Isla San Cristébal. AM: Ampicilina, AMC: Amoxicilina, CTX:
Cefotaxime, CF: Cefalotin, C: Cloroamfenicol, CIP: ciprofloxacina, SXT: Trimetroprim-Sulfametoxazol,
GM: Gentamicina, S: Estreptomicina, TE: Tetraciclina, G: Sulfisoxazol, ENO: Enrofloxacina. Pardmetro de
resistencia obtenido de Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007.
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Tabla 3. Detalle de resistencias antibiéticas y calculo de X? para las E. coli aisladas de lobos marinos

de la Isla Espafiola y de agua residual doméstica de la Isla San Crist6bal

Antibidtico Frecuencias de resistencia a antibioticos
T SR

_ 15/69 2/57 0.0065**

e 5 {

_ 1/69 0/57 0.924

- r 5> 7 |

_ 10/69 0/57 0.0077**

cc 7 {

_ 22/69 0/57 0.00000832**

e~ 7 {

_ 13/69 6/57 0.295

et 7 {

_ 26/69 8/57 0.006**

RS e2/co s [T e car

**Valor altamente significativo, * Valor significativo. AR SCY+: Agua residual doméstica de la Isla San
Cristdbal. L Ef: Lobo marino de la Isla Espafiola. AM: Ampicilina, AMC: Amoxicilina, CTX: Cefotaxime,
CF: Cefalotin, C: Cloroamfenicol, CIP: ciprofloxacina, SXT: Trimetroprim-Sulfametoxazol, GM:
Gentamicina, S: Estreptomicina, TE: Tetraciclina, G: Sulfisoxazol, ENO: Enrofloxacina.
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Tabla 4. Detalle de resistencias antibiéticas y calculo de X? para las E. coli aisladas de lobos marinos
de la Isla San Cristébal y de lobos marinos de la Isla Espafiola

AM (2/57), CF (10/57), GM (1/7), S (6/57), TE (1/57) y G (8/57)

Antibidtico Frecuencias de resistencia a antibioticos

11/159 2157 0.546

1/159 0/57 0.592

3/159 0/57 0.7005

3/159 0/57 0.7034

8/159 6/57

35/159 8/57 0.271

-
SRS [ s et R ese

**\/alor altamente significativo, * Valor significativo. L SCY+: Lobos marinos de la Isla San Cristébal. L Ej:
Lobo marino de la Isla Espafiola. AM: Ampicilina, AMC: Amoxicilina, CTX: Cefotaxime, CF: Cefalotin, C:
Cloroamfenicol, CIP: ciprofloxacina, SXT: Trimetroprim-Sulfametoxazol, GM: Gentamicina, S:
Estreptomicina, TE: Tetraciclina, G: Sulfisoxazol, ENO: Enrofloxacina.



Tabla 5. Mediciones de crecimiento de las cepas de E. coli (en cm) sobre el medio de cultivo de

agar con gradiente de concentracion de NaCl de 0% al 13% después de 18 horas de incubacion.

Caja Cepas de E. coli sembradas en cada caja

olle=ls AR1* AR2* LSCY1f LSCY21 LE 1%

3.1 4.1
3.2 4.1
S 4

3.2 4.1
3.2 4.1

4.5
4.4
4.3
4.2
4.5
4.5

3.3
3.3
3.2
&2
3.4
3.4

1.7
1.6
1.5
1.5
2

1.8

56

*AR: Cepas de E. coli aisladas de agua residual doméstica en la Isla San Cristobal. ¥+ LSCY: Cepas de E. coli
aisladas de heces de lobo marino de Isla San Cristobal. I LE: Cepas de E. coli aisladas de heces de lobo

marino de la Isla Espafiola.



57

Tabla 6. Numero de identificacion de ST y cddigo de identificacion de cada alelo de los genes de
MLST de E. coli, asignados por la base de datos de MLST para las cepas de E. coli aisladas de heces

lobos marinos y de agua residual.

- adk fumC gyrB icd mdh purA  recA STY

_ 10 11 4 8 8 8 2 10
_ 10 11 135 8 8 8 2 744
_ 4 26 2 25 5 5 19 38
_ 53 40 47 13 36 28 29 131
_ 28 14 10 14 30 94 92 4218
_ 9 65 5 1 9 13 6 162
_ 53 303 47 13 23 25 109 1905
_ 13 40 19 13 23 25 66 4219
_ 76 24 49 36 16 37 25 4075
_ 76 24 49 36 16 37 25 4075
_ 6 4 14 16 24 8 14 155
_ 4 26 2 25 5 5 19 38
_ 6 11 4 8 8 8 2 48
_ 10 11 4 8 8 8 2 10
_ 6 4 14 16 24 8 14 155
_ 53 303 4 13 23 25 109 4220
_ 53 303 47 13 23 25 109 1905
_ 53 303 47 13 23 25 109 1905
_ 53 303 47 13 23 25 109 1905

*A cada alelo de cada gen de MLST de E. coli (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA y recA) se le asigné una
identificacion numérica de acuerdo con la base de datos de MLST (http://mist.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli).
+ST (Secuencia tipo) correspondiente a la combinacion de los alelos de todos los genes de MLST para cada
cepa. Los ST en naranja son primeros reportes. {Nomenclatura reportada en la base de datos de MLST, HSC:
E. coli aisladas de agua residual de Isla San Cristébal, LSC: E. coli aislada de heces de lobo marino de la Isla
San Cristobal, LE: E. coli aislada de heces de lobo marino de la Isla Espafiola.



http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli

12 Figuras

Caja Petri marcada con un marcador

permanente, dividiendo la caja en cuatro
cuadrantes iguales y lineas paralelas a una

Caja rotulada presentando
crecimiento  bacteriano  (sefialado por la
flecha roja). Se traza una linea de medida
perpendicular al crecimiento bacteriano gue
vaya desde donde inicia el crecimiento de la

de ellas (sefialadas por las flechas), estas se
encuentran numeradas segun la cepa a

mbrarse. . - )
sembrarse primera y tltima cepa sembrada, esta linea

se encuentra seflalada por una flecha negra.

Figura 1. Representacion de la metodologia utilizada : A. Para marcaje de cajas con gradiente de
concentracion de sal y B. Medicion de crecimiento bacteriano.



59

E. coli aislada de .agla
residual doméstica

E. coli de lobo marino
(Isla Espaiiola)

E. coli de lobo marino
(Isla San Cristdébal)

Figura 2. Representacién de las resistencias antibiéticas compartidas entre bacterias de los grupos
muestreados.

*AM: Ampicilina, AMC: Amoxicilina, CTX: Cefotaxime, CF: Cefalotin, C: Cloranfenicol, CIP:
Ciprofloxacina, SXT: Trimetroprim-Sulfametoxazol, GM: Gentamicina, S: Estreptomicina, TE: Tetraciclina,
G: Sulfisoxazol, ENO: Enrofloxacina.
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Ec9 LE
EC26 LSC

EC24 LSC

EC25 LSC

Ec3 19 LSC E. coli LOBOS MARINOS
Ec6 HSC

Ec10 LE

—— Ec11 LE

Ec12LE
Ec7 LSC
Ec2 H3C

e EC16 HSC

Ec1HSC

Ec15 HSC

Ec4 HSC E. coli AGUA RESIDUAL DOM|
Ec14 HSC

Ecs LE

Ec13 HSC

Ec17 HSC

Figura 3. Arbol filogenético realizado en MEGA 5.1 (método Maximum likelihood) con secuencias
de MLST de E. coli para bacterias aisladas de aguas residuales domésticas (HSC), de lobos marinos
de la Isla San Cristobal (LSC) y de la Isla Espafiola (LE).
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38 +4218
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o 4075
1905 4220
10
*162
*131
744
* 4219 e

Figura 4. Analisis de eBURST con los ST de las cepas de E. coli usadas en el analisis de MLST.

*En letra morada se encuentran las cepas aisladas de agua residual domeéstica, en verde se
encuentran las cepas aisladas de heces de lobo marino, el detalle de las muestras se puede observar

en la Tabla 6.



62

Promedio de comprimidos antibiéticos expendidos por dia

180
160
140
120
100

Figura 5. Antibidticos expendidos en la Isla San Cristobal (Hospital Oscar Jandil, Farmacia “Sana
Sana”, Farmacia “Cruz azul”, Farmacia “Su Farmacia” y Farmacia “San Cristobal”) durante la
semana del 1 al 5 de junio del 2013.



13 Anexos

Anexo 1. Cebadores utilizados para la amplificacién de los genes de MLST de E. coli

e

5-TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT-3'

5-ATCAGGCCTTCACGCGCATC-3'

5-CCGTCAACTTTCGCGTATTT-3'

5-GGACGCAGCAGGATCTGTT-3'

5-TCGTCGAAATCTACGGACCGGA-3'

5-CATACGGTAAGCCACGCAGA-3'

e

jtylenzeis 5-TCCCGGCAGATAAGCTGTGG-3

(Wirth et al., 2006)



64

Anexo 2. Fechas, lugares y horas de coleccion de muestras de heces.
21/01/13 Playa de los marinost 5:30 am C1
23/01/13 Playa de los marinost 7:00 am C1
25/01/13 Playa de los marinost 6:00 am C1
26/01/13 Bahia Garder, Punta Suarez} 9:00 am C1

1/02/13 Playa de los marinost 6:00 am Cc2
2/02/13 Playa de los marinost 6:00 am Cc2
10/02/13 Playa de los marinost 6:00 am C3
12/02/13 Playa de los marinost 6:00 am C3
15/02/13 Punta Carolaf 6:00 am C4
22/02/13 Playa de Orof 5:30 am C4.5
27/02/13 Bahia Garder, Punta Suérezi 7:00 am Cc2
1/03/13 Malecont 6:00 am C5
6/03/13 Playa de Orot 6:00 am C5.5
13/3/13 Malecént 6:00 am C6
18/3/13 Playa de Orof 6:00 am C6.5

Fecha

1 Punto de colecta en la Isla San Cristobal. § Punto de colecta en la Isla Espafiola.
*Nomenclatura asignada para cada grupo de muestras, forma parte de la numeracion de cada
cepa.

Anexo 3. Fecha y lugar de colecta de agua residual en la Isla San Cristobal

22/01/13 Bomba del Municipio Co
28/01/13 Bomba del Municipio C1
2/02/13 Bomba del Municipio C2
10/02/13 Bomba del Municipio C3
22/02/13 Bomba del Municipio C4
6/03/13 Bomba del Municipio C5
18/3/13 Bomba del Municipio C6

Fecha

*Nomenclatura asignada para cada grupo de muestras, forma parte de la numeracién de cada cepa.



Anexo 4. Metodologia seguida para el aislamiento de E. coli a partir de heces de lobo marino

DIA1 DIA2

Toma de muestras

3 , Sembrar las muestras de Traspaso de 5 Lac+ a
utilizando Cary Blair

heces en MKL, estriado CromoCult

m

/

Se siembran en
Agar nutritivo
3 MUG+

DIAS DIA3

DIA7

Lectura de
antibiogramas * Se congelan en
< BHI con Glicerol

3

\ a-20C

.7

Revivir las bacterias
congeladas en Agar Nutritivo DIA4

Realizar
antibiograma
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Anexo 5. Metodologia seguida para el aislamiento de E. coli a partir de agua residual.

DIA1

g Tomar5 Lac+y
Toma de
muestrasen Sembrar muestras de Tomar 10 muestras sembrarlas en CromoCult
envase estéril agua en CromoCult MUG+y traspasarlas a
MKL l
Se siembran en
DIA 6 DIA4 Agar nutritivo
n o
DIA 8 - '
Lectura de
antibiogramas
C—— _ Se congelan en
LR BHI con Glicerol
\ a-20C
Realizar Revivir las bacterias )’

antibiograma congeladas en Agar Nutritivo DIAS



Anexo 6. Concentraciones de reactivos utilizados para PCR- MLST de E. coli

Reactivos Concentracion | Concentracion | vol. final

inicial

SRR R

Buffer 4.00 ul

dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.40 ul

BRI T [ e

Primer R 10 uM 0.40 ul

50 ng 1.00 ul

67



Anexo 7. Detalle de analisis bioquimico de las cepas aisladas de heces de lobo marino

Porcentaje de crecimiento y

Morfologia en

morfologia en MKL Chromocult
27/02/2013 | Lugar: Espafiola G- Bahia Gardner, PS- Punta Suarez | 1D | Gram C|U]|S |TSI
C2HEG 1 | Diarrea ‘
Lac + 0%
Lac - 100% | 100% | Bs transparentes C2HEG 1.1 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- K/IA
C2HEG 2 | Diarrea ‘
Lac + 0%
Lac - 100% | 100% | Bs centro rosa palido | C2HEG 2.1 | Muerta NC | Invic | bacilos G- NC
C2HEG3 | Diarrea ‘
Lac + 0.50%
30% Transparente B C2HEG 3.2
Puntiforme
Lac - 95.50% | 70% transparente C2HEG 3.3 | Ox +, Bacilo G-
C2HEG4 | Sdlida ‘
Lac + 0%
Transparente
Lac - 100% | 100% | amarillas C2HEG 4.1 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- AIA
C2HEG5 | So¢lida ‘
C2HEG 5.1 | E.coli M CC | bacilos G-
Lac + 1% 100% | Fuccias opacas C2HEG 5.2 |E.coli M |CC |bacilos G-
Lac - 99% 100% | Transparentes Bs C2HEG 5.3 Invic | bacilos G-
C2HEG6 | Semiblanda
Lac + 0%
Ox +, Bacilo G-,
Lac - 100% | 100% | Transparentes Bs C2HEG 6.1 |K/K
C2HEG7 | Semiblanda
Lac + 0%
Transparentes
40% amarillas C2HEG 7.1 |ASH
Transparentes Bs
Lac - 100% | 60% puntiformes C2HEG 7.2 | ASH
C2HEGS8 | Semiblanda
Lac + 0%
Ox +, Bacilo G-,
C2HEG 8.1 |K/K bacilo G - K/IK
Ox +, Bacilo G-,
C2HEG 8.2 |K/K bacilo G - K/K
Ox +, Bacilo G-,
Lac - 100% | 100% | Bs centro rosa palido | C2ZHEG 8.3 | K/IK bacilo G - K/K
C2HEGY | Blanda
Lac + 0%
C2HEG 9.1 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- K/A
100% | 90% Transparentes C2HEG 9.2 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- K/A
Bs transparentes
Lac - 10% centro rosa C2HEG 9.3 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- K/IA
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C2HEG10 | S¢lida
Lac + 0%
C2HEG 10.1 | E. coli inactiva Invic | bacilos G- | + - |KIA |-
50% Transparentes Bs C2HEG 10.2 | E. coli inactiva Invic | bacilos G- |- + |KIA |-
Lac - 100% | 50% Transparentes C2HEG 10.3 | E. coli inactiva Invic | bacilos G- -
C2HEG11 | Blanda
Lac + 0%
70% Bs halo rosa palido C2HEG 11.1 | No se aislan
Amarillas halo
Lac - 100% | 30% baboso C2HEG 11.2 | No se aislan
C2HEPS1
2 Sélida
C2HEPS
12.1 E. coli M CC | bacilos G- -
C2HEPS
Lac + 30% 100% | Fuccia opaca 12.3 E. coli M CC | bacilos G- -
C2HEPS
Lac - 70% 100% | Transparente amarillo | 12.2 No se aislan bacilos G- -
C2HEG13 | Semiblanda
C2HEG 13.1 | E. coli M CC | bacilos G- -
C2HEG 13.3 | E. coli M CC | bacilos G- -
C2HEG 13.4 | E. coli M CC | bacilos G-
Lac+ 40% 100% | Fuccia opaca C2HEG 13,5 |E. coli M |CC |bacilos G- -
Ox +, Bacilo G-,
Lac - 60% 100% | B centro rosa C2HEG 13.2 | K/K Invic | bacilos G- +
C2HEG14 | Blanda
C2HEG 14.1 | E. coli M CC | bacilos G- -
C2HEG 14.2 | E. coli M CcC bacilos G- -
Lac + 40% 100% | Fuccia opaca C2HEG 14.4 | E. coli M |CC |bacilos G- -
Lac - 60% 100% | Transparente B C2HEG 14.3 | Muerta NC bacilos G- +
C2HEG15 | Blanda
C2HEG 15.1 | E. coli M CcC bacilos G- -
C2HEG 15.4 | E. coli M CcC bacilos G- -
Lac + 80% 100% | Fuccias brillantes C2HEG 15.5 | E. coli M CC | bacilos G- -
20% 100% | Transparente B C2HEG 15.3 | Muerta NC bacilos G- +
C2HEG16 | S¢lida
C2HEG 16.1 | E. coli M CcC bacilos G- -
C2HEG 16.2 | E. coli M CC | bacilos G- -
Lac + 100% | 100% | Fuccia opaca C2HEG 16.3 | E. coli M | CC |bacilos G- -
C2HEG17 | Semiblanda
Fuccias brillantes Mor
Lac + 15% 100% | halo blanco C2HEG 17.1 | E. coli ada |CC bacilo G-
Transparentes
50% brillantes C2HEG 17.2 Invic | bacilos G- |- - |AIA |-
Transparentes centro
Lac - 85% 50% rosa palido C2HEG 17.3 | Sin identificacion Invic | bacilos G- -
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C2HEG18 | Semiblanda
C2HEG 18.1 | E. coli M CcC bacilos G- -
C2HEG 18.4 | E. coli M CcC bacilos G- -
Lac + 10% 100% | Fuccia brillante C2HEG 18.5 | E. coli M CcC bacilos G- -
Ox +, Bacilo G-,
C2HEG 18.2 | K/K Invic | bacilos G- KIK |+
Ox +, Bacilo G-,
Lac - 90% 100% |B C2HEG 18.3 | K/IK Invic | bacilos G- KIK |+
C2HEGI19 | Blanda
Lac + 0%
Ox +, Bacilo G-,
C2HEG 19.1 | K/K Invic | bacilos G- +
Ox +, Bacilo G-,
C2HEG 19.2 | K/K Invic | bacilos G- +
Blanco centro rosa Ox +, Bacilo G-,
Lac - 100% | 100% | péalido C2HEG 19.3 | K/K Invic | bacilos G- +
C2HEPS2
0 Blanda
C2HEPS
20.1 E. coli M CcC bacilos G- -
C2HEPS
Lac + 50% 100% | Fuccias opacas 20.2 E. coli M |CC |bacilos G- -
C2HEPS
Lac - 50% 100% | Bs centro rosa palido | 20.3 Edwarsiella tarda Invic | bacilosG- |+ |- |- |+ |K/IA |-
16/02/2013 Lugar: Punta Carola ID Gram I [C|U|S |TSI O
C4HC1 ‘
Naranjas con punto
60% | amarilloen el centro | C4AHC 1.1 E. coli M CcC bacilos G- -
Lac + 27% 40% | fuccias C4HC 1.2 E. coli M CcC bacilos G- -
Salmonella grupo
Lac - 73% 100% | Amarillas brillantes C4HC 1.3 1 Invic | bacilosG- |- |+ |- |+ |K/IA |-
C4HC2
Lac + 0%
Transparentes
73% | brillantes C4HC 2.1 Edwarsiella tarda Invic | bacilosG- |+ |- |- |+ |KIA |-
brillantes Bs con
punto rosa en el
17% | centro C4HC 2.2 NC Invic | bacilosG- |- |+ |+ |- |A/A |-
10.37 | Amarillas centro Klebsiella
Lac - 100% % | cremoso brillantes C4HC 2.3 pneumonie CC | bacilos G- -
C4HC3
Lac + 10% Fuccias halo blanco C4HC 3.1 E. coli M CcC bacilo G- -
Muerta bacilos
60% | Brillantes amarillas C4HC 3.2 Gram +
E. coli
Transparentes fermentadora
Lac - 90% 40% | blanquecinas C4HC 3.3 lenta Invic |bacilosG- |+ |- |- |- |A/A |-
22/02/2013 Lugar: ‘ Playa de Oro ID Gram Il [C|U|S |TSI |O
C4.5 HO1 | Semiblanda ‘
Lt Jow | | HEEE
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Redondas amarillas
Lac - 100% | 100% | brillantes C4.5H0O 1.1 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- + | KIA
C4.5 HO2 | Blanda
80% Fuccias halo blanco | C4.5H02.1 |E.coli M |CC | bacilos G-
Lac + 10% 20% Fuccias opacas C45H02.2 |E.coli M | CC | bacilos G-
Lac - 90% 100% | Bs centro rosa palido | C4.5H0 2.3 |E.coli? Invic | bacilos G- - |K/IA
C4.5 HO3 | Blanda
Lac + 0%
Enterobacter
Lac - 100% | 100% | Bs centro rosa palido | C4.5HO 3.1 | pyrinus Invic | bacilos G- + |AIA
C4.5HO4 | Blanda
Lac + 0%
Lac- 100% | 100% | Bs centro rosa pdlido | C4.5 HO 4.1 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- - |AA
C4.5HO5 | Sélida
Lac + 0%
Lac - 100% | 100% | Bs centro rosa palido | C4.5 HO 5.1 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- + | K/IA
C4.5HO6 | Semiblanda
50% Rosada opaca C45H0O6.1 |E.coli M | CC |bacilos G-
Lac + 1% 50% Rosada halo blanco C4.5H0O6.2 |E. coli M |CC | bacilos G-
Enterobacter
98% Bs centro rosa palido | C4.5 HO 6.3 | pyrinus Invic | bacilos G- - |K/IA
Enterobacter
Lac - 99% 1% Bs C4.5HO 6.4 | pyrinus Invic | bacilos G- - |KIK
01/03/2013 Lugar: Malecén ID Gram S |TSI
C5HMA 1 | Blanda
C5HMA 1.1 |E.coli M | CC | bacilos G-
80% Fuccias brillantes C5HMA 1.2 |E.coli M | CC | bacilos G-
Lac + 50% 20% Salmon C5HMA 1.3 | E. coli M | CC | bacilos G-
Lac - 50% 100% | Amarillas C5HMA 1.4 | Ox +, Bacilo G-
C5HMA 2 | S¢lida
Lac + 0%
80% Bs transparentes C5HMA 2.1 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- + | K/IA
10% Bs C5HMA 2.2 |NC Invic | NC
Lac - 100% | 10% Bs centro rosa C5HMA 2.3 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- + | K/IA
C5HMA 3 | S¢lida
Lac + 0%
C5HMA 3.1 | Ox +, Bacilo G-
95% Amarillas C5HMA 3.3 | Ox +, Bacilo G- Invic | NC + |K/A
Lac - 100% | 5% Bs centro rosa C5HMA 3.2 |[NC
C5HMA 4 | Semiblanda
Lac + 0%
Amarilla halo difuso Ox+, Bacilo G-,
35% blanco C5HMA 4.1 |K/IK Invic K/A
Salmonella Grupo
Lac - 100% | 35% Bs C5HMA42 |1 Invic
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Ox +, Bacilo G-,
35% Amarillas C5HMA 4.3 | K/A bacilo G-
C5HMA 5 | Sélida
Fuccia brillante halo C5HMA 5.1 | E. coli M CcC bacilos G-
Lac + 30% 100% | blanco C5HMA 5.2 | E. coli M CcC bacilos G-
20.00
% B halo blanco C5HMA 5.3 |NC Invic | NC
40.00 Edwarsiella tarda
% Transparentes C5HMA 5.4 | biogrupo 1 Invic | bacilos G- - |AA
40.00 Edwarsiella tarda
Lac - 70% % Amarillas C5HMA 5.5 | biogrupo 1 Invic | bacilos G- - |AIA
C5HMA 6 | Sélida
33% Fuccia halo blanco C5HMA 6.1 | E. coli M CcC bacilos G-
33% Fuccia babosa C5HMA 6.2 | E. coli M CcC bacilos G-
Lac + 20% 33% Salmén babosa C5HMA 6.3 | E. coli M CcC bacilos G-
Edwarsiella tarda
Lac - 80% 100% | Transparentes Bs C5HMA 6.4 | biogrupo 1 Invic
C5HMA 7 | Semisolida
50% Fuccia halo blanco C5HMA 7.1 | E. coli M CcC bacilos G-
Lac + 20% 50% Salmoén halo blanco C5HMA 7.2 | E. coli M CcC bacilos G-
Lac - 80% 100% | Bs centro salmén C5HMA 7.3 | Edwarsiella tarda Invic + | KIA
C5HMA 8 | Sélida
Fuccias halo brillante
Lac + 10% 100% | blanco C5HMA 8.1 | E.coli M CcC bacilos G-
Lac - 90% 100% | Bs centro rosa palido | CSHMA 8.2 | Edwarsiella tarda Invic K/A
06/03/2013 Lugar: | Playade Oro ID Gram S | TSI
C5.5HO 1 | Sélida
C5.5HO 1.1 |E.coli M cC bacilo G -
Lac + 50% | 100% | Fuccias centro salmon | C5.5HO 1.2 | E. coli M CcC bacilo G -
Lac - 50% | 100% | Bs centro rosa palido | C5.5HO 1.3 | Edwarsiella tarda bacilo G - + | K/IA
C5.5HO 2 | Sélida
C5.5H0O 2.1 |E.coli M CcC bacilo G-
Rosadas centro
Lac + 30% | 100% | salmén C5.5HO0 2.2 |E.coli M CcC bacilo G-
10% | Bs centro rosa palido | C5.5HO 2.3 | Edwarsiella tarda CC |bacilo G - + | K/IA
Amarillas
Lac- 70% 90% | transparentes C5.5HO 2.4 | Muerta NC |NC | bacilo G-
C5.5HO3 | Sdélida
Lac + 5% | 100% | Salmén C5.5H0 3.1 | Citrobacter R CcC bacilo G- - | AIA
40% | B centro rosa palido | C5.5HO 3.2 | Edwarsiella tarda bacilo G- + | K/IA
Sin identificacion,
Lac - 95% 60% | Amarillas C5.5HO 3.3 | congelada bacilo G-
C5.5HO4 | Semiblanda
. C5.5HO 4.1 |E.coli M CcC bacilo G-
Rosadas acuminadas
Lac + 5% | 100% | brillantes C5.5H0 4.2 |E.coli M CcC bacilo G-
Proteus mirabilis
80% | Bs centro rosa palido | C5.5HO0 4.3 | ???? CC - |K/IA
mora
Lac - 95% 10% | Amarillas C5.5HO 4.4 | E.coli da - | KIA




73

Plana, transparente,
10% | babosa, extendida C5.5H0O 4.5 | No identificada +
C5.5HO5 | Blanda
C5.5HO5.1 | E.coli M CcC bacilo G-
50% | 100% | Fuccias halo blanco C5.5H0O 5.2 | E.coli M CcC bacilo G-
Lac + 50% | 100% | Bs centro rosa palido | C5.5HO 5.3 | contaminada bacilo G- +
C5.5HO6 | Soélida
Lac + 0%
Sin identificacion,
30% | Salmén acuminada C5.5HO 6.1 | congelada bacilo G- +
50% | B circular brillante C55H06.2 |CC NC bacilo G- - - | KIA |-
Amarilla plana Sin identificacion,
10% | babosa extendida C5.5HO 6.3 | congelada bacilo G- +
Lac - 100% 10% | B centro rosa C5.5H0O 6.4 | No se aislan NC bacilo G- -
C5.5HO7 | Diarrea
Lac + 0%
10% | Salmén C5.5HO 7.1 |E.coli M bacilo G- -
Sin identificacion,
B centro amarillo C5.5HO 7.2 | congelada B bacilo G- - + |KIA |-
89% C5.5H0O 7.3 | Muerta NC bacilo G- + + |KIA |-
Lac - 100% 1% | B centro rosa C5.5HO 7.4 | Nose aislan B bacilo G- - + |KIA |-
C5.5HO8 | Sdélida
Lac + 0%
Acuminadas Bs Klebsiella
20% | cremosas C5.5H0O 8.1 | pneumonie R bacilo G- - + | A/A
Citrobacter
diversus ?
70% | Bs centro amarillo C5.5H0O 8.2 | Reaislar B bacilo G- + - | KIA
Plana, transparente, Citrobacter
Lac - 100% 10% | babosa, extendida C5.5H0O 8.3 | diversus B bacilo G- + - | KIA
13/03/2013 Lugar: | Malecén ID Gram I S|TSI |O
C6HMA 1 | Diarrea
Lac + 0% -
cocobacilo
C6HMA 1.1 | Edwarsiellatarda | Bs | Invic | G- + + |KIA |-
cocobacilo
C6HMA 1.2 | Edwarsiellatarda | Bs | Invic | G- + + |KIA |-
Transparentes cocobacilo
Lac - 100% | 100% | amarillas C6HMA 1.3 | Edwarsiellatarda | Bs | Invic | G- + + |KIA |-
C6HMA 2 | Sélida
Lac + 0% -
Transparentes Bs
centro rosa C6HMA 2.1 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- |+ + |KIA |-
80% C6HMA 2.3 | Edwarsiella tarda Invic | bacilos G- |+ + |KIA |-
Amarillas-café
Lac - 100% 20% | acuminadas C6HMA 2.2 | No se aislan NC | Invic | bacilos G- -
C6HMA 3 | Sélida
Lac + 0%
bateri
Lac- 100% 40% | B babosa transparente | C6HMA 3.1 | Edwarsiella tarda | B a bacilos G- |+ + |KIA |-
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NC, bateria
C6HMA 3.2 | congelada NC |invic | bacilos G-
B transparente centro NC, bateria
60% | rosa C6HMA 3.3 | congelada NC |invic | bacilos G-
C6HMA 4 | Sélida
C6HMA 4.1 | E. coli M CcC bacilos G-
Lac + 20% | 100% | Fuccia centro salmén | CGHMA 4.2 | E. coli M | CC | bacilos G-
B transparente centro
90% | rosa C6HMA 4.3 | E. coli C invic | bacilos G- + | KIA
Lac- 80% 10% | B transparente C6HMA 4.4 | NC, congelada NC |invic | bacilos G-
C6HMA 5 | Diarrea
Lac + 0%
B transparente centro C6HMA5.1 | Edwarsiella tarda | B invic | bacilos G- + |K/IA
60% | rosa C6HMA 5.2 | Edwarsiella tarda | B invic | bacilos G- + | K/IA
Lac- 100% 40% | B puntiforme C6HMA 5.3 | Edwarsiella tarda | B invic | bacilos G- + | K/A
C6HMA 6
95% | Fuccia centro salmén | CBHMA 6.1 | E. coli M |CC
Sin identificacion,
Lac + 10% 5% | Rosa pélido C6HMA 6.2 | congelada B invic | bacilos G-
B transparente centro Sin identificacion,
50% | rosa C6HMA 6.3 | congelada NC |invic | bacilos G- - |K/IA
30% | Babosa B C6HMA 6.4 | No se aislan A invic | bacilos G-
Enterobacter
Lac- 90% 20% | Salmén babosa C6HMA 6.5 | aerogenes R invic | bacilos G- + |AIA
C6HMA 7 | Sélida
Lac + 70% | 100% | Fuccia centro salmén | CBHMA 7.1 | E.coli CC | bacilos G-
Edwarsiella tarda
40% C6HMA 7.3 | biogrupo 1 NC |invic | bacilos G- - |K/IA
B transparente centro
Lac- 30% 60% | amarillo C6HMA 7.4 | E. coli C invic | bacilos G-
18/03/2013 Lugar: | Playade Oro ID Gram S | TSI
C6.5HO 1 | S¢lida
Lac + 60% | 100% | Fuccias centro salmén | C6.5HO 1.1 | E. coli M CcC bacilos G-
C6.5HO 1.2 | E.coli M CcC bacilos G-
B transparente centro Enterobacter
Lac - 40% 90% | rosa C6.5HO 1.3 | aerogenes B invic | bacilos G- - |KIK
Klebsiella
10% | Rosa palido C6.5HO 1.4 | pneumonie R invic | bacilos G- - |K/IA
C6.5HO 2 | Solida
Lac + 0%
Transparente centro
Lac - 100% 50% | rosa C6.5HO 2.1 | Edwarsiellatarda | B invic | bacilos G- + | KIA
Transparente centro
rosa C6.5HO 2.4 | Edwarsiella tarda | B invic | bacilos G- + | K/IA
45% | Amarillenta opaca C6.5H0O 2.2 | Sin identificacion | B invic | bacilos G- - |KIK
5% | Amarilla transparente | C6.5HO 2.3 | E. coli Invic | bacilos G- + |A/A
C6.5HO 3 | Diarrea
Lac + 70% | 100% | Fuccias centro salmén | C6.5HO 3.1 | E. coli M | CC |bacilos G-
C6.5HO 3.2 | E.coli M CcC bacilos G-
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Lac - 30% | 100% | centro rosa C6.5H0 3.3 |E.coli C Invic | bacilos G- + |K/IA
C6.5HO 3.4 | E. coli C Invic | bacilos G- + | K/IA
C6.5HO 4 | Diarrea
Lac + 0%
Lac- 100% 90% | Bs transparentes C6.5HO 4.1 | Edwarsiellatarda | B Invic | bacilos G- - |K/IA
C6.5HO 4.4 | Edwarsiellatarda | NC | Invic | bacilos G- - |K/IA
Bs transparentes
5% | centro rosa C6.5HO 4.2 | E.coli Invic | bacilos G- - |K/IA
5% | Bs acuminadas C6.5HO 4.3 | Sin identificar R Invic | bacilos G- - |A/A
C6.5HO 5 | S¢lida
Lac + 100% | 100% | Puntiformes rosadas | C6.5HO 5.1 | Muerta CC | Invic | bacilococos
C6.5HO 5.2 | Muerta CC | Invic | bacilococos
Lac - 0%




Anexo 8: Amplicones producto de la PCR de MLST de E. coli para las muestras seleccionadas.
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Anexo 9: Analisis eBURST realizado con los ST identificados para cada cepa de E. coli
secuenciada

BURST Report- Wed Aug 20 22:52:46 COT 2014
0.isolates = 19| No. STs = 12 | No. re-samplings for hootstrapping = 1000
0. loci perisolate = 7 | No. identical loci for group def= 6 | No. groups = 2

roup 1: No. Isolates =4 | No.8Ts =3 | Predicted Founder=10 =S8 Aislados de Agua residual
Average ST Bootstrap
FREQ SLy DLV TLY SAT Distance Group Subgrp
2 2 0 0 0 1.0 32%
1 1 1 0 0 1.5 0%
44 1 1 1 0 0 15 0%

roup 2: No. Isolates=5 | No. STs= 2 | Predicted Founder= None «ajiijmmm Aislados de lobo marino
FREQ SLvV DLV LYV SAT Distance

4 1 0 0 0 1.0
1 1 0 0 0 1.0

Siete STs que E-burst no agrupa

* El detalle de las muestras se puede observar en la Tabla 6.
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