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Deteccion de genes de virulencia de Escherichia coli en crias de
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RESUMEN

Se analizaron 62 aislados positivos a Escherichia coli obtenidos a partir de mues-
tras de heces de crias de alpaca menores de 4 meses de edad, de estas 58 diarreicas y 4 no
diarreicas, del Centro de Investigacion de Camélidos Sudamericanos (CICAS) La Raya,
Universidad San Antonio de Abad de Cusco (UNSAAC), ubicado en la provincia de
Canchis, Cusco. El objetivo del estudio fue identificar los genes de virulencia stx/ y eaeA
de E. coli mediante la técnica de PCR. Los aislados fueron identificados como positivos
a E. coli mediante el uso de agares MacConkey y EMB, y pruebas bioquimicas de citrato
de Simmons, urea y SIM. Los resultados mostraron que 45.16% (28/62) de los aislados
contenian exclusivamente el gen stx/, mientras que 9.68% (6/62) presentaba el gen eaeA.
Ademas, 37.09% (23/62) de los aislados mostraron la presencia simultdnea de ambos
genes. Estos hallazgos indican una alta frecuencia de alpacas en los rebafios de la zona
de estudio que albergan cepas de E. coli con los genes stx/ y eaeA. Estos resultados son
consistentes con investigaciones previas realizadas en la region de la sierra del pais.
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A total of 62 Escherichia coli positive isolates were analysed, obtained from faecal
samples of alpaca calves less than 4 months old, of which 58 were diarrheal and 4 were
non-diarrheic, from the South American Camelid Research Centre (CICAS) La Raya, Uni-
versidad San Antonio de Abad de Cusco (UNSAAC), located in the province of Canchis,
Cusco. The aim of the study was to identify the stx/ and eaeA virulence genes of E. coli
by PCR. The isolates were identified as E. coli positive by using MacConkey and EMB
agars, and biochemical tests of Simmons citrate, urea and SIM. The results showed that
45.16% (28/62) of the isolates contained exclusively the stx/ gene, while 9.68% (6/62) had
the eaed gene. Furthermore, 37.09% (23/62) of the isolates showed the simultaneous
presence of both genes. These findings indicate a high frequency of alpacas in the herds
of the study area harbouring E. coli strains with the stx/ and eaed genes. These results
are consistent with previous research conducted in the mountain region of the country.
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INTRODUCCION

La colibacilosis es una enfermedad in-
fecciosa causada por el bacilo E. coli que
afecta principalmente a crias de animales de
granja (Rodriguez-Angeles, 2002). Las
alpacas neonatas son altamente susceptibles
a esta enfermedad debido a las condiciones
de manejo en la que se encuentran; es decir,
corrales contaminados, pocos lugares para el
abrigo, y administracion inadecuada de
calostro (Weaver et al., 2000; Radostis et al.,
2002). La mayor mortalidad en camélidos se
da entre el dia 2 y 12 de vida, conduciendo a
severas pérdidas econoémicas (Parrefio y
Marcoppido, 2006). Peru es el pais con la
mayor poblacion de camélidos sudamerica-
nos, por lo que resulta importante conocer
estas caracteristicas, mas aun cuando la ac-
tividad alpaquera se concentra en comunida-
des altoandinas que viven en condiciones de
pobreza o extrema pobreza.

Por otra parte, E. coli comprende una
amplia gama de variantes de virulencias pro-
ducto de la adquisicion de una diversidad de
factores de virulencia, en donde las combi-
naciones mas exitosas han generado diver-
sos patotipos (Karper et al., 2004). Cada
patotipo tiene un sitio particular de coloniza-

cion en el hospedero, asi como diferentes
mecanismos de virulencia, signos clinicos y
consecuencias. La codificacion de factores
de virulencia esta a cargo de diferentes genes,
cuya identificacion es de gran importancia
para el diagnostico, disefio de herramientas y
tratamientos orientados a enfrentar la enfer-
medad, hacer vigilancia epidemiologica y com-
prender los mecanismos de patogenicidad de
E. coli. Las investigaciones realizadas en Perti
reportan alpacas que albergan los patotipos
EPEC, debido a la presencia de los genes
eae 'y bfp, y STEC, por la presencia de los
genes stx y eae, tantos en animales diarreicos
como no diarreicos (Luna et al., 2012; Silvera
etal.,2012; Mori et al., 2014; Siuce et al.,
2020).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 62 aislados de E. coli pro-
venientes de heces diarreicas (58 diarreicas
y 4 no diarreicas) de alpacas menores de 4
meses del Centro de Investigacion de Camé-
lidos Sudamericanas (CICAS) de la Univer-
sidad San Antonio de Abad de Cusco
(UNSAAC) en la Raya, ubicado a 4338
msnm, recolectados durante febrero y abril
de 2023. Los aislados fueron identificados
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Cuadro 1. Cebadores para los genes stx y eaed

Marcador Producto

s Cebador Estructura Referencias
genético (bp)
stxl StxForw GAGCGAAATAATTTATATGTG Mohammadzadeh
StxRev TGATGATGGCAATTCAGTAT S18
eaeA Sk1Forw GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG 881 Lopes et al., 2018
Sk2Rev CAAAGCGCACAAGACTACCA

Cuadro 2. Genes identificados mediante la PCR para stx/ y eaeA

Origen de los 62 aislados de E. coli

Genes detectados Heces diarreicas Heces no diarreicas Total
n % n % n %
stxl 25 43.10 3 75.0 28 45.16
eaeA 6 10.34 0 0 6 9.68
stxl + eaeA 22 37.93 1 25.0 23 37.09
Ninguno 5 8.62 0 0 5 8.06
Total 58 100.0 4 100.0 2 100.0

como positivos a E. coli mediante aislamien-
to bacteriologico con agar MacConkey y
EMB, y las pruebas bioquimicas de citrato
de Simmons, urea y SIM.

Los aislados fueron sometidos a extrac-
cién de ADN mediante el uso del kit comer-
cial Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, 2023), con la finalidad de identifi-
car los genes de virulencia stx/ y eaed me-
diante la técnica de PCR. Se emplearon
cebadores especificos (Cuadro 1), validados
en estudios anteriores, asegurando asi una
amplificacion especifica de los genes de in-
terés (Makino et al., 2003; Aranda ef al.,
2008; Lopes et al.,2008; Medina et al., 2010;
Mohammadzadeh et al., 2016; Da Cruz Ro-
chaetal., 2017, Cardona-Lopezet al.,2021).
Los controles positivos fueron el ADN de
muestras de campo que previamente han sido

Rev Inv Vet Peru 2025; 36(2): e30631

positivos a los cebadores referenciados del
presente trabajo.

La mezcla para la PCR de stx! estuvo
formada por 6.5 pul de agua libre de nucleasas,
12.5 ul de MasterMix, 0.5 ul de sus cebadores
y 5 ulde ADN. Se inicia con un ciclo de 95 °C
por 1 min, seguido por 40 ciclos de 94 °C
durante 1 min, 44 °C por I miny 72 °C por
1 min, continuando con un ciclo de 72 °C por
5 min y finalmente 4 °C hasta el infinito. Para
eaeA se utilizdé 6.5 ul de agua libre de
nucleasas, 12.5 ul de MasterMix, 0.5 ul de
sus cebadores, y 5 ul de ADN. La reaccion
inicia con un ciclo de 95 °C por 5 min, 35
ciclos de 40 s a 94 °C, 52 °C durante 1 min,
72 °C durante 1 min y 50 s, seguido por un
ciclo de 72 °C por 7 min, y finalmente 4 °C
hasta el infinito. Para la lectura de resulta-
dos, se empleo gel de agarosa a 1.5%.
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RESULTADOS

Los resultados de la PCR indicaron que
45.16% (28/62) y 9.68% (6/62) de los aisla-
dos presentaron exclusivamente los genes
stxl (Figura 1) y eaed (Figura 2), respecti-
vamente (Cuadro 2). Asimismo, 37.09%
(23/62) contenian los genes stx! y eaed de
forma simultanea (Cuadro 2).

DiscusioN

Cuatro de los 62 aislados positivos de
E. coli provenian de muestras no diarreicas.
Estos aislados contenian los genes de viru-
lencia stx1, ya sea solos o en combinacion
con eaeA. La diarrea neonatal es una enfer-
medad de etiologia multiple e influenciada por
diversos factores, incluyendo factores ambien-
tales, nutricionales y de manejo (Allassia et
al.,2019). Ademas, la ingesta de calostro es
crucial para la inmunidad de los animales con-
tra enfermedades infecciosas (Auad et al.,
2020). En este contexto, la deteccion de los
genes de virulencia de E. coli, stx1 y eaeA,
en alpacas sin diarrea podria indicar un siste-
ma inmunolédgico capaz de reconocer y com-
batir la infeccion de manera efectiva. Por otro
lado, la identificacion de estos animales
asintomaticos es muy importante, ya que re-
presentan un riesgo debido al contacto de sus
heces con el resto del rebafio (Rivas-Ruiz et
al., 2020).

Se encontro que 28 de los 62 aislados
(45.16%) fueron positivos Unicamente para
el gen stxl, de los cuales 25 provenian de
muestras diarreicas. Los genes stx codifican
la toxina Shiga, que es el principal factor de
virulencia del STEC y puede causar desde
cuadros diarreicos leves hasta colitis
hemorragica (Hannaoui et al., 2009). Las
toxinas Shiga se dividen en dos tipos, stx! y
stx2, codificadas por los genes con los mis-
mos nombres. La toxina stx/, en particular,
suele provocar una enfermedad mas leve y
contribuye a la patogenia del EHEC en ter-
neros al suprimir la respuesta inmune asocia-

da a la mucosa (Menge et al., 1999; Melton
Celsa, 2014). Por lo tanto, la presencia del
gen stx/ en la mayoria de los aislados de he-
ces diarreicas destaca su capacidad patogena
para causar diarrea. No obstante, seria ne-
cesario evaluar la presencia del gen stx2 para
determinar si este gen también ha contribui-
do a los cuadros diarreicos. La predominancia
del gen stx en los aislados de E. coli prove-
nientes de alpacas jovenes hallada en esta
investigacion coincide con estudios previos
(Cid et al., 2011; Silvera et al., 2012).

De los 62 aislados, 6 fueron positivos a
eaeA, los cuales provenian de heces
diarreicas en su totalidad. Este gen se encar-
ga de la codificacion de la intimina, factor de
virulencia caracteristico de EPEC y causan-
te de la lesion de adherencia y borrado
(Donnenberg et al., 1993). El hallazgo exclu-
sivo de este gen en muestras con diarrea su-
braya su notable capacidad para causar cua-
dros diarreicos (Luna et al., 2012; Siuce et
al., 2020). Por otro lado, estos resultados
contrastan con un estudio anterior donde el
gen eaeA predominaba en heces no diarreicas
(Mori et al.,2014). Esta discrepancia podria
deberse a las diferencias en la edad de los
animales examinados. En el estudio citado,
se analizaron aislados de animales mayores
de 60 dias, mientras que en la presente in-
vestigacion se incluyeron muestras de ani-
males menores de 4 meses de edad. Estos
ultimos son mas propensos a experimentar
cuadros diarreicos, a diferencia de los ani-
males de mayor edad (Bardiau et al., 2010).

Los genes stx y eaed fueron detecta-
dos simultaneamente en 22 de los 62 aislados
positivos a E. coli provenientes de heces
diarreicas. En contraste, solo se encontro un
aislado positivo para ambos genes en
muestras no diarreicas. La alta prevalencia
de aislados positivos para eaed entre aque-
llos que también son positivos para stx/ su-
giere el papel del gen eaeA en la colonizacion
intestinal por STEC, cuyo principal factor de
virulencia es la toxina Shiga (Sandhu et al.,
1995; Gyles, 2007). Estudios previos han re-
portado la presencia de ambos genes en ais-
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Figura 1. PCR para deteccion del gen stx/. El pocillo 5 corresponde al control negativo o blan-
co. Los pocillos 1, 2, 3 y 6 indican productos positivos para el gen stx/ (518 bp).
Ladder de 100 bp. PM: Peso molecular; bp: Pares de base

Figura 2. PCR para deteccion del gen eaed. El pocillo 8 contiene el control negativo. Los poci-
llos 1, 2,3,4,5, 6 y7 contienen los productos positivos para el gen eaed (881 bp).
Ladder de 50 bp.PM: Peso molecular, bp: Pares de base
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lados de heces diarreicas de alpacas y un
guanaco en laregion de la Patagonia (Silvera
et al.,2012; Mercado et al., 2004). Ademas,
stxl y eaeA han sido previamente reporta-
dos en terneros, cerdos y nifios (Rivera et
al.,2012; Yacarini-Martinez et al.,2019). Es
importante destacar que la presencia de los
genes stx y eaed se asocia con cuadros
diarreicos mas graves (Oderiz et al., 2018).

CONCLUSIONES

En la poblacion de crias de alpaca del
CICAS, en la comunidad de La Raya, Cusco,
se observa una alta frecuencia de E. coli que
contiene el gen stx/, seguido por la presen-
cia del gen eaeA.
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