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Titulo

Analisis genémico de la Escherichia coli de crias de alpacas con procesos
diarreicos

Resumen del Proyecto de Tesis

Las diarreas neonatales, de alpacas causantes de muertes y pérdidas econdémicas para los
alpaqueros, han sido poco abordadas. Por otra parte, se sabe que la bacteria Escherichia
coli esta implicada en enfermedades que van desde infecciones entéricas hasta septicemias,
y que se explican por la presencia de un diversidad de genes virulentos que poseen. En ese
marco, el presente estudio tiene el objetivo de caracterizar convencional y molecularmente
la E. coli involucrada en el proceso diarreico de crias de alpacas mediante el
secuenciamiento completo de su genoma, lo que permitira realizar un analisis filogenético e
identificar los genes implicados en su virulencia. Para ello, se tomaran muestras fecales de
dos crias de alpacas con procesos diarreicos las cuales se sembraran en agar MacConkey
y resembradas para su purificacion en agar EMB. Se realizaran la caracterizacion
morfologicas de las colonias y las pruebas bioquimicas confirmatorias (prueba cromogénica
TBXy la prueba con citrato de Simmons); para finalmente identificar mediante la prueba API
20E. De la cepa identificada se extraera ADN utilizando el Kit innuPREP Bacteria DNA de
Life Science & Assay Analytik Jena, el ADN extraido se cuantificard con Nanodrop de Thermo
Fisher Cientific. Las muestras de ADN purificado, seran remitidas para su secuenciamiento
a la empresa Novogene, con sede en Hong Kong, que utiliza la plataforma de ILLUMINA
Hiseq. Para el analisis filogenético se utilizaran el software Excoffier, L. y HEL Lischer
Arlequin suite ver 3.5; y, para caracterizar los genes implicados en los factores de virulencia,
los contigs seran procesados por el software VirulenceFinder Versién 2.0.3 de
https://cge.food.dtu.dk/services/VirulenceFinder/ con una similitud del 98%. Los resultados,
contribuiran en el conocimiento génico y molecular enteropatogénico de la E. coli.

Ill. Palabras clave (Keywords)

Diarrea, crias, alpaca, E. coli, genoma, virulencia

IV. Justificacion del proyecto

La crianza de alpacas, es una de las actividades mas importantes del poblador altoandino.
Su poblacién en el Peru se estima en 3'685,500 alpacas, siendo el departamento de Puno
donde se concentra la mayor parte (INEl, 2012). El rol en la seguridad alimentaria es
proporcionar carne de gran valor nutritivo; ademas, produce fibra que es fuente de ingresos
economicos. Se estima que el 90% de las alpacas se encuentra en manos de pequefios
productores de subsistencia, caracterizadas por un pobre rendimiento productivo, con
reducidas tasas de fertilidad y elevadas pérdidas neonatales que desgraciadamente no
pueden ser analizadas por carencia de registros productivos y sanitarios (Rosadio et al,
2012).

Uno de los problemas que se tiene en la crianza de alpacas son las elevadas tasas de
mortalidad por causas infecciosas, principalmente en las crias de las alpacas (Ameghino,
1991) Muchos estudios se encaminaron a elucidar las causas de mortalidad de las crias,
identificar los agentes causales, describir signos clinicos y alteraciones patoldgicas, asi
como recomendar posibles tratamientos y medidas de control (Rosadio et al, 2012).
Actualmente, una nueva generacién de investigadores, utilizando tecnologia moleculares
modernas, se propone intenta identificar los posibles factores de virulencia responsables de
los procesos entéricos causantes de las mayores pérdidas econdmicas de los neonatos en
los primeros meses de edad, entre los cuales se ubica el presente estudio.

Las diarreas neonatales, causantes de muertes y reportadas como colibacilosis o enteritis
(Ameghino y DeMartini, 1991), han sido pocos estudiadas en el Peru. La poca informacion
existente evidencia la presencia de numerosos agentes e incluyen al C. perfringens, Eimeria
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spp, Cryptosporidium spp y Escherichia coli como potenciales patdgenos productores de
alteraciones entéricas (Ramirez et al., 1985; Rosadio y Ameghino, 1994; Palacios et al.,
2006). Por ofra parte, es conocido que en la mayoria de animales, incluido el hombre, /a E.
coli es la causa de una variedad de enfermedades que van desde infecciones entéricas
restringidas hasta septicemias, y que se explican por la presencia de un diversidad de genes
virulentos.

En ese contexto, el presente estudio tiene el objetivo de caracterizar una de las cepas de E.
coli involucradas en el proceso diarreico mediante técnicas convencionales y moleculares
(secuenciamiento de su genoma completo) que permita realizar un analisis filogenético e
identificar los genes implicados en los factores de virulencia.

Los resultados, contribuiran en el conocimiento enteropatogénico de la E. coli involucrado
en los procesos diarreicos de las crias de alpacas, el cual a su vez contribuira en el
adecuado manejo y tratamiento de la enfermedad.

V. Antecedentes del proyecto

5.1. La Escherichia coli

La Escherichia coli forma parte del microbiota intestinal de la mayoria de las especies
animales y es uno de los organismos modelo mas explorados para la investigacion de la
evolucién y adaptacion bacteriana en diferentes condiciones de crecimiento. Este
microorganismo puede desarrollarse en diferentes 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 (Corzo-
Ariyama et al., 2019).

La E. coli es una causa importante de infecciones adquiridas en los animales y es uno de
los organismos mas comunes asociados con la infeccion del sistema digestivo. La E. coli es
la bacteria patdégena que se aisla con mayor frecuencia del sistema digestivo, reproductor
urogenital y se asocia con la endotoxina lipopolisacarido (LPS), que libera. coli (Williams et
al., 2008).

Es una de las especies bacterianas mas versatiles, ya que ademas de las cepas
comensales, presenta cepas especificas que tienen el potencial de causar numerosas
patologias intestinales y extraintestinales (Alteri y Mobley, 2012).

La gran versatilidad de E. coli se explica en su alto potencial de recombinacion lo que resulta,
ademas, en una enorme variabilidad genética, por lo que su tipificacion es crucial en la
comprension de su capacidad de causar enfermedades (Tenaillon et al., 2010). La
tipificacion molecular de E. coli puede ser realizada mediante metodologias como la
electroforesis de enzimas multilocus (multilocus enzyme electrophoresis, MLEE), tipificacion
multilocus de secuencias (Multilocus sequence typing, MLST), por reaccion en cadena de la
polimerasa (Polymerase chain reaction, PCR) y por la secuenciacién del genoma (Clermont
et al., 2015).

5.2. Genoma de E. coli

El genoma completo de E. coli (E. coli K12) se publico por primera vez en septiembre de
1997. Desde entonces, se han secuenciado y registrado en las bases de datos publicas
varios miles de genomas de E. coli de origenes muy variados. Teniendo en cuenta estos
datos se calcula que el tamafo del genoma completo de esta especie varia ampliamente
entre 4,6 y 5,9 Mpb, y contiene de 4200 a 5500 genes (Robins-Browne et al, 2016).

El genoma de E. coli estd compuesto por 4,639,221 pares de bases y hasta el momento se
sabe que codifica para 4288 proteinas, de las cuales el 38% no se les ha podido asignar
una funcién clara o bien, son pseudo genes que potencialmente podrian tener una funcién
en una condicion determinada (Aguillon et al, 2021).

El estudio de la dinamica de los genomas en relacién con la patogenicidad es uno de los
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temas centrales en gendmica funcional y el estudio de cepas y especies del género
Escherichia, sin embargo, poca atencién se ha puesto a elementos genémicos como son
los genes de funcion desconocida, principalmente por la ausencia de evidencia experimental
que sugiera cual puede ser su papel fisiolégico. Muchas de las proteinas que hasta el
momento han sido caracterizadas extensamente son proteinas involucradas en procesos
metabdlicos, de transporte, sefalizacion y regulacion, pero es mucho mas complicado
rastrear la funciéon molecular de proteinas de funcién desconocida, especialmente si las
mutantes de estas no presentan un fenotipo evidente bajo condiciones experimentales del
laboratorio (Yamamoto et al., 2009).

Se ha demostrado que las cepas de E. coli pueden dividirse en cuatro grupos filogenéticos
principales: A, B1, B2 y D. Esta tipificaciéon, ademas, se relaciona con el caracter 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; y, por otro lado, estan las
cepas que pertenecen a los grupos B1 y A, descritas normalmente como cepas comensales
(Bok et al., 2020).

Durante su co-evolucion con los animales, la E. coli ha desarrollado una gran capacidad
para generar combinaciones de genes de virulencia aumentando su capacidad para
colonizar diferentes habitats de la anatomia animal. Actualmente se acepta que existen
variedades patogénicas de E. coli. Algunos estan asociados a infecciones diarreogénicas y
otros que ejercen su patogenicidad de modo extra-intestinal. Es asi que se reconocen
diversos patotipos diarreogénicos y unos pocos extra-intestinales (Bielaszewska et al,
2007).

El advenimiento tecnoldgico en la secuenciacion del genoma completo ha revolucionado la
microbiologia clinica y la investigacion de la gendmica poblacional de la evolucidon de
patdgenos. Sin embargo, sigue siendo un desafio debido a la incertidumbre con respecto al
potencial de transmision de unos pocos clones epidémicos distribuidos globalmente frente
a un conjunto diverso de linajes que causan enfermedades y los genes que contribuyen a la
virulencia (Levy et al., 2022).

5.3. Antecedentes

La diarrea es una causa importante de morbilidad en llamas y alpacas neonatales. La diarrea
puede tener una etiologia multifactorial, incluido el manejo y factores nutricionales, asi como
una variedad de patégenos. La mayoria de los patégenos involucrados afectan a otras
especies y algunos tienen cepas adaptadas al huésped. Sin embargo, los signos clinicos, la
gravedad esperada y la edad de aparicion de la enfermedad varian entre especies en
algunos casos. Los patdégenos mas comunes que causan diarrea en camélidos neonatales
son coronavirus, E. coli, Cryptosporidium spp., Giardia spp. y coccidios (Whitehead &
Anderson, 2006).

Se estudio la etiologia de las enteropatias en 50 crias de alpaca, encontrandose que el 80 %
presentaba Eimeria spp., 40% coronavirus, 34% E. coli., 32 % rotavirus con clostridium y
20% con Criptosporidium sp., a su vez también indica que 20 crias presentaron una sola
infeccion y el 60% de las muestras presentaron coinfecciones de hasta cuatro patégenos
(Rojas et al, 2016).

En su estudio de enteropatdégenos con cuadros mortales de diarrea en crias de alpaca, se
encuentra que el 80% esta relacionado a E. coli y el 18.3 % relacionado con Salmonela sp.
entre otros patégenos (Lucas et al, 2016).

Las diarreas en crias de alpacas son multifactoriales, generalmente a crias de 7 dias de
nacido su diarrea es causada por bacterias gram negativas, en especial las que no tomaron
calostro adecuadamente (Whitehead & Anderson, 2006).

Con el objetivo de determinar 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 Peru, y se determind la distribucion
de los grupos filogenéticos mediante el método de Clermont. E. coli estuvo presente en el
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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), respectivamente. El 21% (25/119) de cepas
aisladas de E. coli pertenecen a los grupos filogenéticos B2 y D, principalmente cepas
patégenas extraintestinales, y el 79% (94/119) a los grupos B1 y A, que son principalmente
cepas comensales (Sicha et al, 2020).

Se estudio la diarrea neonatal en terneros lecheros, identificandose en la microbiota fecal a
los filos Firmicutes y Proteobacteria como los mas predominantes, a nivel de géneros
sobresalen la Escherichia y Bacteroides, sin embargo a medida que los terneros crecen la
microbiota cambia (Chang et al, 2020).

Se estudio la relacion de rotavirus en diarreas de terneros y la microbiota intestinal y se
describe que los géneros Lactobacillus , Subdoligranulum , Blautia y Bacteroides son
representativos en animales sanos y los géneros Escherichia y Clostridium se relacionan
con animales infectados con rotavirus por lo que concluye que la presencia del rotavirus
altera la microbiota intestinal (Jang et al, 2019).

La E. coli es capaz de producir diferentes infecciones en humanos. Se desconoce su
patogenicidad en el tracto genital femenino. Objetivo: Determinar la presencia de genes de
virulencia (VG) en cepas de E. coli aisladas del tracto genital femenino. Material y Métodos:
Se caracterizaron genéticamente 146 cepas de E. coli aisladas como cultivos
monomicrobianos de infecciones vaginales mediante la busqueda de VG hly, iucC, afa, fimH,
neuC, sfa/foc, cnF1, papC, usp e ibeA. Los estudios se realizaron mediante PFGE y PCR.
Resultados: El andlisis genético de las cepas mostré dos grupos con una similitud de
aproximadamente el 80%. La similitud genética intragrupo fue de aproximadamente 95%.
Los resultados mostraron cepas con un alto nimero de VG y las mas comunes fueron cnf1
y fimH. No se detect6 el gen afa. Se identificaron ocho combinaciones de VG y la mas comun
fue papC+ hly+ iucC+ afa- neuC- fimH+ sfa/foc+ cnf1+ usp+ ibeA-. Discusion: Las cepas
estudiadas se concentran en dos grupos genéticos. La mayoria de las cepas contienen un
gran ndmero de VG presentes en E. coli aisladas de infecciones extraintestinales.
Conclusion: Es importante desarrollar nuevas estrategias de investigacion en esta area,
para profundizar en el conocimiento filogenético de estas cepas y confirmar su verdadero
papel en la infeccién vaginal (Lobos et al, 2013).

VI. Hipétesis del trabajo

La E. coli que participa en los proceso diarreicos en crias de alpacas es diferente al de otras
especies y contiene distintos genes implicados en su virulencia.

VIl. Objetivo general

Analizar el Genoma completo de la Escherichia coli procedente de crias de Alpacas con
Procesos Diarreicos

VIIl. Objetivos especificos

1. Caracterizar la cepa de E. coli mediante técnicas microbioldgicas convencionales
2. Realizar el analisis filogenético de la cepa de E. coli

3. Caracterizar los genes implicados en los factores de virulencia de la cepa de E. coli

IX. Metodologia de investigacion

9.1. Poblacién

Para el estudio se utilizaran las crias nacidas en la campana de pariciéon 2022 del C.E. La
Raya, los cuales provienen de la campafia de empadre del afio 2021.

9.2. Animales

De la poblacién de crias nacidas, se seleccionaran, segun criterio, dos animales tomando
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en consideracion los siguientes criterios:

1ro. Crias nacidas desde el 1 de febrero a 30 de marzo
2do. Crias con procesos diarreicos.

3ro. Las muestras se tomaran una vez que se produzca el brote de diarrea tomando en
cuenta la fecha de nacimiento.

9.3. Métodos

Objetivo especifico 1: Caracterizar la cepa de Escherichia coli mediante técnicas
microbiolégicas convencionales

- Coleccion de muestras

Las muestras seran tomadas directamente de la ampolla rectal utilizando hisopos estériles.
Los hisopos seran conservados en tubos conteniendo medios de transporte bacteriano
Stuard a 4°C hasta su procesamiento en laboratorio.

- Aislamiento y purificacion de E. coli

El aislamiento de las cepas de E. coli se realizaran de manera convencional. Las muestras
se sembraran directamente en agar MacConkey a 37°C por 24 horas para la multiplicacion
y separacion de los microorganismos presentes.

Después del desarrollo bacteriano en agar MacConkey, se procedera a la resiembra en agar
EMB, el cual se incubara por 24 horas a una temperatura de 37°C para el desarrollo de las
bacterias correspondientes.

- Caracterizacion fenotipica

La determinacion presuntiva del aislamiento de E. coli se realizara seleccionando las
colonias que presenten las siguientes caracteristicas en el agar EMB: Colonias grandes,
color negro azulado y brillo verde metalico.

- Pruebas bioquimicas

- Pruebade confirmacion cromogénica TBX

Para confirmar que las colonias aisladas en el agar EMB sean E. coli se utilizara
el medio Triptona Bilis X-Glucoronida — TBX. El medio TBX contiene un agente
cromogénico, X-glucoronida, el cual detecta la actividad de la glucoronidasa. La
presencia de glucoronidasa diferencia la mayoria de cepas E. coli de otros
coliformes.

- Pruebade confirmacién bioquimica con Citrato de Simmons

Después de realizar la prueba de confirmacion cromogénica con TBX, se elegira
la cepa con actividad positiva de la enzima glucoronidasa al azar. Esta prueba se
utilizara para la diferenciacién de enterobacterias en base a la capacidad de usar
citrato como unica fuente de carbono y energia. Para ellos se prepararan tubos
con agar citrato de Simmons en posicién inclinada y se incubara a 37°C por 24 h.

- ldentificacion Bioquimica mediante API 20E

A partir del cepario obtenido en las etapas previas, se preparara un cultivo joven
en agar nutritivo de 18 horas, el cual sirve para inocular los pocillos de la galeria
API20E. Para ello, se tomard una colonia bien aislada de la bacteria y se
resuspendera en 5 Ml de solucién salina (1% de NaCl) estéril. Luego, se realizara
la siembra en la galeria APl 20E. La galeria APl 20E se caracteriza porque
contiene pocillos y cada pocillo tiene un tubo y una cupula; se llenara con la
suspensién de bacterias los tubos, no la cupula, de todos los pocillos. Solo se
llenaran las cupulas de los pocillos CIT, VP, GEL con la suspensién de bacterias.
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Objetivo especifico 2: Realizar el analisis filogenético de la cepa de E. coli
- Extraccion de ADN

LA cepa aislada de E. coli de las crias de alpaca, se extraera su ADN utilizando el Kit
innuPREP Bacteria DNA Kit de Life Science Kits & Assay Analytik Jena siguiendo las
instrucciones del fabricante, es un kit utilizado para la extraccién de Adn bacteriano de
cultivo en agar o en pellets, su procedimiento combina pasos de lisis con lisozima y digestion
con proteinasa K, posterior a ello se utiliza el filtro spin, se realiza el lavado y por ultimo el
elution buffer.

- Cuantificacién de ADN

La cuantificaciéon del ADN extraido se realizara utilizado un espectrofotometro Nanodrop de
Thermo Fisher Scientific utilizando un micro volimen de 1 a 2 microlitros de ADN con elution
buffer, incluyendo las lecturas con longitudes de onda de A260/A280 y A260/A230
obteniendo resultados de cantidad y calidad del ADN extraido.

- Secuenciamiento

El secuenciamiento se realizara en la empresa Novogene con sede en Hong Kong utilizando
plataforma de ILLUMINA Hiseq, en cada paso del proceso es necesario realizar un
procedimiento de control de calidad, el proceso incluye amplificacién de PCR, cuantificacion
de los productos de PCR y mixing, purificacion de productos de PCR, preparacion de
librerias, secuenciamiento, los reactivos de secuenciamiento incluye el portafolio de lllumina
DNAprep el genoma tendra una profundidad de 100X.

- Andlisis filogenético

para realizar el analisis filogenético primero se tiene los reads crudos en formato fastq.gz,
los scallofds en formato fasta, la anotacion GFF en formato .txt, archivos CDSs vy el andlisis
filogenético se utilizara el software Excoffier, L. y HEL Arlequin suite ver 3.5.

Objetivo especifico 3: Caracterizar los genes implicados en los factores de virulencia
de la cepa de E. coli

Los contigs seran procesados por medio del software VirulenceFinder Version 2.0.3 ubicado
en https://cge.food.dtu.dk/services/VirulenceFinder/ con una similitud del 98%.
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto

Los resultados de la investigacion cientifica sobre Analisis genémico de la cepa E. coli nos
permitira identificar los mecanismos de patogénesis de la E. coli en crias de alpacas y su
posible influencia en los tejidos del sistema gastrointestinal.

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

El conocimiento técnico cientifico permitira conocer las bases moleculares y los
factores asociados a los procesos diarreicos en crias de alpacas, para un control y
tratamiento adecuado.

ii. Impactos econémicos

Este conocimiento repercutira en un futuro disminuir el costo del tratamiento de las
enfermedades infecciosas en la produccion de camélidos sudamericanos
domeésticos.

iii. Impactos sociales

El andlisis y conocimiento gendémico de la E. coli involucrada en los procesos
diarreicos de alpacas tendra un impacto positivo en los productores alpaqueros,
docentes y estudiantes. Asimismo, el articulo generado a partir de la presente
investigacion, repercutira en la visibilidad de la UNA-Puno.

iv. Impactos ambientales

‘ El estudio no tiene impacto negativo alguno en el medio ambiente.

XIll. Recursos necesarios

Materiales de campo

- Hisopos estériles

- Frasco con conservante Stuard
- Material de bioseguridad

- Bolsas de polietileno

- Camara fotografica

- Termo refrigerado

Materiales de laboratorio

- Medios de cultivo (agares)

- Asa de siembra

- Estufaa 37 °C

- Kit de extraccion de ADN

- Eppendorf de 1,5 ml estériles

- Pipetas y puntas desechables estériles




- Placa calefactora con capacidad de alcanzar 100°C
- Centrifuga

- Nanodrop

Servicios

- Secuenciamiento gendémico

- Andlisis bioinforméatico

XIV. Localizaciéon del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

Centro Experimental “LA RAYA”, ubicado en el distrito e Santa Rosa, provincia de Melgar,
departamento de Puno, a una altitud de 4200 m.

XV. Cronograma de actividades

Meses-2023

Actividad
EIFIMA/MJ|J|A S| O N

Elaboracion del proyecto

OE1. Caracterizar la cepa de E. coli mediante técnicas
microbiolégicas convencionales

Obtencion de muestras

Cultivo y purificacién de la cepa de E. coli

Caracterizacion fenotipica o morfologica de la cepa E. coli

Caracterizacion bioquimica de la cepa E. coli

OEZ2. Realizar el analisis filogenético de la cepa de E.
coli

Extraccioén y purificacion de ADN

Secuenciamiento del genoma

Alineamiento del genoma completo de E. coli

Analisis filogenético de la cepa E. coli

OE3. Caracterizar los genes implicados en los factores
de virulencia de la cepa de E. coli

Andlisis bioinformatico para identificacion de genes
implicados en los factores de virulencia

Redaccién del articulo cientifico

Presentacion del articulo a la revista indizada




XVI. Presupuesto

Descripcion Unidad de Costo Cantidad Costo total
medida Unitario (S/.) (S/.)
OE1.
Material para toma de muestra Unidad 100.00 1 100.00
Viaticos Unidad 100.00 5 500.00
Medios de cultivo Unidad 300.00 2 600.00
Pruebas bioquimicas Unidad 100.00 6 600.00
OE2.
Kit de extraccion de ADN bacteriano Unidad 1300.00 1 1300.00
Ser\{icio de secuenciamiento Unidad 2400 2 4800.00
genémico
OE3.
Alquiler de servidor Meses 160.00 3 480.00
Total SI. 8380.00




