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Analisis filogenético de cepas de Escherichia coli aisladas de
crias de alpacas (Vicugna pacos) con diarrea en la sierra
central del Peru

Phylogenic analysis of Escherichia coli strains isolated from young alpacas
(Vicugna pacos) with diarrhoea in the central Peruvian Andes
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Maria Vasquez C.2, Manuel Barrios A.%, José Rodriguez G2, Boris Lira M.2

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue la determinacion de grupos filogenéticos de
Escherichia coli obtenidos de alpacas con diarrea. Se determind la presencia de E. coli
en 150 muestras de heces diarreicas recolectadas de crias de alpaca de la sierra central del
Pertl, y se determino la distribucion de los grupos filogenéticos mediante el método de
Clermont. E. coli estuvo presente en el 79.3% (119/150) de los animales con diarrea,
pudiendo clasificarse en los grupos filogenéticos A, B1, B2 y D, los cuales mostraron una
frecuencia de 13.5% (16/119), 65.5% (78/119), 1.68% (2/119) y 19.33% (23/119), respectiva-
mente. E121% (25/119) de cepas aisladas de E. coli pertenecen a los grupos filogenéticos
B2 y D, principalmente cepas patogenas extraintestinales, y el 79% (94/119) a los grupos
B1 y A, que son principalmente cepas comensales.
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The aim of this study was to determine the phylogenetic groups of Escherichia coli
isolated from alpacas with diarrhoea. The presence of E. coli was determined in 150
samples of diarrheal faeces collected from young alpacas from the central highlands of
Peru, and the distribution of phylogenetic groups was determined by the Clermont method.
E. coliwas presentin 79.3% (119/150) of animals with diarrhoea. The strains were classified
into phylogenetic groups A, B1, B2 and D, which showed a frequency of 13.5% (16/119),
65.5% (78/119), 1.68% (2/119) and 19.33% (11/23), respectively. Moreover, 21% (25/119)
of isolated strains of E. coli belonged to phylogenetic groups B2 and D, mainly
extraintestinal pathogenic strains, and 79% (94/119) to groups B1 and A, which are mainly

commensal strains.
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INTRODUCCION

Escherichia coli forma parte del
microbiota intestinal de la mayoria de las es-
pecies animales y del hombre y es uno de los
organismos modelo mas explorados para la
investigacion de la evolucion y adaptacion
bacteriana en diferentes condiciones de cre-
cimiento (Kaper et al., 2004; Morales et al.,
2007; Alteri y Mobley 2012; Leimbach et al.,
2013; Dellepiane y Morales-Cauti, 2018). Este
microorganismo puede desarrollarse en dife-
rentes nichos, pudiendo encontrase en los
hospederos vivos, el medio ambiente y los
alimentos, por lo que también se le considera
un indicador de contaminacion fecal y, por
ende, de practicas deficientes de higiene
(Lucas et al., 2016b; Corzo-Ariyama et al.,
2019). Una de las especies bacterianas mas
versatiles, ya que ademas de las cepas co-
mensales, presenta cepas especificas que tie-
nen el potencial de causar numerosas patolo-
gias intestinales y extraintestinales (Gordon
y Cowling, 2003; Morales et al., 2007, Croxen
y Finlay, 2010; Tenaillon et al., 2010; Alteri y
Mobley, 2012).

La gran versatilidad de E. coli se expli-
ca en su alto potencial de recombinacion
(Tenaillon et al., 2010), lo que resulta, ade-

mas, en una enorme variabilidad genética, por
lo que su tipificacion juega un papel critico en
el avance de la comprension de la evolucion
(Morales et al., 2017), capacidad de causar
enfermedad, transmision y vigilancia de este
microorganismo. La tipificacion molecular de
E. coli puede ser realizada mediante meto-
dologias como la electroforesis de enzimas
multilocus (multilocus enzyme electrop-
horesis, MLEE), tipificacion multilocus de
secuencias (Multilocus sequence typing,
MLST), por reaccioén en cadena de la
polimerasa (Polymerase chain reaction,
PCR) y por la secuenciaciéon del genoma
(Clermont et al., 2015).

Se ha demostrado que las cepas de E.
coli pueden dividirse en cuatro grupos
filogenéticos principales: A, B1, B2 y D. Esta
tipificacion, ademas, se relaciona con el ca-
racter virulento de las cepas de E. coli, pues
las cepas virulentas extraintestinales (ExPEC)
pertenecen principalmente al filogrupo B2 y,
en menor medida, al grupo D (Herzer ef al.,
1990; Clermont et al., 2000, 2015; Wirth et
al.,2006; Bok et al., 2020); por otro lado es-
tan las cepas que pertenecen a los grupos Bl
y A, descritas normalmente como cepas co-
mensales (Bok et al., 2020). Entre los méto-
dos que permiten realizar esta tipificacion
existe uno que se destaca por su sencillez y
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rapidez, denominado «método Clermont»
(Clermont et al., 2000), el cual se basa en la
deteccion de tres marcadores genéticos
(chud, yjad y TSPE4.C2) mediante PCR,
mostrando una excelente congruencia con
métodos de referencia como el MLST en la
asignacion de filogrupos (Gordon et al., 2008;
Clermont et al., 2015).

En la region central de los Andes pe-
ruanos, por encima de los 3500 msnm, se
desarrolla una crianza de alpacas que resulta
crucial en la seguridad alimentaria, ya que
estos animales convierten los forrajes silves-
tres (de limitado potencial nutricional) en re-
cursos de alta calidad como carne y fibra,
pero cuyo estado sanitario se ve amenazado
por diversos agentes patdgenos, entre los que
destaca E. coli; patogeno que ha sido
involucrado con cuadros severos en las crias
de estos animales (Morales et al., 2007, 2017;
Lucas et al., 2016a; Rodriguez et al., 2017;
Dellepiane y Morales-Cauti, 2018). A pesar
de ello, no existen reportes sobre la determi-
nacion de grupos filogenéticos en camélidos
sudamericanos, por lo que el objetivo del pre-
sente estudio fue aplicar el método de
Clermont para identificar grupos filogenéticos
de las cepas aisladas obtenidas de casos de
diarrea en crias de alpaca.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

La toma de muestras se realiz6 en las
comunidades alpaqueras de Ninacaca,
Huayllay y Cochamarca, Pasco, situadas en
la sierra central del Perti, por encima de los
3500 msnm. El aislamiento de las cepas se
llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiolo-
gia de la Estacion Experimental IVITA El
Mantaro (Junin, Pert) en febrero y marzo de
2014,y la clasificacion filogenética se realizo
en la Universidad Autonoma de México en
agosto de 2014.
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Animales y Muestras

Se evaluaron hisopados rectales de 150
crias de alpacas (105 machos y 45 hembras)
de 1-4 meses de edad con cuadros diarreicos.
Los hisopos fueron conservados en tubos con
medios de transporte bacteriano Stuard
(Merck, Alemania) a 4 °C hasta su remision
y posterior procesamiento en el laboratorio.

Aislamiento de E. coli

El aislamiento de las cepas de E. coli
se realiz6 de forma convencional. Las mues-
tras fueron sembradas directamente en agar
MacConkey (Merck, Alemania) a 37 °C por
24 horas. Los aislados de colonias presuntivas
de E. coli fueron identificadas a través de
pruebas bioquimicas: indol, motilidad, sulfidrilo,
malonato, urea, citrato de Simmons, lisina y
orinitina. Las cepas aisladas de E. coli fue-
ron colocadas en agar tripticasa de soya
(Merck, Alemania) para su mantenimiento
hasta su remision y ensayos posteriores.

Extraccion de ADN

Las cepas de E. coli fueron cultivadas
en caldo Luria Bertani (Merck, USA) a 37 °C
por 24 horas. El cultivo (1.5 ml) fue cen-
trifugado a 16 500 g durante 5 minutos, tras
lo cual se coloco en bafio maria a 100 °C por
10 minutos. Luego fueron introducidas en frio
por 5 minutos para ocasionar una lisis celular
por shock térmico. Finalmente se centrifugo
a 16 500 g por 5 minutos y se conservo el
sobrenadante (que contenia el ADN extrai-
do) de cada muestra para su posterior uso.

Analisis Filogenético

Para la tipificacion de E. coli se utilizo
el método de Clermont (Clermont et al.,
2000), el cual consiste en la amplificacion del
ADN mediante un PCR triplex. El volumen
final de cada ensayo fue de 20 ul, contenien-
do 2 pl de buffer tampoén 10x, 20 pmol de
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Cuadro 1. Cebadores usados para la deteccion de grupos filogenéticos de E. coli

(Clermont et al., 2000)
Marc’a.dor Cebador Secuencia Amplicén
genético (pb)
chuA chuA.1 5’-GACGAACCA ACGGTCAGGAT-3’ 279
chuA.2 5’-TGCCGCCAGTACC AAAGACA-3’
yjaA yjaA.l 5’-TGAAGTGTCAGGAGACGCT G-3’ 211
yjaA.2 5’-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3’
TSPE4.C2 TSPE4.C2.1 5-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3’ 152
TSPE4.C2.2 5’-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3’

cada cebador (Cuadro 1), cada uno de los
desoxinucleosido trifosfato (ANTPs) al 2 mM,
2.5 U de Tag polimerasa (ATGC Biotech-
nologie, Francia) y 200 ng del ADN extraido
en cada muestra, ajustando el volumen final
con agua bidestilada estéril. Las condiciones
de los PCR fueron las descritas por Clermont
et al. (2000).

Analisis de Resultados

La clasificacion filogenética de E. coli
se realiz6 siguiendo el esquema dicotomico
realizado por Clermont et al. (2000) con re-
lacion a la amplificacion de los genes estu-
diados (Cuadro 2). Los resultados fueron
expresados como frecuencias de E. coli per-
tenecientes a un grupo filogenético (niimero
de muestras positivas / total muestras eva-
luadas x 100).

RESULTADOS Y DISCUSION

E. coli estuvo presente en el 79.3%
(119/150) de los animales con diarrea, pudien-
do clasificarse en los grupos filogenéticos A,
B1, B2 y D, cuyas frecuencias se muestran
en el Cuadro 3.

Existen diversos factores que influyen
en la prevalencia y densidad de E. coli, pero
los principales son el medio ambiente y las
caracteristicas del hospedero vivo (tamafio
corporal, morfologia intestinal, tiempo de re-
tencion de la ingesta y la microflora) (Jang et
al., 2017). Una prevalencia similar a la de-
terminada en este estudio es la mostrada por
Lucas et al. (2016a), quienes determinaron
que este agente estuvo presente en el 80%
de los casos fatales de diarrea en crias de
alpacas de la sierra central del Peru.

Las infecciones por E. coli en alpacas
suelen presentarse como infecciones secun-
darias, aunque se ha descrito la presencia de
algunos patotipos de E. coli diarrogénicos
involucrados a trastornos gastrointestinales en
estos animales (Cid et al., 2012; Morales et
al.,2007,2017; Luna et al., 2012; Silvera et
al.,2012). Las E. coli diarrogénicas podrian
pertenecer a cualquiera de los grupos
filogenéticos detectados puesto que la trans-
ferencia horizontal de genes de virulencia
codificados por plasmidos, incluidas las
enterotoxinas y los factores de colonizacion,
podria efectuarse entre cepas de diferentes
grupos filogenéticos (Gordon et al., 2008;
Rugeles et al., 2010; Labersli et al., 2012).
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Cuadro 2. Sistema utilizado por
Clermont et al. (2000) para Ia
agrupacion filogené-tica de E. coli

. TspE4. Grupo
chus yjaA 82 ﬁlogenl()ético
- - - A
- + - A
- - + Bl
- + + B1
+ + - B2
+ + + B2
+ - - D
+ - + D

(-): Gen no amplificado; (+): Gen amplificado

Sin embargo, las cepas diarrogénicas, asi
como las comensales y poco virulentas de E.
coli, estan asociadas a los grupos A y Bl
(Clermont et al., 2000, 2015; Wirth et al.,
2006).

Por otro lado, las cepas EXPEC perte-
necen principalmente al grupo B2 y en me-
nor proporcion al grupo D (Bingen et al., 1994;
Boyd y Hartl, 1998; Johnson y Stell, 2000;
Escobar-Pairamo et al., 2004; Gordon, 2004).
La prevalencia de las infecciones urinarias
causadas por cepas EXPEC de E. coli son
cada vez mas frecuente en muchos paises
(Clermont et al., 2013). En el presente estu-
dio se evidencia que las cepas ExPEC po-
drian estar presentes en el 21% de los aisla-
dos de E. coli, confirmando a la alpaca como
una fuente potencial de estas cepas, y esbo-
zando un posible vinculo con las infecciones
extraintestinales de E. coli en el poblador
andino. Ademas, diversos reportes en el Peru
han descrito el manejo sanitario deficiente que
se hace durante el sacrificio (Morales et al.,
2007, 2017; Dellepiane y Morales-Cauti,
2018) y expendio (Lucas et al.,2016b) de la
carne de otras especies animales, y que
tambien podrian extenderse al comercio de
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carne de alpaca, por lo que se deberia eva-
luarse la posible transmision por alimentos de
estas cepas.

En el presente estudio también se de-
terminé que el grupo filogenético B1 era el
predominante (65.55%), seguido del grupo D,
representando los grupos A y B2 menos del
15% de los aislados. No existen reportes so-
bre la distribucion filogenética de E. coli en
alpacas, pero es muy particular de esta espe-
cie por los ambientes extremos en los que se
desarrollan y las caracteristicas de alimenta-
cién muy particulares que presenta. En hu-
manos, las cepas del grupo A son predomi-
nantes (40.5%), seguido por cepas del grupo
B2(25.5%) (Duriez et al., 2001; Escobar-
Pairamo et al., 2004; Nowrouzian et al.,
2006). En animales predominan las cepas del
grupo B1, con una frecuencia hasta de 48.2%,
seguidas por A (hasta 48.2%), B2 (hasta
21%) y D (hasta 16%) (Escobar-Pairamo et
al.,2004; Gordon y Cowling, 2003; Skurnik
et al.,2006; Baldy-Chudzik et al., 2008; Bok
et al., 2020). Estas diferencias pueden de-
berse a caracteristicas de la especie en tér-
minos de morfologia y fisiologia intestinal; no
obstante, los habitos alimenticios y el nivel de
higiene son los principales factores que ex-
plican las distribuciones de los grupos
filogenéticos en humanos (Gordon et al.,
2005; Skurnik et al., 2008; Tenaillon ef al.,
2010).

Cuadro 3. Frecuencia de grupos filoge-
néticos de E. coli aislados de crias de
alpacas (Vicugna pacos) con diarrea

fi lcf::;;%(t)ico Frecuencia (%) +1C%
A 13.45(16/119) +6.13

B1 65.55 (78/119) +8.54

B2 1.68 (2/119)  +£2.31

D 19.33 (23/119) +£7.10

5
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CONCLUSIONES

El 21% (25/119) de cepas aisladas de

E. coli pertenecen a los grupos filogenéticos
B2 y D, principalmente cepas patdgenas
extraintestinales, y el 79% (94/119) a los gru-
pos B1 y A, que son principalmente cepas
comensales.
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