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Aislamiento e identificacion molecular de cepas bacterianas
anaerdbicas aisladas del compartimento 1 dela alpaca
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Isolation and molecular identification of anaerobic bacterial strains isolated from
compartment 1 of the alpaca (Vicugna pacos)
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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo identificar bacterias anaerdbicas aisladas del compar-
timento 1 del tracto digestivo de las alpacas. Se obtuvieron 4 aislamientos del licor (LC1)
y 9 de la pared del compartimento (PC1) de los tractos digestivos. Los aislamientos de
LC1 se cultivaron en agar Anaerobico de Brewer (BA), y los aislamientos de PC1 en BA
suplementado con L-cisteina. Los aislamientos anaerdbicos fueron sometidos a identifi-
cacion mediante observacion microscopica y pruebas bioquimicas, seguidas de la extrac-
cion de ADN bacteriano total. La amplificacion se realizo utilizando cebadores 27F-1492R
en el gen 16S ARNTr, y se secuenci6 utilizando el método Sanger con un analizador de
ADN ABI PRISM 3730XL. El analisis bioinformatico revel6 que las cepas correspondien-
tes a la especie de LCI1 eran cuatro Streptococcus equinus y de PC1 eran nueve
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Streptococcus vicugnae. En el analisis filogenético, las cepas de Streptococcus equinus
formaron un clado monofilético con un valor de Bootstrap de 100 y Streptococcus
vicugnae con 88. Las cepas revelaron una naturaleza estrictamente anaerdbica, desta-
cando la complejidad de la taxonomia del género Streptococcus y enfatizando la necesi-
dad de futuras investigaciones para aclarar su clasificacion taxonomica.

Palabras clave: bacterias anaerobicas, alpaca, compartimento 1, 16S rDNA, filogenética,
Streptococcus

ABSTRACT

The aim of the study was to identify anaerobic bacteria isolated from compartment 1
of the digestive tract of alpacas. Four isolates were obtained from the liquor (LC1) and
nine from the compartment wall (PC1) of the digestive tracts. LC1 isolates were cultured
on Brewer’s Anaerobic Agar (BA), and PCl1 isolates on BA supplemented with L-cysteine.
Anaerobic isolates were subjected to identification by microscopic observation and
biochemical tests, followed by extraction of total bacterial DNA. Amplification was
performed using primers 27F-1492R on the 16S rRNA gene and sequenced using the
Sanger method with an ABI PRISM 3730XL DNA analyser. Bioinformatic analysis revealed
that the strains corresponding to the species of LC1 were four Streptococcus equinus
and of PC1 were nine Streptococcus vicugnae. In phylogenetic analysis, Streptococcus
equinus strains formed a monophyletic clade with a Bootstrap value of 100 and
Streptococcus vicugnae with 88. The strains revealed a strictly anaerobic nature,
highlighting the complexity of the taxonomy of the Streptococcus genus and emphasizing
the need for future research to clarify its taxonomic classification.

Keywords: anaerobic bacteria, alpaca, compartment 1, 16S rDNA, phylogenetics,
Streptococcus

El estobmago de los camélidos sudame-
ricanos difiere morfoldgicamente de los ru-
miantes, pues poseen tres compartimentos en

INTRODUCCION

Las tierras altas de Pert, incluyendo
areas como Puno, Cusco y Huancavelica,
albergan la mayor concentracion de alpacas
a nivel mundial (INEI, 2012; Candio et al.,
2021; Wurzinger y Gutiérrez, 2022). En este
entorno particular, emergen dos importantes
razas de alpacas, Huacaya y Suri, constitu-
yendo colectivamente mas del 85% de la po-
blacion de alpacas en Pert (Quispe et al.,
2009). La fibra derivada de las alpacas
Huacaya recibe notable reconocimiento y ex-
perimenta una extensa demanda dentro de la
industria textil (Paredes et al., 2013; Macha-
caetal., 2017; Bustinza et al., 2021).

contraste con el estomago de cuatro
compartimentos de los rumiantes (Vallenas
et al., 1971; Ingrand, 2000; Davies et al.,
2007). El primer compartimento (C1), analo-
go al rumen, es responsable de la mezcla,
regurgitacion y digestion microbiana de la
ingesta. El licor estomacal de este comparti-
mento juega un papel crucial en la fermenta-
cion y digestion microbiana, en tanto que la
pared del compartimento estomacal absorbe
los productos finales de la digestion
microbiana. Esta interaccion entre el licor y
la pared del compartimento estomacal es
esencial en el proceso digestivo de estos ani-
males (Hund y Wittek, 2018).
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El rumen de los rumiantes alberga una
diversidad de microorganismos, incluyendo ar-
queas, hongos, protozoos, bacteriofagos, virus
y bacterias, que desempeiian un papel funda-
mental en la conversion de componentes vege-
tales dietéticos en energia (Cholewiiiska ef al.,
2021). Sin embargo, hay pocos estudios so-
bre la caracterizacion del microbiota de la
alpaca a partir de muestras de heces (Carroll
etal.,2019; Bedenice et al., 2022), habiendo
encontrado solo un informe sobre el analisis
del microbiota en el compartimento 1 (Garcia
etal., 2021).

El género Streptococcus, pertenecien-
te al grupo de bacterias lacticas (LAB),
engloba una diversidad de especies. Si bien
algunas son patogenas (Herrera et al., 2009),
se tienen muchas que no son patégenas (Jans
et al.,2015), encontrandose naturalmente en
la flora comensal de la piel, cavidad oral,
nasofaringe, tracto respiratorio superior,
tracto gastrointestinal y tracto urogenital en
humanos y animales (Clark, 2020). Aquellas
que colonizan el tracto gastrointestinal exhi-
ben un comportamiento anaerdbico facultati-
vo (Whitehead y Cotta, 2000), habiéndose
reportado en ovejas, cabras y vacas (Okura
et al., 2019; Gottschalk et al., 2020; Park et
al., 2022), alpacas (Volokhov et al., 2021),
llamas (Tavella et al., 2018) y camélidos
(Stoughton y Gold, 2015).

Las secuencias del gen ARNr 16S con-
forman una herramienta fundamental para
identificar y clasificar microorganismos en
diversos ambientes (Schloss y Handelsman,
2004). Con el tiempo, se ha establecido que
la amplificacion mediante PCR, la clonacion
y la secuenciacion son las principales tecno-
logias empleadas para la determinacion efec-
tiva de secuencias del gen ARNr 16S en di-
versos contextos (Kim et al., 2011).

Ladestacada eficiencia digestiva de las
alpacas las convierte en un modelo de hospe-
dador atractivo para el estudio de bacterias
anaerobicas. Los objetivos de este estudio
fueron aislar e identificar cepas bacte-rianas
anaerobicas que residen en el compartimen-
to 1 de las alpacas y determinar su filogenia.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

La investigacion se llevo a cabo en el
Centro Experimental ‘La Raya’ de la Uni-
versidad Nacional del Altiplano, ubicado en
el distrito de Santa Rosa, Provincia de Melgar,
departamento de Puno, Pera. Este centro,
situado dentro de la region agroecologica co-
nocida como Puna Himeda, se encuentra a
una altitud de 4200 msnm, con predominio de
temperatura entre -10 y 17 °C y precipita-
cion anual de 525 mm.

Se utilizo la técnica de muestreo no
probabilistico intencional para seleccionar un
grupo compuesto por cuatro alpacas macho
de raza Huacaya, con edades entre 3 y 4
anos. Estos ejemplares se crian en un siste-
ma de manejo extensivo y su dicta se basa
en el pastoreo de los pastizales naturales de
la region montafiosa. La seleccion de estos
ejemplares se realizo cumpliendo con la Ley
Nacional Peruana N.° 30407, relacionada con
la ‘Proteccion y Bienestar Animal’.

Para la obtencion de las muestras se
extrajo aproximadamente 500 g del conteni-
do del compartimento C1 del tracto digestivo
que luego fue sometido a un proceso de ta-
mizado utilizando gasa estéril. Esto permitio
obtener un volumen de 20 mL de licor, que
fue posteriormente diluido en una proporcion
de 1:10 utilizando una soluciéon de NaCl al
0.09%. Se obtuvieron 13 muestras.

Aislamiento de Bacterias

El aislamiento inicial de bacterias anae-
robicas del compartimento C1 del tracto di-
gestivo de las alpacas se llevo a cabo utili-
zando el precipitado bacteriano de cuatro ais-
lamientos LC1 y 9 aislamientos PC1. Se rea-
liz6 en placas de Petri utilizando Agar Co-
lumbia con sangre (OXOID) suplementado
con 0.05% de L-cisteina. Se empled la técni-
ca de doble capa, donde la primera capa im-
plicaba el rayado para el agotamiento utili-
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zando un asa de Kolle. Posteriormente, se
agrego agar fundido que se habia pre-enfria-
do a 50 °C. Antes de la incubacion, las pla-
cas se voltearon y se colocaron en pilas den-
tro de camaras anaerobicas. Esta disposicion
facilito la correcta colonizacion del agar por
parte de los microorganismos inoculados y
también sirvio para prevenir la contaminacion
y que el agua de condensacion afectara al
medio de cultivo. La caracterizacion fenoti-
pica implicd la observacion de las caracteris-
ticas morfologicas de las colonias con la tincion
de Gram.

Cultivo de Bacterias Anaerobicas y Prue-
bas Bioquimicas

El cultivo anaerdbico se llevo a cabo en
camaras anaerdbicas utilizando sobres BBL
Gaspak como indicadores. Tras su activacion,
los sobres mostraron condiciones anaerdbicas,
cambiando de azul a blanco. Esto confirmo
que el crecimiento del cultivo ocurrio en un
ambiente anaerobico después de 48 h de
incubacién a 37 °C. Las colonias de LC1 se
cultivaron en Agar Anaerobico de Brewer
(BA), mientras que las de la PC1 se cultiva-
ron en Agar Anaerobico de Brewer suple-
mentado con L-cisteina (BA-Cys). Se reali-
zaron pruebas de identificacion bioquimica,
incluyendo evaluaciones de catalasa, activi-
dad oxidasa, produccion de indol, azufre,
motilidad, utilizacion de citrato de Simmons y
reacciones del Agar de Hierro de Kligler (KIA),
en las trece cepas bacterianas aisladas.

Extraccion de ADN, PCR y Secuenciacion

El ADN bacteriano aislado se extrajo
utilizando el kit Extracta Plus DNA -
Quantabio, siguiendo el protocolo del kit. La
pureza de las plantillas de ADN extraidas se
analiz6 utilizando un nanofotémetro de implan-
te mediante la medicion de la absorbancia a
260/280 nm, la cual se visualizo en un gel de
agarosa al 1%. La amplificacion del gen 16S
ARNTr se llevo a cabo utilizando los cebadores:
27F hacia adelante (5' AGAGTTTGATCMT-

GGCTCAG 3"y 1492R hacia atrés (5' TACGG
YTACCTTGTTACGACTT 3'). La amplifica-
ciéon de PCR se realizo siguiendo el protocolo
del kit AccuStart II PCR SuperMix —
Quantabio.

El gen I6SrRNA se sometié a secuen-
ciacion de ADN utilizando el método de
secuenciacion de Sanger con un analizador
de ADN ABI Prism 3730XL de Applied
Biosystems. El proceso de secuenciacion
involucrd un paso de desnaturalizacion inicial
a 96 °C durante 20 s, seguido de 30 ciclos de
hibridacion a 50 °C durante 20 s y extension
a 60 °C durante 4 min. La purificacion de los
productos de secuenciacion de Sanger se rea-
lizé utilizando el kit de purificacion BigDye®
XTerminator™ de Applied Biosystems. Este
proceso de purificacion involucrd la adicion
de soluciones SAM y BigDye X Terminator,
mezcla y posterior centrifugacion. El
sobrenadante resultante se transfirio para su
analisis en un analizador genético.

Analisis del Arbol Filogenético

Se llevo a cabo un proceso exhaustivo
de analisis de secuencias. Inicialmente, se
aplico un control de calidad a las secuencias
coincidentes utilizando Chromas v. 2.6.6.
Luego, las secuencias de ADN se ensambla-
ron utilizando el software Geneious Prime 6.
Posteriormente, se utilizd la herramienta
bioinformatica NCBI BLAST para identifi-
car las secuencias. Se construy6 un arbol
filogenético utilizando un subconjunto de se-
cuencias de GenBank estrechamente rela-
cionadas después de alinear multiples secuen-
cias con AliView v. 1.26 (Larsson, 2014). Para
construir el arbol filogenético, se utilizé el pro-
grama Raxml v. 8.2 (Stamatakis, 2016) con
1000 réplicas de Bootstrap. Ademas, se utili-
z6 Modeltest para determinar el modelo evo-
lutivo de ADN mas apropiado. Finalmente,
se utilizo el programa iTOL v. 5 (Letunic y
Bork, 2021) para observar el mapa filoge-
nético.
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Cuadro 1. Resultados de pruebas bioquimicas de bacterias anaerdbicas aisladas del Compartimento
1 del estobmago de cuatro alpacas
Caracterizacion S
. D microscépica Medio de Pruebas bioquimicas
Origen Bacteria  Tincion de Gram  cultivo SIM
C O KIA S.C
Forma  Color S Indol M

UNAPO1 BA-Cys - - A/A - - - -

UNAP04 BA-Cys - - A/A - - - -

UNAPO04.2 BA-Cys - - A/A - - - -

UNAPO3 BA-Cys - - A/A - - - -

PCl  UNAPO5 Cocos pfsrﬁsa BA-Cys - - AA - - -

UNAPO6 BA-Cys - - A/A - - - -

UNAPO7 BA-Cys - - A/A - - - -

UNAPO8 BA-Cys - - A/A - - - -

UNAPO02.1 BA-Cys - - A/A - - - -

UNAPO03.1 BA - - A/A - - - -

UNAPOI.1 Gram BA - - A/A - - - -

Lct UNAPO02.1 Cocos positiva BA - - A/A - . . .

UNAPO4.1 BA - - A/A - - - -

LClI: licor; PC1: pared del compartimento C1
C: prueba de Catalasa, O: prueba de Oxidasa, S: prueba de Azufre, M: Motilidad, S.C: prueba de Citrato de

Simmons

BA: Agar Anaerdbico de Brewer; BA-Cys: Ba suplementado con L-cisteina

RESULTADOS

Prueba de microscopia y pruebas bioqui-
micas

Las trece cepas bacterianas aisladas
mostraron un perfil Grampositivoy presenta-
ron morfologia de cocos (Cuadro 1). Las ce-
pas bacterianas aisladas en las pruebas
bioquimicas mostraron una respuesta negati-
va, incluyendo la produccion de indol, reduc-
cion de sulfuro, motilidad, citrato de Simmons,
reactividad a la oxidasa y actividad catalasa.
Ademas, al ser sometidas a Agar de Hierro
de Kligler (KIA), se observd consistente-
mente un resultado A/A (Cuadro 1).

Identificacion molecular
Laidentificacion taxondémica se realizd

utilizando la herramienta BLAST. Las se-
cuencias obtenidas se almacenaron en la base
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de datos de GenBank. Los resultados obte-
nidos de la busqueda abarcan el reconoci-
miento de la especie bacteriana correspon-
diente, el nimero de acceso vinculado a la
especie mas cercana, el nimero de acceso
de las secuencias archivadas, junto con los
porcentajes de cobertura de consulta, simili-
tudes de identidad, brechas detectadas y va-
lor E, como se describe en el Cuadro 2.

Construccion y andlisis de arbol filogenético

La taxonomia de los 13 aislados se de-
termind construyendo un arbol filogenético
utilizando las secuencias del gen 16S ARNr
de los aislados y aquellas obtenidas de la base
de datos GenBank en NCBI. Los resultados
(Figura 1) indicaron que los aislados
0Q989631.1, 0Q982904.1, 0Q989632.1 y
0Q982900.1 de LC1 formaron un clado
monofilético con NR 181987.1, identificado
como Streptococcus vicugnae con un valor
de Bootstrap de 88. Por otro lado, las cepas
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Cuadro 2. Identificacion molecular de las especies bacterianas encontradas en el contenido del Compartimento 1

del tracto digestivo de cuatro alpacas

Numero de Numero de
ID Bacteria acceso gle Espef:les acceso d'e la ' Query Identidades  Gaps ~ E-value
secuencias bacterianas  coincidencia mas  Cover
depositadas cercana
UNAPO1 0Q982901 Streptococcus MNO075466.1 100% 100% 0 0
equinus
UNAPO1.1 0Q982900 Streptococcus NR_181987.1 100% 99.86% 0 0
vicugnae
UNAPO02.1 0Q982904 Streptococcus MT537728.1 100% 99.86% 0 0
vicugnae
UNAPO3 0Q982903 Streptococcus MNO075469.1 100% 99.93% 0 0
equinus
UNAPO3.1 0Q989631 Streptococcus NR _181987.1 100% 99.86% 0 0
vicugnae
UNAPO04 0Q982905 Streptococcus MNO075471.1 100% 99.93% 0 0
equinus
UNAP04.2 00Q989626 Streptococcus MNO075474.1 100% 99.93% 0 0
equinus
UNAPO04.1 0Q989632 Streptococcus MT537728.1 100% 99.86% 0 0
vicugnae
UNAPO5 00Q989627 Streptococcus MNO075449.1 100% 99.93% 0 0
equinus
UNAPO06 0Q989628 Streptococcus MNO075448.1 100% 99.93% 0 0
equinus
UNAPO7 0Q989629 Streptococcus MNO075472.1 100% 99.93% 0 0
equinus
UNAPO8 0Q989630 Streptococcus MNO075452.1 100% 99.93% 0 0
equinus
UNAPO02 00Q982902 Streptococcus MNO075463.1 100% 99.93% 0 0
equinus

aisladas de PC1, identificadas como
0Q982901, 0Q982903, 0Q982905, 0Q98-
9626, 0Q989627, 0Q989628, 0Q989629,
00Q989630 y 0Q982902, formaron un clado
monofilético con secuencias de la base de
datos GenBank identificadas como Strepto-
coccus equinus, con un valor de Bootstrap
de 100.

DiScUusION

Los resultados revelaron la identifica-
cion de dos especies, Streptococcus
vicugnae y Streptococcus equinus, obteni-
das de LC1 y PC1 del compartimento 1, res-

pectivamente. Esta informacién del micro-
biota de la alpaca es relevante dado el limita-
do numero de estudios relacionados con esta
especie. Las cepas bacterianas aisladas fue-
ron cultivadas en un medio especifico para
bacterias anaerobicas, siendo las de LC1 cul-
tivadas en BA, mientras que las del compar-
timento PC1 se cultivaron en BA-Cys. Los
resultados de las pruebas de catalasa y
oxidasa indicaron que todas las cepas eran
estrictamente anaerdbicas (Volok-hov et al.,
2021). Ademas, las cepas arrojaron resulta-
dos negativos en las pruebas de Indol, Movi-
lidad y Citrato de Simmons, caracteristicas
de un perfil propio de bacterias anaerdbicas
(Nagy et al., 2018; Volokhov et al., 2021).
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NR 040955.1 Lactococcus lactis |0utgruup
MF578792.1 Streptococcus pneumoniae
4100: MF578793.1 Streptococcus pneumoniae
= OP290418.1 Streptococcus agalactiae
100 OP290419.1 Streptococcus agalactiae
KU981198.1 Streptococcus pyogenes
100 KU981199.1 Streptococcus pyogenes

[ AY324631.1 Streptococcus alactolyticus

100 Av324632.1 Streptococcus alactolyticus
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69 88
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_ﬁ
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0Q989631.1 Streptococcus vicugnae
0Q982904.1 Strepto coccus vicugnae
0Q989632.1 Streptococcus vicugnae
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7

0Q982903.1 Streptococcus equinus

100
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0Q982905.1 Streptococcus equinus
0Q982902.1 Streptococcus equinus
0Q989628.1 Streptococcus equinus
0Q982901.1 Streptococcus equinus
0Q989629.1 Streptococcus equinus
AB563229.1 Streptococcus equinus
AB563225.1 Streptococcus equinus
ABB849353.1 Streptococcus equinus
MNO075469.1 Streptococcus equinus
0Q989630.1 Streptococcus equinus
0Q989626.1 Streptococcus equinus
MNO075456.1 Streptococcus equinus
LC145574.1 Streptococcus equinus
KF156794.1 Streptococcus equinus
AB563263.1 Streptococcus equinus
AB563227.1 Streptococcus equinus
AB362710.1 Streptococcus equinus
0Q989627.1 Streptococcus equinus

snasooojdang
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snoooooldens

50

Figura 1. Arbol filogenético de los aislamientos bacterianos basado en las secuencias de ARNr 16S

El analisis filogenético desempefid un
papel crucial en la identificacion de las rela-
ciones taxonomicas de las cepas bacterianas
bajo investigacion. Al construir un arbol
filogenético basado en las secuencias de
ARNr 16S de las cepas aisladas, junto con
secuencias obtenidas de las bases de datos
GenBank y NCBI, se sugiere una conexion
potencial entre las cepas aisladas y las espe-
cies Streptococcus equinus y Streptococcus
vicugnae, lo que enfatiza la necesidad de una
investigacion mas exhaustiva.

Streptococcus equinus, una especie
Grampositiva que reside en el tracto gastroin-
testinal de animales y humanos (Boleij y
Tjalsma, 2013) es uno de los componentes
aerotolerantes del microbiota en la superficie
epitelial del rumen (Jans y Boleij, 2018). Asi-
mismo, se reportd en la flora conjuntival de la
alpaca Huapaya (Storms et al., 2016). Es
importante destacar que Streptococcus
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equinus se encuentra categorizado dentro del
complejo SBSEC, el cual ha demostrado una
estrecha relacion filogenética con otras es-
pecies de Streptococcus como S. gallolyti-
cus, S. infantarius, S. macedonicus, S.
waius, S. lutetiensis y S. pasteurianus, dis-
tinguiéndolo de otras especies de Streptoco-
ccus que no pertenecen a este complejo (Jans
etal.,2015; Jans y Boleij, 2018).

El descubrimiento de Streptococcus
vicugnae, una especie recién identificada en
2021 (Volokhov et al., 2021) es de conside-
rable importancia dentro del contexto de este
estudio. Los resultados filogenéticos sugie-
ren la posibilidad de que las cepas bajo inves-
tigacion representen variantes o subtipos den-
tro de esta especie recién descubierta. Del
mismo modo, es la primera vez que se ha re-
portado Streptococcus vicugnae en alpacas
nativas del Pert. Esta observacion subraya
la complejidad de la taxonomia dentro del
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género Streptococcus y resalta la necesidad
urgente de mas investigacion para elucidar
con precision la naturaleza de la relacion
taxonomica.

CONCLUSION

Las cepas bacterianas aisladas, carac-
terizadas como estrictos anaerobios, mostra-
ron relaciones filogenéticas con Strepto-
coccus equinus de PC1 y Streptococcus
vicugnae de LC1, aisladas del compartimento
1. Este es el primer estudio que reporta bac-
terias anaerobicas en los tractos digestivos
de las alpacas peruanas. Por Gltimo, esto re-
salta la complejidad de la taxonomia del gé-
nero Streptococcus y subraya la importancia
de futuras investigaciones para comprender
la clasificacion taxonomica de estas cepas.
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