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RESUMEN

Con el fin de determinar la variedad de microrganismos vaginales poco estudiados en la
Ilama se planted el siguiente objetivo: Caracterizar la microbiota vaginal de la llama
(Lama glama) mediante el anélisis del gen 16S. En la metodologia se realizé el anlisis
metagendmico, se inici6 con la toma de muestras mediante el hisopado vaginal en llamas
del Centro Experimental la Raya, seleccionando cinco animales por grupo (vacias y
prefiadas) de dos afios de edad, se realizo la extraccion del ADN bacteriano utilizando un
kit comercial Genomic DNA from tissue (marca: Macherey-Nagel, Lote: 2208-004), se
realizé el secuenciamiento mediante el kit 16 S Barcoding KIT 24V14 (SQK-16S114.24)
siguiendo las instrucciones y para el anélisis bioinformético se utilizo el software libre
epi2zmelabs/wf-16S (v1.3.0) desarrollado por Metrichor Ltd., filial de Oxford Nanopore
Technologies, en cuyo flujo de trabajo incluye uso de pysam 0.21.0, pandas 2.0.3, fastcat
0.15.1, minimap2 2.26-r1175, samtools 1.18, taxonkit v0.15.1, kraken 2.1.3. Los
resultados indican que la microbiota vaginal en las llamas vacias se hall6 91 géneros de
bacterias, las de mayor abundancia fueron Pseudomonas con 43.06%, Bacteroides con
18.80%, Stenotrophomonas con 4.68%, Mycoplasmopsis con 3.65%, el componente no
clasificado fue de 11.43% de las lecturas. Y en las llamas prefiadas, se hall6 72 géneros
de bacterias, las de mayor abundancia fueron Shigella con 19.47%, seguido de
Escherichia con 18.71%, Mycoplasmopsis con 12.78%, Prolinoborus con 11.19%, el
componente no clasificado fue de 11.81% de las lecturas. Se concluye que la abundancia
bacteriana de la microbiota vaginal presenta diferencias entre llamas vacias y prefiadas,

sin embargo, la composicidn presenta variaciones minimas.

Palabras clave: Bacterias, Camélidos, Microbiota vaginal, Microorganismos.

13

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ABSTRACT

In order to determine the variety of vaginal microorganisms little studied in the flame, the
following objective was raised: Characterize the vaginal microbiota of the flame (Lama
Glama) by analysis of the 16S gene. In the methodology, the metagenomic analysis was
performed, the samples began through the vaginal swab in the flames of the La Raya
Experimental Center, selecting five animals per group (empty and pregnant) of two years
of age, the extraction of the DNA was performed Bacterial using a Genomic DNA From
Tissue (brand: Machey-Nagel, lot: 2208-004) commercial commercial kit, sequencing
was performed using Kit 16 S Barcoding Kit 24v14 (SQK-16s114.24) following the
instructions and for bioinformatic analysis Free Software Epi2melabs/WF-16s (V1.3.0)
developed by Metrichor Ltd., Oxford Nanopore Technologies, in whose workflow
includes use of Pysam 0.21.0, Pandas 2.0.3, Fastcat 0.15.1, in which MINIMAP2 2.26-
R1175, SAMTOOLS 1.18, TAXONKIT V0.15.1, KRAKEN 2.1.3. The results indicate
that the vaginal microbiota in the empty flames was found 91 genera of bacteria, the most
abundance were pseudomonas with 43.06%, bacteroids with 18.80%, Stenotrophomonas
with 4.68%, mycoplasmopsis with 3.65%, the un classified component was 11.43 % of
the readings. And in the pregnant flames, 72 genera of bacteria were found, the ones with
the greatest abundance were Shigella with 19.47%, followed by Escherichia with
18.71%, Mycoplasmopsis with 12.78%, prolinoborus with 11.19%, the un classified
component was 11.81%of the Readings It is concluded that the bacterial abundance of
the vaginal microbiota has differences between empty and pregnant flames, however, the

composition presents minimal variations.

Keywords: Bacteria, Camelids, VVaginal microbiota, Microorganisms.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La llama (Lama glama) es una especie de camélidos sudamericanos (Moran et al.,
2010). La poblacion de llamas en el Per( es de 1 462 730 animales, de los cuales el 35 %
pertenece a la region de Puno (J. Quispe et al., 2015). Las llamas se alimentan sobre todo
de forrajes fibrosos de baja calidad (Ceron et al., 2013). La introduccion y crianza de

camélidos aumentd en diversos paises y zonas altoandinas (Mulsow, 2008).

En las llamas generalmente existe una baja tasa de casos patoldgicos a nivel de su
tracto reproductivo, todos estos cambios producen dishiosis del microbiota del tracto
reproductivo de la Ilama hembra. La microbiota vaginal, estd formado por una gran
cantidad de microorganismos, cuya presencia esta asociada al mantenimiento de un
ecosistema vaginal dindmico que previene la colonizacion y la infeccion de patégenos
oportunistas, este ecosistema vaginal puede verse alterado por diversos factores (Mora,

2019).

Existen algunos trabajos que han tratado de describir la presencia de
microrganismos tanto benéficos como patdgenos del tracto reproductivo de la hembra,
utilizando técnicas convencionales de la microbiologia (Valenzuela et al., 2015) pero a
veces estas metodologias no detectan la totalidad de agentes por los medios especificos
que requieren para que estos agentes desarrollen, por lo mismo, es que se tiene reportes
que han demostrado que el gen 16S es de gran utilidad para describir y caracterizar las
comunidades microbianas de los organismos denominados no cultivables (Martinez,
2020), se estima que solo el 50% de las bacterias son cultivables, y que entre 10 a 20%

de los aislados son organismos nuevos para la ciencia (Rodicio et al., 2004).

15
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La comparacion de las secuencias de los 16S permite establecer las relaciones
filogenéticas y es importante en la taxonomia bacteriana, permitiendo la identificacion
rapida y precisa de las bacterias (Rodicio et al., 2004), permitiendo conocer la verdadera
identidad del género y la especie (Suarez, 2020). Pero en camélidos y especialmente en
llamas no se cuenta con informacion sobre esta variabilidad de microorganismos
presentes en la mucosa vaginal de acuerdo a la clase reproductiva, siendo de mucha
importancia tener conocimiento de este aspecto para asi plantear futuras estrategias de

manejo en el periodo productivo y reproductivo.

Por lo antes mencionado el trabajo pretende describir la microbiota vaginal de las
Ilamas hembra vacias y prefiadas de dos afios de edad, utilizando el secuenciamiento
masivo del gen 16S, que nos permitird conocer la diversidad y abundancia bacteriana, en

la mucosa vaginal, con un alcance del género bacteriano.

1.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.1.1. Objetivo general

e Caracterizar la microbiota vaginal de la llama (Lama glama) mediante el
analisis del gen 16S.

1.1.2. Objetivos especificos

e Identificar la microbiota vaginal en Ilamas vacias de dos afos.

e ldentificar la microbiota vaginal en llamas prefiadas de dos afos.

16
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
2.1.1. Antecedentes internacionales

Dellepiane y Morales, (2018), realizé un estudio sobre la identificacion de
bacterias en alpacas, donde se identificaron bacterias con mayor frecuencia:
Escherichia coli (24.9%), Providencia stuartii (16.5%), Shigella sp. (16.5%),

Hafnia alvei (5.9%), Serratia rubidae (5.9%) y levaduras (14.8%).

Jimenes (2020), reporta que se tomaron 32 muestras de vagina en
camélidos hembras no prefiadas, y 43 en hembras prefiadas, donde se aislo a
Escherichia coli (8,1%); Staphylococcus aureus (8,1%), Acinetobacter spp.
(2,4%) y una especie de Haemophilus spp. (3,2%) como patégenas y se aislaron

Enterobacter aerogenes (4,0%) y Micrococcus spp. (6,5%) como no patdgenas.

Pacheco (2014), identifico especies de bacterias como Escherichia coli,
Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus [-hemoliticos, Enterococcus,
Staphyloccocus coagulasa negativo, Proteus spp., Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae y Arcanobacter pyogenes mediante un frotis vaginal en

alpacas gestantes.

Mshelia et al. (2014), en el noreste de Nigeria, realizaron investigaciones
donde aislaron bacterias vaginales en camellos y vacas, encontrando Escherichia
coli en (73%), Estreptecoccus pyogenes en (18%) en camellos y Staphylococcus

aureus en (11%) en las vacas.

17
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Tibary (2001), indica que los microorganismos microbioldgicos en las
Ilamas son muy dificiles de identificar dada la amplia gama de bacterias que se
pueden aislar, como Bacillus sp., Staphylococus sp. Escherichia coli; Algunos de
estos gérmenes son parte de la flora vaginal normal mientras que otros son

oportunistas y pueden volverse patdgenos si se dan las condiciones adecuadas.

Espinoza (2018), menciona que los Lactobacillus sp., son considerados
como flora bacteriana normal de la vagina, que genera un beneficio, debido a la
produccidn de acido lactico que reduce el pH, contribuyendo a la disminucion y

retraso del crecimiento de otro tipo de flora potencialmente patogena.

Chekole, (2021), realizdé un estudio en camellos donde identifico ocho
especies diferentes de bacterias de los 6rganos reproductores muestreados: 29
(58%) del atero, 7 (14%) del cuello uterino, 7 (14%) de la vagina, y 3 (6%) del
ovario, del total de bacterias aisladas, coagulasa negativas fueron Staphylococcus
25 (50 %), Staphylococcus aureus 18 (36 %), Escherichia coli 12 (24 %), especies
de Streptococcus 11 (22 %), especies de Salmonella 6 (12 %), especies de Proteus

8 (16 %), Shigella y la especie 1 de Klebsiella (2%).

Fernandez et al. (2006), Refiere que el microbiota residente, esta
compuesta de gérmenes fijos, los cuales se encuentran en un sitio dado a una edad
dada; si se trastorna, se restablece espontaneamente con rapidez y el microbiota
transitorio estad formada por miembros no patdgeno, dentro de ellas se menciona
a Escherichia coli, A. pyogenes, P. aeruginosa, Staphylococcus sp, Streptococcus
sp, P. multocida y varias especies anaerobias como Clostridium sp, Bacteroides

sp. y Fusobacterium sp.

18
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Appiah et al. (2020), el objetivo del estudio fue investigar la microbiota
del tracto reproductivo en bovinos y su relacion con la salud reproductiva. Se
realiz6 una revision de la literatura existente, analizando estudios sobre la
composicion microbiana y su impacto en enfermedades uterinas como la metritis
y la endometritis. Los resultados indican que la microbiota desempefia un papel
crucial en la salud reproductiva, desafiando la nocién de que el Gtero es un
ambiente estéril. Se encontré una diversidad microbiana, de especies Prevotella,
Fusobacterium necrophorum, Escherichia coli, Arcanobacterium pyogenes. La
conclusién sugiere que una mejor comprension de la microbiota reproductiva
podria mejorar las estrategias de manejo y tratamiento en la ganaderia,

promoviendo la salud animal y la productividad.

Wang et al. (2018), caracterizo la comunidad bacteriana cervical en vacas
lecheras en diferentes etapas fisioldgicas y en aquellas con metritis. Se utilizo la
secuenciacion de amplicones de 16SrDNA en 40 vacas seleccionadas de un total
de 573 examinadas. Los resultados mostraron que Firmicutes fue el filo
predominante, con una disminucion de la diversidad bacteriana en vacas con
metritis, destacando los géneros Porphyromonas y Fusobacterium. Se concluyé
que la microbiota cervical esta relacionada con la salud de las vacas, sugiriendo
que la conexion entre las comunidades bacterianas y la metritis es multifactorial,

lo que requiere mas investigacion sobre su impacto en la salud reproductiva.

Ghoneim etal. (2021), caracterizaron los microbios asociados a la
adhesién cervicovaginal en el sistema reproductivo de camellos (Camelus
dromedarius) mediante cultivos bacteriolégicos y micoldgicos de hisopos

vaginales y uterinos, identificando estafilococos coagulasa negativos,

19
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Staphylococcus aureus, Streptococcus, Escherichia coli, Bacillus spp.,

Corynebacterium spp., Klebsiella spp., Proteus spp., y Pseudomonas spp..

Nascimento etal. (2015), el objetivo fue caracterizar el microbioma
vaginal del ganado Nellore mediante andlisis metagendémico identificando los
filos bacterianos Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria como los mas
abundantes y géneros como Aeribacillus y Bacillus, con una notable diversidad en
vacas no prefiadas concluyendo que la microbiota vaginal presenta una gran
diversidad y esta influenciada por el manejo y la dieta, sugiriendo la necesidad de

estudios adicionales para comprender mejor su impacto en la salud del ganado.

Gonzalez et al. (2022), el objetivo fue evaluar la microbiota vaginal de
novillas sanas, se realizaron secuencias del gen Acido ribonucleico ribosémico
(ARNIr) 16S en 28 muestras vaginales, analizando la abundancia relativa de filos
y géneros bacterianos mediante pruebas estadisticas y se identificaron 28 taxones,
destacando Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Tenericutes, Fusobacteriay

Actinobacteria.

Santos et al. (2023), el objetivo de este estudio fue identificar el perfil de
la microbiota bacteriana y las resistencias bacterianas en llamas (Lama glama). Se
recolectaron hisopos de diferentes partes del cuerpo de cuatro llamas sanas y se
realizaron cultivos en medios especificos para aislar bacterias. Se identificaron 19
aislados de Escherichia coli, 5 de Staphylococcus spp. coagulase positiva, 19 de
Staphylococcus spp. coagulase negativa, 2 de Pantoea agglomerans, 1 de
Koserella trabulsii, 1 de Enterobacter aerogenes y 1 de Klebsiella pneumoniae.
Los resultados mostraron una alta resistencia a varios antibiéticos, incluyendo la

confirmacion del gen mecA en un aislado resistente a oxacilina. Se concluye que
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existen microorganismos resistentes en Ilamas que no habian estado expuestas a
antibioticos, lo que resalta la importancia de estudiar la microbiota en animales

cercanos a humanos y su potencial impacto en la salud publica.

Huang et al. (2017), el estudio tiene como objetivo analizar la dindmica
del microbioma vaginal en mujeres en relacion con la salud urogenital y el
embarazo. Se emplearon métodos de secuenciacion del gen 16S ARNr y cultivo
para identificar las bacterias presentes. Entre los resultados, se hallaron especies
como Lactobacillus iners, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Prevotella,
y Mobiluncus. Se observé que las alteraciones en la microbiota, como la
disminucion de Lactobacillus, estan asociadas con vaginosis bacteriana y partos
prematuros. La conclusién es que un microbioma vaginal saludable es crucial para

la prevencién de enfermedades y complicaciones en el embarazo

Quereda et al. (2020), el objetivo del estudio fue analizar la microbiota
vaginal en novillas lecheras durante el ciclo estral y su variacion en las fases
folicular y lutea. Se utilizd secuenciacion del ARNr 16S para identificar las
bacterias presentes en 20 novillas. Los filos bacterianos méas abundantes fueron
Tenericutes, Firmicutes y Bacteroidetes, representando mas del 75% de la
microbiota. También se identificaron Ureaplasma, Histophilus, y Mycoplasma.
Se concluyd que la microbiota vaginal cambia significativamente entre fases del

ciclo estral, con una baja presencia de Lactobacillus.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Jimenes (2020), con respecto al tipo de aislamiento, indica que Eschericia.
coli es uno de los principales gérmenes bacterianos oportunistas que forma parte
de la flora normal de la vagina, pudiendo colonizar Gtero si se le da las
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2.2.

condiciones. Por otro lado, se asume que tanto los géneros de Staphylococcus
aereus, Staphylococcus epidermnidis 'y Bacillus megaterium son

microorganismos relacionados con la endometritis en camélidos.

2.1.3. Antecedentes locales

Limachi (2017), realizd un estudio en el Centro de Investigacion y
produccién (CIP) Chuquibambilla donde identifico especies bacterianas
residentes en alpacas tuis de dos afios, encontrando la especie Bacillus
lechiniformis en un 30%, seguido por Enterobacter spp y Staphylococcus
saprophyticus 20%, Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus

10%.

MARCO TEORICO

2.2.1. Lallama (Lama glama)

La llama (Lama glama) es un mamifero doméstico de la familia
Camelidae, reconocida por su cuerpo robusto y esbelto, cuello largo y pelaje denso
y lanudo, que puede presentar una variedad de colores como blanco, negro,
marron, gris y combinaciones de estos. Mide entre 1.7 y 1.8 metros de altura hasta
la cabeza y pesa entre 130 y 200 kg. Posee orejas largas y curvas, una expresion
facial caracteristica y grandes 0jos oscuros, lo que le da una apariencia distintiva

y amigable (Cortez et al., 2017).

Son originarias de las regiones montafiosas del continente de Sudameérica,
fueron domesticadas a partir del guanaco (Lama guanicoe), un proceso que se
estima ocurrié hace unos 4,000 a 5,000 afios en las altiplanicies andinas,

principalmente en areas que hoy corresponden a Peru y Bolivia. La domesticacion
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de las llamas fue un hito crucial en el desarrollo de las civilizaciones andinas,
como la Inca, que dependieron de estos animales para transporte, lana y como

recurso alimenticio (Machaca et al., 2020).

Su distribucion y su habitat natural, las llamas se encontraban
predominantemente en la region de los Andes, en paises como Bolivia, Peru,
Ecuador, Chile y Argentina. Con la expansion de las civilizaciones andinas y
posteriormente con la colonizacion europea, la distribucion de las llamas se ha
extendido a otras partes del mundo. Actualmente, las llamas también se crian en
América del Norte, Europa, Australia y algunas regiones de Asia, donde se
utilizan tanto para la produccion de lana como para actividades recreativas y

turismo (Quispe et al., 2020).

Respecto a su reproduccion las Ilamas tienen un sistema de reproduccién
poligamo. La ovulacion en las hembras es inducida por la copula, lo que significa
que pueden reproducirse en cualquier momento del afio (Quispe et al., 2023) El
periodo de gestacién es de aproximadamente 350 dias, casi 11 meses, y
tipicamente nace una sola cria, conocida como "ch'aku™ o "cria". Al nacer, las
crias pesan entre 9 y 14 kg y son capaces de ponerse de pie y caminar en pocas
horas. Las hembras amamantan a sus crias durante unos 4 a 6 meses, aunque las
crias comienzan a consumir alimento sélido a partir de las pocas semanas de vida

(Quispe et al., 2023).

Las llamas son herbivoras y se alimentan principalmente de pastos, hojas
y plantas herbaceas. Son animales rumiantes, lo que significa que tienen un

sistema digestivo especializado que les permite fermentar y digerir eficientemente
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la fibra vegetal en su estdmago dividido en tres compartimentos (De la Torre,

2010).

Las llamas son conocidas por su comportamiento social y suelen vivir en
grupos familiares. Son animales curiosos e inteligentes, con una notable capacidad
de aprendizaje y adaptacion. Ademaés, tienen una serie de vocalizaciones y
comportamientos de comunicacion, como la "vocalizacion de alarma" para alertar

a otros miembros del grupo sobre posibles peligros (Renieri et al., 2009).

2.2.2. Sistema reproductivo de la hembra de la Llama (Lama glama)

El sistema reproductivo de la hembra de la llama esta disefiado para
facilitar la reproduccidn interna, con estructuras especializadas que permiten no
solo la fertilizacion y el desarrollo del embrion. A continuacion, se detalla la

anatomia de este sistema (Quispe et al., 2023).

e Ovarios:

Los ovarios son los érganos reproductores primarios de la hembra de la
Ilama, responsables de la produccion de dvulos (gametos femeninos) y la
secrecion de hormonas sexuales como el estrogeno y la progesterona. Las llamas
tienen dos ovarios, situados cerca de la region lumbar, que alternan la liberacion
de 6vulos en cada ciclo reproductivo. Los ovarios son pequefios, ovalados y estan

suspendidos por un ligamento en la cavidad abdominal (Leén et al., 2011).

e Oviductos (Trompas de Falopio):

Los oviductos, también conocidos como trompas de Falopio, son tubos
delgados que conectan los ovarios con el Gtero. Son los sitios donde ocurre la
fertilizacion del 6vulo por el esperma. En las llamas, los oviductos tienen una
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region llamada infundibulo, que esta cerca del ovario y tiene una forma de embudo
para captar el 6vulo liberado. A medida que el 6vulo fertilizado se mueve a través

del oviducto, se dirige hacia el Utero (Mayta et al., 2016).

Utero:

El dtero de la hembra de la Ilama es bicorne, lo que significa que tiene dos
Cuernos uterinos que Se unen en un cuerpo uterino comun. Cada cuerno uterino es
una extension tubular que se extiende hacia un ovario. El Utero es el sitio donde
se implanta el embrion y se desarrolla durante la gestacion. La mucosa uterina, o
endometrio, proporciona el entorno nutritivo necesario para el crecimiento del feto

(Mayta et al., 2016).

e Cérvix:

El cérvix es un canal estrecho que conecta el Utero con la vagina. Actla
como una barrera fisica y bioldgica que protege el utero de infecciones y, durante
la gestacion, mantiene cerrado el canal cervical para proteger al feto en desarrollo.
Durante el parto, el cérvix se dilata para permitir el paso del feto (Rodriguez y

Moresco, 2019).

e Vagina:

La vagina es un tubo muscular y elastico que conecta el cérvix con el
exterior del cuerpo. En las llamas, la vagina es el sitio de recepcion del esperma
durante la copula y también forma el canal de parto a través del cual la cria nace.
La longitud de la vagina proporciona un ambiente adecuado para la deposicion del
semen y el transporte de espermatozoides hacia el cérvix y el utero (Quispe et al.,

2023).
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e Vulva:

La vulva es la parte externa del sistema reproductivo de la hembra de la
Ilama. Consiste en dos labios externos que protegen la abertura vaginal y la uretra.
La vulva también contiene glandulas que secretan moco, lo cual ayuda a lubricar

el canal vaginal durante la copula y el parto (Quispe et al., 2023).

e Clitoris:

El clitoris es una pequefia estructura eréctil situada en la parte anterior de
la vulva. Esta compuesto por tejido eréctil y tiene una alta densidad de
terminaciones nerviosas, 1o que lo hace sensible al tacto. Aunque su funcion
exacta en la reproduccién no estd completamente clara, se cree que puede

contribuir a la respuesta sexual y la copula (Ledn et al., 2011).

e Proceso de Reproduccion:

Ovulacion: Las llamas son ovuladoras inducidas, lo que significa que la
ovulacion es estimulada por la copula. La estimulacion fisica y la presencia de una
sustancia en el semen del macho desencadenan la liberacion del 6vulo del ovario

(Rodriguez y Moresco, 2019).

Al respecto Machaca et al. (2020), realizaron la siguiente descripcion de

las etapas reproductivas:

Fertilizacion: Una vez liberado, el dvulo se desplaza hacia el oviducto,

donde puede ser fertilizado por el esperma.

Implantacion: Si ocurre la fertilizacion, el embrion se mueve hacia el Gtero,

donde se implanta en el endometrio y comienza a desarrollarse.
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Gestacion: La gestacién en las llamas dura aproximadamente 350 dias,

durante los cuales el feto se desarrolla en el Utero.

Parto: Al final del periodo de gestacion, la hembra da a luz a una cria,

generalmente una sola, aunque ocasionalmente pueden nacer gemelos.

En resumen, el sistema reproductivo de la hembra de la Llama esta
altamente especializado para asegurar la fertilizacion interna y el desarrollo
exitoso del embridn hasta el nacimiento. Este sistema complejo y bien adaptado
permite a las llamas reproducirse eficazmente en las duras condiciones

ambientales de los Andes.

2.2.3. Microbiota de la vagina de la Llama (Lama glama)

La microbiota vaginal de la Ilama comprende una comunidad diversa de
microorganismos que incluye bacterias, hongos y posiblemente virus. Esta
microbiota juega un papel crucial en la salud reproductiva y general del animal.
La composicion y funcién de la microbiota vaginal en llamas pueden variar en
funcidn de varios factores, como la edad, el estado hormonal, la dieta y el entorno.
A continuacidn se presenta una descripcion cientifica de esta microbiota (Zapata

etal., 2015).

e Composicion bacteriana:

La microbiota vaginal de la llama estd dominada por bacterias, aunque la
investigacion especifica sobre la microbiota vaginal de la llama es limitada, se
pueden extrapolar datos de estudios en otros rumiantes y camélidos (Jimenes,

2016).
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Al respecto Mayta et al. (2016), sefiala que las bacterias comunes que se

encuentran en la vagina de los rumiantes menores incluyen:

Lactobacillus spp.: Estos son bacterias acido-lacticas que juegan un papel
crucial en mantener un pH vaginal bajo (4cido), lo que inhibe el crecimiento de

patdgenos.

Staphylococcus spp.: Estas bacterias se encuentran en la piel y mucosas y

son parte de la microbiota normal.

Streptococcus spp.: Presentes en muchas partes del cuerpo, incluyendo la

vagina, y participan en la proteccion contra patégenos.

Bacteroides spp.: Anaerobios que participan en la digestién de material

organico y la proteccién contra patdgenos.

Corynebacterium spp.: Son parte de la microbiota normal de la piel y

mucosas.

e Composicién fungica:

Los hongos también forman parte de la microbiota vaginal, aunque en
menor proporcion que las bacterias. Los géneros mas comunes incluyen a Candida
spp., aunque generalmente son comensales, algunas especies pueden causar

infecciones si el equilibrio microbiano se altera (Mayta et al., 2016).

e Factores que afectan la microbiota vaginal:

Al respecto Rodriguez y Moresco (2019), indican que la composicion de
la microbiota vaginal puede verse afectada por diversos factores, entre ellos

menciona como relevantes al estado hormonal, puesto que los cambios
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hormonales durante el ciclo estral, la gestacion y la lactancia pueden alterar la
microbiota vaginal. Asi mismo se tiene a la edad, considerando que la microbiota
vaginal cambia con la edad, desde el nacimiento hasta la madurez sexual y la
vejez, con fuertes cambios tanto en la composicion como en la abundancia.
También se reconoce que la dieta es un factor que modifica esta microbiota tanto
en su composicién como en el predominio de algunas especies. Otro factor es el
entorno, en donde se tiene que las condiciones ambientales, como la higiene, el

climay la exposicion a patdgenos, pueden afectar la microbiota vaginal.

e Funciones de la Microbiota Vaginal:

Al respecto Zapata et al. (2015), menciona que las funciones de esta

microbiota es basicamente las siguientes:

Proteccion contra patdgenos: Mantiene un equilibrio que impide la

colonizacién de microorganismos patdgenos.

Regulacion del pH: La produccion de acido lactico por Lactobacillus spp.
ayuda a mantener un pH é&cido, creando un ambiente hostil para muchos

patdgenos.

Estimulo del sistema inmunitario: La presencia de microorganismos
comensales estimula el sistema inmunitario local, mejorando la capacidad del

cuerpo para responder a infecciones.

e Alteraciones y enfermedades asociadas:

Zapata et al. (2015) reconoce alteraciones en la microbiota vaginal pueden

llevar a infecciones y otras condiciones patoldgicas:
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Vaginosis bacteriana: Un desequilibrio en la microbiota vaginal que puede

Ilevar a una proliferacién excesiva de bacterias patégenas.

Infecciones por Candida: Pueden ocurrir si hay un desequilibrio en la

microbiota vaginal.

Enfermedades inflamatorias: La inflamacion crénica puede ser el resultado

de un desequilibrio microbiano.

En resumen, la microbiota vaginal de la llama es una comunidad compleja
y dindmica que desempefia un papel fundamental en la salud reproductiva y
general del animal. Comprender su composicion y funcioén es esencial para

mejorar las practicas de manejo y bienestar de estos animales (Jimenes, 2016).

2.2.4. El anélisis metagendmico para microbiotas

El analisis metagendmico es una metodologia avanzada para estudiar
comunidades microbianas en su totalidad, sin la necesidad de aislar y cultivar
organismos individuales. Esta técnica permite la caracterizacion exhaustiva de la
diversidad y las funciones de los microorganismos en diversos entornos,
incluyendo el suelo, el agua, el intestino y la vagina de los animales. A
continuacion se expone la teoria que sustenta el analisis metagenémico para

microbiotas (Genti, 2018).

e Metagenomica:

La metagenomica es el estudio del material genético recuperado
directamente de muestras ambientales. A diferencia de la microbiologia

tradicional, que se basa en el cultivo de microorganismos, la metagendémica
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permite el estudio de la totalidad de la comunidad microbiana, incluidos los

microorganismos que no se pueden cultivar en laboratorio (Hernandez, 2014).

e Microbiota:

La microbiota se refiere a la comunidad de microorganismos (bacterias,
arqueas, hongos, virus y otros) que habitan en un entorno especifico. En los
animales, la microbiota desempefia roles cruciales en la salud y la enfermedad,
afectando procesos como la digestion, la inmunidad y la reproduccion (Lopez,

2019).

2.2.5. Principios del analisis metagendmico

e Muestreo:

La representatividad de las muestras es critica. Las muestras deben ser
recolectadas de manera que reflejen adecuadamente la diversidad y abundancia de

la microbiota en el entorno estudiado (Lorenzana, 2020).

e Extraccion de ADN:

La calidad y cantidad del &cido desoxirribonucleico (ADN) extraido son
fundamentales para el éxito del andlisis metagendmico. EI ADN debe ser
purificado para eliminar contaminantes y obtener material genético suficiente y

de alta integridad (Lorenzana, 2020).

e Secuenciacion de ADN:

Existen dos enfoques principales para la secuenciacién metagenomica:
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Secuenciacion de amplicones: Se amplifican regiones especificas del ADN
ribosomal (16S rRNA para bacterias, 185 rRNA o ITS para hongos) para

identificar y cuantificar taxones microbianos (Mantilla y Torres, 2019).

Secuenciacion Shotgun Metagendmica: Se secuencia la totalidad del ADN
presente en la muestra, proporcionando una vision mas completa de la diversidad

taxondmica y funcional.

e Bioinformatica:

El andlisis de los datos de secuenciacion requiere herramientas

bioinforméticas avanzadas para:

Preprocesamiento: Filtrado de secuencias de baja calidad y eliminacion de

contaminantes.

Anélisis Taxondmico: Clasificacion de secuencias en taxones microbianos

usando bases de datos de referencia.

Analisis Funcional: ldentificacion de genes y vias metabdlicas presentes

en las secuencias, utilizando bases de datos funcionales.

Analisis Estadistico: Evaluacion de la diversidad y la abundancia de
taxones y genes, asi como la comparacion entre diferentes muestras o condiciones

(Pizarro, 2019).

2.2.6. Metodologias en analisis metagenomico

e Recoleccion y procesamiento de muestras:

Muestreo estratificado: Recoleccién de muestras de diferentes estratos o

microhabitats para capturar la heterogeneidad de la microbiota.
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Almacenamiento adecuado: Uso de condiciones de almacenamiento que

preserven la integridad del ADN, como congelacion a -80°C (Genti, 2018).

e Técnicas de extraccién de ADN:

Métodos Mecénicos y Quimicos: Combinacion de bead-beating, lisis

enzimatica y detergentes para romper las paredes celulares y liberar el ADN.

Purificacion: Uso de columnas de silice, precipitaciones con alcohol o kits

comerciales para eliminar contaminantes y purificar el ADN (Hernandez, 2014).

e Estrategias de secuenciacion:

Amplicon 16S/18S/ITS: PCR para amplificar regiones ribosomales
especificas, seguida de secuenciacién por técnicas de Nanopore se basa en la

utilizacién de poros de didametro de Lnanometro.

Shotgun Metagendmica: Fragmentacion del ADN total, preparacion de
bibliotecas y secuenciacion en plataformas de alta capacidad como Nanopre o

NovaSeq (Hernandez, 2014).

e Anadlisis bioinformatico:

Preprocesamiento de datos: Uso de herramientas como Trimmomatic o

FastQC para evaluar y mejorar la calidad de las secuencias.

Analisis taxondmico: Uso de QIIME2, MOTHUR, Kraken o similares para
clasificar secuencias en taxones basados en bases de datos de referencia

(Greengenes, SILVA, RDP).
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Analisis funcional: Uso de Prokka, MetaGeneMark, HUMANN2 y bases
de datos como KEGG, COG, MetaCyc para anotar y evaluar genes y vias

metabdlicas (Lorenzana, 2020).

2.2.7. Importanciay aplicaciones

El analisis metagendmico tiene numerosas aplicaciones en diversas areas,
como en medicinay salud, estudio de la microbiota humana para entender su papel

en la salud y la enfermedad, desarrollo de probioticos y terapias microbioldgicas.

Agricultura y veterinaria, mejora de la salud animal y vegetal mediante el

manejo de la microbiota, desarrollo de suplementos probidticos.

Biotecnologia: Descubrimiento de nuevos genes y rutas metabdlicas con

potencial biotecnoldgico, como enzimas industriales y antibioticos.

El analisis metagendmico es una herramienta poderosa y versatil que
permite una comprension profunda de la microbiota en diversos entornos. Al
estudiar tanto la composicion taxonémica como las capacidades funcionales de
estas comunidades microbianas, los cientificos pueden avanzar en mdaltiples
campos, desde la salud humana y animal hasta la biotecnologia y la ecologia

(Lorenzana, 2020).

2.3. MARCO CONCEPTUAL

ADN: EI ADN es una molécula que contiene la informacion genética necesaria
para el desarrollo, funcionamiento y reproduccion de los organismos vivos. Esta
compuesto por dos cadenas de nucledtidos enrolladas en una doble hélice. Cada

nucleotido consta de una base nitrogenada (adenina, timina, citosina o guanina), un azucar

34

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

(desoxirribosa) y un grupo fosfato. ElI orden de las bases nitrogenadas en el ADN

determina las instrucciones genéticas (Copelli, 2010).

Amplicon: Un amplicon es un fragmento de ADN que ha sido amplificado
mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). En estudios
metagendmicos, los amplicones de regiones especificas, como el gen 16S rRNA en
bacterias, son secuenciados para identificar y cuantificar microorganismos presentes en

una muestra (Copelli, 2010).

ARN: ElI ARN es una molécula similar al ADN, pero generalmente de cadena
simple. Desemperfia un papel crucial en la transcripcion y traduccién de la informacion
genética del ADN para sintetizar proteinas. EI ARN contiene la base uracilo en lugar de
timina y su azucar es la ribosa. Existen varios tipos de ARN, incluyendo ARN mensajero

(ARNm), ARNry ARN de transferencia (ARNt) (Rodriguez et al., 2016).

Bioinformatica: La bioinformatica es una disciplina cientifica que combina la
biologia, la informatica y la tecnologia de la informacién para analizar y comprender
datos bioldgicos. Se utilizan herramientas computacionales y técnicas estadisticas para
gestionar, analizar e interpretar grandes volumenes de datos biol6gicos, como secuencias
de ADN vy proteinas, estructuras moleculares y datos de expresion génica (Rodriguez

et al., 2016).

Metagendmica: La metagendmica es el estudio del material genético recuperado
directamente de muestras ambientales, sin necesidad de cultivar los organismos presentes.
Esta técnica permite el analisis completo de la diversidad y funcién de las comunidades
microbianas en su entorno natural. Utiliza la secuenciacion de ADN para identificar y
caracterizar los microorganismos y sus genes en diversas muestras, como suelos, agua y
tejidos (Hernandez, 2014).
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Microbiota: La microbiota se refiere a la comunidad de microorganismos que
habitan en un entorno especifico, como el cuerpo humano, el suelo o el agua. Esta
comunidad incluye bacterias, arqueas, hongos, virus y otros microbios. La microbiota
desempefia roles cruciales en la salud y el funcionamiento de los organismos,
influenciando procesos como la digestion, la inmunidad y la resistencia a enfermedades

(Choque y Ayala, 2017).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

El estudio se realizd en el centro experimental y produccion la Raya de la
Universidad Nacional del Altiplano — Puno, ubicado en el Distrito de Santa Rosa de la
Provincia de Melgar, Departamento de Puno, a una latitud de -14°36°27""S, longitud de -
70°47°10°0 y una altitud de 4100 a 5000 msnm, temperatura de 9.5 a 4.2 °C y una
precipitacion pluvial de 684 mm promedio (Aybar y Lavado, 2017). El proceso de
purificacion de ADN vy el secuenciamiento metagendmico se hizo mediante un servicio
externo a cargo del laboratorio de Umbrella Genomics Company ubicado en Emilio

Althaus 576, Lince, Lima.
3.2. DISENO DE ESTUDIO

La investigacion tiene un disefio de estudio descriptivo explicativo, no
experimental, con muestreo no probabilistico, considerando que su intencidn no es la de
medir el efecto de una accion, sino que busca describir y caracterizar la microbiota vaginal
de la llama, por tanto, trata de identificar, por métodos modernos, la composicion y

estructura de dicha microbiota en la vagina de la llama (Lama glama).
3.3. POBLACIONY MUESTRA DEL ESTUDIO
3.3.1. Poblacién

Para el presente estudio se considero la poblacion de llamas que existe en
el centro Experimental La Raya de la UNA Puno, que al momento de ejecutar la

investigacion eran de aproximadamente 800 animales.
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3.3.2. Tamario de la Muestra

Para esta investigacion el muestreo por conveniencia, donde los criterios
de inclusion fueron animales que cumplan los requisitos de ser de dos afios de

edad, aparentemente sanas, utilizando llamas distribuidos de la siguiente manera:

Distribucion de llamas (dos afios de edad) segun estado fisioldgico:

e 05 llamas prefiadas (las Ilamas fueron de la campafia de empadre del 2024,
teniendo aproximadamente dos meses de gestacion, la cual fue
corroborado por medio de ecografia).

e 05 llamas vacias (se tomaron muestras de las llamas que resultaron vacias
de la campafia de empadre 2024, diagnosticado por medio de ecografia).

3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Diagnostico de prefiez

Antes de realizar la toma de muestra se sujetaron las llamas con ayuda del
personal del Centro Experimental La Raya e inmediatamente se procede a
diagnosticar mediante la ecografia, para lo cual se realiza la limpieza en la zona
perianal, se administra 20 ml de gel por medio de una jeringa directamente al recto
del animal, se utilizé un ecdgrafo de marca DUS 60 con transductor lineal, se
considera animal prefiada aquella que evidencia el saco gestacional con liquido

amniotico y otras estructuras en el Utero.

3.4.2. Hisopado vaginal de la llama

Después del diagndéstico por ecografia, se realiza el hisopado vaginal, se
procede con la limpieza de la vulva de manera manual, se separan los labios de la

vulva luego se introduce el hisopo estéril en la vagina, se procede a frotar
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suavemente las paredes de la vagina, luego se retira el hisopo y se lleva el medio
de transporte, en una caja de poliestireno con refrigerante e inmediatamente se
envia al laboratorio de Umbrella Genomics Company, Lima - Per( para su

conservacion a menos de 20°C y procesamiento.

3.4.3. Extraccion de ADN

e Se coloco el material del hisopo en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

e Luego se afiadio 180 pL de tampon T1 y 25 pL de proteinasa K a cada
muestra, enseguida se centrifugo durante 15 s a 1500 x g.

e Luego se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min.

e  Después se agitd con fuerza el tubo durante 15 sy se volvié a centrifugar
durante 15 s a 1500 x g.

e Se coloco un peso en la tapa del tubo luego se incubo los tubos a 70 °C
en una incubadora durante 10 min, se cambi¢ la temperatura a 95 °C
durante 5 min y se volvié a centrifugar durante 15 s a 1500 x g.

e Luego se transfirio la solucién lisada a un tubo de microcentrifuga de 1,5
ml (no suministrado), se desecho el hisopo y continuo con la solucién
recuperada.

e Se agito el tubo en seguida se afiadié 200 uL de Buffer B3 luego se agito
e incubo a 70°C por 10 minutos.

e Sellevo a Centrifugar durante 5 min a 11000 x g,

e Después de afiadio 210 pL de etanol (96 - 100 %) a la muestra y se agito.

e Se coloco una columna NucleoSpin® Tissue en un tubo colector, luego
se trasladd la muestra a la columna 'y se centrifugo por 1 minuto a 11000

X ¢, luego se descart6 el tubo colector y se colocd a uno nuevo.
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e Luego se afiadié 500 pL de tampon BW a la columna, se centrifugo por 1
minuto a 11000 x g, después se descartd el flujo del tubo colector.

e Luego se afiadio 600 pL de tampon B5 a la columna se volvio a
centrifugar por 1 minuto a 11000 x g y se descarto el flujo del tubo
colector.

e Después se llevo a centrifugar a 11000 x g por 1 minuto.

e Luego se coloco la columna en un tubo de 1.5 mL de microcentrifuga.

e Seafiadio 50 o0 100 pL de tampodn de elucion, se incubo a temperatura
ambiente por 1 minuto, se centrifugo a 11000 x g por 1 minuto,
finalmente se preservo el ADN a -20 °C.

3.4.4. Revelado de ADN por electroforesis para evaluar la integridad

El revelado del ADN se realiz6 mediante electroforesis en agarosa al 1,5

% utilizando Buffer TAE. Se utiliz6 8 uL de ADN.

3.4.5. Cuantificacion del ADN
La cuantificacion del ADN se realizé utilizando QuDye ds DNA HS Assay
kit. La cantidad de ADN utilizada fue 2 uL.

3.4.6. Proceso de secuenciamiento

En la secuenciacion se sigui6 las instrucciones del fabricante del kit 16 S

Barcoding KIT 24V14 (SQK-16S114.24), realizando los siguientes pasos:

e Preparacion de bibliotecas

Se realizd la amplificacion mediante el PCR convencional los barcoding

del 16S, luego se realizd el lavado utilizando perlas magnéticas, después se ligd
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con el adaptador por 5 min aproximadamente y se realiza el proceso de cebado y

carga en la celda del flujo del MinlON Mk1C.

e Secuenciamiento

Se realizo utilizando un equipo MinlON Mk1C, una vez cargado en la

celda se procede la corrida por medio del software MinKNOW.

3.4.7. Analisis bioinformatico de datos

Para este procedimiento se utilizd el softaware libre epi2melabs/wf-16S
(v1.3.0) desarrollado por Metrichor Ltd., filial de Oxford nanopore Technologies,
en cuyo flujo de trabajo incluye uso de pysam 0.21.0, pandas 2.0.3, fastcat 0.15.1,

minimap2 2.26-r1175, samtools 1.18, taxonkit v0.15.1, kraken 2.1.3.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

41. IDENTIFICACION DE LA MICROBIOTA VAGINAL EN LLAMAS
HEMBRA VACIAS DE DOS ANOS.

La figura 1 muestra la identificacion de la microbiota vaginal en llamas
hembra vacias con dos afios de edad en las que se pudo identificar bacterias de los
géneros Pseudomonas, Bacteroides, Stenotrophomonas, Mycoplasmopsis,
Shigella, Escherichia, Acinetobacter, Kaistella, Clostridium y Fusobacterium las

mismas que seran descritas mas adelante.

Figura 1

Composicion taxonomica para el grupo de llamas vacias de dos afios

bacteroideta I I
‘ ‘ oo W
. I soranellaceas
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En la Figura 1, se expone la composicion taxonémica de la microbiota vaginal en
Ilamas vacias de dos afios de edad, donde el reino bacteria corresponde al 77.04% de la
muestra, mientras el restante 22.96% no fue clasificado. El phylum Pseudomonadota fue
el 54.77% y el phylum Bacterioidota el 19.52%. Respecto a las clases se obtuvo la clase
Gammaproteobacteria con el 53.76% y Bacteroidia con 18.49%, El orden con mayor
representacion fue Pseudomonadales con el 41.93%. La familia con mayor representacion

fue Pseudomonadaceae con 41.93%.

Tabla 1

Microbiota vaginal de mayor abundancia en Illamas hembras vacias de dos afios

Lecturas

N Género (unidades)  Porcentaje
70 Pseudomonas 32760.60 43.06
10 Bacteroides 14302.00 18.80
85 Stenotrophomonas 3557.75 4.68
52 Mycoplasmopsis  2774.00 3.65
82 Shigella 2495.60 3.28
32 Escherichia 2242.20 2.95
2 Acinetobacter 996.00 1.31
43 Kaistella 981.50 1.29
21 Clostridium 769.67 1.01
38 Fusobacterium 526.40 0.69
88 Unknown 8693.20 11.43

En la Tabla 1, se observa la abundancia a nivel de género de la microbiota de la
vagina de llamas vacias de dos afios donde se considero las 10 méas abundantes, como
representativas de dicha composicion, se debe considerar que el analisis metagenémico
identifico un total de 91 géneros (Anexo 1). El género de mayor representacion es
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Pseudomonas con 43.06%, Bacteroides con 18.80%, Stenotrophomonas con 4.68%,
Mycoplasmopsis con 3.65%, Shigella con 3.28%, Escherichia con 2.95%, Acinetobacter
con 1.31%, Kaistella con 1.29, Clostridium con 1.01% y Fusobacterium con 0.69%,
Mshelia et al. (2014) realizo hisopados de la vagina de camellas (Camelus dromedarius)
con aparente buen estado de salud aisla bacterias que no estan relacionadas con el género
Lactobacillus, donde predominan el Streptococcus pyogenes (31,3%), E. coli (23,8%),
Staphylococcus aureus (20%), Proteus spp. (6,3%) y Corynebacterium spp. (1,3%), las
cuales posiblemente se deban a que la vagina se contamina constantemente con bacterias
del medio ambiente y de heces que manchan la vagina durante las temporadas de cria, asi
como los genitales del macho que al ser introducidos en la vagina de la hembra pueden
cambiar su microbiota (Singh et al., 2008). De igual forma Dellepiane y Morales (2018),
aislan a la Escherichiay Shiguella como conformantes de la microbiota vaginal en alpacas
y Jimenes (2020) también reporta a Escherichia, Acinetobacter y Staphylococcus en los

aislados de vagina de llamas no prefiadas.

Los resultados también resaltan que para el Phylum Psedumonadota, se tiene 1
clase, 4 familias y los siguientes géneros Pseudomonas la mas abundante,
Stenotrophomonas, Shigella, Escherichia las tres en menor proporcion. Se ha observado
que cuando incrementa la abundancia de la clase Proteobacterias y la familia
Pseudomonadaceae se hipotetiza que esta relacionado a los cambios hormonales (Ault et
al., 2019), también se identific bacterias de la familia Pseudomonadaceae las cuales
estaban en baja proporcion a nivel de la mucosa vaginal (Serrano et al., 2020). Asi mismo
la presencia del género Pseudomona a nivel de la vagina no es raro, se tiene reporte que
el género Pseudomona ha sido identificado en muestras de vagina y uretra de cerdas en
buen estado de salud (Torres et al., 2021), en vacunos se ha identificado a los géneros

Pseudomona a nivel vaginal, aunque no muy abundante (Brulin et al., 2024). Con respecto
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a los géneros Shigella y Escherichia, (Mshelia et al., 2014) reconoce al género
Escherichia como el mas frecuente en camellas, de igual manera (Santos et al., 2023)
confirma la presencia de Escherichia coli en bovinos (Appiah et al., 2020) menciona entre
otras especies a Escherichia coli como conformantes de la flora bacteriana de la zona
vaginal, finalmente (Chekole, 2021) aisla a Shigella de la vagina de camellas. Nuestros
hallazgos pueden indicar que la presencia de algunas Gammaproteobacterias podria
constituir un factor determinante en la fertilidad de la hembra al considerarse como

patdgenos del tracto reproductivo.

En el presente estudio también se ha identificado al Philum Bacteoidota con 1
clase, 1 familia y el género Bacteroides, en los estudios realizado en bovinos sanos se ha
identificado a Bacteroides como unos de los géneros mas abundantes (29.3%) a nivel de

la vagina en animales sanos (Rodrigues et al., 2015).

Mientras que Tibary et al. (2006) menciona que Escherichia es responsable de
endometritis y metritis en hembras multiparas, sin embargo, en el presente estudio

reportamos este género, pero con una baja abundancia.

Asi también Jimenes (2020) reporta a Escherichia, Acinetobacter vy
Staphylococcus, en el presente estudio se confirma la presencia de las dos primeras, sin
embargo, la ultima no fue identificada como conformante de la microbiota vaginal de
Ilamas de dos afios. De manera similar en camellos Mshelia et al. (2014) reconoce al
género Escherichia como el mas frecuente y Chekole, (2021) también en camellos
identifico a Shigella. Ademaés, Espinoza (2018) menciona que Lactobacillus estuvo

presente, pero en los presentes resultados no se identifico este género.

Por otro lado, Fernandez, et al. (2006), refiere que el microbiota residente esta
conformado por numerosas bacterias, entre ellas los géneros Escherichia, Clostridium,
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Bacteroides y Fusobacterium, los cuales también fueron identificados como
conformantes de la microbiota vaginal de llamas vacias de dos afios. Asi también Jimenes
(2020) con respecto a Escherichia confirma su presencia en individuos sanos, pero como
un oportunista que bajo ciertas condiciones pudiera coloniza otras estructuras dentro del

sistema reproductivo.

Otro estudio en bovinos Appiah et al. (2020), menciona entre otras especies a
Escherichia coli y Fusobacterium como conformantes de la flora bacteriana de la zona
vaginal, coincidiendo con lo hallado en este estudio en llamas vacias. Mientras que Wang
et al. (2018), en vacas lecheras, también identificé a Fusobacterium como conformante
de dicha microbiota vaginal. Asi también Ghoneim et al. (2021) en camellos hall6 como
integrantes de la microbiota vaginal a Pseudomonas y Escherichia coli, por tanto, se

confirma que los mismos fueron identificados también en llamas vacias de dos afios.

Sin embargo, Nascimento et al. (2015) en hisopados vaginales de ganado Nellore,
indica géneros distintos a los reportados en el presente estudio, lo que indica una amplia
variedad de bacterias conformantes de este bioma. Mientras que en llamas Santos et al.
(2023), confirma la presencia de Escherichia coli, por tanto, este género cosmopolita es

reportado en diversos microbiotas.

4.2.  ldentificacion de la microbiota vaginal en llamas prefiadas de dos afios
La figura 2 muestra la identificacion de la microbiota vaginal en llamas
hembra vacias con dos afios de edad en las que se pudo identificar bacterias de los
géneros Shigella, Escherichia, Mycoplasmopsis, Prolinoborus, Aliarcobacter,
Acinetobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Fusobacterium, Bacteroides

las mismas que seran descritas méas adelante.
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Figura 2

Composicién taxondémica para el grupo de llamas prefiadas de dos afios.
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En la Figura 2, se expone la composicion taxondmica de la microbiota vaginal en
Ilamas prefiadas, el reino bacteria corresponde al 73.68% de la muestra, mientras el
restante 26.32% no fue clasificado. El phylum Pseudomonadota 65.56% y el phylum
Mycoplasmatota el 2.74%. Respecto a las clases se obtuvo la clase Gammaproteobacteria
con 52.55%, Betaproteobacteria con 12.79%. EI orden con mayor representacion fue
Enterobacterales con el 44.20%. La familia con mayor representacion fue

Enterobacteriaceae con 44.20%.
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Tabla 2

Microbiota vaginal de mayor abundancia en llamas hembras prefiadas de dos afos.

N Género Lectura Porcentaje
65 Shigella 12531.80 19.47
25 Escherichia 12040.80 18.71
43 Mycoplasmopsis 8225.00 12.78
58 Prolinoborus 7200.00 11.19
4 Aliarcobacter 5559.00 8.64
3 Acinetobacter 3079.60 4.79
60 Pseudomonas 2002.33 3.11
68 Stenotrophomonas 1143.00 1.78
29 Fusobacterium 841.00 1.31
7 Bacteroides 829.80 1.29
71 Unknown 7600.00 11.81

En la Tabla 2, se muestran los resultados de la microbiota vaginal bacteriana de
mayor abundancia en llamas hembras prefiadas, se considero las 10 mas abundantes,
como representativas de dicha composicion, se debe considerar que el analisis
metagendémico identifico un total de 72 géneros (Anexo 1). El género de mayor
representacion es Shigella con 19.47%, Escherichia con 18.71%, Mycoplasmopsis con
12.78%, Prolinuborus con 11.19%, Aliarcobacter con 8.64%, Pseudomonas con 3.11%,

Stenotrophomonas con 1.78%, Fusobacterium con 1.31%, Bacteroides con 1.29.

Si bien se cuenta con poca informacidn respecto a la microbiota vaginal de llamas
prefiadas, Dellepiane y Morales (2018) menciona las bacterias mas importantes y
frecuentes en la mucosa uterina de las alpacas fue Shigella sp 17.5y 13.3%, E. coli 26.0

y 21.7%, respectivamente Shigella como integrante de la microbiota, en el presente
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estudio también reportamos este género que ademas fueron los mas abundantes en este
grupo de llamas. Mientras que Art et al. (2021) reporta a Pseudomonas como un género
causante de infecciones, sin embargo, en el presente estudio lo identificamos como

conformante de la microbiota vaginal.

Mientras que Jimenes (2020) en camélidos hembras prefiadas identificé a
Escherichia como el de mayor frecuencia, ademas de otros géneros, confirmando la
amplia distribucién del mismo en diferentes 6rganos. Como también Mshelia et al. (2014)
confirma que Escherichia se halla también en la zona vaginal de camellos. Tibary, (2001)

vuelve a identificar a Escherichia en llamas como parte de su flora vaginal.

Al respecto Chekole, (2021) realizo un estudio en camellos y entre los integrantes
de la microbiota vaginal reporta a Shigella, como también ha sido mencionado en los
presentes resultados. En el mismo sentido Fernandez, et al. (2006) identifico a los géneros
Clostridium, Bacteroides y Fusobacterium, los mismos que también fueron identificados

en llamas hembras prefiadas.

Por otro lado, Huang et al. (2017) identifico en mujeres a Fusobacterium y
Bacteroides, concordante con lo hallado en llamas prefiadas, de lo cual se reconoce una
microbiota con una amplia riqueza de especies. Asi también Santos et al. (2023) indica la
presencia de Escherichia como género frecuente en la microbiota vaginal. Asi también
Ghoneim et al. (2021), confirma la presencia de Escherichia en hisopados vaginales de

camellos.

Finalmente, en bovinos Appiah et al. (2020) sefiala al género Escherichia como

una de los mas frecuentes en la microbiota vaginal de bovinos.
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V. CONCLUSIONES

- Se identifico la microbiota vaginal en llamas hembra de dos afios, segun el analisis
metagendmico se halld6 91 géneros de bacterias, las de mayor abundancia fueron
Pseudomonas con 43.06%, Bacteroides con 18.80%, Stenotrophomonas con 4.68%,
Mycoplasmopsis con 3.65%, el componente no clasificado fue de 11.43% de las

lecturas.

- Se identificoé la microbiota vaginal en llamas prefiadas, segin el analisis
metagendmico se hallé 72 géneros de bacterias, las de mayor abundancia fueron
Shigella con 19.47%, seguido de Escherichia con 18.71%, Mycoplasmopsis con
12.78%, Prolinoborus con 11.19%, el componente no clasificado fue de 11.81% de

las lecturas.
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VI. RECOMENDACIONES

- Ejecutar investigaciones en llamas con presencia de infecciones urinarias, utilizando
el analisis metagendmico, para identificar si los agentes causales son los que se han
descrito en el presente estudio como parte de una microbiota en llamas sanas.

- Ampliar los grupos etarios de llamas con analisis metagenémico de la microbiota
vaginal, considerando que se hallaron diferencias importantes en la abundancia para
dos grupos de edad.

- Profundizar con otras investigaciones hasta identificar especies, considerando que

las bacterias estan compuesta por un numeroso grupo de taxones evolutivos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Microbiota vaginal en llamas En hembras de dos afios

N Genero Abundancia Porcentaje
1 Acidovorax 483.00 0.63
2 Acinetobacter 996.00 1.31
3 Akkermansia 4.00 0.01
4 Alistipes 11.00 0.01
5 Alkanindiges 275.00 0.36
6 Aminobacter 3.00 0.00
7 Anaerosporomusa 2.00 0.00
8 Aguamicrobium 6.00 0.01
9 Atlantibacter 4.00 0.01
10 Bacteroides 14302.00 18.80
11 Bilophila 19.33 0.03
12 Blautia 13.00 0.02
13 Bosea 62.00 0.08
14 Brevundimonas 127.67 0.17
15 Butyricimonas 25.00 0.03
16 Campylobacter 25.00 0.03
17 Casaltella 3.00 0.00
18 Chryseobacterium 453.00 0.60
19 Citrobacter 4.00 0.01
20 Citroniella 45.67 0.06
21 Clostridium 769.67 1.01
22 Comamonas 435.67 0.57
23 Corynebacterium 6.00 0.01
24 Cronobacter 8.00 0.01
25 Desulfitobacterium 6.00 0.01
26 Devosia 39.67 0.05
27 Enterobacter 3.50 0.00
28 Enterocloster 27.00 0.04
29 Enterococcus 58.40 0.08
30 Epilithonimonas 310.50 041
31 Erysipelatoclostridium 31.67 0.04
32 Escherichia 2242.20 2.95
33 Eubacterium 28.25 0.04
34 Ewingella 16.25 0.02
35 Flaviflagellibacter 9.00 0.01
36 Flavobacterium 12.00 0.02
37 Frigoriflavimonas 4.00 0.01
38 Fusobacterium 526.40 0.69
39 Gemella 139.00 0.18
40 Hafnia 3.00 0.00
41 Halpernia 30.00 0.04
42 Hungatella 216.00 0.28
43 Kaistella 981.50 1.29
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44 Lachnoclostridium 17.50 0.02
45 Lacrimispora 211.50 0.28
46 Lelliottia 2.00 0.00
47 Luteimonas 6.50 0.01
48 Lysobacter 35.00 0.05
49 Microvirga 2.00 0.00
50 Mobiluncus 7.00 0.01
51 Moraxella 32.00 0.04
52 Mycoplasmopsis 2774.00 3.65
53 Neorhizobium 70.50 0.09
54 Nitratireductor 4.00 0.01
55 Noviherbaspirillum 4.00 0.01
56 Oxalicibacterium 4.00 0.01
57 Paenibacillus 447.00 0.59
58 Parabacteroides 209.33 0.28
59 Paraburkholderia 102.80 0.14
60 Paracoccus 30.33 0.04
61 Pectobacterium 3.00 0.00
62 Pelosinus 44,50 0.06
63 Peptostreptococcus 6.00 0.01
64 Phascolarctobacterium 52.00 0.07
65 Phocaeicola 6.00 0.01
66 Porphyromonas 199.00 0.26
67 Prolinoborus 175.00 0.23
68 Pseudescherichia 2.00 0.00
69 Pseudocitrobacter 18.00 0.02
70 Pseudomonas 32760.60 43.06
71 Psychrobacter 80.00 0.11
72 Rahnella 406.80 0.53
73 Ramlibacter 48.00 0.06
74 Raoultella 2.00 0.00
75 Rhizobium 25.00 0.03
76 Robbsia 27.00 0.04
77 Roseomonas 31.00 0.04
78 Rouxiella 43.25 0.06
79 Ruthenibacterium 15.33 0.02
80 Salmonella 4.00 0.01
81 Serratia 394.00 0.52
82 Shigella 2495.60 3.28
83 Simplicispira 35.00 0.05
84 Sphingobacterium 128.00 0.17
85 Stenotrophomonas 3557.75 4.68
86 Streptococcus 2.00 0.00
87 Thermomonas 9.00 0.01
88 Unknown 8693.20 11.43
89 Variovorax 75.50 0.10
90 Xanthomonas 3.00 0.00
91 Yersinia 5.00 0.01
Total 76073.33 100.00
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En llamas hembras prefiadas

N Genero Abundancia Porcentaje
1 Achromobacter 3.00 0.00
2 Acidovorax 18.00 0.03
3 Acinetobacter 3079.60 4.79
4 Aliarcobacter 5559.00 8.64
5 Alistipes 4.00 0.01
6 Atlantibacter 4.00 0.01
7 Bacteroides 829.80 1.29
8 Bilophila 48.00 0.07
9 Bordetella 3.00 0.00
10 Bosea 6.00 0.01
11 Brevundimonas 15.00 0.02
12 Campylobacter 46.00 0.07
13 Candidimonas 8.00 0.01
14 Chryseobacterium 137.50 0.21
15 Citrobacter 5.00 0.01
16 Citroniella 32.00 0.05
17 Clostridium 32.00 0.05
18 Comamonas 488.00 0.76
19 Corticibacterium 2.00 0.00
20 Devosia 22.00 0.03
21 Enterocloster 6.00 0.01
22 Enterococcus 5.75 0.01
23 Epilithonimonas 86.67 0.13
24 Erysipelatoclostridium 4.75 0.01
25 Escherichia 12040.80 18.71
26 Eubacterium 5.00 0.01
27 Exiguobacterium 257.00 0.40
28 Flaviflagellibacter 7.00 0.01
29 Fusobacterium 841.00 1.31
30 Gemella 115.00 0.18
31 Halopseudomonas 3.00 0.00
32 Hutsoniella 3.00 0.00
33 Intestinimonas 2.00 0.00
34 Intestinirhabdus 4.00 0.01
35 Kaistella 99.50 0.15
36 Lachnoclostridium 16.00 0.02
37 Lacrimispora 6.50 0.01
38 Luteimonas 23.00 0.04
39 Methylobacterium 3.00 0.00
40 Microvirga 4.00 0.01
41 Mobiluncus 4.00 0.01
42 Moraxella 379.00 0.59
43 Mycoplasmopsis 8225.00 12.78
44 Neorhizobium 87.75 0.14
45 Nitratireductor 4.00 0.01
46 Paenibacillus 307.00 0.48
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47 Parabacteroides 99.33 0.15
48 Paraburkholderia 96.00 0.15
49 Paracoccus 2.00 0.00
50 Parvimonas 145.00 0.23
51 Pectobacterium 2.00 0.00
52 Peptococcus 21.00 0.03
53 Peptoniphilus 2.00 0.00
54 Phascolarctobacterium 42.00 0.07
55 Phocaeicola 10.80 0.02
56 Phyllobacterium 64.00 0.10
57 Porphyromonas 83.50 0.13
58 Prolinoborus 7200.00 11.19
59 Pseudescherichia 7.75 0.01
60 Pseudomonas 2002.33 3.11
61 Pusillimonas 209.00 0.32
62 Rhizobium 14.33 0.02
63 Rhodanobacter 81.00 0.13
64 Salmonella 3.00 0.00
65 Shigella 12531.80 19.47
66 Simplicispira 84.00 0.13
67 Sphingomonas 6.00 0.01
68 Stenotrophomonas 1143.00 1.78
69 Streptococcus 4.50 0.01
70 Stutzerimonas 17.00 0.03
71 Unknown 7600.00 11.81
72 Verticiella 2.00 0.00
Total 64354.97 100.00
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ANEXO 2. Revelado del ADN

Revelado de ADN para el grupo de llamas prefiadas

bp na/5ul

CN 74 75 76 .77 78

— 10000 40
— 8000 40
— 6000 40
— 5000 100
4000 40
— 3000 40
— 2000 100
— 1500 40
— 1000 40
— 500 40
Revelado de ADN para el grupo de llamas vacias (2 afios)
bp na/5ul
— 10000 40
79 80 81 8 83 CN — 10000 40
— 6000 40
— 5000 100
4000 40
— 3000 40
— 2000 100
— 1000 40
— 500 40
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ANEXO 3. Informe de resultados de anélisis metagenémico

GENOMICS COMPANY

Unnovacion y teenelogia

(>
éUMBRELLA

INFORME DE RESULTADOS N°004-2024

Hisopado de fluidos Tipo de
Muestra . . Extraccion de ADN

vaginales de llama Servicio

1)A 6)1

Cédigo de 2)B 72
3)C 8)3

Muestras 4) D 9) 4
5 E 10) 5

1. Materiales y reactivos:
- Etanol grado molecular
- Kit de extraccion: Genomic DNA from tissue (Marca: Macherey-Nagel, Lote: 2208-
004)
- Microtubos de 1.5 mLy 0.2 mL
- Micropipeta de 10, 100, 200 y 1000 uL
- Tips para micropipeta de 10, 100, 200 y 1000 uL
- Agitador vértex (Marca: DLab, codigo: MX-S)
- Centrifuga (Marca: AHN myLab® 15000 rpm)
- Cabina de Bioseguridad A2 tipo Il (Marca: BIOBASE)
- Bafio seco digital (Marca: Dlab)
- Kit para PCR (Producto: 5X Green GoTaq™ Flexi Buffer, Marca:
Promega)
- Agua grado molecular
- Mini centrifuga/agitador vortex FVL-2400N Combi-Spin (Marca:
BioSan)
- Termociclador MiniPCR16 (Marca: Amplyus LLC)
- Sistema de Electroforesis Gelato (Marca: Amplyus LLC)
- GRS DNA Loading Buffer Blue (Marca: GRISP)
- Marcador molecular 1k pb (Marca: GRISP)
- Buffer TAE (Marca: Grisp)
- Agua Destilada.
- Horno microonda

- Balanza analitica (Marca:Biobase)

Emilio Althaus 576, Lince // proyectos@ugenomics.pe // 925 708 785 // www.ugenomics.pe
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ANEXO 5. Autorizacion para el deposito de tesis o trabajo de investigacion en el

Repositorio institucional.

Vicerrectorado -
[ =]

de Investigacion ¥

Repositorio

S WWC Institucional

Universidad Nacional 1
del Altiplano Puno ,Lc,*.‘..

AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL REPOS}T()RI() INSTITUCIONAL

Por el presente documento, Yo ’,4 Iajl) A [ZX / /lllﬂ[(l)c[[ﬂ W :
identificado con DNI_ }0‘5#.7 (=Y al en mi condicion de egresado de:
5 Escuela Profesional, O Programa de Segunda Especialidad, [J Programa de Maestria o Doctorado
M ediwna Vilounavia Y ZooZeorua )
informo que he claborado c¢l/la & Tesis o [J Trabajo de Investigacién dcnozninmla:
“ Cailiiqqeen  de Ao Miowbala Yagimal b la

. B , - 7 ¥ s
- Llama [ Lama qloma) M é(ta:ng(( ed Anmnoduyy
_dd Gem 16S R g

para la obtencién de OGrado, @ Titulo Profesional o [J Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, Gnico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos™) que serén incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contrasena,
restriccion o medida tecnologica de proteccion, con la finalidad de permitir que se pucdan lcer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacién alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en ¢l Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en ¢l Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia ¢ Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la basc de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacién con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacién alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Republica del Pera
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geografica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del pablico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https:/crcativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

En sefal de conformidad, suscribo el presente documento.

02 de D taembie del 202 4

Puno

7RMA (bbliggtoria) Huella

65

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



