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RESUMEN

La crianza de animales silvestres constituye una preocupacion de salud
publica, y esto es porque presentan agentes patdgenos potenciales, dentro de
ellos encontramos a la Escherichia coli, bacteria de la microbiota de humanos y
animales. El objetivo del presente estudio es identificar a que grupo filogenetico
(A, B1, B2, D) pertenecen los aislados de E. coli de monos en semicautiverio
de las reservas de Media Luna (Loreto) y Tarangué (San Martin); para cuya
realizacion se tomoO las muestras a través de hisopados rectales, y se
almacenaron en medios de transporte bacteriano, agar stuart (MERCK®). La
identificacion se llevo a cabo por medio de pruebas bioquimicas (E. coli). Se
utilizé6 PCR triplex para identificar los grupos filogenéticos descrito por
Clermont, empleando los cebadores para los genes ChuA, YjaAr y
TspE4C2. Obteniendo como resultado 119 cepas bacterianas, el 37.82 %
(45/119) resultaron positivas a Escherichia coli; determinandose el grupo
filogenético a 32 cepas. Las agrupaciones filogenéticos A y Bl fueron
encontrados con mayor frecuencia con 34.37% (11/32) y 31.25% (10/32),
respectivamente; seguido por los grupos filogenéticos D con 31.25% (10/32) y
B2 con 3,12% (1/32). Los grupos B2, y D de E. coli de caracter altamente

patdgeno se encuentran en las muestras evaluadas.

Palabras Claves: Escherichia coli; Monos; Grupos filogenéticos; Semicautiverio
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ABSTRACT

The raising of wild animals is a public health problem, because they have
potential pathogens, within them we find Escherichia coli, bacteria from
the microbiota of humans and animals. The objective of the present
study is to identify which phylogenetic group (A, B1, B2, and D) belong to
the strains of E. coli isolated from monkeys in the semi-captivity of the
reserves of Media Luna (Loreto) and Tarangué (San Martin) ; for which
the samples were taken through rectal swabs, and stored in bacterial
transport media, stuart agar (MERCK®). The identification was carried
out by means of biochemical tests (E. coli). Triplex PCR was used to
identify the phylogenetic groups described by Clermont, using the
primers for the ChuA, YjaA.r and TspE4C2 genes. Obtaining as result
119 bacterial strains, 37.82% (45/119) were positive to Escherichia coli;
the phylogenetic group was determined to 32 strains. Phylogenetic
groups A and B1 were found more frequently with 34.37% (11/32) and
31.25% (10/32), respectively; followed by phylogenetic groups D with
31.25% (10/32) and B2 with 3.12% (1/32). Groups B2 and D of E. coli of
a highly pathogenic nature are found in the samples evaluated.

Keywords: Escherichia coli; Monkeys Phylogenetic groups; Semi

Captivity.
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EHEC:

EPEC:

ETEC:

EIEC:

EAEC:

DAEC:

STEC:

Stx:

ELISA:

PCR:

E.

E.

ABREVIATURAS

. coli enterohemorragica
. coli enteropatogena

. coli enterotoxigénica

. coli enteroinvasiva

. coli enteroagregativa

coli de adherencia difusa

coli productora de toxina Shiga

Toxina Shiga

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas.

Reaccion en cadena de la Polimerasa.
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|.  INTRODUCCION

La denominacion de "primates” fue empleada en primer lugar por el cientifico
Linneo (1758), descrito en el orden taxonOmico de animales; relativo a
"primeros” del latin. Se introdujo en el orden de Primates a los humanos,
monos del Viejo Mundo y del Nuevo Mundo, esto permitio a la humanidad
diferenciandolos de los demas mamiferos. Con ello, el cientifico Lineo,
demostro que los monos son mas relacionados a los humanos, todos juntos
son los organismos "primeros" en la escala zooldgica o los mas completamente

evolucionados del mismo reino, en un panorama antropocéntrico.

Los primates son una agrupacion de mamiferos mas variado del planeta, donde
se describen 390 especies, ademéas de 259 subespecies, donde una tercera
parte vive en el neotropico del continente americano. Los primates neo
tropicales, se organizan en el infra orden Platyrrhini (griego platy = plana y
rhinos = nariz), en referencia a una nariz muy ancha o plana, por posicion de
los orificios nasales externos, los cuales se orientan hacia cada lado, en
contraste a los Catarrhini (griego katarr = dirigido hacia abajo y rhinos = nariz),
gue tienen una nariz con orificios uno cerca al otro y direccionados hacia abajo.
Estas dos categorias evidencian muchas diferencias evolutivas, debido a que
evolucionaron por separado desde el Oligoceno, por mas de 35 millones de
afos (Defler, 2004)

Por sus rutinas arboricolas y su alimentacion folivoro-frugivora son muy
vulnerables a la destruccion, fragmentacion y degradacion de su habitat. En
varios lugares son amenazados por la caza furtiva y la venta ilegal. Por la
considerable funcién que realizan en la recuperaciéon de los ecosistemas, los

primates han sido consideradas especies fundamentales para la preservacion.
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Considerando gue los primates a través de las épocas han sido utilizados como
mascotas, y comestible lo que ha llevado a su caza y depredacion, hasta
convertir a algunos animales en riesgo de desaparicion, esto ha provocado que
existan habitats de semicautiverio. Los primates en semicautiverio no tienen
contacto seguido con personas pues se encuentran en rehabilitacion para
evitar “la humanizacion” de estos, debido a que siguen ciertas estrategias para
su conservacion que incluye la reintroduccion a su habitat natural. Estos
primates por ende en este tipo de crianza no pueden estar sometidos a
constante estrés de manejo y captura.

Los primates también se ven afectados de una serie de enfermedades entre
ellas las producidas por el Escherichia coli, lo que ha originado la realizacion de
la presente investigacion, debido a la necesidad de generar conocimiento que
permita un mejor entendimiento de las enfermedades y riesgos que estos

representan para la salud animal y salud publica.
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II.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades de los primates.

En los dultimos 35 afios han aumentado las investigaciones
primatolégicas y simultaneamente los trabajos de campo, los primates
no pueden definirse facilmente porque comparten rasgos generalizados
muy complejos que pueden encontrarse en otros grupos de mamiferos
diferentes. Con manos y pies, pentadactilos, usualmente palmigrados;
pulgar oponible dotado con garras cortas, tosca o degenerada; dedos de
la mano con disposicion de divergencia, convergencia y flexionamiento.
(Pacheco et al., 2011).

2.1.1 Ateles belzebuth:

Perteneciente a la familia Atalidae, de hombre comin mono arafia
de vientre amarillo. Comprende las subespecies: Ateles belzebuth
belzebuth (A. Paniscus marginatus), A.b chamek (A. Paniscus chamek),
y A. b marginatus (A. paniscus marginatus) (Defler, 2010). Ateles,
ubicado desde las areas de Tamaulipas (Nor-este de México), atraviesa
Centroamérica y Sudamérica hasta el sur de Brasil.

La longitud del animal cambia entre 481 y 675 mm en machos, y
520 mm en hembras; otras areas como la cola varia entre 545 y 655 mm
con una media de 583mm en machos y 609 mm en hembras. Los
machos son mas enormes y obtienen pesos que varian entre 4,5 kg y
9,8 kg; por otro lado, las hembras logran entre 3,1 kg y 7,6 kg de peso.
Son mayormente negros, si bien tienen en su espalda, costados y
hombros un pelaje de color marrdn claro o rubio.

La alimentacion de esta especie, se puede encontrar los frutos
maduros, hojas, flores e insectos, entre otros caracteristicos del medio
donde se desarrollan (Van Roosmalen y Klein, 1988; Dew, 2001; Russo
et al., 2005); Otros reportes, describen que su alimentacion en base a un

12
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87% de frutos, 9% de hojas, 1% de flores, 1% de presas y el resto de
otras alternativas en el entorno. Russo et al. 2005 compararon
preferencias alimentarias de tres especies de Ateles (A. belzebuth, A.
paniscus y A. geoffroyi) en bosques (Panamd, Surinam, Colombia y
Ecuador), hallando que son frugivoros en todos. A. belzebuth comi6
entre 71 y 238 especies de frutos; 74 y 87% de frutos, 7.7 y 12% de

hojas, 1y 5% flores, y 3.7 y 12% de otras alternativas.

2.1.2 Ateles chamek:

Perteneciente a la familia  Atelidae  distribuyéndose
geograficamente en las tierras bajas del norte y el centro de Bolivia,
oeste de Brasil y el noreste de Perl. Se extiende al sur del Rio
Amazonas-Solimdes, al oeste de los rios Tapajos, en el rio Ucayali en
Pera (reemplazado por Ateles belzebuth en la margen izquierda del bajo
Ucayali) (Aquino y Encarnacién, 1994). Atraviesa el sur Ucayali medio
del rio Cushabatay (afluente de la margen izquierda del Ucayali), se
extiende en el interfluvio de los rios Ucayali y Huallaga. A partir de ahi,
se extiende hacia el sur a lo largo de la Cordillera oriental en Bolivia,
cerca de 17° S, desde alli se extiende al noreste a través del Parque
nacional Noel Kempf Mercado, en el estado de Mato Grosso, Brasil; a la
orilla izquierda del Rio Teles Pires y Rio Tapajos. Esto ocurre a través de
una gran parte del estado de Rondbnia en Brasil, donde hay bosque

adecuado (lwanaga y Ferrari, 2002).

Las formas Hybridus chamek y marginatus estan listados como
especies distintas (Froehlich et al., 1991; Medeiros, 1994; Rylands et
al.,, 2000), argumentaron que A. paniscus es una forma distinta con
ninguna subespecie. De Boer y Bruijn (1990), indicaron que
los chamek deben ser considerados una especie completa, y del mismo
modo Sampaio et al. (1993), sostuvieron que las formas paniscus
y chamek deben considerarse especies distintas en funcion de la
distancia genética entre ellos. Ateles chamek resulté ser mas cerca

de Belzebuth que a paniscus.
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También es conocido como macaco aranha, maquisapa,
marimono, mono arafia. Su habitad tiene lugar en la selva tropical de
tierras bajas primaria, en Bolivia, en el Parque Nacional Noel Kempff
Mercado (Wallace et al., 1998). Su alimentacion se basa en frutos
maduros, hojas, flores e insectos (Van Roosmalen y Klein, 1988; Russo
et al.,, 2005). Asimismo comen invertebrados, hongos y corteza de
arboles (Symington 1987; Di Fiore et al. 2008) en Cocha Cashu, se
evidencio el consumo de un 74.7% de frutos, 15.5% de hojas, 4.5% de
flores, entre otros; y no consumen vertebrados pequefios e insectos.
Wallace (2005), reporta que su alimentacion es en base a 81.4% de
frutas maduras, 4.7% de semillas, 10.7% de hojas y 2.9% de flores.

Felton et al. (2008), reportan un 82% de alimentacidon en consumir
frutos, 13% de hojas y 4.7% en flores; el consumo minoritario de raices
aéreas, tallos y cortezas; aunque existe un consumo de invertebrados en
pequefios volumenes, siendo la familia Moraceae la mas consumida
(61.2% del tiempo invertido en alimentarse), con especies como Ficus
trigona, Myrciaria sp., F. boliviana, Pseudolmedia laevis, entre otros
(Pacheco y Cornejo, 2011).

2.1.3 Callicebus oenanthe:

De la familia Pitheciidae, también conocidos como monos Titi, son
monogamos Y viven en pequefios grupos familiares; estos poseen varios
nombres comunes: en el Rio Mayo (Titi Monkey), en el Rio Mayo (Titi),
en San Martin (Titi Monkey), en Andean Titi Monkey y Mono Toc6n en
espafiol. Reconocida como una especie valida (Hershkovitz 1990;
Kobayashi y Langguth 1999; Van Roosmalen et al., 2002), ellos
reconocen cinco grupos de especies: Callicebus cupreus, Callicebus
donacophilus, Callicebus moloch, Callicebus personatus y Callicebus

torquatus.

Esta especie, estd vinculado a bosques riberefios, aunque
posimente, puede habitar bosques secundarios (Mark, 2003; De

Luycker, 2006; Béveda-Penalba et al; 2009); sin embargo, Boveda-
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Penalba et al. (2009) identifica su desarrollo en bosques de altura y

concluye que no es especifica a un ecosistema en particular.

2.1.4 Lagothrix cana:

Conocido como mono choro de Geoffroy, pertenece a la familia
Atelidae, en nuestro pais se encuentra vinculada a los rios Pachitea y
Ucayali, y al sur del Rio Inuya, Rio Madre de Dios y de la cuenca del rio
Tambopata hasta el Rio Inambari (Aquino y Encarnacion, 1994); esta
especie es de contextura robusta, de color gris, con la cabeza y linea
dorsal de color marrén negruzco caracteristico. Presenta una cola
prensil, con su caracteristico callo desnudo en la parte terminal ventral, a
nivel del vientre presenta un pelaje largo (Wallace y Rumiz, 2010;
Pacheco y Cornejo, 2011).

En 1963, Fooden revis6 la correccidon del genero Lagothrix
reconociendo dos Unicas especies, como Lagothrix flavicauda “mono
choro coliamarillo” (monotipica), y Lagothrix lagotricha “mono choro
comun” incluyendo 4 subespecies: L. |. Lagothricha, L. I. Lugens, L. .
Cana y L. |. Poeppigii. Basado en esta revisidbn Groves, 2000 realiza la
Ultima revision del género, elevando las subespecies de L. Lagothricha a
nivel de especies y a L. Flavicauda a nivel de género.

Este primate se encuentra generalmente en bosque nublado en
una altitud de 1.000 y 2.500 msnm, aunque la poblacion boliviana los ha
encontrado a unos 700 metros, el mono choro de Geoffroy prefiere
zonas no inundadas donde hay una abundancia de musgos, helechos,

bromelias y orquideas (Arkive, 2014).

Esta especie tiene una dieta caracteristica en base a frutos
(80.7%), hojas frescas (14.4%), flores, y néctar (3.1%), principalmente.
En general su dieta es en base a por lo menos 225 especies vegetales,
entre arboles (177), lianas (36), hemiepifitas (7), epifitas (3), vy
estranguladoras (2), principalmente (Pérez, 1994). El consumo de los

diversos vegetales, presenta una variacion estacional marcada debido a
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la mayor disponibilidad de estos. En la época seca, su alimentacion
puede disminuir en relacion a los frutos llegando a representar el 2%,
priorizandose en base a follaje, semillas, y exudados, por lo que es

caracteristicos de semillas (Pacheco y Cornejo, 2011).

2.1.5 Lagothrix lagotricha:

El bosque primario de tierras bajas es el habitat preferido del
mono choro comudn; sin embargo, también se puede encontrar en el
bosque de nubes, hasta alturas de 3.000 metros, y ocasionalmente en
areas perturbadas o fragmentadas de bosque. En ciertas épocas del afio
puede entrar en los bosques inundados, para alimentarse de la gran

cantidad de frutas que se encuentran alli (Arkive, 2014).

Esta especie es conocida cominmente como “macaco” barrigudo,
y el otras areas mono barrigudo, mono caparro, y/o mono lanudo comun.
Su taxonomia de Lagothrix se basa en (Fooden, 1963), pero sigue
Groves (2005) en el reconocimiento de Cana, como especie completa en

vez de subespecies de lagotricha.

Respecto al habitat y alimentacion estos son diurnos y arboéreos,
su dieta es en base a frutas maduras, hojas, semillas, entre otros como
los insectos. Cada una de estas, son mas importantes en base a la
temporada de lluvias por su mayor disponibilidad. En cautiverio, se ha
observado que las hembras modifican su alimentacién (Emmons y Feer,
1990; Eisenberg y Redford, 1999; Nowak, 1999). Geograficamente, se
desarrollan en bosques riparios y al borde de lagunas, a nivel del estrato

medio y alto del bosque (Tirira, 2007).

2.2 Principales enfermedades de los primates de estudio.

2.2.1 Enfermedades bacterianas de Importancia.
La etiologia de estas enfermedades respiratorias se debe a la
presencia de bacterias presentes en la microbiota normal; siendo estas

como Pasteurella sp., Klebsiella sp., Bordetella sp, Streptococcus sp,
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entre otros; mostrandose como signos clinicos comunes del tracto
respiratorio como descarga nasal, faringitis, neumonia, disnea, letargia,
anorexia, fiebre, septicemia, y potencialmente la muerte del individuo;
este complejo puede diagnosticarse a través de técnicas de laboratorio

como hemocultivo, cultivo de mucosa del tracto respiratorio.

Por otro lado, las etiologias como Salmonella spp, Shigella spp, y
Escherichia coli, Yersinia pseudotuberculosis y Y. enterocolitica,
muestran como signos de anorexia, deshidratacién progresiva, letargia,
diarrea, disenteria y muerte subita por septicemia. Estas son
diagnosticadas a través de coprocultivo, hemocultivo, aislamiento y el
tratamiento comprende antibioterapia especifica. Hay que tener en

cuenta que algunas enfermedades de este complejo son zoondticas.

La tuberculosis, es hoy en dia una las enfermedades producidas
por micobacterias y siguen siendo de gran importancia en primates, se
reconocen tres tipos de micobacterias que afectan a la especie, como el
M. tuberculosis, M bovis y M. avium que son causantes de tuberculosis
los cuales pueden infectar a animales salvajes. Se reconoce a estas
especies como resistentes al Mycobacterium avium, siendo la incidencia

mayor en los primates del Viejo Mundo.

Los signos clinicos son notorios solo cuando la enfermedad se
encuentra diseminada en el animal, mostrando una modificacion
conductual, depresion, letargia, debilidad, posiciébn encorvada y anorexia
(Varela, 2007).

2.2.2 Colibacilosis:
La E.coli es una bacteria descubierta por el bacteridlogo aleman
Theodor von Escherich, denominandolo como Bacterium coli; luego
denominandolo como Escherichia coli, en honor al descubridor. Bacilo
gramnegativo no esporulado, movil con flagelos peritricos, anaerobios
facultativos con un tamafio de 2 pym de largo y 0,7 pm de ancho,

reconociéndolo como una mesofila, cuya temperatura Optima de
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crecimiento 37°C (Kaper et al., 2004). Estas bacterias son de rapido
crecimiento, miembro importante de microbiota del intestino de los seres
humanos y otros mamiferos; presenta una distribucion en suelo, agua,
vegetales y animales; también ha sido ampliamente estudiados como
hospederos Utiles para la clonacién utilizando técnicas de ADN

recombinante (Kaper et al., 2004).

E. coli es una de las bacterias més estudiadas en el laboratorio y
habitante universal del intestinal; siendo considerado un microorganismo
muy versatil, productor de diferentes patologias, causando diversas
enfermedades intestinales y extraintestinales, a través de la expresion

de sus factores de virulencia (Clermont et al., 2000; Rodriguez, 2002).

Se han identificado seis grupos o patotipos de E. coli ocasionan
diarrea en sujetos sanos: E. coli enteroagregativa (EAEC),
enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica
(EHEC), adherente difusa (DAEC) y enteropatégena (EPEC) (Rodriguez,
2002; Lopez et al., 2003; Vidal et al., 2007).

Estudios genéticos, como los filogenéticos permiten identificar
aislados de E. coli y los dividen en 04 grandes grupos filogenéticos (A,
B1, B2, y D), reconociéndose a cepas extra-intestinales virulentas dentro
del grupo B2, en el grupo D; y donde un gran porcentaje de cepas
denominadas comensales pertenecen al grupo A. Estos estudios
también nos han dado una mejor comprension de las caracteristicas de
virulencia (Clermont et al., 2000; Rodriguez, 2002; Lopez et al., 2003).

2.3 Evolucion de E. coli a un organismo patdogeno
Es probable que algunas cepas de E. coli carezcan de rasgos
especificos o simplemente su combinacién les permite causar infeccion
en los seres humanos, es decir mantenerse a si mismos el tiempo
suficiente protegidos e inducir dafio al huésped, las cuales pueden ser

definidas como cepas “no patdégenas”. Estas cepas se limitan a la
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colonizacion de seres vivos sanos, a partir de las perspectivas de la
evolucion los linajes originales de la especie de E. coli no patégena dan

lugar a diferentes patotipos (Chattopadhyay et al., 2012).

En primer lugar, estas cepas “no patdogenas” son organismos que
pertenecen en gran parte a la naturaleza. En segundo lugar, la
diversidad clonal de E. coli no patdgena es significativamente mayor que
cualquier tipo de aislado clinico (Kohler y Dobrindt, 2011), lo que implica
que este ultimo expande subconjuntos derivados (evolucionados). En
tercer lugar, muchos de los rasgos que se pueden definir como factores
de virulencia de patogenos (bien adaptados o pre adaptados) son
adquiridos recientemente de cepas evolucionadas. Las cepas patdgenas
han transferido horizontalmente genes en plasmidos, profagos, o islas
cromosomicas que no estan presentes en la mayoria de las cepas no

clinicas (Chattopadhyay et al., 2012).

Aunque tedricamente los “no patdgenos” podrian haber perdido la
mayoria de factores de virulencia, el andlisis filogenético de su
distribucion argumenta en contra (Chattopadhyay et al., 2012). Entonces,
la naturaleza derivada de los patdégenos evidencia el hecho de que estas
cepas (como Shigella) tienden a perder o inactivar ciertos genes
centrales que son evolutivamente originales a la especie (Maurelli,
2007). Un buen ejemplo de la evolucion de “no patégeno” a “patdégeno”
es Shigella, ésta se agrupa inicialmente en cuatro especies separadas
(S. boydii, S. dysenteriae, S. flexneri, S. sonnei), pero més tarde se
determindé que E. coli y Shigella deben considerarse como una sola
especie (Jin et al., 2002). Los genomas Shigella/ECEI son colineales a

E. coli con méas de 90% de genes homadlogos (Jin et al., 2002).

Los estudios genéticos revelaron que se trata de la transferencia
horizontal de genes de virulencia agrupados con bajo contenido de G +
C en comparacion con el resto del plasmido, lo que ocurrié varias veces,
cada una de las cuales dio a luz a un nuevo clon Shigella (Pupo et al.,

2000). Un analisis de la region comprendida cadA, (gen contra la
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virulencia), a partir de cuatro especies de Shigella demostrd
reordenamientos genéticos distintos en cada una de las regiones, lo que
indica de nuevo origen independiente de diferentes linajes de Shigella
(Day et al., 2001).

Sin embargo, los linajes de Shigella surgieron sélo dentro de un
gran grupo filogenético de E. coli, lo que sugiere que las adquisiciones
de los genes de virulencia podrian haber ocurrido preferentemente en
las cepas de un fondo gendémico similar. E. coli patégena es capaz de
colonizar asintomaticamente los seres humanos o anfitriones no
humanos. Por definicion, sin embargo, todos los E. coli patdgena puede
entrar a ambientes adecuados y causar infeccién clinica. La diferencia
clave entre los diferentes agentes patdgenos es lo mucho que depende
de las condiciones asintomaticas de habitats humanos para mantenerse
a si mismos en la naturaleza. Teniendo en cuenta los hébitats duales de
E. coli patdgena, desde las perspectivas ecoldgicas y evolutivas de los
patotipos, estas podrian subdividirse en tres categorias generales:

patégenos profesionales, accidentales y oportunistas. (Day et al., 2001).

2.3.1 Patégenos Profesionales o Expertos:

Para estas cepas de E. coli es esencial la capacidad de causar
la enfermedad garantizando asi su circulacién continua en la naturaleza,
siendo grandes ejemplos de patotipos Shigella y E. coli enteroinvasiva
(EIEC). Mientras que pueden colonizar los seres humanos de forma
asintomatica, los portadores asintomaticos son en su mayoria personas
que se recuperaron de la infeccion sintomética por la misma cepa
(Zdziarski et al., 2010). Estos patdégenos expertos o profesionales
también se pueden transmitir de manera efectiva durante la infeccién
activa para formar nuevas infecciones, es decir, a partir de un paciente
a otro (Stewart et al., 2003). Asi, los factores de virulencia de Shiguella
y EIEC se mantienen a causa de la infeccion o se transmiten como
patdgeno, adaptdndose de esa manera a la naturaleza. Esto se refiere
tanto a los mecanismos de virulencia evolucionados, la transferencia

horizontal de genes y mutaciones pato adaptivas. Entre las mutaciones
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pato adaptivas el papel principal se juega por las mutaciones de pérdida
de funcién, un ejemplo clasico de supresion de cadA y ompT genes anti
virulencia que interfieren con la funciébn o la secrecién de la entero
toxina (Day et al., 2001). Ademas, entre los diferentes patotipos de E.
coli, Shigella / EIEC estos llevan la mayor cantidad de punto de cambios
mutacionales (variaciones) en los genes del ndcleo, siendo la mayor
parte de ellos pato adaptivos en la naturaleza (Chattopadhyay et al.,
2009). Otros patotipos de E. coli que podrian representar patdgenos
profesionales son ETEC y EPEC, donde la diarrea puede ser un
requisito previo para el establecimiento de la colonizacion intestinal
asintomatica en nuevos huéspedes humanos. Estos nuevos anfitriones
son principalmente personas que no han tenido roce con el patégeno
antes (Von Sonnenburg et al., 2000), ya sea nifios o los recién llegados
a la comunidad (‘viajeros'). Sin embargo, ETEC y EPEC parecen circular
como un comensal dentro de la comunidad que tiene inmunidad
acumulada en contra de ellos. También es posible que los animales
domesticados sean reservorios primarios para algunos de estos
patotipos, por lo tanto, los datos epidemiolégicos que apoyan el papel
esencial de la virulencia en la circulacion de ETEC y EPEC no son tan

fuertes como para la Shigella / EIEC.

2.3.2 Patdégenos accidentales:

En estos patotipos de E. coli, el hébitat de virulencia es un
accidente ecoldgico y sin salida evolutiva. El causante de la infeccion
clinica en humanos no suele promover su transmision a otra persona o
en el medio ambiente del hospedero original. El patotipo EHEC es un
buen ejemplo de un patdégeno accidental por ser zoonético (Caprioli et
al., 2005). Tras la ingestion de alimentos contaminados, este patotipo
causa diarrea, a veces acompafado por un sindrome hemolitico-
urémico caracteristico y devastador (Levine et al., 1987). El linaje mas
notorio de EHEC se compone de cepas con el serotipo O157:H7,
aungue Ultimamente varios otros serotipos se han convertido en
infecciosos. Los individuos pueden arrojar ECEH durante 30 dias o0 mas

después de la infeccion y la transmision de nifio a nifio en centros,
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debido a que podrian contribuir a los brotes (Swerdlow y Griffin, 1997).
Sin embargo, este tipo de brotes mueren con rapidez a pesar del
potencial de transmision de persona a persona y la dosis infecciosa
baja. Al mismo tiempo los patotipos EHEC son comdn y continuamente
aislados de animales domesticados (vacas), que aparentemente
colonizan de manera asintomatica (Caprioli et al., 2005). Porque hay
una separacion ecoldgica suficiente entre los seres humanos y los
animales domesticados no hay transmision significativa del primero con
el segundo, incluso si las bacterias estan siendo derramadas en
nameros considerables durante la infeccion clinica, aunque, debido a la
baja dosis infecciosa, que se propagan de persona a persona con
frecuencia estos brotes no se sostienen por periodos prolongados (Bell
et al., 1994). Entonces, los linajes de EHEC no podian evolucionar
especificamente para causar infeccion en los seres humanos, y el
resultado es simplemente accidental, tanto para las bacterias y el
huésped humano. Debido a la naturaleza accidental del patdgeno, la
mayoria de los factores de virulencia EHEC deben ser considerados
como de la naturaleza pre adaptado, es decir, no evolucionan para la
virulencia per se, al menos no en los seres humanos. Siendo un factor
de virulencia representativo de EHEC es reconocida como toxina Shiga-
like codificada por un préfago (Sandvig, 2001).

La toxina es aparentemente expresada y secretada incluso sin la
activacion del fago y tiene toxicidad potente contra las células humanas
(Bielaszewska et al., 2006). Sin embargo, es probable que se haya
desarrollado como un arma contra los depredadores protozoarios de
bacterias en lugar de inducir dafio tisular al ser humano (Steinberg y
Levin, 2007). Se ha propuesto que la toxina Shiga en EHEC es sobre
expresado o liberado en una cantidad excesivamente grande durante la
infeccion humana debido a la activacion del profago (Mellmann et al.,
2009). Este ultimo podria ser el resultado del stress en las bacterias en
el intestino humano, ya que trata de establecer la colonizacion alli. La
naturaleza de este stress esta claro pero parece estar ausente durante

la colonizacion del intestino del bovino. ECEH representa un ejemplo
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clasico de la virulencia, siendo el resultado la incapacidad para
establecer relaciones comensales con el anfitrion. Dado que las
bacterias estan siendo lisadas durante la activacion del fago, entonces
la expresion de la toxina evolucionaria probablemente como un rasgo
adaptado para las bacterias por lo tanto, se puede considerar como un
factor de virulencia. Ejemplos de mutaciones pato adaptivas en EHEC
podrian ser mutaciones que inactivan las fimbrias tipo 1 (Shaikh et al.,
2007). Estas mutaciones se encuentran tanto en la proteina adhesina
FimH y en el switch de la expresion fimbrial, lo que sugiere que ocurre
repetidas veces y, por lo tanto, baja la accién de la seleccion positiva
(Leopold et al., 2009). Sin embargo, estas mutaciones se encuentran
tanto en los aislados clinicos y no clinicos del serotipo 0157, en
consonancia con la naturaleza pre adaptada del segundo. El papel de la
pérdida fimbrial ya sea en la infeccion humana o la colonizacién bovina

no esta claro todavia.

2.3.3 Patdgenos oportunistas:

Este tipo de patdgeno representa los mas diversos y, desde las
perspectivas de evolucion, a un grupo ambiguo de E. coli. A diferencia
de los agentes patégenos profesionales o expertos, estas E. coli
parecen ser capaces de circular continuamente sb6lo como
colonizadores asintomaticos humanos (comensales). Ocasionalmente
causan solo infecciones clinicas, sobre todo en los individuos con un
sistema inmune un tanto comprometidas o levemente comprometidas. A
diferencia de los agentes patdgenos accidentales, sin embargo, las
bacterias pueden ser facilmente capaces de volver a su entorno original
(intestino humano), mientras que se disemina durante la infeccién, a
veces en gran numero. Por lo tanto, el proceso infeccioso no impone un
escenario sin salida evolutiva para el patégeno. Ejemplos de tales E.
coli son principalmente el patotipo EXPEC que, en los paises
desarrollados, es responsable de la gran mayoria de infecciones de E.
coli (Johnson y Russo, 2002). Sdlo las infecciones del tracto urinario por
si solos (cistitis), donde E. coli es el principal patégeno, afecta a mas de
7 millones de mujeres cada afio en los EE. UU (Foxman, 2002). Siendo
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mas comunes las infecciones del tracto wurinario, que afectan
principalmente a las mujeres y, en términos de frecuencia y de la carga
bacteriana, son minutos en comparacion con la colonizacion intestinal
por E. coli, tanto en hombres como en mujeres. Esto es cierto incluso
para los linajes clonales de E. coli que causan principalmente las
infecciones urinarias en su mayoria del grupo filogenético B2 (Moreno et
al., 2008).

Entonces es poco probable que la colonizacion primaria, intestinal
de EXPEC dependa de la capacidad de causar la infeccion oportunista,
de hecho, transfiriendo horizontalmente factores de virulencia de E. coli
uropatdégenos tales como fimbrias P digalactosa especificos
demostraron ser importante para la colonizacién intestinal de E. coli en
humanos con ciertos tipos de sangre (Herias et al., 1995). Por la misma
razon, se ha demostrado que, en el curso de las infecciones del tracto
urinario, las bacterias pueden adaptarse alli mediante la mutacion de
adhesina FimH, LPS, flagelos (Weissman et al., 2003). Asi, al menos
algunos de los rasgos de virulencia se seleccionan para el habitat y la
virulencia, por lo tanto, son producto de la adaptacién. De hecho,
algunos de los ejemplos méas claros de las mutaciones adaptativas
pathos en el curso de la infeccion proviene de la UPEC. La naturaleza
dual de los factores de virulencia en los patdégenos oportunistas (es
decir, ser tanto pre-adaptados y adaptado) hace esta categoria

compleja desde perspectivas de modelos evolutivos.

2.4 Grupos Filogenéticos de E. coli

El analisis filogenético de E. coli ha permitido aislar cinco grupos
principales para ser identificados, los cuales son, A, B1, B2, Dy E. En
los humanos encontramos a los grupos B2 y D que estan a menudo
como noxa de infecciones de tipo extraintestinales; mientras que ciertos
grupos como el Ay el grupo B1, son relacionados frecuentemente con
microbiota. Tipicamente, los aislados de los grupos B2 y D son los que
presentan factores de virulencia y disminucion de las tasas de

resistencia a los antimicrobianos de los grupos A o B1, aunque estudios
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mas recientes indican que algunos clones particulares de grupo
filogenético B2 (ST131) o D (ST405) expresan un fenotipo
multirresistente. Estos se reconocen inicialmente por electroforesis de
enzimas multilocus, un enfoque bastante complejo y requiere mucho
tiempo. En el 2000, Clermont et al. describieron una técnica mas simple
basado en un triplex PCR para detectar genes amplificados de Chua y
yjaA, ademas de la expresion del fragmento TSPE4.C2 de ADN. Este
método asigna el grupo filogenético en aproximadamente el 80% de los
casos.

En diversos reportes, en seres humanos provenientes de paises
desarrollados (Australia, Estados Unidos y Europa), la cepa B1 es poco
frecuente el hallazgos a otros grupos filogenéticos. Sin embargo, cepas
A y Bl se reportan predominantes en seres humanos en paises
subdesarrollados (Gordon y Cowling, 2003; Li et al., 2010; Tenaillon et
al., 2010).

El 2000 Clermont et al. Propone una estrategia mediante PCR
triplex para identificacion rapida de aislados de E. coli por filogrupo. A
través del gen chuA (funcién de sideréforo), en yjaA (involucrada en la
respuesta al estrés de E. coli al peréxido de hidrogeno, cadmio y acido;
asi como el desarrollo de biofilm, y un fragmento an6nimo TSPE4.C2

(estereasa lipasa).

2.4.1 Genotipificacién molecular — Patotipos
2.4.1.1 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Estas cepas presentan diversos mecanismos de colonizacién del
tejido blanco (intestino delgado) a través del pili o fimbria
correspondiente, denominadas CFA (colonization factor antigens),
ademas hacen uso de entero toxinas como la termolabil (LT) y la toxina
termoestable (ST), cuya informacion se encuentra en un plasmido,
algunos genes de ST han sido identificados en transposones. El
mecanismo utilizado, estd relacionado al uso de toxinas LT y ST,
quienes afectan la concentracion intracelular de mediadores como el

CAMP y cGMP, respectivamente; actuando sobre la membrana de las
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células epiteliales del intestino, lo cual trae como consecuencia la diarrea
debido a la salida de agua e iones.

La contaminacion suele ser fecal de agua y alimentos, siendo la
principal fuente de infeccién, con una dosis infectiva de 102 unidades
formadoras de colonias (UFC). El cuadro clinico es caracterizado por
presentar diarrea aguda, generalmente sin sangre, moco, ni pus, Yy
ocasionalmente presentan fiebre y vomito. La diarrea producida puede
ser leve, breve y/o auto limitada, aunque ocasionalmente puede tener

presentacion grave (Rodriguez-Angeles, 2002).

2.4.1.2 E. coli enterohemorréagica (EHEC).

Se ha descrito a este patotipo en manifestaciones como dolor
abdominal, diarrea, presencia de sangre y fiebre esporadica, el cuadro
generado se le denomina colitis hemorragica, la cual estaba relacionada
por el consumo de carne sin cocer o mal cocida (Riley et al., 1983).
Siendo el serotipo relacionado el O157:H7.

Karmali (1983), asocio estos aislados con casos del sindrome
urémico hemolitico (SUH), cuya caracteristica es la lesion colitis
hemorragica, insuficiencia renal aguda, trombocitopenia y anemia
hemolitica microangiopética, encabezada por diarrea con sangre; esta
cepa de E. coli produce una citotoxina con acciéon en células Vero,
denominandola verotoxina (VT), y a las cepas E. coli verotoxigénicas
(VTEC).

Asimismo, se analizé que dicha citotoxina se denominé también
“shiga-like toxin” o toxina similar a shiga (SLT) o “shiga toxin” (STX), y a
las E. coli que pueden crearla se les denomina STEC (Rodriguez-
Angeles 2002).

2.4.1.3 E. coli enteroinvasiva (EIEC).
Estas cepas estan relacionadas bioquimica, genética y a nivel

patogénico, relacionados con Shigella spp. Numerosos estudios reportan

gue la Shigella y E. coli son indistinguibles taxonémicamente. Las cepas
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de EIEC son reconocidas como noxa de la colitis inflamatoria invasiva o
disenteria, pero en la mayoria de los casos, provoca diarrea acuosa.

Estas cepas de EIEC se distinguen de Shigella, a partir de
pruebas bioquimicas, mecanismos moleculares; sin embargo también
comparten factores de virulencia esenciales. Incluso en esta infeccion
por ambas cepas tienen en comun algunos mecanismos de la patogenia
bacteriana, como la adherencia a los enterocitos, generacion de la
vacuola endocitica, multiplicacion bacteriana a nivel intracelular, y la
movilidad (Kaper, 2004).

2.4.1.4 E. coli enteropatégena EPEC:

Es el grupo méas estudiado microbiolégicamente, relacionados a
eventos de diarrea en infantes, teniendo a los mecanismos de
adherencia como factor de patogenicidad, el factor de virulencia es el
Bfp (bundle-forming pilus), siendo codificada a partir del plasmido de
70MDa identificado como EAF (EPEC factor de adherencia). Para este
paso, se sintetiza una proteina de membrana externa, cuya informacion
es codificada en el gene “eae” de tipo cromosomal; el cual va afectando

la estructura de las vellosidades a nivel del epitelio (Rodriguez, 2002).

2.4.1.5 E. Coli enteroagregativa EAEC:

Las EAEC son comuUnmente reconocida como una noxa de
cuadros de diarrea endémica y/o epidémica en todo el mundo; sin
embargo son consideradas como patdégenos emergentes, son
consideradas como una de las mas importantes causas de diarrea del
viajero reportados en los diferentes paises del mundo. La diarrea
causada por EAEC es a normalmente de tipo acuosa, ocasionalmente es
acompafiada de moco o sangre. Su colonizacidon en epitelio, puede
ocurrir en la mucosa de ambos intestinos: delgado y grueso, que pueden
conducir a la inflamacion leve en el colon.

El fenotipo caracteristico de EAEC es la adhesion por agregaciéon
en epitelio, normalmente se observa la formacién de un patrén de ladrillo
apilado de células HEp-2, organizacion determinada por los genes que

se encuentran en una familia de plasmidos de virulencia identificados
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como plasmidos pAA. Estos plasmidos de 100 kb codifican los genes
relacionados a la biogénesis de las fimbrias de agregacion (AAFS). AAF
y la adhesiéon mediada por flagelina induce una respuesta IL-8, que
conduce a la transmigracion de neutréfilos. Se han identificado cuatro
variantes de AAFs (AAF / I, AAF / Il, AAF / lll y HDA). Los receptores
para AAFs son desconocidas, pero los datos recientes muestran que los

AAF / 1l puede unirse fibronectina (Croxen y Finlay, 2010).

2.4.1.6 E. coli de adherencia difusa DAEC:

Este patotipo (DAEC), ha sido implicado como causa de eventos
de diarrea por diversos autores, en menores de edad de diferentes
regiones geograficas. Estas bacterias poseen un patrén caracteristico de
adhesion difusa a monocapas de cultivo celular (células HEp-2).

La mayoria de estas cepas, poseen una adhesina llamado F1845
fimbrial o una adhesina relacionada; esta F1845 pertenece a la familia
de adhesinas, compuesta por DAF, un glicosilfosfatidilinositol (Kaper,
2004).
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[ll.  MATERIALES Y METODO

3.1 Localizacion y Ambiente:

La totalidad de muestras a estudiar fueron tomadas de diferentes
especies de monos de dos centros de rescate las cuales se encuentran
ubicadas en la region selva: la reserva natural Media Luna, ubicada en el
departamento de Loreto siendo las coordenadas (Longitud oeste: 75° 10'
29"y 77° 48' 41", Latitud sur: 0° 2' 37"), y la reserva natural Tarangué
ubicada en el departamento de San Martin siendo las coordenadas
(Latitud: - 7, Longitud — 76.8333); estos centros son destinados

principalmente para el rescate de primates de la region.

3.2 Poblacion y Muestra:

Se trabaj6 con 56 individuos de las especies Callicebus oenanthe,
Lagothrix lagotrich, Lagothrix cana, Ateles belzebuth de las reservas en
estudio, los cuales representan el total de la poblacion que se
encuentran en la actualidad por lo que no es necesario determinar un

tamafno de muestra.

3.3 Toma de Muestras

3.3.1 Sujecién de los monos:

Se anestesid a cada primate, previo ayuno, utilizando ketamina y
diazepam, via intramuscular mediante el uso de cerbatana. El sexo y la
edad aproximada fueron registrados de cada animal de estudio
(primate), ademas registro de datos de temperatura rectal, la frecuencia
cardiaca y la frecuencia respiratoria para su monitorizaciéon durante el

proceso anestésico.

A cada animal se le hizo hisopado rectal para obtener las
muestras. Los animales que fueron muestreados durante este estudio

fueron muy bien manejados, evaluados y regresados a su ambiente
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controlando sus constantes fisioldgicas hasta que termind el proceso

anestésico.

3.3.2 Toma de muestras por hisopado rectal:

Se tomaron 56 muestras, para lo cual se introdujo en el recto un
hisopo de algodon estéril y humedecido en solucion salina, haciendo
movimientos rotatorios; una vez tomada la muestra, se deposito el
hisopo en un tubo de tapa rosca conteniendo un medio de transporte
bacteriano agar Stuart (MERCK®), se cort6 la parte saliente del hisopo,
se cerr6 firmemente el tubo y fue rotulado. Se almacenaron las muestras
en conservadoras de poliestireno expandido (Telgopor®) con
refrigerantes con el fin de mantener una temperatura entre 4 y 8° C. Las
muestras fueron remitidas hasta el Laboratorio de Microscopia de la
carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la UCSUR para su

procesamiento.

3.3 Aislamiento y Cultivo Bacteriano
3.3.1 Enriquecimiento no selectivo:
Se tomo el hisopo con la muestra, introduciéndola en un tubo con
caldo de enriquecimiento general, caldo Tripticasa Soya (TSB) y se rot6
presionando firmemente sobre la pared del tubo, llevandolo asi a la

incubadora durante 24 horas a 37° C.

3.3.2 Siembra en agar:

Las muestras (MC), a partir de los tubos con caldo TSB, se
sembraron por agotamiento con un asa en aro en las placas
previamente preparadas de agar general sangre y con agar Mac conkey,
incubandolas por un tiempo de
24 hrs a 37° C. Después de la incubacion, se observo y selecciono las

colonias que se formaron en las placas para realizar la tincion Gram.

3.3.3 Preparacion del frotis:
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Se derramd una pequefia gota de agua sobre una lamina
portaobjetos limpia y se procedié con técnica de la coloracion Gram
(ICMSF, 2000).

3.3.4 Identificacion Bioquimica:

Después de seleccionar las colonias a procesar, se procedié a
enfrentarlas frenete a las pruebas de identificacion bateranas:
e Hierro tres azucares (TSI).

e Lisina hierro (LIA).

e Catalasa.

e Oxidasa.

e Citrato de Simmons.

e Sulfuro de hidrégeno — inddl — motilidad (SIM).
e Ureasa.

e Rm-VP.

e Gluconato.

e Ornitina.

3.4 Extraccion de ADN

Se inicia por la extraccion de la muestra (ADN), el inoculo en agar
TSA incubandose a 37C° x 24 hrs en 1 ml de H20 libre de ADN puesto en
un eppendorff se incul6 la bacteria y se procedi6 a homogenizar
nuevamente. Este se calent6 a 100°C por 10 minutos y se paso
rapidamente a hielo escarchado por un periodo de 5 minutos, luego se
volvié a resuspender sobre la microplaca y nuevamente se homogenizo
para después ponerlo en hielo y centrifugarlo a 13000 rpm por 10
minutos. Se colocé 100ul de sobrenadante con cuidado a otro tubo
eppendorff nuevo para refrigerarlo conservandolo asi para un uso

inmediato.

3.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Se realiz6 la PCR con un protocolo estandar, donde cada reaccién

presenta un volumen de 20ul de reaccién, y que contiene: 2ul de 10x
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tampén (suministrado con la polimerasa Taq), 20 pmol para cada
cebador, contiene para cada desoxinucleésido trifosfato 2 mM de
concentracion; 2,5 U de Taq polimerasa (ATGC Biotechnologie, Francia),
y 200 ng de DNA gendmico. La reaccion de PCR se realizara con el
termociclador Perkin - Elmer GeneAmp 9600 con tubos MicroAm bajo las

siguientes condiciones:

Las reacciones constan de un evento de desnaturalizacion por un
tiempo de 5 min a 94° C, posterior de 30 ciclos de 30s a 94° C , 30 s a
55°C , y finalmente 30 s a 72°C , y una extension final de la reaccion por 7

min a 72° C. Los pares de primer o cebadores usados fueron:

~ YjaA.l (5-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3).
~ YjaA.2 (5-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3).
— TspE4C2.1 (5-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3)).
— TspE4C2.2 (5-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3)).
— ChuA.1 (5-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3)).
— ChuA.2 (5TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3).

(Clermont et al., 2000)

Los cuales generaron 279, 211, y 152 pb respectivamente. En un
protocolo simplificado, se evalu6 una reaccién de la polimerasa triplex de
dos etapas basado en los métodos descritos anteriormente. Los
componentes de la mezcla de reaccion eran los mismos que aquellos en
el protocolo estandar, excepto que el ADN fue directamente
proporcionado por 3ul de lisado bacteriano o un trozo de una colonia, los
seis cebadores anteriormente mencionados se mezclaron, y los pasos

de la PCR fueron los siguientes:

Durante 4 minutos a 94 °C, seguido de 30 ciclos de 5 segundos a
94 °C y 10 segundos a 59 °C, y una extension final de la reaccion por 5
minutos a 72 °C. La interpretacion de las bandas producto de PCR para
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la identificacion de los grupos filogenéticos estan en base al tamafio de
fragmento de los genes analizados ChuA, YjaA y TspE4C2; de 279 pb,
de 211pb y 152 pb respectivamente, que permite identificar los

diferentes grupos filogenéticos.

V. RESULTADOS

Se aislo 119 cepas de las 56 muestras recolectadas en la reserva de
Media Luna (Loreto) y la reserva de Tarangue (San Martin) de las cuales 37.82

% (45/119) resultaron positivas a Escherichia coli.

Ademas, se logro aislar e identificar mediante pruebas bioquimicas,
diferentes géneros, principalmente: Serratia sp en un 24.36 (29/ 119),
Pseudomonas 10.94 (13/119), Citrobacter sp 9.24 (11/119) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de cepas bacterianas aisladas a partir de hisopados

rectales de monos de las reservas de Media Luna y Tarangue (n=119).

Identificacién Numero Porcentaje +1C 95%
Escherichia coli 45 37.82 8.71
Serratia sp 29 24.36 7.71
Pseudomonas sp 13 10.94 5.61
Citrobacter sp 11 9.24 5.20
Enterobacter sp 7 5.88 4.23
Salmonella sp 4 3.36 3.24
Edwarsiella sp 3 2.52 2.82
Providencia sp 3 2.52 2.82
Shigella sp 2 1.68 2.31
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Hafnia sp 1 0.84 1.64
Proteus sp 1 0.84 1.64
TOTAL 119 (010100 [N | —

Para la identificaciébn de marcadores genéticos se logro conservar

(32/45) 71.11 % de las cepas aisladas e identificadas como E. coli en monos

estudiados, dicho estudio se realizé por medio de la prueba molecular PCR

multiplex donde la amplificacion de los genes chuA, yjaA, y el fragmento

TspE4C2 permitieron el diagnostico de los grupos filogenéticos (Cuadro 2).

Estos marcadores filogénicos cuentan con amplificaciones o pares de

bases especificos que permiten su identificacién en la prueba de PCR

Mutiplex teniendo chuA, 279 pares de bases; yjaA, 211 pares de bases; y
TspE4C2, 152 pares de bases.

Cuadro 2. Determinacion de grupos filogenéticos de aislados de Escherichia

coli segun genes chuA, yjaA y fragmento TspE4C2 (n=32).

Grupo
Clave . p, . Total | Porcentaje | IC 95%
ChuA yjaA TspE4.C2 | Filogenético
- - - A 0
34.375 16.46
- + - A 11
- - + B1 10
31.25 16.06
- + + Bl 0
+ + - B2 1
3.125 6.03
+ + + B2 0
+ - - D 2
31.25 16.06
+ - + D 8

En el cuadro 2, se aprecia los 4 grupos filogenéticos reconocidos para E.
coli; el grupo A con 34.375% (11/32) con el mayor indice en las muestras que
presentaron resultados positivos en marcadores filogénicos de acuerdo a lo

descrito por Clermont et al. (2000).
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V. DISCUSION

El presente estudio, reporta 119 cepas a partir de 56 muestras de
hisopados rectales de primates no humanos, recolectadas en las dos reservas;
de las cuales 37.82 % (45/119) resultaron positivas a E. coli; asi mismo se
identificaron cepas de diferentes especies bacterianas, principalmente de la
Familia Enterobactereaceae (cuadro 1). Otro estudios, reportan prevalencias de
E. coli en seres humanos de hasta el 90%, en otras especies de mamiferos
salvajes con 23%, y en general en aves y reptiles con 10% (Gordon y Cowling,
2003; Power et al., 2005; Li et al., 2010); en primates existen reportes de este
tipo de reportes; sin embargo, se presentan diferencias potencialmente por lo
variable de los ambientes en los que se desarrollan diferencias de
alimentacion, e insumos alimenticios particulares, por ejemplo los descritos por
Pacheco, 2011, Wallace, 2005 y Felton 2008, describen el tipo de alimentacion
de los primates, basada primordialmente en el consumo de frutos, hojas, flores,

semillas, y en casos mas raros por pequefos invertebrados.

En el andlisis de los genes Chua A, YjaA y TspE4C2, permitid identificar
los 4 grupos filogenéticos, a partir de 32/45 (71.11%) muestras positivas a E.
coli. Por tanto, los 4 grupos filogenéticos reconocidos han sido el grupo
filogenético A con 34.375% (11/32) con el mayor indice en las muestras que
presentaron resultados positivos en marcadores filogénicos, seguido de los
grupos B1 con 31.25% (10/32), D con 31.25% (10/32) y B2 con 3.125% (1/32);
donde los grupos B2 y D, corresponden a cepas patdgenas extra intestinales y
el grupo A y Bl corresponden a cepas comensales. Representando estos

resultados riesgo potencial y permanente para la salud animal y salud publica.

Existen reportes en otras especies, como en crias de alpacas donde las

cepas aisladas, fueron reconocidas dentro de las cepas del grupo Bl
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predominantemente (65.55%), grupos D (19.33%), grupos A (13.45%) y grupos
filogenéticos B2 (1.68%) de 119 muestras reportados por Sicha (2016). Se
menciona también estudios en animales en las que predominan las cepas
pertenecientes grupo filogenético B1 (41%), grupo A (22%), grupo B2 (21%) y
en menor frecuencia el grupo D (16%) (Ochman y Selander, 1984); mostrando
una diversidad importante, caracteristica de patégenos facultativos como la E.
coli, donde dentro de la funcibn de miembros de la microbiota intestinal,
desarrollan diversos mecanismos y relaciones con el resto de la microbiota y el
hospedero especifico; estas relaciones también los reportan otros estudios

como el de Llamosas (2016).

Estudios en humanos, reportan al grupo filogenetico A como los mas
reportados (40.5%), luego el grupo B2 (25.5 %), seguido de las menos
reportadas, las cepas del grupo B1 y D son menos comunes (17%, para
ambos) (Escobar-Paramo et al., 2004; Nowrouzian et al., 2009). Por lo que, se
observa al grupo filogenético D, como el mayoritario en los animales,
constituyéndose como las mas virulenta, mientras que el grupo filogenético A
se presenta mayormente en humanos. Esto, evidencia la potencialidad de
transmision zoonotica de estas bacterias reconocidas como patdgenas
oportunistas, y cuyo factor de expresion de su patogenicidad es mas complejo

aun.

El presente estudio reporta, al grupo filogenético D con 31.25% y B2, con
3.125%. Estos grupos B2 y D, pertenecen a cepas patdgenas reportadas en
diferentes estudios (Boyd y Hartl, 1998; Bigen et al., 1998; Johnson y Stell,
2000; Gordon, 2004). Sin embargo, estos dos son menos reportados en el
ambiente (Walk et al., 2007), por otro lado, los grupos A y B1 que han sido

reportados en diferentes especies animales (Gordon y Cowling, 2003).

Diferentes reportes muestran rangos de prevalencia de los grupos
filogenéticos en las poblaciones animales y humanas, a nivel de areas
geograficas de estudio, estos en paises de Europa (Francia y Croacia), en
Africa (Mali y Benin), en Asia (Pakistan) y en Sudamérica (Pert, Guayana

Francesa, Colombia y Bolivia); estos reportes principalmente pertenecen al
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grupo A (55%), y al grupo B1 (21%); por otro lado, estan las cepas del grupo
filogenético D (14%) y grupo B2(10%) quienes se encontraron en menor indice
(Duriez et al., 2001; Zhang et al., 2002; Escobar Paramo et al., 2004; Gordon et
al., 2005; Pallecchi et al., 2007; Nowrouzian et al., 2009). Esto reafirma la
diversidad encontrada en las diferentes condiciones epidemioldgicas para la
bacteria en estudio, y muestra su potencial de transmision y patogenicidad;
ademas de que esta distribucion, esta influenciada por diversos factores

externos al propio desarrollo de las poblaciones bacterianas.
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VI.  CONCLUSIONES

Se determino que el grupo filogenético predominantes corresponden a
los grupos A, B1y D.
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VIl.  RECOMENDACIONES

Promover la investigacion de E. coli, a nivel molecular en animales en
estado de conservacion como necesidad para la conservacion de la

salud animal y salud publica.
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