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PRESENCIA DE Escherichia coli 0157 EN CRIAS DE ALPACAS
(Vicugna pacos)

PRESENCE OF EscHerIcHIA coL1 O157 IN YOUNG ALPACAS
(VIcuGNA4 pacos)

Elvis Silvera C.!, Rosa Perales C."¢, Jorge Rodriguez B.*, Teresa Lopez U.%,
César Gavidia C.%, Juan Agapito P.5, César Palacios E.!

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo evaluar la presencia de E. coli 0157 (gen rfb O157) en
crias de alpacas (Vicugna pacos) con y sin diarrea, asi como los genes que codifican la
intimina (gen eae), toxina Shiga 1 (gen Stx1) y toxina Shiga 2 (gen Stx2). Se utilizaron
cepas de E. coli provenientes de un ensayo previo realizado en Puno, Pert. Se evaluaron
55 y 52 cepas de E. coli provenientes de crias de alpacas con y sin diarrea. Las cepas
fueron procesadas mediante la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Ambos grupos resultaron negativos a la presencia de E. coli O157. En el grupo de crias
de alpacas sin diarrea, 7 cepas fueron positivas para el gen eae y 4 para Stx2. En el grupo
de crias de alpacas con diarrea 2 cepas resultaron positivas para los genes eae y Stxl1, 1
paraeaey Stx2, 5 para eae, 1 para Stx1 y 5 para Stx2. El estudio no identificé la presencia
del serogrupo E. coli O157; sin embargo, se identificé la presencia de los genes eae y Stx,
lo que demuestra que esta especie doméstica podria estar actuando como reservorio de
E. coli enterohemorragica.

Palabras clave: Escherichia coli O157, toxina Shiga, intimina, alpaca, Vicugna pacos,
rfb 0157, eae, Stx, PCR

ABSTRACT

The study aimed to evaluate the presence of £. coli O157 (rfb O157 gene) in young
alpacas (Vicugna pacos) with and without diarrhea, and the genes that codify their main
factors of virulence such as intimin (eae gene), Shiga toxin 1 (gene Stx1) and Shiga toxin
2 (Stx2 gene). Strains of E. coli from a previous study in Puno, Peru were used. A total of
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55 and 52 strains of E. coli from young alpacas with and without diarrhea respectively
were used. Strains were processed by the polymerase chain reaction (PCR) technique.
Both groups resulted negative for the presence of E. coli O157. In the group of alpacas
without diarrhea, 7 strains were positive for the gene eae and 4 for Stx2. In the group of
alpacas with diarrhea 2 strains were positive for the genes eae and Stx1, 1 for eae and
Stx2, 5 for eae, 1 for Stx1 and 5 for Szx2. The survey did not identify the presence of
serogroup E. coli O157; however identified the presence of Stx and eae genes which
shows that this species might be acting as domestic reservoir of enterohaemorrhagic

E. coli.

Keywords: Escherichia coli O157, Shiga toxin, intimin, alpaca, Vicugna pacos,

rfbO157, eae, Stx, PCR

INTRODUCCION

Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC) es un agente zoondtico emergente
de gran impacto a nivel mundial (Armstrong
et al., 1996) que causa serias enfermedades
en el humano como la colitis hemorragica
(CH) y el sindrome urémico hemolitico
(SUH). Dentro de esta especie se encuentra
como serogrupo mas importante la E. coli
0157 debido a los serotipos O157:H7 y
O157:H- (Griffin y Tauxe, 1991).

E. coli O157 se transmite por via fecal-
oral y tiene una dosis infectiva muy baja (me-
nos de 100 bacterias por gramo) (Karmali,
1989). Los vehiculos mas frecuentes para la
infeccion humana son los alimentos y el agua
(Tanaro et al., 2006), pero se ha demostrado
la transmision de persona a persona, la trans-
mision en el laboratorio y por contacto direc-
to con animales (OIE, 2004).

El primer aislamiento de E. coli
enterohemorragica O157:H7 en el Pert se
reportd en el 2001, en un lactante de 11 me-
ses de edad con un cuadro de diarrea
disentérica (Huapaya et al., 2001; Huguet et
al., 2002). Estudios posteriores realizados en
Lima demostraron la presencia de
Escherichia coli O157:H7 en alimentos
(Mora et al., 2007).

Los rumiantes son el reservorio de
EHEC O157 (Armstrong et al., 1996), sien-
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do el ganado bovino la principal especie im-
plicada. Este serogrupo también ha sido ais-
lado de varias especies de mamiferos, aves y
animales silvestres (OIE, 2004). En camélidos
sudamericanos solo se ha reportado la pre-
senciade E. coli enterohemorragica O26:H11
en un guanaco (Lama guanicoe) de dos
meses de edad, que presentaba una severa
diarrea acuosa (Mercado et al., 2004).

En el pais se reportan numerosos casos
de diarrea con sangre y SUH en humanos,
cuadro clinico asociado a EHEC O157; sin
embargo, no siempre se llega a la identifica-
cion del agente causal. Estos reportes sugie-
ren la presencia de E. coli O157 en animales
reservorios. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la posible presencia de E. coli
0157 en muestras de heces de crias de alpa-
ca (Vicugna pacos) con y sin diarrea, asi
como la caracterizacion genotipica de sus
factores de virulencia.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con 112 cepas de E. coli de
crias de alpacas con diarrea (56) y sin dia-
rrea (56), cepas que provienen de un estudio
realizado en el 2007 en la empresa EPS Ru-
ral Alianza-Macusani y Huaripifia, y comuni-
dades cercanas, ubicadas en la provincia de
Carabaya (4700 msnm), departamento de
Puno. Las crias de alpacas eran de ambos
sexos con edades entre 1 a 60 dias.
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Cuadro 1. Cebadores utilizados en el estudio

Genes Cebador Secuencia 5° — 3’
. PF8 CGTGATGATGTTGAGTTG
0157 (1fbO157)
PRS AGATTGGTTGGCATTACTG
L. ) Int-Fc CCGGAATTCGGGATCGATTACCGTCAT
Intimina (eaeA)
Int-Rc CCCAAGCTTTTATTTATCAGCCTTAATCTC
) ] , LP30 CAGTTAATGTCGTGGCGAAGG
toxina Shiga 1 (Stx1A)
LP31 CACCAGACAATGTAACCGCTG
. . ; LP43 ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG
toxina Shiga 2 (Stx2A)
LP44 GCGTCATCGTATACACAGGAGC

"Maurer et al. (1999); Cheng y Griffiths (1999)
2 Batchelor et al. (1999)
% Cebula et al. (1995)

Las cepas estuvieron conservadas a
-20 °C desde agosto del 2007, en el Labora-
torio de Bacteriologia de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria, Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos, Lima, en un medio que
contenia leche descremada, glicerol y
triptona.

Se comprobo la viabilidad de las cepas
almacenadas mediante su inoculacion en Agar
tripticasa soya (TSA), incubadas a 37 °C por
24 horas, y extraccion del ADN de las colo-
nias. El ADN gendmico bacteriano se extra-
jo utilizando el Wizard genomic DNA
purification kit (PROMEGA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La calidad y
cantidad del ADN se determiné mediante
espectrofotometria. E1l ADN genomico ais-
lado se colocd en tubos de microcentrifuga
de 1.5 mL de capacidad y se almaceno a -20
°C hasta su procesamiento.

Mediante PCR se amplifico cuatro genes
de E. coli O157 correspondientes a los genes
rfb O157 (antigeno somatico 0157), Stx1 (gen
de la toxina Shiga 1), Stx2 (gen de la toxina
Shiga 2) y eae (gen de la intimina). Los
cebadores, las condiciones de PCR y los ciclos
termales se detallan en los cuadros 1 y 2. La
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resolucion de los fragmentos se hizo por
electroforesis en gel de agarosa al 2% y se
les visualizo mediante fluorescencia del
bromuro de etidio a través de luz ultravioleta.

Se obtuvieron 107 cepas viables de las
112 disponibles, donde 55 y 52 correspondie-
ron a cepas provenientes de crias de alpacas
con y sin diarrea. La cantidad de ADN
genomico obtenido a partir de 1 mL de culti-
vo vari6 entre 10.4 y 18.8 ug con una media
de 16.8 pg. La pureza y calidad del ADN
analizada a través de la proporcion de
absorbancia a 260/280 y 260/230 mostraron
valores promedio de 1.8 (ADN puro) y 1.9
(ADN libre de contaminantes).

Los resultados expresados en propor-
cion y cantidad de cepas que resultaron posi-
tivas se muestran en el Cuadro 3. E1 11.2%
de las 107 cepas presentaban el gen eae, de
las cuales, siete correspondieron a cepas de
alpacas sin diarrea (Fig. 1A). Asimismo, una
cepa contenia el gene stx/ y nueve cepas el
gen stx 2 (Fig. 1B). No se logré identificar la
presencia del gen rfb O157.

Rev Inv Vet Pert 2012; 23(1): 98-104
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Cuadro 2. Protocolo de PCR v ciclos termales paratipificacion molecular de B, coli 0157

Tenes PCER. (Pt} FCE Ciclos termales
D157 (2015T) 420 20 ng DNA 05°C por 15 min
21T Tag DHA . o .
Intitnina (eaed 240 137 B?l%fEI’PCR 30ciclos(?4 .C porl min,
3l MeaC1 53°Cyporlminy 72°C

Shiga tomina 1 (Sicldy 345 potrl min)

0.2 pM dNTPs

T2°C por S min
Shigatoxinal (Sc24) 584 > pmol c/cebador P

Ogel (2001, 2002

Cuadro 3. Mametro v proporcion de cepas positivas a genes  de Escherichio coli 0157
provenientes de corias dealpacas con v sin diarrea en la zona de Cargbaya, Puno

_ £en e gensix ] gen st 2 geneawe, stx 7 genewg iy 2
Diarrea
Yo H® Yo I Yo " Yo I Yo
Mo 7 135 a 0 4 77 0 0 0 0
=i 5 9.1 1 1.8 5 91 2 N 1 1.5
T otal 12 112 1 09 g 8.4 2 1.9 1 0.9
frairy Wiga e d i i
e i M % 0= gf BE 0T OE i r ¥ [ ] L] wal L]
S - e L
p Fa
=
ErO e - s
& 4
-
A F1TE Y

Figura 1. Amplificacion de genes. A) gen eae (intimina). MPM: Marcador de peso molecular
100 bp (Fermentas), C1 a C4 (cepas con diarrea), C5 a C7 (cepas sin diarrea)
amplificacion del gen eae (840 pb), C8: Blanco de PCR. B) genes toxina Shiga
1(348 pb) y toxina Shiga 2 (584 pb). MPM: Marcador de peso molecular 100 bp
(Fermentas), C1 y C4 (cepas con diarrea): C3 y C6: Blanco de PCR, C2 y C5
(cepas sin diarrea)
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DiScUSION

Existen muy pocos reportes con respec-
to a la presencia de serogrupo E. coli O157
en alpacas. No se identific6 la presencia del
gen rfb O157 que codifica el antigeno soma-
tico O157 (E. coli O157) en cepas de crias
de alpacas, aunque ha sido reportado en esta
especie (VLA, 2009). En ese estudio, las
alpacas compartian espacios con ovinos,
equinos y cerdos que también resultaron po-
sitivos a E. coli 0157, lo cual podria haber
favorecido la diseminacion de la E. coli O157
(Hancock et al., 2001; LeJeune et al., 2001;
Davis et al., 2003).

En el Peru se ha identificado E. coli
enterohemorragica O157 proveniente de per-
sonas con diarrea sanguinolenta y sindrome
urémico hemolitico (Huguet et al., 2002;
MINSA, 2005). Ademas, se ha reportado la
presencia de este serogrupo en alimentos en
un estudio realizado en Lima (Mora ef al.,
2007); de alli la importancia de realizar estu-
dios para identificar los reservorios animales.

El gen eae codifica una proteina de
membrana externa llamada intimina que tie-
ne como funcion la adherencia de la bacteria
ala mucosa intestinal y esta asociado princi-
palmente a la lesion de adhesion y borrado
(AE: attaching and effacing) (Law, 2000).
Ese gen se detectd en siete alpacas sin dia-
rrea y cinco con diarrea, lo cual sugiere la
presencia de otros grupos patdogenos como la
E. coli enteropatogena que también presen-
ta el gen eae (Batchelor et al., 1999).

Huget et al. (2002) aislaron E. coli
O157:H7 que no presentd ninglin tipo de toxina
Shiga, planteando la posibilidad de que estas
cepas puedan haber portado en un primer
momento el gen y posteriormente haberlo
perdido, fendmeno similar al descrito por Feng
et al. (2001). La toxina Shiga es el principal
factor de virulencia de E. coli productor de
toxina Shiga y de E. coli enterohemorragica.
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Un estudio realizado por Arainga et al.
(2008), en Huancavelica, con muestras de
hisopados rectales de alpacas jovenes con
diarrea, reporté la presencia de Stx1 (57%) y
Stx2 (60%) en proporciones mucho mas al-
tas que las del presente estudio.

La presencia del gen Stx2 en alpacas
sin diarrea demuestra que esta especie esta
actuando como un reservorio de la E. coli
productor de toxina Shiga; semejante a los
roles desempenados por el bovino, ovino, por-
cino y otras especies (OIE, 2004).

Es necesario resaltar la mayor propor-
cion de Stx2 en comparacion con Stx1, en los
dos grupos de muestras, ya que las cepas de
E. coli enterohemorragica que presentaron
la toxina Shiga 2 son mas patdgenas y pro-
ducen un cuadro clinico mas severo en hu-
manos comparadas con las cepas que poseen
toxina Shiga 1, y las cepas que poseen toxi-
na Shiga 1y 2 (Pickering et al., 1994).

CONCLUSIONES

* No se identifico la presencia de
Escherichia coli O157 en crias de
alpacas (Vicugna pacos) en las cepas
de E. coli provenientes de la Empresa
EPS Rural Alianza.

e Las alpacas son una fuente de E. coli
que presentan los genes que codifican
los principales factores de virulencia (eae
y Stx) de la E. coli enterohemorragica.

* La identificacion del gen eae demues-
tran que esta especie podria ser un
reservorio asintomatico de E. coli
enteropatogena.
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