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RESUMEN

La mortalidad de crias de alpacas ocasiona pérdidas econémicas en la crianza
alpaquera; una manera de reducirla es inmunizando madres y crias. Se estudio el efecto
de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A de crias de alpacas muertas por
enterotoxemia inactivandola con formol, sobre los niveles de IgG en madres/crias; al
noveno mes de gestacion, y a los 5 dias después del nacimiento, administrandose 2 mL
del anacultivo via subcutanea a madres/crias de un grupo tratado (n=20), y no tratado
(n=20), evaluadas al décimo mes de gestacion y 20 dias de nacidas en madres/crias
respectivamente. Se compararon dos grupos de 150 de crias, tratadas y no tratadas,
evaluando el efecto del anacultivo sobre la mortalidad de crias. Se cuantificaron
concentraciones de 1gG en madres/crias mediante Inmunodifusion Radial mediante t de
Student. La mortalidad por enterotoxemia se analiz6 mediante chi-cuadrado. Los
resultados mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre alpacas tratadas y en las no
tratadas no hubo diferencia (p>0.05) al noveno y déecimo mes de gestacion. Se observaron
diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos de madres tratadas y no tratadas
durante el décimo mes de gestacion. En crias, hubo diferencias significativas (p<0.05) de
IgG entre crias tratadas, y no hubo diferencia (p>0.05) entre las crias no tratadas a los 5
y 20 dias de nacidas. Se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre grupos de
crias tratadas y no tratadas a los 20 dias de nacidas. Existe asociacion significativa en la

sobrevivencia de crias vacunadas con anacultivo de Clostridium perfringens tipo A.

Ve

Palabras clave: Anacultivo, alpaca, cria, Clostridium perfringens

inmunoglobulina G, inmuno difusion radial.
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ABSTRACT

Mortality of alpaca babies causes economic losses in alpaca breeding; one way to
reduce it is by immunizing mothers and babies. The effect of an anaculture of Clostridium
perfringens type A from dead alpaca babies due to enterotoxemia, inactivated with formalin,
on IgG levels in dams/offspring was studied; at the ninth month of gestation, and at 5 days
after birth, administering 2 mL of the anaculture subcutaneously to dams/offspring of a
treated group (n=20), and untreated group (n=20), evaluated at the tenth month of gestation
and 20 days after birth in dams/offspring, respectively. Two groups of 150 treated and
untreated babies were compared, evaluating the effect of anaculture on the mortality of the
babies. IgG concentrations in dams/offspring were quantified by Radial Immunodiffusion
using Student's t test. Mortality due to enterotoxemia was analyzed by chi-square. The results
showed significant differences (p<0.05) between treated alpacas and in untreated alpacas
there was no difference (p>0.05) at the ninth and tenth month of gestation. Significant
differences (p<0.05) were observed between the groups of treated and untreated dams during
the tenth month of gestation. In babies, there were significant differences (p<0.05) of IgG
between treated babies, and no difference (p>0.05) between untreated babies at 5 and 20
days after birth. Significant differences (p<0.05) were observed between treated and
untreated groups of babies at 20 days after birth. There is a significant association in the

survival of vaccinated babies with Clostridium perfringens type A anaculture.

Keywords: Anaculture, alpaca, baby, Clostridium perfringens immunoglobulin

G, radial immune diffusion.
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INTRODUCCION

La enterotoxemia producida por toxinas de Clostridium perfringens tipo A se
caracteriza por ser un proceso agudo de curso rapido de muerte subita generalmente
ausente de diarrea cuyas tasas de mortalidad pueden alcanzar entre el 50 a 70% durante
las primeras cuatro semanas de vida; se le reconoce como un brote o epizootia durante la
época de paricion (Ramirez, 1991). La enfermedad frena el progreso econémico de la
produccion alpaquera en el ambito altoandino causando inconvenientes para los trabajos
de seleccion, reemplazos, retraso del crecimiento poblacional e interfiriendo con

programas de mejoramiento genético (Fernandez-Baca, 2005).

La enterotoxemia, representa la principal causa de pérdidas econémicas para los
criadores de alpacas (Ameghino y DeMartini, 1991). Se trata de una enfermedad
infecciosa aguda causada por Clostridium perfringens, que afecta principalmente a las
crias entre la segunda y tercera semana de vida (Ramirez, 1991). Su patologia se origina
por una toxemia intestinal primaria en el yeyuno e ileon, derivando en una toxemia
generalizada debido a las toxinas del Clostridium perfringens tipo A, que provocan dafios
irreversibles en el endotelio vascular y el sistema nervioso. Por lo general, estas
manifestaciones clinicas progresan rapidamente y culminan con la muerte subita del
animal (Ramirez et al., 1998). Hasta el momento, no se ha desarrollado un tratamiento
efectivo para combatir la enterotoxemia en crias de alpacas. Los tratamientos con
antibioticos y laxantes muestran resultados de relativo éxito y variables (Pezo-Carredn et
al., 1999).

La vacuna base de Clostridium perfringens tipo A obtenida de crias de alpacas
muertas por enterotoxemia es utilizada contra las toxinas de Clostridium perfringens
inactivada con formaldehido no destruye los sitios inmunogénicos y conserva la
capacidad de producir anticuerpos; en 1924, Ramén demostré que las toxinas podian
inactivarse mediante un tratamiento con formaldehido, produciendo un anacultivo no
toxico (Thaysen-Andersen et al., 2007). La accién protectiva del anacultivo en la
enterotoxemia de crias de alpacas con toxinas de Clostridium perfringens tipo A fue
descrita desde los estudios iniciales de la enfermedad en el Perd siendo utilizada en
programas de control de la enfermedad (Rosadio A. et al., 2012; Pezo-Carreén et al.,
2018). Las crias son afectadas durante el periodo critico desde la primera a la cuarta

semana donde la cria debe ser protegida con anticuerpos maternos de madres vacunadas;

3
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si las crias estan vacunadas la mortalidad se reduce significativamente; sin embargo, la
aparente proteccion contra enfermedades obtenida al vacunar a las crias puede deberse a
la presencia de anticuerpos maternos residuales de madres vacunadas el afio anterior o de
exposicion previa a enterotoxemia o mortalidad en granjas de alpacas (Rosadio A. et al.,
2012). Esta periodicidad podria deberse a la existencia de anticuerpos en las madres
después de brotes naturales de enfermedades. (Yaya L. y Rosadio A., 2005).

Existe registros del uso de productos bioldgicos comerciales para prevenir la
enterotoxemia en alpacas en el pais (Ameghino y DeMartini, 1991), aunque algunas
experiencias preliminares sugieren que la aplicacion de una vacuna anticlostridial puede
reducir las tasas de mortalidad neonatal (Moro, 1987). Por lo tanto, el uso de un anacultivo
a base de Clostridium perfringens tipo A de casos de crias muertas por enterotoxemia en
estudios de campo ha demostrado una buena eficacia en el control de la enfermedad
clostridial en crias de alpacas; la evaluacién y difusion de estos resultados ayudaran a
superar las limitaciones por las altas tasas de mortalidad por enterotoxemia en crias de

alpacas que enfrenta el sector alpaquero en el Peru.

Aplicar un programa de vacunacion utilizando un anacultivo a base de
Clostridium perfringens tipo A obtenido de casos de crias muertas por enterotoxemia con
coberturas superiores al 90% ayudara a reducir los brotes de enfermedades endémica en
crias de alpacas (Pezo-Carreon et al., 2018). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de un anacultivo a base de Clostridium perfringens tipo A sobre los
niveles de IgG en alpacas madres y crias inmunizadas en el Gltimo tercio de gestacion y

periodo perinatal y sobre la mortalidad por enterotoxemia en crias de alpacas.
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CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco tedrico
1.1.1 Clostridium perfringens

El Clostridium perfringens son bacterias grampositivas anaerobias que
desarrollan esporas resistentes al calor, es un patdogeno que infecta a humanos y
animales, su importancia patdogena de este organismo es causante de gangrena
gaseosa, intoxicacion alimentaria en el hombre y diversas formas de enteritis
aguda y enterotoxemias mortales en animales; esta bacteria es fermentativa y
crece rapidamente en medios que contienen carbohidratos; en estas condiciones
produce grandes cantidades de hidrogeno y dioxido de carbono, que ayudan a
mantener un ambiente anaerdbico (Rood y Cole, 1991). Las cepas de Clostridium
perfringens se dividen en 5 tipos A, B, C, D y E, segun la sintesis de una o mas

toxinas principales a, B, €, y 1 (Hatheway, 1990).

Por méas de 150 especies estd conformado el género Clostridium
clasificados segn su produccién de toxinas y patogenicidad; representan a
género: Clostridium perfringens, C. chauvoei, C. septicum, C. haemolyticum, C.
botulinum, entre otros (Morris et al., 2011). Las toxinas del género Clostridium
son proteinas biologicamente activas y antigénicas; su actividad puede
neutralizarse con antisueros apropiados; el peso molecular oscila entre 22 y 600

kDA (Hatheway, 1990).

5
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La patogenicidad se debe a la produccion de 17 toxinas, de las cuales las
toxinas alfa (a), beta (), épsilon (€) y iota (1) son las més letales y se consideran
las toxinas mas importantes porque se utilizan para la clasificar los
microrganismos y la presencia de pequenas cantidades de toxinas que pueden o
no ser patdgenas y no se mencionan en la clasificacion del microrganismo (Morris

y Fernandez-Miyakawa, 2009).
A. Taxonomia

El Clostridium perfringens taxondémicamente se clasifica segin
el Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (Garrity et al., 2004)

en:

Dominio: Bacteria

Phylum: Firmicutes

Clase: Clostridia

Orden: Clostridiales

Familia: Clostridiaceae

Género: Clostridium

Especie: Clostridium perfringens
B. Habitat

El Clostridium perfringens tipo A esta en el contenido intestinal
de mamiferos y humanos, medio ambiente, aguas residuales y suelo. El
tipo A suele producir gangrena gaseosa (Mionecrosis) y enfermedades
ocasionadas por alimentos en humanos (Ata et al., 2013). Las cepas tipo
B, C, D y E no sobreviven en los suelos se ubican en los intestinos de los
animales domésticos y, en ocasiones, en humanos, Las cepas de tipo B se
han implicado en la disenteria de los corderos, en la enterotoxemia de las
ovejas y las cabras. Las cepas de tipo C han causado enteritis necrotica

grave en humanos debido a la toxina f, son la causa de enterotoxemia en

6
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corderos y ovejas, y se han encontrado en enteritis necrdtica en bovinos,

corderos y cerdos. (Hatheway, 1990).
C. Morfologia, fisiologia y crecimiento bacteriano

Clostridium perfringens desarrolla a una temperatura adecuada de
45°C, (20 y 50°C) en agar sangre, las colonias muestran signos de doble
hemolisis alrededor de la colonia, areas claras por toxina theta y areas
opacas por la toxina a y las colonias que desarrollan en agar yema de
huevo estan rodeadas por grandes areas redondas y opacas debido a la

lecitinasa reaccion que es inducida por la toxina a (Hatheway, 1990).

Los organismos son bacilos rectos grampositivos rectangular con
extremos romos que se presentan solos o en parejas, de 0.6 a24x 1.3 a
19.0 um de largo (Tizard, 2009). Son inmdviles, las caracteristicas
bioquimicas mas importantes para su identificacion producen proteasa,
gelatinasa y fosfolipasa C; no producen lipasa ni catalasa; producen gas, y
como productos terminales reducen nitrato, fermentan glucosa, lactosa,
maltosa y otros azucares y lician gelatina, se obtiene acido acético,
butirico, lactico, H> y CO», se observa una "fermentacion tormentosa" en
la leche, por la produccién de gas, fermentacion de lactosa y coagulacion,
y la no digestion de caseina; el organismo suele ser facil de recuperar de
cultivos mixtos (Songer, y Miskimins, 2005; Morris y Fernandez-

Miyakawa, 2009).

Esta bacteria es anaerobia estricta relativamente aerotolerante,
conformada por un grupo de bacterias grampositivas que no crecen en
presencia de oxigeno y tienen la capacidad de formar endosporas
resistentes al calor (Rood y Cole, 1991). Aunque Clostridium perfringens
es estrictamente anaerobico, las células vegetativas y estacionarias pueden
sobrevivir en una etapa de crecimiento detenido en presencia de oxigeno
y/o bajas concentraciones de radicales superdxido e hidroxilo, que posee
una respuesta adaptativa al estrés oxidativo, que puede activarse tanto en
condiciones aerobicas como anaerdbicas (Briolat y Reysset, 2002).
Durante el crecimiento en medio liquido, va produciéndose abundante de

gas, debido a los azucares fermentables. En agar sangre, las colonias
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crecen rapidamente, son circulares, regulares, lisas, y de color grisaceo,
las colonias se extienden con una «doble zona» de hemolisis, una zona
grande de a-hemolisis y otra mas interna de B-hemolisis (Briolat y

Reysset, 2002).

El Clostridium perfringens puede aislarse y cultivarse en medio de
carne cocida a 37 °C durante 24 a 48 horas y sembrarse en una placa que
contiene agar sangre de carnero con sulfato de neomicina, incubarse en
condiciones anaerdbicas a 37 °C durante 24 a 48 horas. Las colonias se
analizan segun la forma, color y tipo de hemolisis. La morfologia
bacteriana se evalua microscopicamente en frotis tefiidos por coloracion

de Gram. (Collins et al., 2004; Miranda, y Rojo, 2010).

También se puede identificar la lecitinasa del Clostridium
perfringens que destruye la lecitina de las membranas celulares en medios
con suero o yema de huevo observandose una opalescencia; esta reaccion
es denominada “reaccion de Nagler, se atribuye a la toxina o que es una
lecitinasa que dafa las membranas celulares e hidroliza la esfingomielina,
de importancia en la gangrena gaseosa, separando la lecitina, principal
fosfolipido de las membranas celulares, en fosforilcolina y diacilglicerol;
cuando la reaccion es lecitinasa positiva: aparece una zona opaca alrededor
del crecimiento microbiano, como resultado de la hidrolisis de la lecitina

de la yema de huevo (Nagler, 1939).

En lechones a la necropsia se obtuvieron muestras de intestino
delgado, estomago, higado, bazo y rifidn para examenes bacteriologicos
para aislamiento de Clostridium perfringens, las muestras se cultivaron en
condiciones anaerdbicas en medio triptosa-sulfito-cicloserina (TSC)
(Oxoid) suplementado con emulsion yema de huevo (Oxoid) y en agar
Columbia con 5% (Oxoid) de sangre de oveja; los medios inoculados se
incubaron durante la noche a 37°C; los cultivos aislados de Clostridium
perfringens demostraron mediante ELISA la presencia de a-toxina; los
resultados mencionados confirman el fendmeno de opalescencia alrededor

de las colonias causado por la actividad lecitinolitica del Clostridium
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perfringens tipo A, observado en el cultivo de los aislados en agar TSC

con emulsion de yema de huevo (Wasinski, 2007).

El modelo principal de las lecitinasas clostridiales es la toxina alfa
de Clostridium perfringens, que es clave en la prueba de Nagler; desde un
punto de vista enzimatico, la toxina alfa de Clostridium perfringens actiia
como una fosfolipasa C. Las lecitinasas producidas por C. sordeffli, C.
bifermentans y C. baratii son algo inhibidas por el suero anti-Clostridium
perfringens, mientras que las producidas por C. novyi tipo Ay B, y C.
haemolyticum son neutralizadas por sus propios sueros especificos, pero
no por el suero anti-Clostridium perfringens. Las lecitinasas de C. novyi
tipo B y C. haemolyticum (toxina beta) pueden ser diferenciadas
serologicamente de las de C. novyi tipo A (toxina gamma). Aunque C.
sordeffli, C. bifermentans y C. baratii dan positivo en la prueba de Nagler,
la neutralizacidén es menos evidente, posiblemente debido a la cantidad de
lecitinasa producida por el organismo, la actividad especifica de la enzima
y la afinidad de los anticuerpos hacia la molécula proteica (Hatheway,

1990).

Pérez et al., (2012) de 47 crias de alpacas muertas por
enterotoxemia, cultivaron en caldo tioglicolato e incubadas a 45°C por 48
h en ambiente de anaerobiosis, tomaron alicuotas del medio y sembraron
en agar sangre e incubadas bajo las mismas condiciones; las colonias de
Clostridium perfringens fueron identificadas en base a caracteristicas
morfoldgicas de la colonia, patron hemolitico, coloracion Gram y reaccion
negativa a la catalasa; los aislados se sembraron en emulsion yema de
huevo a 37 °C por 18-24 h en anaerobiosis para observar la reaccion de
Nagler, los aislados positivos los reactivaron en medio tioglicolato y

fueron conservados a -20 °C para andlisis moleculares.
D. Caracteristicas del genoma

Se ha establecido un primer mapa fisico del genoma de
Clostridium perfringens por electroforesis en gel de campo pulsado. Los
sitios de reconocimiento de seis endonucleasas de corte raro en solo un

cromosoma circular de aproximadamente 3,6 millones de pares de bases,
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definiendo 50 intervalos genéticos arbitrarios de entre 10 y 250 pares de
kilobases; esto facilitdo considerablemente la localizaciéon cromosomica de
unos 24 genes y loci para lo que permitio la construccion del mapa del
genoma de una especie clostridial (Garnier et al., 1991). El mapa fisico del
cromosoma de 3,6 megabases de Clostridium perfringens CPN50 se
ampli6 mediante endonucleasas, clonando y secuenciando fragmentos
cromosomicos aleatorios, identificando las funciones de los genes
putativos mediante buisquedas en bases de datos y analisis de hibridacion;
este mapa genético ampliado codifica funciones domésticas, mientras que
otros son implicados en la esporulacion y patogénesis (Katayama et al.,

1995)

Se comparé el mapa genético previamente informado de la cepa
CPNS50 con la cepa 13 de Clostridium perfringens y no hubo un cambio
fundamental en sus estructuras genomicas, pero se encontr6 una gran
region eliminada (-400 kb) en el genoma de la cepa 13, la secuenciacion
de nucleotidos del genoma de la cepa 13 del Clostridium perfringens se
realiz6 utilizando una estrategia “shotgun” de secuenciacion de genoma
completo. Un total de 52.198 plantillas se secuenciaron y ensamblaron en
194 “contigs”. 82 gaps se llenaron posteriormente mediante secuenciacion
directa por PCR, lo que finalmente produjo un cromosoma circular
completo. Durante el proceso de secuenciacion, se derivo (contigs 180) de
un plasmido de 50 kb, como se predijo en el estudio de mapeo (Shimizu

et al., 2002)

La secuencia completa de 3031.430 pares de bases de la cepa 13
de Clostridium perfringens comprende 2660 regiones codificantes de
proteinas y 10 genes de ARNr, que muestra un contenido global de GC
bajo (28.6 %). El genoma contiene enzimas tipicas de fermentacion
anaerdbica que conducen a la produccion de gas, pero no contiene enzimas
para el ciclo Krebs por lo tanto ni sustrato para la cadena respiratoria. Se
encontraron varias enzimas sacaroliticas, pero faltaban muchas enzimas
para la biosintesis de aminoacidos en el genoma. Veinte genes fueron
identificados recientemente como factores de virulencia putativos de

Clostridium perfringens, encontrando un total de cinco genes de
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hialuronidasa que también contribuyen a la virulencia y conocer la
produccion de varias enzimas degradantes y toxinas, lo que resulta en una

destruccion masiva de los tejidos del huésped (Shimizu et al., 2002).

El Clostridium perfringens secreta muchas enzimas y toxinas
extracelulares, que estan regulada positivamente por los genes reguladores
de dos componentes virR y virS e implicadas en el proceso de
enfermedades por clostridiosis. Estas toxinas incluyen la toxina a (o
fosfolipasa C), la toxina theta (o perfringolisina O) y la toxina kappa (o
colagenasa), que estan codificadas por los genes plc, pfoA y colA,
respectivamente; determinando que el sistema virR/virS modula sus
efectos a través de genes reguladores secundarios que son especificos para
cada gen estructural de toxina o que la proteina VirR no tiene una unica
secuencia de union consenso; estudios recientes han demostrado que la o
toxina es un factor de virulencia esencial en la gangrena gaseosa

(Williamson y Titball, 1993; Ba-Thein et al., 1996).
E. Virulencia del Clostridium perfringens

Uno de los factores de virulencia es la formacién de poros,
mecanismo usual para varias toxinas bacterianas. Mas de un tercio de las
toxinas clostridiales son toxinas formadoras de poros (PFT) pertenecientes
a la clase B-PFT. Se secretan como mondmeros solubles ricos en cadenas
que reconocen un receptor especifico en las células diana y se ensamblan
en oligomeros. Luego, experimentan una transformacion estructural
formando un deposito, que se inserta en la bicapa lipidica formando poro
funcional. Segin su estructura, las PFT clostridiales se dividen en varias
familias. Las citolisinas dependientes del colesterol clostridial forman
poros grandes que alteran la integridad de la membrana plasmatica

implicados principalmente en la mionecrosis (Popoff, 2014)

La virulencia del Clostridium perfringens también esta dada por
las exotoxinas y enzimas sintetizadas relacionadas con su potencial
patdgeno, las cuales son la base de su clasificacion. El tipo A tiene sélo la

toxina a; el tipo B las toxinas a, By €; el tipo C las toxinas a y B; el tipo D
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las toxinas a y €; y el tipo E las toxinas a y t (Songer y Meer, 1996; Petit
et al., 1999).

La toxina o es la mas importante, es una lecitinasa (fosfolipasa)
que lisa globulos rojos, blancos, plaquetas y células endoteliales (Murray
PR, et al.,, 2021), provoca hemolisis masiva, aumento del sangrado
destruccion de las plaquetas, destruccion de tejidos, hepatotoxicidad y
disfunciéon miocéardica (bradicardia, hipotension) que resulta en un
aumento de la permeabilidad vascular, esta toxina tipo A produce la mayor
cantidad de toxinas a. La toxina [} causa estasis intestinal, destruccion de
la mucosa, formacion de lesiones necroticas y desarrollo de enteritis
necrotizante. La toxina €, una prototoxina, se activa por la tripsina y
aumenta la permeabilidad vascular de las paredes del tracto digestivo
(Murray PR, et al., 2021). La toxina t, la cuarta toxina letal que produce el
tipo E, tiene una actividad necrosante y aumenta la permeabilidad vascular

(J. Songer, 1996).

La senalizacion del inflamasoma NLRP3, es un pilar central de la
inmunidad innata que desencadena inflamacién y muerte celular en
respuesta a microbios y sefiales de peligro; la lecitinasa de Clostridium
perfringens (también conocida como fosfolipasa C) y la perfringolisina O
de Clostridium perfringens inducen distintos mecanismos de activacion.
La lecitinasa ingresa a las estructuras vesiculares LAMP1+ e induce la
desestabilizaciéon de la membrana lisosomal; ademas, la lecitinasa
estimula la secrecion de las interleucinas IL-1b e IL-18 dependientes de la
inflamasoma, y provocando muerte celular independientemente de las
proteinas formadoras de poros gasdermina D, MLKL y la proteina efectora
de muerte celular ninjurin-1 o NINJ1. Se ha demostrado que la lecitinasa
desencadena la inflamacién a través del inflamasoma NLRP3 in vivo y
que el bloqueo farmacologico de NLRP3 usando MCC950 previene
parcialmente la letalidad inducida por lecitinasa, estos hallazgos revelan
que la lecitinasa activa una via alternativa para inducir la inflamacion

durante la infeccion por Clostridium perfringens (Mathur et al., 2023).
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Ademés de las exotoxinas existen otros factores de virulencia
presentes en Clostridium perfringens, los cuales se han asociado a
complicaciones entéricas, entre los que se encuentra la enterotoxina
(CPE), producida principalmente por el Clostridium perfringens tipo A.
(Hatheway, 1990; Petit et al., 1999). Petit et al., (1999) menciona que la
endotoxina CPE es elaborada sélo en la fase de esporulacion, provocando
en la mucosa intestinal pérdida de fluidos y electrolitos (Smedley et al.,
2004), funcionando como un stper antigeno estimulando la actividad de
los linfocitos T (J. Songer, 1996). la toxina 2 es otro factor de virulencia,
con similar actividad bioldgica a la toxina B, no teniendo la misma

secuencia de aminoacidos de la toxina (Smedley et al., 2004).

Se examino la diversidad genética de aislamientos de Clostridium
perfringens tipo A determinando la existencia de genes de la toxina f2
(cpb2) y de la enterotoxina (cpe) revelando una amplia diversidad genética
entre los aislamientos de Clostridium perfringens tipo A; la mayoria de los
aislamientos de cerdo, caballo y oveja portaban el gen cpb2 y todos los
aislamientos que se originaron en brotes de intoxicacion alimentaria
portaban el gen cpe y tres de ellos también portaban cpb2 identificandose
dos poblaciones evolutivas diferentes mediante el analisis de secuencias
de los genes cpb2 parcialmente secuenciados de diferentes especies

animales como de brotes de intoxicacidon alimentaria (Johansson et al.,

2006)
F. Principales Toxinas

Nagler, (1939) cultivo C. welchii en suero humano y observo que
desarrollaba una opalescencia y esporadicamente una capa de grasa de
rosada encima de la superficie del medio liquido, la opalescencia ocurria
en todos los tipos de toxinas exogenas de C. welchii, y no en otros cultivos
bacterianos, demostrando que esta reaccion se correlaciona con la letalidad
de la toxina tipo A. Macfarlane y Knight, (1941) comprobaron que cuando
cultivaban Clostridium welchii en una emulsion de yema de huevo con
solucion salina se producia una opalescencia de color crema debido a la

fusion con los globulos de grasa.
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Nagler, 1939; Macfarlane y Knight, (1941) encontraron que esta
respuesta es causada solo por la toxina alfa (o), principal factor de
letalidad de filtrados tipo A, mientras que las toxinas como S (B), delta (d),
épsilon (e) y tetha (0) carecian de efecto, y que hemolisis conjuntamente
con la yema de huevo eran inducidas por la toxina a (o) y activada por
iones Ca++ y enfatizaron que este “paralelismo estricto” de la hemolisis
por toxina a y la formacién de lipidos libres producido por la yema de
huevo, plantearon que ambas reacciones probablemente eran
manifestaciones de una sola reaccion enzimatica, describiendo a la toxina

o como una toxina con actividad enzimatica.

Se reconocen cinco tipos de toxinas A, B, C, D y E de Clostridium
perfringens sobre la base de las cuales se producen toxinas letales a, B, €,
1, asociadas a una especie animal con una infeccion entérica especifica
(Ohtani y Shimizu, 2016); las toxinas el Clostridium perfringens , se
obtienen mediante la preparacion de filtrados de cultivos toxicos y sus
correspondientes sueros antitoxicos y observando la proteccion diferencial
de ratones por parte de los sueros. El antisuero tipo A neutraliza solo los
cultivos tipo A, el tipo B neutraliza los cuatro tipos, el tipo C neutralizaba
todos menos el tipo D y el tipo D neutraliza los cultivos tipo A 'y D
reconociendo que sus filtrados inmunizantes contenian multiples
antigenos. Estos antigenos fueron posteriormente designados como a,
presentes en los cuatro tipos; f, presente en los tipos B 'y C; y épsilon,
presente en los tipos B y D. La antitoxina de tipo E neutraliza los filtrados
toxicos de tipo A, asi como los de la cepa homdloga, pero no los de tipo

B, C o D (Hatheway, 1990; Uzal et al., 2010).
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Tabla 1

Clasificacion de tipos de Clostridium perfringens y sus toxinas

Toxinas producidas

TIPO a B € L CPE B2
C. perfringens tipo A + - - - +/- +/-
C. perfringens tipo B + + + - +/- +/-
C. perfringens tipo C + + - - +/- +/-
C. perfringens tipo D + - + - +/- +/-
C. perfringens tipo E + - - + +/- +/-

Nota. Uzal et al. (2010).

F.1  Toxina alfa (a)

Es producida por Clostridium perfringens tipo A, obtenidas de
contenido intestinal normal o de las heces. La a -toxina es una enzima,
conocida quimicamente como fosfolipasa-C (lecitinasa- C), se compone
de un dominio N-terminal (1-250 aminoécidos (aa), dominio N), que es el
sitio catalitico, y un dominio C-terminal (251-370 aa, dominio C), que es
el sitio de union a la membrana. que hidroliza lecitina en fosforilcolina y
un diglicerido, responsable del dafo tisular en la mionecrosis (gangrena

gaseosa) causada por este organismo (Oda et al., 2015).

La inmunizaciéon de cobayos con a-toxina los protege contra la
gangrena gaseosa cuando se exponen a Clostridium perfringens y su
toxina, la toxina hidroliza la fosfatidilcolina y en menor medida, la
esfingomielina, pero no otros fosfolipidos. Se ha demostrado que la toxina
a afecta la funcion del miocardio, causando hipotension y bradicardia, lo
que resulta en shock, la toxina también aumenta la permeabilidad vascular
una caracteristica comun y a menudo fatal de la gangrena gaseosa por
ejemplo en las células la mayoria de sus membranas consisten en
complejos de lipoproteinas que contienen lecitina, responsable de la
reaccion de lecitinasa en medio de yema de huevo y de la zona turbia
hemolizada en agar sangre, estas actividades hemolitica y lecitinasa de la
toxina a se pueden utilizar como indice del crecimiento bacteriano, la
toxina a conduce a su destruccion el efecto bioldgico resultante es

hemolisis, necrosis o muerte, dependiendo de tejidos accesibles a la toxina
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produciendo enterotoxemia en ovejas y terneros, a veces denominada

"muerte subita" (Nagler, 1939).

Clostridium perfringens tipo A, ocasiona enteritis necrotizante en
ovinos, bovinos, porcinos y equinos, produce las toxinas o y B es una
especie clostridial invasora se transmite a través de heridas o ingestion de
esporas, puede invadir y multiplicarse en los tejidos, produce por lo menos
12 proteinas antigénicas, 4 son toxinas, de las cuales la a es la més potente
que se define como dermonecrdtica, letal y hemolitica, es altamente
antigénica no es termoestable y tiene anticuerpos antitoxina a especifico,
la tinica toxina capaz de neutralizar sus efectos; esta o toxina actia sobre
las membranas celulares, mitocondrias y lipoproteinas que contienen

lecitinas (Morris et al., 2011).

La toxina o es una metaloproteina porque contiene zinc y esta
compuesta de una sola cadena polipeptidica simple de 43 kDa de 370 aa,
el zinc desempefia un papel preponderante en el equilibrio y reacciones
enzimaticas (Drigo et al., 2010); su punto isoeléctrico es 5.4 y tiene
actividad lecitinasa porque desdobla la lecitina en fosforilcolina,
diacilglicerol y una hemolisina tiol activada (6 — toxina o perfringolisina
0), la toxina puede dafiar las membranas celular de los globulos rojos,
leucocitos y las células musculares, causando hemolisis o necrosis celular

(Hatheway, 1990).

Las toxinas o es el principal factor de virulencia que causa
gangrena gaseosa en humanos y en animales la enteritis necrotizante
(necrosis del tejido intestinal) de bovinos, equinos y pollos (Hatheway,
1990). Todos los tipos de Clostridium perfringens tienen un gen plc que
codifica esta toxina; sin embargo, no todas las cepas lo producen y las
cantidades producidas varian ampliamente; esta toxina tiene actividad
enzimatica, tanto fosfolipasa como esfingomielina, ademas es hemolitica

y dermonecroética (Morris y Ferndndez-Miyakawa, 2009)

La hidrodlisis de los fosfolipidos de la membrana celular provoca la
acumulacion de diacilglicerol, sustancias que pueden estimular vias

celulares asociadas a los efectos citotoxicos observados, como la via del
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acido araquidonico. Esta acumulacion tiene la capacidad de funcionar
como un activador de la proteina quinasa C, una enzima que
simultdneamente activa las fosfolipasas C y D. Ademas, la activacion de
esta via conlleva a la produccion de tromboxano A», un influyente
mediador en la respuesta inflamatoria (Morris y Fernandez-Miyakawa,

2009).
F.2  Toxina f

El Clostridium perfringens tipo B produce toxinas a, Sy épsilon
se asocia con enteritis necrotizante y enterotoxemia principalmente en
individuos recién nacidos de ovinos y otras especies animales (J. Songer,
1996). Los Clostridium perfringens tipo B producen toxina 3 necrotizantes
y letales causando dafio intestinal severo; la toxina B se ha purificado hasta
la homogeneidad y se ha demostrado que corresponde a una proteina
termo sensible de 28 kDa que es muy sensible a la tripsina (Rood y Cole,
1991). Las concentraciones inusualmente altas de proteina en el tracto
intestinal facilitan el crecimiento excesivo de Clostridium perfringens tipo
B (animal) o C (humano), lo que lleva a niveles letales de toxina P,
formando canales selectivos de cationes en las membranas lipidicas
descubriéndose que la  toxina recombinante de Clostridium perfringens
tipo C aumenta la conductancia de las membranas lipidicas bicapa al

inducir la actividad del canal (Shatursky et al., 2000).

La disenteria del cordero generalmente se desarrolla durante los
primeros dias de vida, aunque los corderos mas viejos pueden verse
afectados a medida que avanza el brote; después de que la infeccion se
adquiere de la madre o del medio ambiente, los organismos en el intestino
aumentan en numero, especialmente durante la lactancia intensa de la
madre, da como resultado la enterotoxemia con enteritis hemorragica y
extensas ulceraciones del intestino delgado; el signo primario es la muerte
subita, sin previo aviso en casos muy agudos, en incidentes agudos, la
interrupcion de la alimentacion y el dolor abdominal intenso se acompafian

de diarrea con sangre, con decubito, coma y muerte menos de 24 h después
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del inicio, la incidencia suele llegar al 30%, con tasas de letalidad cercanas

al 100%. (J. Songer, 1996; Lebrun et al., 2010)

La enfermedad cronica en corderos mayores se manifiesta como
dolor abdominal crénico sin diarrea; el tipo B también puede estar
asociado con enteritis hemorragica en cabras, terneros y potros; se han
realizado pocos estudios experimentales sobre infecciones por tipo B; no
se sabe si predomina un efecto individual de la toxina o, B o € o si hay
efectos aditivos o sinérgicos. (J. Songer, 1996); la toxina B contribuye a
los dafios intestinales al dirigirse a las células endoteliales y
potencialmente a los trombocitos, lo que provoca dafio vascular y
hemorragia. Desde una perspectiva macroscopica, la region del intestino
afectado muestra un tono de color azul purpura profundo y, a simple vista,
da la impresion de ser un infarto relacionado con una torsion mesentérica.

(Posthaus et al., 2020)

Frecuentemente, el tratamiento resulta poco efectivo debido a la
severidad de la enfermedad., pero si esta disponible, esta indicado el suero
hiperinmune especifico y la administracion oral de antibioticos puede ser
util. La enfermedad se controla mejor vacunando la borrega prenada en el
ultimo tercio con 2 vacunas con 1 mes de diferencia, y luego anualmente.
Cuando ocurren brotes en recién nacidos de borregas sin vacuna, se
administra el antisuero inmediatamente después del nacimiento (Ata et al.,

2013)
F.3  Toxina épsilon (£)

Es una proteina de 33 kDa pertenece a la familia de toxinas tipo
aerolisina es causada por el Clostridium perfringens  tipos B y D,
responsables de las signos patologias de la enterotoxemia,
predominantemente neuroldgica de las ovejas, cabras y ocasionalmente en
bovinos, se presenta en corderos que tienen menos de 2 semanas de
nacidos (Stiles et al., 2013) o en animales que son destetados en corrales
de engorde y se les suministran dietas ricas en carbohidratos, o en menor
medida, en pastizales verdes y frondosos; conforme se incrementa la

ingesta de almidon, se crea un entorno propicio para el crecimiento
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excesivo de Clostridium perfringens, produciendo toxina épsilon que es
tanto letal como necrotizante, aunque ain no se ha identificado su
actividad biologica precisa, causando dafio vascular, particularmente en
los capilares del cerebro observandose con frecuencia, hay hipoglucemia
o glucosuria y signos como opistétonos, dar vueltas y empujar la cabeza
contra objetos fijos que son signos neurolégicos comunes que es de gran
interés veterinario porque causa una enterotoxemia rapidamente fatal entre
los ungulados, lo que comunmente se conoce como rifion pulposo o

enfermedad por sobrealimentacion (Rood y Cole, 1991; Ata et al., 2013)

La toxina £ se produce en forma de precursor y se activa después
de la eliminacion proteolitica de un péptido de residuo de 14 aminoéacidos
del terminal NH; de la protoxina, la protedlisis puede resultar de la accion
de las proteasas de Clostridium perfringens, como la toxina X, o el efecto
de la tripsina en el intestino. Entre los sintomas provocados por la toxina
C se encuentran el aumento de la permeabilidad intestinal, el edema
pulmonar y el exceso de liquido pericardico. Su efecto mas llamativo es
sobre los rifiones, que se hinchan e hiperémicos o, en las ovejas, se vuelven
pulposos unas pocas horas antes de la muerte. Dado que se puede conferir
inmunidad mediante la vacunacion con una preparacioén de anacultivo, el
gen de la toxina Epsilon, etx, representd un objetivo importante para los
biotecnologos. Este gen se ha clonado y secuenciado recientemente para
producir una vacuna veterinaria de segunda generacion, y los estudios de
mapeo preliminares indican la ubicacion de un plasmido (Rood y Cole,

1991; Stiles et al., 2013)
F.4  Toxina lota (/)

Esta toxina tiene accion necrotica en la piel, en ratones es letal
provocando alteraciones en la permeabilidad (Rood y Cole, 1991). Consta
de dos componentes inmunoldgica y biologicamente distintos: un
componente enzimdtico (Ia) y un componente de unién (Ib), siendo
necesaria para la accion citotoxica (Hatheway, 1990). La toxina / esta
ubicada en un plasmidio codificada por dos genes que se combinan y

organizan en un solo operdn, el componente la, codificado por el gen iap,
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con un peso molecular de 47,5 kDa y un pl de 5.2 ADP-ribosiltransferasa
especifica de actina activa (Hatheway, 1990; Songer y Meer, 1996). y el
gen ibp que codifica el componente Ib, de un peso molecular de 100 kDa
y un punto isoelectrico (pl) de 4,2, reconociendo receptores por un proceso
de endocitosis, mientras que el componente la ingresa al citoplasma y la
superficie celular, siendo esencial para la internalizaciéon de ambos

componentes (Hatheway, 1990; Petit et al., 1999).

Los componentes Ia e Ib son sintetizados en la fase de crecimiento
exponencial liberandose en prototoxinas. Su liberacion ocurre mediante la
escision de un péptido N-terminal de 20 kDa en el caso de la fraccion Ib
(80 kDa), y un residuo N-terminal de 9 a 11 aminoécidos en la fraccion Ia.
Posteriormente, ambos componentes se activan proteoliticamente. El
componente Ia realiza su accion intracelular catalizando la union de ADP-
ribosa a los sitios de actina, previniendo asi la nucleacion y polimerizacion
de los monémeros de actina ribosilados con ADP. Esto resulta en la
despolimerizacion de los filamentos de actina 12 y la acumulacion de

actina en forma polimérica (J. G. Songer y Meer, 1996).
F.5  Clostridium perfringens: Enterotoxina (CPE)

Esta endotoxina es sintetizada en la etapa de esporulacion,
provocando en los enterocitos una masiva secreciéon de agua e iones, lo
que provoca la liberacion y disminucion de las microvellosidades
intestinales y careciendo de actividad necrotica (Rood y Cole, 1991). Es
producido por el 5% de la poblacioén de Clostridium perfringens (Smedley
et al., 2004), principalmente por cepas de tipo A, algunas del tipo B, C, D
y E (Hatheway, 1990; Petit et al., 1999). El CPE es un péptido de 309
aminoacidos con un peso molecular de 35 kDa codificado por el gen cpe
y se puede encontrar en regiones variables de los cromosomas o en
plasmidos largos (Smedley et al., 2004). La tripsina y la quimotripsina
proporcionan rompen los enlaces de 10 a 44 aminoacidos N-terminales,
dando como resultado un incremento de la actividad citotoxica del CPE

(Hatheway, 1990; Songer y Meer, 1996).
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Los receptores unidos al CPE forman un pequeiio complejo de 90
kDa que se inserta en la membrana celular (Rood y Cole, 1991; Smedley
et al., 2004). Este complejo se asocia inmediatamente con una proteina de
membrana de 70 kDa formando un complejo més grande hidrofobico (160
kDa); este complejo tiene una naturaleza similar a un poro que facilita que
moléculas pequefias ingresen libremente a través de la membrana y
conduce a cambios en su permeabilidad. En Glltima instancia, esto conduce
a la ruptura osmotica coloidal y apoptosis celular (Rood y Cole, 1991; Petit

et al., 1999; Smedley et al., 2004).
F.6  Toxina B 2 (2).

La toxina (B 2) y su gen cpb2 se caracteriz6 a partir de una cepa
de Clostridium perfringens asociadas a enfermedades animales como
enteritis necrotica de lechones y la enterocolitis en caballos, este gen cpb2
esta implicado en la expresion de enfermedades intestinales de animales
(Jost et al., 2005). El gen en mencion esta ubicado en un plasmido de 59 a
100 kb cuya expresion esta controlado por un sistema regulador
transcripcional VirR/ VirS regulacion positiva, siendo su punto extremo en
la fase logaritmica tardia, la presencia del gen cpb2 ha sido reportada en
varias especies de Clostridium perfringens , pero su expresion no fue

confirmada en todas las especies (Schotte et al., 2004; Jost et al., 2005).

El gen Cpb2 codifica un péptido de 31 kDa que se transcribe y
procesa en una toxina bioactiva de 28 kDa y pl 5.01 es letal en ratones
(dosis de 3 pg) (Schotte et al., 2004) y citotdxica para ciertas lineas
celulares (Smedley et al., 2004) y también provoca necrosis hemorragica
de la mucosa intestinal en la prueba de ligadura intestinal. Esta toxina es
muy susceptible a la proteolisis, por lo que el tratamiento con tripsina
escinde la toxina en dos péptidos (13 y 15 kDa), lo que da como resultado
una pérdida completa de citotoxicidad; la actividad especifica de la toxina
B2 no se comprende completamente, pero puede involucrar la formacion
de poros u otros mecanismos que provoquen la ruptura de la membrana
celular (Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004; Schotte et al., 2004). A

pesar de su nombre, la toxina 32 no tiene una homologia aparente (15 %
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de similitud de aminoécidos) con la toxina  muestran solo una baja
reactividad cruzada inmune entre ellos (Petit et al., 1999; Schotte et al.,

2004).
1.1.2 Calostro

El calostro es la primera secrecion lactea generada por la glandula
mamaria comenzando a sintetizarse dias antes y luego descendiendo su
concentracion después del parto, contiene secreciones acumuladas durante las
ultimas semanas de gestacion, asi como proteinas transferidas activamente desde
la circulacion sanguinea bajo la influencia de los estrégenos y la progesterona
(Tizard, 2009), en alpacas es el tnico alimento de mayor valor bioldgico y
necesario para la cria en los primeros dias de vida (Bravo et al., 1997); el manejo
del calostro es importante para determinar la salud y supervivencia de las crias
(Fernandez, et al., 1994; Godden, 2008). La alimentacion inicial con calostro
estimula el desarrollo de vellosidades, mucosas y submucosas en todas las
secciones del intestino delgado en los primeros dias de vida y mejora la salud y el
crecimiento (Van Soest et al., 2022). La principal funcion del calostro es proteger
al recién nacido de patdgenos externos en los primeros dias de vida, para reducir
el riesgo de morbilidad y mortalidad. Ademads, estimula por medio de
componentes la motilidad intestinal, acelera el desarrollo del sistema
gastrointestinal, favoreciendo la eliminacion del meconio y el establecimiento de

los movimientos intestinales normales (Godden, 2008).

El calostro se forma durante la gestacion por el pasaje selectivo de
inmunoglobulinas (1gs) de la circulacion general a la glandula mamaria, Aunque
la capacidad de sintesis de Igs calostrales en la glandula mamaria no es
significativa se logra una concentraciéon maxima dos semanas antes del parto en
los equinos y de 3 a 9 dias en el ganado bovino (Tizard, 2009). Las
concentraciones de IgG en llamas y alpacas periparturientas se mantienen sin
cambios, los valores de IgG en el suero de animales prefiados permanecen
constantes, lo que sugiere que la transferencia de IgG en llamas y alpacas no fue
el resultado del paso del torrente sanguineo a la glandula mamaria justo antes del
parto, esto es exclusivo de las llamas y alpacas en comparacidn con otras especies

de ganado (Bravo et al., 1997).
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A. Composicion del calostro

Se compone de diversos elementos que normalmente se
encuentran en la leche, tales como citosinas, leucocitos maternos, lactosa,
grasa, proteinas, minerales y vitaminas. Ademas, el calostro contiene
elevadas concentraciones de factores de crecimiento epidérmico y de
crecimiento similar a la insulina (Schogor et al., 2020). En términos de
inmunoglobulinas, predominan la IgG con un 83%, la IgM con un 6%y la
IgA con un 5%. También se encuentran leucocitos como neutrofilos y

macrofagos, representando un 6% del total (Tizard, 2009).

Las concentraciones de Igs en el calostro caen repentinamente
después del nacimiento, alcanzando el 50 % a las 9 al2 horas y el 85 % a
las siguientes 48 horas. Descenso ligado a la importancia de la absorcion
de las lgs por parte del neonato y al aumento de la actividad funcional de
la glandula mamaria, que, al elevar su nivel de secrecidon, produce una

dilucion de las mismas. (Fernandez, et al., 1994).

El calostro contiene un alto contenido de inmunoglobulina y, por
lo tanto, es esencial para brindar inmunidad pasiva al recién nacido. El
calostro también contiene compuestos bioactivos y nutrientes en
concentraciones elevadas en comparacion con la leche de transicion que
también tiene concentraciones elevadas de IgG y otros compuestos
bioactivos como IGF-1, hormona del crecimiento e insulina; ademas, estas
concentraciones disminuyen gradualmente a medida que las secreciones
mamarias pasan del calostro a la leche normal; la leche de transicion se

define como los ordefios de 2 a 6 después del parto (Godden, 2008).

En alpacas se midid las concentraciones de grasas, proteinas,
lactosa y minerales en el calostro y la leche Las concentraciones de grasa
y lactosa aumentaron desde el dia 1 (0.5%, 4.0%) al dia 4 (5.3%, 5.0%),
las proteinas disminuyeron del 20.4% el dia 1 al 8.3% el dia 4. En la leche
estos tres indicadores no cambian durante la lactancia. Encontrando que la
composicion del calostro de las alpacas cambia dentro del periodo de
calostro cuatro dias después del parto, la composicion de la leche cambia

segun el estado de lactancia de las alpacas y la composicion del calostro y
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la leche de alpaca difiere en ciertos indicadores de la leche de rumiantes y
los componentes del calostro comparando con alpacas mantenidas en
diferentes altitudes no difirieren entre los hébitats la composicion de la
concentracion de grasa, proteina y lactosa en el calostro cambia
sustancialmente durante el periodo calostral, la disminucion de la
concentracion de proteinas y el aumento de la concentracion de grasas se
reflejan en otras especies animales, la disminucion sustancial en la
concentracion de proteinas del calostro puede atribuirse a la disminucion
en la concentracion de inmunoglobulinas en las alpacas y que ocurre en la

mayoria de los otros mamiferos (MoBler et al., 2021)

Chad et al., (2014) midi6 en promedio 3.68 + 1.32 % de grasa,
4.53 £0.78 % de proteina y 6.00 = 0.48 % de lactosa en la leche de alpacas
durante 25 semanas de lactancia y en un estudio que abarcé cinco meses
de lactancia realizado en dos regiones de Chile, Parraguez et al., (2003)
encontrd en seis muestras combinadas de leche de alpaca en la Patagonia
(nivel del mar) concentraciones de 2.6 + 0.5% de grasa, de 6.5 = 0.3% de
proteina y de 5.2 + 0.5%. % lactosa y en ocho muestras agrupadas del Alto
Altiplano (4400 m sobre el nivel del mar) concentraciones de 3.8 + 0.6 %
de grasa, de 6.9 £ 0.3 % de proteina y de 4.4 = 0.5 % de lactosa, Los
resultados para la composicion de la leche de llama de un estudio de Riek
y Gerken, (2006) de grasa 4.70 £+ 0.81%, proteina 4.23 + 0.23%, lactosa
5.93 £0.27% y otro estudio de Schoos et al., (2008) cuyos resultados de
grasa 4.55 £ 0.66%, proteina 4.33 = 0.17 %, lactosa 6.34 + 0.34%. Para
todos los resultados mostrados posiblemente la dieta podria haber tenido

una influencia sustancial (MdBler et al., 2021)

El contenido mineral del calostro y la leche de alpaca se observo
que los minerales obviamente se almacenan en la ubre antes del parto, las
concentraciones de macro y oligoelementos de Ca, P y Mg disminuyeron
durante el periodo calostral, teniendo la mayor concentracion el dia del
parto (dia 1). La misma condicién estuvo presente en varios elementos
traza (Fe, Cu, Zn, Sr, Ba, Co, Ni, S) que mostraron las concentraciones
mas altas inmediatamente después del parto, durante la lactancia posterior,

el calcio de la leche fue el tinico macroelemento cuyas concentraciones
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disminuyeron durante los cuatro meses de lactancia, las concentraciones
de numerosos macro y oligoelementos difieren significativamente,
teniendo en cuenta que las concentraciones de oligoelementos que se
encuentran en el calostro y la leche estan influenciadas por la

disponibilidad de esos minerales en el alimento (MdBler et al., 2021)

Ormachea et al., (2021) determino las caracteristicas
fisicoquimicas de la leche en alpacas y llamas, considerando dos zonas
agroecologicas entre los 40 y 45 dias de lactacion bajo un sistema de
crianza extensivo, evaluo la composicion de sdlidos totales (16.03%),
energia bruta (MJ/100 361.43 g), ceniza (1.10%), grasa (3.42%), soélidos
no grasos (12.06%), densidad (1.042 g/cm?), proteina (4.59%), lactosa
(6.90%), sales (0.98%), pH 7.05, punto de congelacion (0.88°C) y
recuento de células somaticas (93.9 células/mL x 1000); concluyendo que
la composicion fisicoquimica de la leche es similar entre llamas y alpacas
y que la zona agroecologica influye la composicion de la leche en alpacas

Huacaya.

Valores medios de las concentraciones de los principales
componentes de la leche durante el periodo de lactancia fueron 4.70% de
grasa, 4.23% de proteina, 5.93% de lactosa, 15.61% de materia seca y
22.62 mg/dL de urea N en la leche. Todos los componentes se vieron
afectados por la etapa de lactancia., hubo un aumento en la proporcion de
grasa y proteina a medida que la concentracion de proteina disminuy6 y la
concentracion de grasa aumentd; las concentraciones de grasas, proteinas
y lactosa cambiaron durante la transicion del calostro a la leche; entre los
componentes principales, la grasa tuvo la mayor variacion; la
concentracion bruta media de energia de la leche fue de 3.88 kJ/g y mostrd
un curso similar al de la proteina. La grasa contribuy6 con el 48.0%, la
proteina el 26.3% y la lactosa el 25.7% de la energia bruta de la leche. Los
valores de N urea en leche fueron mayores que los encontrados en
rumiantes y aumentaron con la etapa de lactancia, mientras que el pH
disminuyd. Los componentes de la leche analizados no se vieron afectados
por el nimero de lactancia del animal, excepto la urea N de la leche. Los

recuentos de células somadticas indicaron la ausencia de mastitis y
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revelaron que el recuento promedio de células somaticas de las llamas no
infectadas es menor que el de los animales utilizados habitualmente para

la produccion de leche (Riek y Gerken, 2006)

Se evaluo el efecto de la €época del afio, edad de la madre y el mes
de lactancia sobre la composicion quimica del calostro y leche de la llama
(Lama glama), se determino el contenido de IgG, grasa, s6lidos no grasos
(SNG), proteina, lactosa, densidad, punto de congelacion y minerales en
el calostro fueron: 37.43 mg/mL; 2.78%; 31.42%; 12.07%; 17.68%; 1.13
g/cm3 ; -1.05°C y 0.40% respectivamente; los contenidos de grasa, SNG,
proteina, lactosa, densidad, punto de congelacidén y minerales en la leche
fueron: 3.43%; 11.61%; 4.0%; 6.46%; 1.037 g/cm3 ; -0.48°C y 0.36%
respectivamente; concluyendo que la época del afio no influye sobre la
composicion quimica de la leche; asimismo, la edad de la madre no influye
sobre ninguno de los componentes quimicos del calostro, tampoco influye
sobre la mayoria de los componentes de la leche excepto sobre los
minerales; en tanto que, el mes de lactancia influye sobre la mayoria de

los componentes de la leche, excepto sobre la grasa (Mamani Cato, 2022)

El calostro de diversas especies presenta gran cantidad de
proteinas, vitaminas liposolubles E, A, K y carotenos; asi como altos
niveles minerales, sodio, zinc, hierro, azufre, potasio, selenio y
manganeso; su contenido de acidos grasos se relaciona con la dieta
materna; el calostro es importarte para asegurar la inmunidad en el
neonato, y uno de los componentes mdas importantes son las
inmunoglobulinas, donde en alpacas destaca la IgG. Se ha demostrado en
diversos estudios sus altas concentraciones durante los primeros 4 dias
post parto, la cual disminuy¢ significativamente desde el dia 1 (26.319 +
8.754.73 mg/dL) hasta el dia 4 (3848.8 + 3475.91 mg/dL) (MoBler et al.,
2021).

1.1.3 Sistema inmune en camélidos

Hamers-Casterman et al. (1993) demostraron por primera vez que el suero
de los camélidos contenia un nico tipo de anticuerpo carente de cadenas livianas.

La limitada informacion disponible sobre el sistema inmunologico de los
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camélidos complica la tarea de describir las caracteristicas singulares que los
distinguen de otras especies. No obstante, ciertos estudios han indicado la
presencia de dos linajes diferentes de linfocitos B en camélidos. Un linaje se
encargaria de la sintesis de anticuerpos clasicos con cuatro cadenas, mientras que

el otro linaje expresaria anticuerpos que carecen de las cadenas ligeras.

Las inmunoglobulinas son moléculas proteinicas que desempenan
actividad de anticuerpos y son producidas por células B y células plasmaticas
sensibilizadas por los patrones moleculares especificos de antigenos externos y
mediante estas interacciones neutralizan y eliminan patdgenos especificos del
hospedero (Tizard, 2009). En los mamiferos, las Igs se clasifican en tipos o
isotipos: IgG, IgM, IgA, IgE e IgD y, ademas, se subdividen en subclases. Muchos
estudios en inmunologia animal han sido llevados a cabo con IgG, IgM o IgA
(Wernery, 2001). Medina et al., (2004) evidencio que los niveles de IgM e IgA en
la leche de camélidos son considerablemente inferiores en comparacion con la

IgG.

Los recién nacidos llegan al mundo con un sistema inmunoldgico
notablemente inmaduro, lo que los deja incapaces de responder de manera efectiva
ante agentes patdgenos. Las crias de alpacas nacen agammaglobulinémicas, es
decir sin defensas inmunologicas, esto es consecuencia de la estructura fisica de
la placenta, de tipo microcotiledonaria y epiteliocorial, que impide la transferencia
de inmunoglobulinas (Igs) de la madre al feto, pero después de la ingesta de
calostro se observan aumentos lineales de concentracion de IgG de manera similar
a lo que ocurre en otras especies domésticas. (Bravo et al., 1997; Flodr et al.,

2012).
A. Inmunoglobulina G en camélidos

La IgG, componente del 85% de las proteinas del suero
transferidas pasivamente a las crias, es la principal inmunoglobulina
absorbida por el neonato, también se transfiere, aunque en menores
cantidades, la IgM (Garmendia y McGuire, 1987); se desconoce, sin
embargo, los isotipos de IgG preferentemente absorbidos, ya que las
inmunoglobulinas de los camélidos son tnicas y difieren dramaticamente

en relacion a otras especies de animales. En los camélidos, se conoce que
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mas del 75% de las proteinas séricas son moléculas de IgG carentes de
cadena ligera y referidas como IgG: e IgGs, y caracteristicamente mucho
mas pequenas (90 kDa) que los anticuerpos convencionales (150 kDa)
(Medina et al., 2004), con capacidades de mejor penetracion tisular y una
mejor biodistribucion. Estos anticuerpos, denominados microglobulinas,
serian mucho maés eficientes, por ejemplo, para neutralizar enzimas, que

los anticuerpos convencionales; (Wernery, 2001)

De las tres subclases de IgG en camélidos denominados: IgGi,
IgGa e 1gGs, la IgGi corresponde a los anticuerpos convencionales y la
IgG» e IgGs son los que carecen de las cadenas livianas (Wernery, 2001);
éstas dos ultimas son conocidas como los anticuerpos de cadena pesada
(HCADs) (Medina et al., 2004; (Daley et al., 2005). La pérdida de las
cadenas livianas resulta de una alteracion de la escision que impide su
transcripcion al ARN mensajero y no de una supresion en el gen

correspondiente (Daley et al., 2005).

Los anticuerpos IgGi son considerados como los anticuerpos
convencionales y se encuentran en un 25% de la IgG sérica. Por otro lado,
tanto la IgG2 como la IgGs; presentan dimeros de cadenas pesadas cortas,
que se caracterizan por tener un fragmento cristalizable (Fc) normal sin un
dominio CHi, y constituyen el 75% restante de la IgG sérica. Los
anticuerpos de dominio tnico (HCAbs) junto con sus anticuerpos de
cadena pesadas (VHHs) tienen muchas ventajas comparadas con los
anticuerpos convencionales, debido a su pequefio tamafio lo que mejora su
biodistribucidon y permite una mejor penetracion tisular (Wernery, 2001).
Los HCADs tienen la capacidad de unirse a los antigenos objetivos con
propiedades de unidon que parecen equipararse a las de las IgG
convencionales. A pesar de carecer de los puntos adicionales de contacto
con el antigeno que normalmente son proporcionados por las cadenas
ligeras, estos anticuerpos demuestran una afinidad comparable. Ademas,
sus VHHs les confieren otras propiedades especiales como mayor
especificidad a epitopes inusuales, mejorando su habilidad de unién con

el sitio activo (Maass et al., 2007).
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La estructura basica de las inmunoglobulinas consta de cuatro
cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos ligeras (L), unidas
generalmente por puentes disulfuro. Ademas, se ha establecido que todas
las inmunoglobulinas presentan un cierto grado de glicosilacion; De
acuerdo a los hallazgos efectuados hasta ahora existe en la sangre de
algunos camélidos un tipo adicional de IgG, la IgG de cadenas pesadas

(IgGn) (Hamers-Casterman et al., 1993; Medina et al., 2004).

La estructura de la 1gG1, IgG2 e IgGs de los camélidos fue objeto
de comparacion. Tanto la IgG2 como la IgG3 en estos animales exhiben
configuraciones particulares que incluyen un dominio variable unico
(VHH), una region bisagra y dos dominios constantes (CH> y CH3). Los
dos dominios constantes son altamente homologos a los dominios de la
fraccion cristalizable de los anticuerpos convencionales (Daley et al.,
2005). Las IgGi de los camélidos presentan una region bisagra de longitud
reducida, con un peso total de 170 KDa. Las cadenas ligeras tienen un peso
que oscila entre 28 y 32 KDa, en tanto que las cadenas pesadas tienen un
peso comprendido entre 50 y 55 KDa. Mientras que las IgG2 con s6lo dos
cadenas poseen una region bisagra grande, tiene un peso de 100 KDa y sus
cadenas pesadas pesan 46 kDa; y finalmente, las IgGs que también poseen
2 cadenas posee una region bisagra mas corta, también pesa alrededor de
100 kDa y sus cadenas pesadas pesan 43 kDa (Wernery, 2001; Medina et
al., 2004).

B. Transferencia de inmunidad madre - cria en alpacas.

Las crias de alpaca nacen sin 1gG, este fenomeno se debe al tipo de
placenta de la alpaca; la alpaca presenta un tipo de placenta difusa
epiteliocorial, por esto no hay transferencia pasiva de 1gG de la madre
prefiada al feto en el utero, Mas bien la transferencia de 1gG es pasiva a
través del calostro (Bravo et al., 1997). Las concentraciones de 1gG se
incrementan linealmente después de la toma del calostro durante las 24
horas post-nacimiento, alcanzando un valor promedio de 30.1+ 8.1
mg/mL; tanto la IgG como la IgM son absorbidas; sin embargo la IgG

alcanza aproximadamente al 90% de la proteina total absorbida y esta
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presente en el suero a las 24 horas post-nacimiento (MoBler et al., 2022).
Asi mismo las alpacas prefiadas pueden producir en las glandulas
mamarias y almacenar 1gG proveniente del suero sanguineo de manera
gradual en un periodo cercano al parto. Los niveles séricos de 1gG de
alpacas periparturientas se mantienen constantes antes durante y después
de la paricion, lo que sugiere que la transferencia de 1gG en alpacas no
resulta del pasaje del flujo de sangre hacia las glandulas mamarias justo
antes del momento de la paricidn, lo que, si ocurre en otras especies como

vacunos, ovinos equinos (Bravo et al., 1997; Weaver et al., 2000).

C. Absorcion y concentraciones de IgG en suero de crias de

alpacas.

Se demostré que en alpacas el periodo de absorcion de IgG
calostral depende exclusivamente de los tiempos de lactancia realizados
por la cria en las primeras 24 horas de vida (Garmendia y McGuire, 1987)
Un estudio de 250 llamas recién nacidos a las 20 a 24 horas de edad
presentd un titulo de 1gG con una media de 1650 mg/dL. Con un intervalo
de 0 a 3400 mg/dL, las transfusiones de plasma administradas
intraperitonealmente a los dos dias de edad mostraron una absorcion de

plasma que vario entre el 18% y el 61%.

Los resultados de un estudio realizado con 40 crias durante los
primeros 5 dias de vida, enfocandose en las concentraciones de 1gG en el
suero sanguineo, indican que las crias nacen sin gammaglobulinas. A las
cinco horas de nacidas y tras la ingestion de calostro, la concentracion de
1gG es de 2257.95 mg/dL, aumentando hasta 3001 mg/dL (DS=£8.09=1) en
el primer dia. Para el segundo dia de vida, la concentracion alcanza los
3377.78 mg/dL. Luego se mantiene en 2494.82 mg/dL hasta el quinto dia
de vida, en este estudio el 15 % de las crias sufrieron alteraciones en la
transferencia pasiva de 1gG, donde las concentraciones alcanzan valores
bajos (375 mg/dL) a las cinco horas después del nacimiento e ingestion de

calostro (Bravo et al., 1997).

Se ha determinado que la 1gG representa el 40 a 60% del total de

proteinas en el suero sanguineo de las crias en la vida perinatal y que las
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crias de alpacas nacen agammaglobulinémicas, incrementandose en sus
maximas concentracion el primer dia después de la toma de calostro con
valores de 3 065.78 para machos y 2 996.80 mg/dL para hembras, y con
un promedio de 2 996.80 mg/dL en los seis dias de vida (Quispe et al.,
1999).

Las concentraciones de 1gG en las crias mostraron variaciones
significativas entre los dias (P <0,05), registrdndose valores de 0 mg/dL,
2342.9 mg/dL, 2329.2 mg/dL, 3201.2 mg/dL, 2738.1 mg/dL y 2638.8
mg/dL a las 12 h, 1, 2, 3 y 4 dias después del nacimiento. Con una
concentracion de 1gG 2347.1 mg/dL en crias. (Bravo, et al, 1997). Se
presentan niveles de inmunoglobulina G en crias de alpacas a los seis dias
de edad, con un valor de 2996 + 0,41 mg/dL. Asi mismo se reportan
concentraciones de 1gG de 0.00 y 625.34 + 0.345 mg/dL para machos; 0.00
y 810.67 £ 0.60 mg/dL para hembras antes y después de la ingestion del

calostro respectivamente (Quispe et al., 1999).

En hembras peri parturientas las concentraciones de 1gG en suero
es de: 3462+111 mg/dL (antes de la paricion), 3001+112 mg/dL (durante
de la paricion) 2988+155 mg/dL (después de la paricion) sin diferencia
significativa entre los grupos (P> 0,05) con un promedio de 3126.1 mg/dL.
Indicando que sus concentraciones fueron mantenidas inalteradas; sin
embargo, los cambios realmente ocurrieron después de la paricion este
fendmeno es importante pues sugiere que la transferencia de 1gG en
alpacas no resulta del pasaje del flujo de sangre hacia las glandulas
mamarias justo antes del momento de la paricion, lo que es Gnico en
alpacas y llamas y que las crias nacen agammaglobulinémicas con
concentraciones 1gG que aumentan rapidamente después de lactacion

(Bravo, et al , 1997).
D. Falla de transferencia pasiva en alpacas (FTP).

Ha sido, demostrado que la falla en transferencia pasiva de
inmunoglobulinas es un determinante importante en mortalidad causada
por enfermedades infecciosas en crias de alpaca en las tres primeras

semanas de vida (Ramirez y Ellis, 1988). En crias recién nacidas hasta los
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3 dias de edad, concentraciones de 1gG en el suero de 9 mg/mL se
interpretan como una deficiencia en la transferencia pasiva de
inmunoglobulinas, ya que se asocia con una incidencia mas elevada de
mortalidad en animales neonatos que presentan estos niveles de
concentracion de IgG sérica. Asimismo, concentraciones de 10-15 mg/mL
se consideran como una falla parcial. y valores superiores a 15 mg/mL
fueron considerados como normales (Garmendia et al., 1987). En otros
estudios Weaver et al., (2000)considero que la incidencia de FTP entre 9 y
20% del total de la poblacién, Bravo et al (1997) consideraron que un 15%
del total de nacidos con casos de FTP y Maximiliano et al., (2018) indica
que un 16.6% tienen FTP parcial en animales neonatos y que la
concentracion de IgG en la etapa neonatal no representa un factor de riesgo

significativo para la presentacion de enterotoxemia en Alpacas Neonatas.

(Cérdenas et al., 2018) estudio que en alpacas de una zona
agroecologica de puna seca de la region Puno, encontr6 un 8% de crias de
madres primerizas (4/50) y un 4% de crias de madres multiparas (2/50)
con falla parcial de la transferencia de pasiva (FPTP) con una
concentracion de IgG séricas de 354 mg/dL y con falla total de la
transferencia pasiva (FTTP) se encontrd el 6% en crias de madres
primerizas (3/50) con un promedio en la concentracion de IgG sérica de

107 mg/dL.
1.1.4 Enterotoxemia en alpacas
A. Etiologia

La enterotoxemia o diarrea bacilar, es causada por las toxinas del
Clostridium perfringens tipo A; en un menor grado se le atribuye al
Clostridium perfringens tipo C. El Clostridium perfringens es un bacilo
anaerobico esporulado, a menudo encapsulado que produce una potente
toxina la cual causa alteraciones anatomo-fisioldgicas en el yeyuno e
ileon, y subsecuentemente en tejidos de organos vitales. Debido a su
absorcion a través de la mucosa intestinal y diseminacion por el torrente

sanguineo da lugar a un cuadro septicémico, caracterizado por la presencia
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de bacilos CPA y toxinas (Moro y Guerrero, 1987; Ramirez, 1991; Pérez
etal., 2012)

B. Epidemiologia

La enterotoxemia en crias de alpacas se presenta a manera de
brotes epizodticos en la época de lluvias en los meses de paricion, y esta
relacionada a las deficiencias en el manejo e higiene del hato (Moro y
Guerrero, 1987; Ramirez et al., (1998). Ocasionando elevadas tasas de
mortalidad en hatos alpaqueros, reportandose tasas anuales de mortalidad
neonatal por la enfermedad de 10 a 29% en crianza organizada, en crianza
comunal de mediano productor 13 a 35% y en pequefio productor 14 a
30%, las tasas de mortalidad por enterotoxemia puede alcanzar el 50%
durante la cuatro primeras semanas de vida que coincide con el descenso
de los niveles de gammaglobulina de 1.4 mg/mL al nacimiento a 0.98, 0.76
y 0.79 mg/mL alos 8, 15 y 22 dias, respectivamente; por las caracteristicas
de presentacion masiva en la poblacion susceptible se le reconoce como
un brote o epizootia en potreros o canchas de areas con antecedentes de

crianza de ganado durante la época de paricion (Ramirez et al., 1998).
C. Patogenia

La enterotoxemia se transmite en forma horizontal, a través de
esporas o células vegetativas del C. perfringens tipo A presentes en suelo,
forraje, agua y ubres contaminadas, que entran en contacto con una cria
susceptible (Ramirez, 1991). Una primera posibilidad estaria dada por la
ingestion de esporas las cuales germinan a fase vegetativa en el intestino,
para luego multiplicarse activamente y sintetizar a toxina y enterotoxina
esta ultima en el estadio de esporulacién del clostridio. La segunda
posibilidad seria la ingestion de células vegetativas (bacilos) que luego de
multiplicarse activamente en el intestino sintetizan las toxinas sefialadas.
Finalmente, la tercera opcidn seria la ingestion, tanto de esporas como
células vegetativas, con el consiguiente mecanismo de desarrollo en la cria

de alpaca (Ramirez, 1991).
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Ensayos en intestino ligado en llamas inoculadas con cepas
enterotoxigénicas esporuladas provocaron la acumulacion de fluidos y la
formacion de gas, aparicion de algunos signos clinicos (postracion, ligera
lagrimeo y congestion de mucosas) (Ameghino y DeMartini, 1991),
consiguiendo ser evidenciada serologicamente la CPE en el contenido
intestinal. (Ramirez y Ellis, 1988). Por estudios moleculares demuestran
que la escasa presencia del gen cpe, no es el factor de virulencia esencial

para la enfermedad (Pérez et al., 2012).
D. Signos clinicos

La manifestacion evidente es la ocurrencia de la muerte subita en
crias con buen estado corporal dentro de las primeras semanas de vida; es
posible que el curso de la enfermedad dependa de la cantidad de toxina
producida en el intestino y absorbida al torrente sanguineo (Ramirez y
Ellis, 1988); las crias afectadas se alejan de las madres, muestran
depresion, anorexia y permanecen postradas con las orejas dirigidas hacia
atras, los ojos cerrados y los miembros estirados (Ameghino y DeMartini,
1991). Las crias presentan los miembros rigidos, la cabeza apoyada en el
suelo, el abdomen distendido y emiten quejidos, posiblemente como
respuesta al dolor abdominal. En la fase avanzada del cuadro toxémico, se
observan alteraciones nerviosas como convulsiones y opistdtonos.

Finalmente, el animal entra en coma y muere (Ramirez, 1991).
E. Lesiones anatomopatologicas

A la necropsia la cria muestra una buena condicién corporal y con
el abdomen hinchado porque en el intestino existe gas. El tejido
subcutdneo puede estar congestionado y presentar hemorragias
petequiales; los nddulos linfaticos toracicos de tamafio incrementado y
hemorragicos, el timo se presenta congestionado y con hemorragias
petequiales en su superficie (Ramirez, 1991). En cavidad toracica y en
saco pericardico frecuentemente existe presencia de abundante exudado
seroso claro y ligeramente viscoso; al explorar la cavidad abdominal, es
perceptible un olor desagradable y caracteristico a la enfermedad; los

intestinos estan distendidos con fluido acuoso, cuyo color varia de acuerdo
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al tipo de ingesta, pudiendo ser blanquecino, amarillento, verdoso y
plomizo, el intestino delgado, particularmente yeyuno e ileon, se encuentra
congestionado y hemorragico (Moro y Guerrero, 1987; Ameghino y

DeMartini, 1991).

En el intestino grueso se presentan hemorragias focales con zonas
de impaccién conteniendo heces duras, las placas de Peyer se encuentran
inflamadas, siendo mas notorias en el intestino grueso; los ganglios
linfaticos mesentéricos, se incrementan de tamafio, congestionados y/o
hemorragicos; en el estdmago glandular, la mucosa puede estar

congestionada o hemorragica (Ramirez, 1991).

El bazo, a veces, aumentado de tamaio y el higado aparentemente
normal, pero algunas veces congestionado (Moro y Guerrero, 1987). En
los rifiones es posible observar congestion de la corteza renal y, a veces,
hemorragias petequiales en su superficie; la vejiga generalmente se
encuentra distendida debido a la acumulacion de orina como consecuencia
de su paralisis (Ameghino y DeMartini, 1991). El cerebro muestra una
congestion severa y se observa acumulacion evidente de liquido
cefalorraquideo entre las membranas meningeas. Palacios. et al., (2005)
caracterizo las lesiones intestinales de casos clinicos consistentes con la
enfermedad, detallando las siguientes alteraciones anatomopatoldgicas:
enteritis catarral (100%) en el duodeno; enteritis hemorragica (46.7%),
panenteritis hemorragica (26.7%) y enteritis necrdtica (16.6%) en el
yeyuno; enteritis necrdtica (56.6%), enteritis hemorragica (20%) y
enteritis fibrinosa (13.3%) en el ileon; tiflitis catarral (40%), tiflitis
necroética (26.7%) y tiflitis fibrinosa (13.3%) en el ciego; y colitis catarral
(63.3%), colitis necrdtica (30%), colitis hemorragica (10%) y colitis

fibrinosa (16.7%) en el colon.
F. Diagnostico.

En el campo deben considerarse las caracteristicas del brote, signos
clinicos y lesiones observadas a la necropsia, en laboratorio efectuar el
reconocimiento de esporas y/o bacilos en frotices directos del contenido

intestinal (ileon y yeyuno) tefiiddos con coloraciones especificas (Ramirez
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y Ellis, 1988); el aislamiento de Clostridium perfringens y su
caracterizacion toxigénica (genotipificacion) y la identificacion de otros
agentes infecciosos, como E. coli y E. macusaniensis, que pudieran estar
agravando la presentacion de la enfermedad, (Rosadio A. et al., 2012;

Luna et al., 2012).
G. Tratamiento y control.

Las medidas generales de control deben incluir la provision de
anticuerpos maternos a los neonatos a través del calostro, aplicacion de
yodo al ombligo de la cria; las condiciones de higiene, sobrepoblacion y
rotacion de las areas de pastoreo, paricion y dormideros deben de ser
controladas y la administracion de antibioticos de uso oral a todas las crias
del rebano afectado durante 3 dias consecutivos también ha sido
recomendada (Moro y Guerrero, 1987); Ameghino y DeMartini, 1991). La
administracion de antibioticos (Ampicilina+sulfato de colistina)
administrados via parenteral hasta la onceava semana de edad demostraron
tener efecto significativo en la prevencion de la enfermedad (Pezo-

Carreon et al., 1999).
H. Prevencion

La prevencion estd dada basicamente por medidas
inmunoprofilacticas a través del uso de vacunas tipo anacultivos de
Clostridium perfringens , asociados a adecuadas medidas de manejo
(higiene de corrales) para hacerlas mas efectivas (Moro y Guerrero, 1987).
Yaya L. y Rosadio A., (2005), en un estudio de tres afios sobre prevencion
contra la enterotoxemia de las alpacas, usando vacunas (anacultivos)
conteniendo Clostridium perfringens tipo A, B, C y D aplicados tanto a
madres como a crias, mostraron una significativa reduccion de la
mortalidad neonatal por enterotoxemia de 19.5 a 1%, demostrando su

utilidad en el campo.

Pezo-Carreén et al., (2018) Confirmaron que aplicando un
anacultivo elaborado a partir de cepas de Clostridium perfringens tipo A,

obtenidas de crias de alpacas fallecidas por enterotoxemia, probablemente
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generd proteccion en los grupos de crias de alpacas. Al parecer, este
anacultivo logré neutralizar la toxina a producida por el Clostridium
perfringens tipo A en las crias de alpacas afectadas por enterotoxemia en
condiciones de campo. Estos resultados sugieren que es posible obtener
un anacultivo utilizando cepas aisladas del entorno natural, con el fin de
inducir la produccion de defensas (IgG) como una alternativa para reducir

la incidencia de enterotoxemia en crias de alpacas.
1.2 Antecedentes
1.2.1 Internacionales

Las vacunas anticlostridiales son ampliamente usadas en crianza de
ovinos; y ellas han sido usualmente administradas como vacunas combinadas
conteniendo la bacteria y sus toxinas formalizadas (vacunas muertas inactivadas)
(Thaysen-Andersen et al., 2007). Vacuna es aquel microorganismo completo (vivo
o muerto) que es capaz de inducir una respuesta inmune protectora y duradera,
frente al mismo microorganismo, sin producir efectos secundarios; el principal
objetivo de la vacuna es proveer una inmunidad efectiva que se traduce en
mantener niveles adecuados de anticuerpos especificos y linfocitos memorias para
una posterior activacion rapida ante un nuevo contacto antigénico; las vacunas
que generan anticuerpos neutralizantes son las medidas profilacticas méas comunes
que se utilizan actualmente. Estas vacunas consisten en anacultivos que se

obtienen de cultivos de Clostridium perfringens (Tizard, 2009).

Clostridium perfringens tipo B produce toxinas alfa, beta y épsilon
altamente necrosante y letal que es responsable del dafio intestinal severo es
sensible a las enzimas proteoliticas y la enfermedad se asocia con la inhibicion de
la proteolisis en el intestino y se ha asociado con enterotoxemia en ovejas y cabras,
enteritis grave, disenteria, toxemia y alta mortalidad en corderos, terneros, cerdos
y potros jovenes; estas enfermedades se controlan mejor vacunando a la madre
prefiada durante el Gltimo tercio del embarazo: inicialmente, 2 vacunaciones con
un mes de diferencia y posteriormente anualmente. Cuando se producen brotes en
animales recién nacidos de madres no vacunadas, se debe administrar antisuero

inmediatamente después del nacimiento (Ata et al., 2013).

37

repositorio.unap.edu.pe
‘ ar adecuadamente esta tesi



uk NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

Las vacunas recombinantes ofrecen varias ventajas sobre los anacultivos
convencionales, especialmente en términos del proceso de produccion. (Ferreira
et al., 2016). Sin embargo, para los animales de granja, no tienen estas opciones;
por lo tanto, se deben emplear medidas profilacticas para combatir las infecciones
por Clostridium perfringens (Pezo-Carreon et al., 2018). La vacunacion frente a
Clostridium perfringens tipo Ay Clostridium perfringens tipo B representa
actualmente la mejor medida profilactica. mediante anacultivos que se obtienen
cultivando Clostridium perfringens e inactivando las toxinas con formaldehido

(Thaysen-Andersen et al., 2007).

Un problema que se encuentra, especialmente cuando se emplean vacunas,
es la especificidad de la cepa; normalmente hay varios tipos antigénicos de cada
microorganismo, y una vacunacion eficaz requiere la inmunizacion con las cepas
bacterianas apropiadas (Tizard, 2009); esto a veces no es posible si se emplea una
vacuna comercial, por lo que un método posible para superar esta dificultad es
utilizar vacunas autégenas o autovacunas; estas son vacunas que contienen los
microorganismos obtenidos a partir de los animales infectados de la granja donde
la enfermedad esta ocurriendo o bien del propio animal. Estas vacunas pueden ser
muy eficaces si se preparan cuidadosamente, ya que la vacuna contendra todos los
antigenos necesarios para la proteccidn en ese lugar concreto; como una
alternativa al uso de vacunas autégenas, algunos fabricantes producen vacunas
polivalentes que contienen una mezcla de tipos antigénicos. Por ejemplo, las
vacunas de contra leptospirosis normalmente incluyen hasta cinco serovares

diferentes y en clostridiosis tiene 5 tipos diferentes (J. Songer, 1996)

Dado que el curso de muchas enfermedades entéricas asociadas con
Clostridium perfringens son de curso rapido y con frecuencia fatal, la
inmunoprofilaxis es una medida de control de suma importancia. Las vacunas
comerciales se disponen de bacterinas, anacultivos y bacterinas-anacultivos que
consisten en cultivos liquidos inactivados, lo que provoca respuestas de
anticuerpos tanto a los antigenos de superficie bacterianos como a los productos
toxicos a menudo son multivalentes y generalmente consisten en células
inactivadas, toxinas o ambas; aunque se han informado diferencias en la
inmunogenicidad por vacuna y por especie huésped; existiendo un debate sin

resolver sobre la primacia de la inmunidad antitoxica o antibacteriana; los
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fabricantes recomiendan inyecciones de refuerzo semestrales, lo que sugiere que

la inmunidad puede durar de 6 a 12 meses (Veschi et al., 2012).

La gangrena bovina producida por toxinas de Clostridium perfringens es
una enfermedad no contagiosa, esporadica y fatal caracterizada por muerte stbita.
Las estrategias para el controlar y prevenir esta enfermedad se basan en la
vacunacion sistematica de los rebafios con anacultivos, la perspectiva de vacunas
de anacultivos recombinantes contra enfermedades causadas por toxinas de
Clostridium perfringens es prometedora, los anacultivos recombinantes no
toxicos derivados de las toxinas a, B y € de Clostridium perfringens , a saber,
rCPA, rCPB y rEtxHP, respectivamente, se expresaron en Escherichia coli; se
detectaron altos niveles de anticuerpos IgG especificos y anticuerpos
neutralizantes contra las toxinas en sueros de terneros vacunados con un solo
anacultivo recombinante o con un coéctel mixto de los tres anacultivos
recombinantes, lo que indica el potencial de estos anacultivos recombinantes para
proporcionar a los terneros inmunidad protectora contra la enterotoxemia causada

por Clostridium perfringens . (Jiang et al., 2014).

La enteritis necrohemorragica bovina es ocasionada por Clostridium
perfringens tipo A. Debido al rapido progreso y desenlace fatal de la enfermedad,
se estudio, las toxinas de Clostridium perfringens, inactivadas con formaldehido
mediante un modelo de asa intestinal, identificando toxina a y perfringolisina O
como las proteinas inmunogénicas en los preparados vacunales por ELISA; todos
los anticuerpos neutralizaron la accion de la toxina a y perfringolisina O in vitro;
sin embargo, los anticuerpos producidos contra las toxinas nativas inhibieron mas
la citotoxicidad inducida por Clostridium perfringens y solo estos anticuerpos
protegieron contra la exposicion a Clostridium perfringens en el modelo de asa
intestinal, se concluyd que aunque la inmunizacion de terneros con toxinas nativas
e inactivadas con formaldehido dio como resultado titulos altos de anticuerpos
contra la toxina a para prevenir la enteritis necrohemorragica bovina (Miyashiro

et al., 2007; Goossens et al., 2016).

El Clostridium perfringens produce exotoxinas potentes que causan una
rapida y potencialmente enfermedad mortal responsable de innumerables bajas

humanas y pérdidas anuales para el sector agricultor. Debido a su capacidad de
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esporular, no se pueden erradicar del medio ambiente. Como tal, la inmunizacion
con vacunas de anacultivo o bacterina-anacultivo es el Unico método de
proteccion contra la infeccion. Las toxinas recuperadas de los cultivos de
Clostridium se inactivan para formar anacultivos, que luego se formulan en
vacunas multivalentes de las especies de Clostridium patégenas mas comunes,
incluyendo Clostridium botulinum, Clostridium tetani, Clostridium perfringens,
Clostridium chauvoei, Clostridium septicum, Clostridium novyi y Clostridium

hemolitico. (J. Songer, 1996)

Las bacterinas, son bacterias inactivadas mediante procesos quimicos, y
los anacultivos, que son toxinas bacterianas inactivadas, son ejemplos de vacunas
inactivadas. En términos generales, las vacunas inactivadas se consideran seguras,
ya que pueden aplicarse a hembras prefadas y a animales inmunosuprimidos ya
que no tienen riesgo de provocar enfermedad o afectar al feto (Larsen et al., 2018),
No obstante, la inmunidad conferida por las vacunas inactivadas tiende a ser de
duracién mas limitada en comparacion con las vacunas vivas atenuadas. Sin
embargo, es posible aumentar la respuesta inmune a las vacunas inactivadas al
combinar el antigeno con adyuvantes, como el hidréxido de aluminio. La
vacunacion se considera una medida especifica para el control de enfermedades,
y se utilizan vacunas inactivadas que contienen bacterias (bacterinas) y toxinas
(anacultivos). Se recomienda aplicar estas vacunas a animales jovenes y a las
madres durante el Ultimo tercio de la gestacion para que puedan transferir
anticuerpos especificos a través del calostro. Por ende, como estrategia de
prevencion y control, se pueden utilizar anacultivos purificados e inactivados para
generar inmunidad en animales susceptibles a microorganismos del género

Clostridium. (De la Rosa et al., 1997).

Salvarani et al., (2013) considerd que el uso de proteinas recombinantes
representan una alternativa prometedora se evalud la respuesta de anticuerpos
neutralizantes de cerdas inmunizadas y sus crias a una vacuna bivalente que
contenia los toxoides recombinantes a (rTA) y f (r'TB) de Clostridium
perfringens; los resultados mostraron que las proteinas rTA y rTB producidas y
probadas indujeron una respuesta inmunitaria y que podrian considerarse como
candidatos para el desarrollo de una vacuna comercial contra la diarrea inducida

por Clostridium perfringens de tipo Ay C en cerdos.
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Se evalud la respuesta serologica de cinco vacunas comerciales
polivalentes que contenian anacultivo épsilon de Clostridium perfringens tipo D.
quienes recibieron dos vacunas con cuatro semanas de diferencia. La primera
inyeccion se administré cuando las cabras tenian 45 (£ 3) dias y la segunda a los
75 evaluandolas los dias cero, 30, 60, 90, 120 y 150 después del inicio del
experimento utilizando la técnica de ELISA indirecto para cuantificar los
anticuerpos antitoxina épsilon para Clostridium perfringens tipo D. En general,
los titulos medios de anticuerpos séricos de las cabras el dia 60 aumentaron como
respuesta a las dos vacunas recibidas los dias cero y 30. El mayor numero de
animales considerados protegidos también se detecto el dia 60, en respuesta a las

dos vacunas (Veschi et al., 2012).

Se vacunaron ovinos con anacultivo tipo D de Clostridium perfringens 3
semanas antes del parto, se obtuvieron suero de 20 ovejas vacunadas y no
vacunadas antes del tratamiento en las semanas 2, 1 y 0 antes del inicio del parto,
los niveles de anticuerpos en sueros de ovejas no vacunadas se conservaron en 2
Ul/mL, pero alcanzaron un maximo en ovejas vacunadas de 15 Ul/mL en la
semana 1 antes del parto. Los corderos de cada uno de los primeros 13 y los
primeros 14 conjuntos de trillizos de ovejas vacunadas y no vacunadas,
respectivamente, recibieron uno de los tres tratamientos de vacunacion: sin
vacuna (control), vacunacion en el dia 1 y 21 de edad, o vacunacioén en el dia 21
y 42 de edad; la vacunacion preparto de las ovejas aumento significativamente las
concentraciones de anticuerpos en los corderos (19 Ul/mL) en comparacioén con
los corderos criados por ovejas no vacunadas (2 Ul/mL). La vacunacion de las
ovejas resultd en corderos con concentraciones de anticuerpos mas altas hasta la
semana 10 posparto estos resultados indican que la vacunacion de ovejas antes del

parto imparte proteccion pasiva en corderos (De la Rosa et al., 1997).

Se vacunaron ovinos contra la enterotoxemia un anacultivo a partir de
toxinas de Clostridium perfringens y C. septicum de los tipos B-D, las cepas se
cultivaron en medio nutriente liquido para producir la toxina e inactivarla
mediante formaldehido, produciendo el anacultivo no toxico; 90 ovejas vacunadas
contra la enterotoxemia y 50 ovejas de la misma edad no vacunadas de rebafios
con manejo similar. Luego del procesamiento y cultivo de las muestras, se

identificaron las colonias aplicando pruebas morfolédgicas, de tincion de Gram y
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bioquimicas. Utilizando estas pruebas, se aisloé Clostridium perfringens 27 de 50
ovejas no vacunadas (54.0 %) y de 2 de 90 ovejas vacunadas (2.2 %); todos los
aislados de clostridios se analizaron mediante PCR multiplex, el genotipado de 2
cepas aisladas de las ovejas vacunadas indicd que estas cepas eran del tipo D,
mientras que las cepas aisladas de las ovejas no vacunadas eran de los tipos A, B,
Cy D; 14.8% (4 de 27), 22.2% (6 de 27), 40.7% (11 de 27) y 22.2% (6 de 27),
respectivamente, concluyendo que la vacunacién tuvo un efecto significativo en

la reduccion de la mortalidad por enterotoxemia (Ahsani et al., 2011).

Prehn et al.,, (1999) describieron la presentacion de cuadros de
enterotoxemia de crias de llamas y alpacas ocurridos entre 1990 y 1999 en el sur
de Chile que fueron causados por Clostridium perfringens, se diagnosticé la
enfermedad mediante la observacion sintomatoldgica, necropsias y descripcion de
hallazgos anatomopatologicas, aislamiento bacteriano, evaluacion del poder
antigénico, tipificacion de los aislados por pruebas bioquimicas, electroforesis y
PCR para la elaboracion de autovacunas, dando como resultado un predominio de
Clostridium perfringens tipo B en los eventos iniciales y posteriormente tipo A,
de este resultado se elabord una autovacuna de los tipos A y B de la bacteria para
la prevencion de enterotoxemia con un plan de vacunacion de cada 4 meses en
planteles de alto riesgo y cada 6 meses en zonas libres de brotes de enterotoxemia,

siendo la prevencion de la enterotoxemia exitosa en mas de 6000 ejemplares.

Se aplicoé una vacuna comercial (Mancha Gangrena Enterotoxemia,
Instituto Rosembusch Sociedad Andnima, Argentina) inactivada de Clostridium
perfringens ultrafiltrada adsorbida en una sal de aluminio, inyectada por via
subcutanea los dias 0, 21 y 42 como controles sin vacuna, se compar6 un ELISA
indirecto para medir los titulos de la toxina épsilon tipo D de Clostridium
perfringens determinando los titulos en sueros tomados antes de la vacunacion los
dias 16, 28, 49, 59 y 93 dias después; mostrando que los animales vacunados una
vez no desarrollaron titulos elevados, una semana después de una segunda
vacunacion, los titulos medios de anticuerpos aumentaron significativamente (P <
0,05) y una tercera vacunacion dio como resultado una disminucion en los titulos
medios de anticuerpos; concluyendo que las llamas desarrollaron anticuerpos
contra la toxina épsilon tipo D de Clostridium perfringens  después de dos

vacunaciones de vacunas inactivada con un intervalo de 21 dias, no presentaron
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efectos secundarios, desarrollan anticuerpos contra la épsilon toxina de
Clostridium perfringens y la respuesta inmunitaria que observaron es de
perduracion corta, sugiriendo que la vacuna deberia administrarse con frecuencia

o estratégicamente (Bentancor et al., 2009).
1.2.2 Nacionales

En el Peru la principal enfermedad infecciosa que afecta a las crias de
alpacas (Vicugna pacos) es la enterotoxemia, Moro y Guerrero, (1987) la describid
por primera vez, mencionando al Clostridium perfringens, principalmente del tipo
A, y en algunos casos al tipo C, como el agente causal. El cuadro clinico
corresponde a una toxemia, generalmente de curso fatal, causando una severa
enteritis hemorragica o necrotica (Ameghino y DeMartini, 1991); Palacios. et al.,

2005).

La prevencion de la enterotoxemia en el Pert, se basa en el uso de
adecuadas medidas de higiene y manejo y, sobre todo, en asegurarse que el
neonato ingiera el calostro dentro de las primeras 12 horas de vida (Moro y
Guerrero, 1987); sin embargo, estos programas preventivos raramente involucran
el uso de vacunas (Ameghino y DeMartini, 1991, Pezo et al., 2018). A pesar que
inicialmente se ensayo una vacuna anticlostridial convencional para la prevencion
de la enfermedad en alpacas (Moro y Guerrero, 1987). Ramirez y Ellis, (1988)
mencionaron que en lo que se refiere a la inmunoprofilaxis de la enterotoxemia,
la enterotoxina posee un uso potencial en el desarrollo de. vacunas,
particularmente anacultivos, que, administrados al final del ultimo tercio de
gestacion de la alpaca, activen la produccion de anticuerpos especificos que
protegen a los recién nacidos contra los casos fatales de enterotoxina; pero
estudios implican preferentemente a las exotoxinas cldsicas como

inmunoprofilacticos (Haghroosta et al., 2014).

Una anacultivo multivalente convencional, disminuy6 las tasas de
mortalidad neonatal total y la mortalidad especifica por enterotoxemia en crias de
alpacas. Aunque estas tasas de mortalidad no son Optimas para explotaciones
comerciales en paises industrializados, la vacuna logré reducir la mortalidad total
aun 9.3% en 2003 y la pérdida debida a enterotoxemia al 0.3% en 2004. Estos

resultados indican que alcanzar tasas de mortalidad inferiores al 10% y especificas
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para enterotoxemia por debajo del 1% podria ser un objetivo razonablemente
alcanzable. Las frecuencias de mortalidad obtenidas en ese estudio fueron
histéricamente menores para la unidad de produccion y para la region geografica

colindante, segtin los reportes internos de la empresa. (Rosadio A. et al., 2012)

Los resultados del aislamiento y analisis molecular de las cepas de
Clostridium perfringens corroboran que la patogenicidad clostridial involucra
principalmente a la acciébn de exotoxinas mayores (o y P2), descartando
indirectamente el rol principal atribuido a la endotoxina (enterotoxina) en la

patogenia de la enterotoxemia. (Yaya L. y Rosadio A., 2005).

Estudios moleculares indican que la mayoria de Clostridium perfringens
aislados de casos fatales de la enfermedad poseen mayoritariamente genes
codificantes de exotoxinas (o, B y f2) y escasamente el gen de la enterotoxina; los
estudios de genotipificacion sugieren la posibilidad de desarrollar y ensayar una
vacuna multivalente inactivada a base de cepas clostridiales conteniendo
productos bacterianos y exotoxinas (anacultivo) para el control de la

enterotoxemia (Pérez et al., 2012).

Yaya L. y Rosadio A., (2005), emplearon una suspension de Clostridium
perfringens 'y sus toxinas (anacultivo) formalizadas y adsorbidas en hidroxido de
aluminio. Las cepas que componian la vacuna eran en un 80% de origen ovino
(Clostridium perfringens tipos A, B, C y D) y en un 20% una cepa tipo A aislada
directamente de alpacas. La dosis de la vacuna administrada a madres y crias fue
de 2 mL por via subcutdnea. Esto resultd en una disminucion significativa de la
mortalidad total, pasando del 33.4% al 9.4%, y la mortalidad neonatal debida a
enterotoxemia se redujo del 19.5% (sin vacuna en el afio 2000) al 7.2%, 9.1%,

1.0%, 0.3%, 2.1% y 3.9% para los afios 2001 a 2006.

Para evaluar la efectividad de la vacuna se analizaron los reportes de
causas de mortalidades, emitidos por los sanitarios o veterinarios de campo, donde
semanalmente se anotan las ocurrencias de muerte, en esta rutina, los diagndsticos
se sustentan en las principales alteraciones macroscopicas, que son registradas en
los formatos que conforman los informes sanitarios administrativos; los datos
mensuales se compilan en informes anuales agrupandose las causas de muertes

como infecciosas, orgéanicas, muertos al nacer, etc., y especificas, citando a
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enterotoxemia, diarreas o colibacilosis, neumonias, etc, para determinar el efecto
protector de la vacuna se analizé la tasa de mortalidad anual total y la especifica
atribuida a enterotoxemia, tomandose la mortalidad del afio previo a la vacunaciéon
(2000) como referencia para las mortalidades ocurridas durante los seis afios de

vacunacion (2001-2006) (Rosadio A. et al., 2012).
1.2.3 Locales

Pezo-Carreon et al., (2018) realizaron un proceso de induccion de
secrecion de IgG utilizando toxina de Clostridium perfringens Tipo A con el
objetivo de disminuir la mortalidad por enterotoxemia en crias de alpacas;
obtuvieron la toxina a partir de muestras de intestino de crias de alpacas que dieron
positivo a Clostridium perfringens tipo A. La administracion consistio en
suministrar 2 mL de anacultivo a madres prefiadas durante el noveno y décimo
mes de gestacion, y a crias se les administré 2 mL del anacultivo a los 10 dias de
nacidas. Se confirmo6 que la aplicacion del anacultivo, preparado con cepas de
Clostridium perfringens tipo A, proporciond una mayor proteccion a las crias de
alpacas sugiriéndose la vacunaciéon masiva de hembras prefiadas y crias en el
grupo de alpacas; también se evidencid que el anacultivo es efectivo en inducir
proteccion contra la enterotoxemia en crias de alpacas.Se inmunizaron 984
alpacas en el ultimo tercio de gestacion del Centro Experimental La Raya,
mediante la vacunacion intramuscular con Enterovax Flvacuna, producida en la
Universidad de Gottingen Alemania, con muestras enviadas de crias con
sintomatologia de diagndstico a la necropsia por muerte con enterotoxemia, en el
transcurso de la paricion de crias de alpacas del afio 1992. En el mes de noviembre
de 1993 a enero 1994, se conformaron tres grupos de animales: Grupo A (441
alpacas) con una dosis de vacuna. Grupo B (545 alpacas) con dos dosis de vacuna
con intervalo de 21 dias y el Grupo C (100 alpacas) no vacunadas (testigo). Los
resultados obtenidos de mortalidad con enterotoxemia por diagnostico a la
necropsia fueron: Grupo C, 12 crias muertas que representan el 12% del grupo.
Grupo A, crias muertas, 0.91% correspondientes a crias de alpacas vacunadas
después del periodo recomendado (60 dias antes del parto). Grupo B, 0 crias

muertas, 100% de efectividad (Garnica y Malaga, 2018)
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Resultados provechosos con la vacunacion con anacultivos en el control
de la enterotoxemia en crias de alpacas se ha observado en animales de
comunidades campesinas y en algunas empresas privadas después de 4-5 afios de
introducida la vacuna (DESCO [Centro de Estudios y Promocion del Desarrollo],
comunicacion personal). El verdadero efecto positivo de dicha vacuna en el
control de la enfermedad se asocia con la presencia de un elevado porcentaje de
animales vacunados, que, en condiciones practicas de manejo, se logra después

de 2-3 afios de iniciado el programa de vacunacion.
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 Identificacion del problema

En la crianza de la alpaca uno de los problemas que inciden negativamente es la
presencia de enfermedades y muertes por causa de organismos parasiticos, bacterianos y
viricos, ya que afectan la salud del animal originando grandes pérdidas econdmicas para
los alpaqueros, las enfermedades son un factor negativo para los fines productivos e
interfieren en los programas de seleccion y mejoramiento genético; en el caso de
camélidos, la alta mortalidad de crias imposibilita una alta presion de seleccion por

campafa (Pezo-Carredn, 2010).

La pérdida de crias de alpacas debido a la mortalidad representa una de las
principales causas de pérdidas en la produccién de esta especie. Esta situacion genera
limitaciones significativas tanto a nivel técnico como econémico, afectando tanto los
programas de selecciéon como los procesos de reemplazo y ocasionando un retardo en el
crecimiento de la poblacion de alpacas. Las elevadas tasas de mortalidad y morbilidad en
las crias de las alpacas por el complejo diarreico producen entre el 20 y 70% de mortalidad
y 75% de morbilidad entre la primera a cuarta semana de edad son uno de los factores
limitantes para el desarrollo econémico de las actividades pecuarias en el ambito andino

(Moro y Guerrero, 1987; Ameghino y DeMartini, 1991; Ramirez, 1991).

La forma en que los productores comunales crian alpacas se distingue por la
precariedad de las condiciones de prevencion de enfermedades, asi como por la presencia

de situaciones severas de hacinamiento y subalimentacién, esto trae como resultado un
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alto indice de presentacion de la enterotoxemia causada por el Clostridium perfringens
tipo A principal causa de muerte de las crias dentro del primer mes de vida (Ramirez et

al., 1998).

Uno de los problemas en crias de alpacas es que los recién nacidos son
inmunocompetentes, su sistema inmune no funciona de la misma manera que en el animal
adulto y por lo tanto depende de la transferencia pasiva de anticuerpos, en las crias -a las
0 h posparto- la concentracion de IgG no es dosable, alcanzando valores maximos entre
las 18 y 24 h no encontrando en este periodo diferencias con la concentraciéon de la IgG
sérica materna observandose un descenso de los niveles de IgG en los siguientes dias, los
valores de IgG calostral son independientes de la concentracion sérica tanto en madres
como en crias, no existiendo asociacion entre los mismos (Auad et al., 2020). La placenta,
epiteliocorial, impide la transferencia de inmunoglobulina G (IgG) de la madre al feto,
por lo tanto, la proteccion inmunologica de la cria durante las primeras semanas depende
de la ingestion adecuada de calostro, asi como de la eficiente permeabilidad intestinal
durante las primeras horas de vida (Bravo et al., 1997); los recién nacidos que no
adquieren inmunidad pasiva adecuada tienen un mayor riesgo de desarrollar
enfermedades tales como enterotoxemia, septicemia, artritis, onfalitis y neumonia, las
cuales a menudo llevan a la muerte del animal. La transferencia pasiva exitosa se logra

cuando los recién nacidos tienen niveles séricos de IgG adecuados (Wernery, 2001).

Por lo tanto, para mantener los niveles adecuados de IgG en madres y sobre todo
en crias y reducir la mortalidad es administrando un anacultivo con cepas de Clostridium
perfringens tipo A provenientes de casos de crias alpacas muertas por enterotoxemia que
permita prevenir la presentacion de esta enfermedad mediante la implementacion de un

programa de prevencion.
2.2 Enunciados del problema
2.2.1 Problema general

o (Cual es el efecto de la inmunizacién con un anacultivo de Clostridium
perfringens tipo A sobre la produccion de IgG en alpacas madres durante el
ultimo tercio de gestacion y en crias durante la etapa perinatal y su

repercusion en la mortalidad por enterotoxemia en las crias de alpacas?
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2.2.2 Problemas especificos

° Problema 1
(Cual es el efecto de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A sobre
los niveles de IgG en madres en el ultimo tercio de gestacion de alpacas?

° Problema 2
(Como afecta un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A los niveles
de IgG en crias de alpaca durante el periodo neonatal?

. Problema 3
(Cual es el impacto de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A en
la mortalidad por enterotoxemia en crias de alpaca durante el periodo

neonatal?

2.3 Justificacion

Los camélidos sudamericanos (CSA) han ocupado un papel central en el
desarrollo de las sociedades andinas, tanto para los antiguos cazadores-recolectores como
para los pastores y agricultores mas recientes, hoy en dia, los CSA domésticos siguen
siendo un elemento central en las comunidades rurales a lo largo de los Andes; la crianza
de alpacas es considerada el principal recurso econdomico para los habitantes de las zonas
andinas a través del comercio de carne y fibra, dependiendo de ella mas de 150.000
familias en su mayoria de comunidades rurales en los departamentos considerados en
extrema pobreza de muy escasos recursos y carentes de servicios y vias de comunicacion
adecuados. (Pezo-Carreon, 2010). En la mayoria de los casos, las practicas de manejo de
alpacas y llamas siguen métodos tradicionales y carecen de innovaciones tecnologicas.
Se enfrentan a diversos problemas, siendo la alta mortalidad de crias uno de los mas
destacados. A esto se suman tasas bajas de natalidad debido a la mortalidad embrionaria
y a un manejo sanitario y reproductivo deficiente. Otros desafios incluyen el
empobrecimiento de las praderas de pastos naturales causado por el sobrepastoreo y la
baja calidad de la fibra debido a la falta de programas de seleccion. Todo ello resulta en

baja produccidn y pobre rentabilidad para el productor (Fernandez Baca, 2005).

Se reconoce que, en las alpacas, las enfermedades representan un factor que limita
el aumento de la produccion y productividad, ya que disminuyen tanto la calidad como la

cantidad de fibra y carne, y aumentan los costos de la produccion. Ademas, tiene el efecto
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de menguar la capacidad o muchas veces de la pérdida del valioso potencial genético de
los animales. Por eso que el alpaquero debe tener mucho cuidado para conservar la buena
salud de sus alpacas para obtener mayor rentabilidad (Pezo-Carreon, 2010).. Las elevadas
tasas de mortalidad por causas infecciosas, principalmente en las crias de las alpacas, son
uno de los factores limitantes para el desarrollo econémico de las actividades pecuarias
en el mundo andino (Ameghino y DeMartini, 1991). En consecuencia, resulta imperativo
llevar a cabo investigaciones acerca de los mecanismos de defensa inmunologica frente a
enfermedades infecciosas, especialmente en neonatos, con el objetivo de desarrollar
medidas preventivas que abarquen tanto la inmunizacién como practicas sanitarias en el

manejo, con el fin de controlar la mortalidad por enterotoxemia en las crias de alpacas.

La enterotoxemia constituye una enfermedad infecciosa aguda que afecta
principalmente a las crias de alpaca durante el primer mes de vida. Es considerada la
enfermedad mas destructiva, siendo ocasionada por las enterotoxinas producidas por una
bacteria anaerdbica, el Clostridium perfringens tipo A (anteriormente denominada C.
welchii), las cuales provocan de manera rapida daio severo a nivel intestinal y a rganos
vitales, culminando con la muerte stbita del animal. La mortalidad de crias supera
largamente el 50 por ciento en algunos afios (Fernandez Baca, 2005). Historicamente,
Clostridium perfringens tipos A y C ha sido considerados como los agentes
desencadenantes del proceso infeccioso (Ramirez, 1991). Pérez et al., (2012),
Descubrieron que el 97.9% de los 46/47 aislados de casos mortales de la enfermedad eran
de Clostridium perfringens tipo A, mientras que la variante restante correspondia al tipo
C. Disminuir estos porcentajes de mortalidad y morbilidad ayudaria a los productores
alpaqueros a incrementar su produccion y productividad, recuperando el valioso potencial
genético de los animales. Sobre todo, para conservar la buena salud de sus alpacas para

obtener mayor rentabilidad.

La prevencion de la enterotoxemia en el Perti, se basa en el uso de adecuadas
medidas de higiene y manejo y, sobre todo, en asegurarse que el neonato ingiera el
calostro dentro de las primeras 12 horas de vida (Moro y Guerrero, 1987); sin embargo,
estos programas preventivos raramente involucran el uso de vacunas (Ameghino y
DeMartini, 1991). Una manera de poder prevenir la enterotoxemia es la inmunizacion
con vacunas de anacultivo o bacterina-anacultivo como método de proteccion contra esta
enfermedad. Las toxinas recuperadas de los cultivos de Clostridium perfringens tipo A

obtenidas de crias de alpacas muertas por enterotoxemia inactivadas para formar
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anacultivos, que se apliquen de acuerdo a un programa sanitario tanto a madres y crias
para mantener una inmunidad permanente en los rebafios alpaqueros y controlar

eficientemente la enterotoxemia en alpacas neonatas.

24 Objetivos
2.4.1 Opbjetivo general

o Evaluar el efecto de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A sobre
los niveles de IgG en madres/crias y la mortalidad por enterotoxemia en

crias de alpacas.
2.4.2 Objetivos especificos

o Objetivo 1
Determinar el efecto de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A
sobre los niveles de IgG en madres en el ultimo tercio de gestacion de
alpacas.

o Objetivo 2
Determinar el efecto de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A
sobre los niveles de IgG en crias de alpacas en el periodo neonatal.

o Objetivo 3
Determinar el efecto de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A
sobre la mortalidad por enterotoxemia en crias de alpaca en el periodo

neonatal.

2.5 Hipotesis
2.5.1 Hipotesis general

. El uso de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A incrementa los
niveles de IgG en alpacas madres/crias y reduce la mortalidad por

enterotoxemia.
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2.5.2 Hipotesis especificas

o Hipdtesis 1
El efecto de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A incrementa los
niveles de IgG en madres en el ultimo tercio de gestacion de alpacas.

o Hipotesis 2
El efecto de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A incrementa los
niveles de IgG en crias de alpacas en el periodo neonatal.

. Hipotesis 3
El efecto de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo A reduce la

mortalidad por enterotoxemia en crias de alpaca en el periodo neonatal.
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio

El estudio se realizo en el Centro de Investigacion de Camélidos Sudamericanos
(CICAS) La Raya, perteneciente a la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco y. en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del IVITA Marangani, de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Estas
instalaciones se encuentran ubicadas a 14° 47' 43,45" de latitud sur y 71° 04' 55,21" de

longitud oeste, en una altitud que oscila entre 4,100 y 5,000 metros.
3.2 Poblacion

El Centro de Investigacion La Raya dispone de aproximadamente de 6,500
hectareas de extension de terreno. En este lugar, se lleva a cabo la cria extensiva de
alpacas y llamas en praderas de estratos altos y bajos, con bofedales y manantiales. La
poblacion total de animales en el centro consta de 3550 alpacas Huacaya y Suri, de las
cuales 2150 alpacas son hembras en edad reproductiva. Ademads, cuenta con 280 llamas
K’ara y Ch’acu. Esta poblacion de alpacas y llamas proporciona una base adecuada para

la seleccion de sujetos de estudio en el marco de la investigacion.
3.3  Muestra

Se utilizaron 380 alpacas del rebafio del CICAS La Raya— UNSAAC distribuidas

de la siguiente manera:
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Madres gestantes: Se obtuvo de un rebaino de alpacas prefiadas Huacaya, se
escogio al azar 40 animales multiparas, con aproximadamente nueve meses de gestacion
clinicamente sanas para evaluar sus concentraciones de IgG al 9no y 10mo mes de

gestacion.

Crias: De las 40 madres seleccionadas en sus 40 crias a los 5 y 20 dias de edad
se evaluaron sus concentraciones de IgG, y en 300 crias de alpacas se evaluo el porcentaje
de mortalidad inmunizadas con anacultivo de cepas de Clostridium perfringens en el

periodo perinatal

Obtencion del anacultivo de cepas de Clostridium perfringens tipo A

Las muestras utilizadas para aislar Clostridium perfringens consistieron en
secciones de aproximadamente 10 cm de longitud del intestino delgado afectado, las
cuales fueron ligadas en ambos extremos, conservadas en tetraborato de sodio (Borax), y
transportadas al laboratorio para su procesamiento. Estas muestras provinieron de
animales que fueron diagnosticados muertos por enterotoxemia, basado en los signos

clinicos presentados.

Para el aislamiento bacteriano, se tomaron pequefios segmentos (4 cm2) de
muestra con su contenido y se cultivaron en medio de caldo tioglicolato (Merck),
incubandolos en condiciones anaerdbicas (utilizando el sistema Gaspack, Anaerocult A®
de Merck) a 45°C durante 48 horas. Posteriormente, se sembraron e incubaron en medio
agar sangre (medio de agar tripticasa de soya suplementado con 5% de sangre ovina
desfibrinada estéril) y se incubaron en condiciones anaerobicas a 45°C durante 48 horas
(Pérez et al., 2012). Estas colonias se sembraron en agar yema de huevo para realizar la
reaccion de lecitinasa, prueba especifica que sirvid para identificar toxina A del C,
perfringens incubadas a 37 °C durante 18-24 h en anaerobiosis (Nagler, 1939) y se
reactivaron en caldo Tioglicolato a 37°C por 24 horas, posteriormente el cultivo fue
inactivado con formalina a una concentraciéon de 1% por 24 horas y se obtuvo una
suspension de toxina a base de cepas de Clostridium perfringens tipo A (Yaya L. y

Rosadio A., 2005, Rosadio et al., 2012).

Para la identificacién de Clostridium. perfringens se aplicaron los siguientes

criterios:
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a)  Crecimiento en condiciones anaerobicas;
b)  Observacion de la morfologia de las colonias.

c¢)  Deteccion de la caracteristica doble hemolisis (hemolisis completa e incompleta)

en agar sangre.
d)  Analisis microscopico de la forma bacteriana y su reaccion a la tincion de Gram.

e)  Capacidad de reduccion de sulfito, visible por la formacion de colonias oscuras en
medio de agar triptosa sulfato cicloserina (TSC) incubadas anaerdbicamente a 37°C

durante 18 a 24 horas.

f)  Actividad lecitinasa, indicada por la aparicion de zonas opacas alrededor de las
colonias (Reaccion de Nagler) en agar yema de huevo (agar tripticasa de soya
suplementado con 10% de yema de huevo estéril) incubado anaerdbicamente a 37°C

durante 18 a 24 horas.

g)  Resultado negativo en la prueba de catalasa.

3.4  Meétodo de investigacion
3.4.1 Experimento 1.

Se llevo a cabo mediante un estudio experimental de 40 alpacas prefiadas
con gestacion de 9 y 10 meses, divididas aleatoriamente en 2 grupos de 20 alpacas
cada uno. A un grupo se le administrd un anacultivo desarrollado a partir de cepas
de Clostridium perfringens tipo A. Se midieron los niveles de IgG en madres que
recibieron y no recibieron el anacultivo utilizando el método de inmunodifusion
radial descrito por Fahey y Mckelvey, (1965) y Mancini et al., (1965), y se

evaluaron utilizando la prueba estadistica paramétrica "t" de Student.
3.4.2 Experimento 2.

El método utilizado fue experimental, en 20 crias nacidas de las madres
vacunadas se les administro 2 mL de anacultivo a base de cepas de Clostridium
perfringens tipo Ay se determind los niveles de IgG a los 5 y 20 dias de nacidas

a las crias de madres vacunadas y no vacunadas mediante el método de
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inmunodifusion radial desarrollado por Fahey y Mckelvey, (1965) y Mancini et
al., (1965) y evaluadas por la prueba paramétrica de “t” de Student.

3.4.3 Experimento 3.

Se utilizdé un anacultivo de cepas de Clostridium perfringens tipo A
obtenidos de crias muertas por enterotoxemia a 150 madres al 9no y 10mo mes de
gestacion y se vacunaron a sus respectivas crias a los 5 dias de edad y se
compararon con un grupo de 150 alpacas madres y crias no vacunados
determinando el porcentaje de mortalidad por enterotoxemia en ambos grupos, el

cual fue evaluado mediante Ji cuadrado
3.5 Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos

Considerar en la presentacion de la metodologia: a) Descripcion de variables
analizadas en los objetivos especificos, b) Descripcion detallada del uso de materiales,
equipos, instrumentos, insumos, entre otros y c¢) Aplicacion de prueba estadistica

inferencial.

3.5.1 Experimento 1y 2: Determinar niveles de IgG en alpacas madres y
crias inmunizadas con anacultivo a base de Clostridium perfringens en el

ultimo tercio de gestacion y periodo perinatal respectivamente.

A. Administracion del anacultivo a base de cepas de Clostridium

perfringens tipo A en madres prefiadas y crias.

Se identificaron 40 alpacas prefiadas las que fueron divididas en 2
grupos de 20 alpacas en forma aleatoria un primer grupo A (Experimental)
de madres vacunadas y otro no vacunadas grupo B (Control); al grupo
experimental se le administré 2 mL de anacultivo de cepas de Clostridium
perfringens  tipo A por via subcutdnea y al grupo control no se le
administro ningun anacultivo; a las crias nacidas de las madres del grupo
experimental se les administro 2 mL del anacultivo de cepas de
Clostridium perfringens tipo A y a las crias del grupo control no se les
administro ningin anacultivo; las alpacas madres y crias del grupo
experimental y control estuvieron bajo las mismas condiciones de manejo

de la majada de paricion del rebafio del CICAS La Raya UNSAAC.
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B. Obtencion de suero sanguineo obtenido de madres y crias

Se obtuvo de las madres prefiadas y crias sangre por puncion de la
vena yugular al noveno y décimo mes de gestacion y a los 5 y 20 dias de
nacidas respectivamente, utilizando tubos de recoleccion de sangre
Vacutainer con separador de plasma, agujas hipodérmicas Nro. 21 G x 1",
y registrando el niimero de arete de la madre junto a la fecha de obtencion

de la muestra.

Las muestras se transportaron al laboratorio de Microbiologia y
parasitologia del IVITA Marangani de la FMV de la UNMSM en cooler
con refrigerantes manteniendo las muestras entre 2 — 4 °C para su

procesamiento.

Las muestras de sangre de madres y crias fueron centrifugadas por
5000 rpm durante 5 minutos obteniendo suero depositandolos en viales

identificados. Las muestras se conservaron a -20 °C hasta su analisis.

C. Determinacion de las concentraciones de IgG en sueros de

alpacas madres y crias

Las muestras de madres y crias fueron descongeladas 2 horas
antes, a temperatura ambiente, realizando los andlisis de las
concentraciones de IgG (mg/dL) mediante “Test inmunodifusion radial
para cuantificacion de IgG de camélidos en suero o plasma de Triple Farms
Bellingham, WA?”, el cual contiene antigeno de IgG de camélido descrito
por Fahey y Mckelvey, (1965) y Mancini et al., (1965). El principio
subyacente en la técnica de inmunodifusion radial se fundamenta en la
dispersion radial de un antigeno (Inmunoglobulina G) desde un pozo
circular en un gel homogéneo que contiene un antisuero especifico para
IgG. Esto da lugar a la formacion de un anillo de precipitado compuesto
por antigeno y anticuerpo, el cual sigue expandiéndose hasta alcanzar un
estado de equilibrio conocido como punto de cese, que se manifiesta
aproximadamente a las 24 horas. Los diametros resultantes son
directamente proporcionales a las concentraciones del antigeno. La

cuantificacion se efectiia mediante la medicion del diametro del anillo, el
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cual se correlaciona con una curva de calibracion basada en una regresion

lineal simple.

Las placas utilizadas en la técnica de inmunodifusion radial fueron
retiradas del refrigerador 30 minutos antes de aplicar los tres sueros de
referencia estdndar y las muestras de suero de las madres en los pocillos.
Se procedi6 a eliminar el exceso de humedad abriendo el disco para

permitir que se seque la superficie y los pocillos por evaporacion.

Con una pipeta calibrada, se depositaron 5 pl de cada uno de los
sueros de referencia en los pocillos de la placa, seguido por la deposicion
de 5 ul de los sueros de las madres y crias. Se registro la hora y la fecha

de este proceso, y una vez completado el llenado, se cubrio el disco.

Los discos, junto con su cubierta de plastico, se colocaron en una
superficie plana y se incubaron a temperatura ambiente durante 24 horas
para permitir la reaccion antigeno-anticuerpo. La lectura se llevo a cabo
midiendo los didmetros de los anillos de precipitacion (en milimetros)
formados por la interaccidon antigeno-anticuerpo, utilizando una regla

Bernier.
D. Analisis estadistico

Las diferencias de medias estadisticas de los datos se analizaron
empleando la “t” de Student de independencia para determinar las
concentraciones entre los grupos A experimental (madres vacunadas) y B
control (madres no vacunadas) y entre las crias vacunadas de madres del
grupo A experimental y las crias no vacunadas de madres no vacunadas

del grupo B control.

Los datos obtenidos de muestras de madres del 9no y 10mo mes y
crias a los 5 dias y 20 dias de edad se analizaron empleando “t” de Student
para muestras pareadas determinando sus concentraciones tanto en las
madres y crias vacunadas y no vacunadas para determinar la existencia de
diferencias estadisticas, utilizando un anélisis de significancia al 95% de

certeza. Se utilizo paquete estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI.
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3.5.2 Experimento 3: Determinar el porcentaje de mortalidad en crias de
alpaca inmunizadas con anacultivo de cepas Clostridium perfringens en el

periodo perinatal.

A. Seleccion de animales para prueba de anacultivo en madres —

crias

Se seleccionaron al azar 150 madres al 9no y 10mo mes de prefiez
y a las crias a los 5 dias de edad y se le aplico un anacultivo a base de
cepas de Clostridium perfringens y se compar6 la mortalidad con un grupo
de 150 alpacas madres y crias no vacunadas determinando el porcentaje
de mortalidad por enterotoxemia en ambos grupos, el cual fue evaluado
mediante Ji cuadrado. Se utilizo paquete estadistico STATGRAPHICS
Centurion XVI.

59

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

4.1

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados

4.1.1 Determinacion de los niveles de IgG en alpacas madres inmunizadas
con anacultivo a base de Clostridium perfringens en el Gltimo tercio de

gestacion.

Tabla 2
Comparacion de medias pareada del grupo experimental y control de alpacas
del 9no y 10mo mes de gestacion inmunizadas con anacultivo a base de

Clostridium perfringens

9no mes 10mo mes Diferencia DE
t Student pareado n mg/dL me/dL IeG Medias mg/dL
IeG giakle mg/dL IgG IeG
Experimental 20 3229.14, 3845.92y, 616.79 635.47
Alpacas
gestantes
Control 20 3338.64 3347.44, 8.79 111.87

Nota. o, Subindices diferentes dentro las filas indican diferencias significativas (p<0.05)

En la tabla 2, se observa un aumento significativo (p < 0.05, p =
0.0000352) de 616.78 mg/dL en los niveles de IgG en el grupo experimental en
comparacion al grupo control, siendo los valores de niveles de IgG en el noveno
mes de gestacion de 3229.14 mg/dL y en el décimo mes de 3845.92 mg/dL de
IgG. En el grupo control, compuesto por madres de alpacas gestantes que no
fueron vacunadas con el anacultivo a base de Clostridium perfringens tipo A, y
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que fueron evaluadas en el noveno y décimo mes de gestacion con medias de
3338.6 y 3347.44 mg/dL de IgG respectivamente, no se encontré una diferencia
significativa (p > 0.05, p =0.729136). Esto se debe a que el incremento observado
fue de apenas 8.7905 mg/dL de IgG (tabla 2).

El mecanismo funcional de las vacunas anacultivos es producir
anticuerpos contra las toxinas mediante la inhibicion de la actividad de las toxinas.
Resultados similares al presente estudio se encontraron en ovejas donde los
anticuerpos pueden transferirse de la oveja al cordero siempre que la oveja se
encuentre al final de la gestacion. De la Rosa et al., (1997) observaron que las
concentraciones de anticuerpos en el suero de ovejas no vacunadas se
mantuvieron en 2 Ul/mL, pero alcanzaron un méximo en ovejas vacunadas de 15
UI/mL en la semana 1 antes del parto; como se puede observar en la tabla 2, las
alpacas del grupo control no vacunadas al 9no mes de gestacion no incrementaron
sus niveles de anticuerpos al 10mo mes de gestacion como si ocurrio en las alpacas

gestantes del grupo experimental.

Oliveira et al., (2021), evalu6 la respuesta humoral en bovinos y caprinos
después de un anacultivo de Clostridium perfringens tipo D épsilon cada 30 dias
durante un afno después de la vacunacion. Las cabras se revacunaron el dia 360,
los picos de anticuerpos oscilaron entre 6.90 y 11.47 UI/mL en bovinos y de 1.11
a4.40 Ul/mL en cabras. En bovinos los titulos de anticuerpos se mantuvieron por
encima de 0.2 UI/mL hasta el final del experimento. En las cabras, provocd
anticuerpos duraderos y todos los animales mantuvieron los titulos protectores
durante 210 dias después de la vacunacion produciéndose respuestas humorales
fuertes y duraderas en ambas especies; en el presente estudio se obtuvo resultados
similares de una respuesta humoral fuerte y duradera durante los tres meses que
dura la paricién periodo en que se presenta la enterotoxemia con mas frecuencia,
esta respuesta en alpacas madre-cria tras la vacunacion con anacultivos de cepas
de Clostridium perfringens  tipo A inactivado, se deberia al incremento de

anticuerpos de IgG contra toxina de Clostridium perfringens.

Se determinaron concentraciones de inmunoglobulina G (IgG) en llamas,
alpacas periparturientas; los sueros de llamas periparturientas (media 3098.2 mg

dL") no fueron diferentes (P > 0,05) de las de alpacas (3126.1 mg dL!) las
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concentraciones de IgG en el suero de animales prefiadas se mantuvieron sin
cambios (Bravo et al., 1997) Nuestros datos en los grupo control son casi similares
pero en el grupo experimental es superior posiblemente debido al efecto del
anacultivo. Auad et al., ( 2020) en llamas determiné la concentracion de IgG en
suero de las madres antes del parto, los resultados mostraron una concentracion
media de IgG en suero de llamas de 4311.47 mg/dL, en el presente estudio las
concentraciones de IgG (Tabla 2) en madres alpacas gestantes en los grupos
experimental y control no superan a las concentraciones de llamas posiblemente
porque estos animales se encontraban semiestabulados y con suplementacion
alimentaria y en nuestro estudio estaban bajo condiciones de manejo extensivo en

pasturas naturales.

Tabla 3
Comparacion de medias de independencia entre los grupo experimental y
control de alpacas del 9no y 10mo mes de gestacion inmunizadas con anacultivo

a base de Clostridium perfringens

Diferen DE
Control Experimenta cia
In(;eSt:ndtfgrfcia Mes N  mg/dL | mg/dL medias  mg/
P 1gG 1gG mg/dL  dL
19G 19G
631.
9no 20 3338.65a 3229.14, 109.52
38
Alpacas
gestantes
éOm 20 3347.44, 3845.92, 498.48 5356

Nota. »,» Subindices diferentes dentro las filas indican diferencias significativas (p<0.05).

Los niveles de inmunoglobulina en el grupo experimental y control al 9no
mes de gestacion fueron de 3229.14 y 3338.65 mg/dL, respectivamente no se
encontro diferencia significativa (p > 0.05, p = 0.5865) lo que significaria que
ambos grupos tendrian al inicio del experimento similares concentraciones de
niveles de IgG, con una diferencia entre los grupos de 109.52 IgG mg/dL. Con
respecto a la comparacion de medias entre los grupos experimental y control al
10mo mes de gestacion, se observo una disminucidn significativa en los niveles
de IgG de 498.48mg/dL en el grupo control, demostrando una diferencia

estadisticamente significativa (p < 0.05, p = 0.0106) entre las mediciones
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realizadas en el 10mo mes con una media de 3845.92 y 3347.44 mg/dL de IgG
para el grupo experimental y control respectivamente (tabla 3). Lo que implicaria
que hubo un efecto del incremento de la produccion de IgG por la administracion

del anacultivo a base de cepas de Clostridium perfringens.

Los niveles de inmunoglobulina G en el suero de alpacas vacunadas, al
10mo mes de gestacion son mayores a los reportados por Bravo et al, (1997) antes,
durante y después del parto tanto en alpacas y llamas los cuales permanecen
constantes, lo que sugiere que la transferencia de IgG en llamas y alpacas no fue
el resultado del paso del torrente sanguineo a la glandula mamaria justo antes del
parto, ya que se ha demostrado que existe una gran acumulacion y produccion de
IgG en la glandula mamaria de la llama y alpaca prefiadas estas concentraciones
de IgG disminuyeron rapidamente en la secrecidon mamaria y no se detectaron
valores después del dia 5 después del parto siendo este patron exclusivo en llamas
y alpacas. En nuestro estudio estos niveles se incrementarian en el suero sanguineo
por la aplicacion del anacultivo de Clostridium perfringens tipo A obtenido de

alpacas muertas por enterotoxemia.

Una actividad importante es asegurar que se produzca la succion del
calostro tan pronto como nace la cria para garantizar su nutricién y la provision
de anticuerpos. Crear la inmunidad en la cria tiene un rol muy importante, ya que
estd dirigida a generar anticuerpos especificos contra la enterotoxemia del
Clostridium perfringens tipo A, transferidos de la madre a la cria a través del
calostro; por consiguiente, debe vacunarse a las madres con el anacultivo;
asegurando un sistema de manejo del rebafio de paricién con una orientacion
precisa de mantenerlas higiénicas, con actividades tales como: ubicacion de los
rebafios de paricion en zonas de ladera o altas, pastorear en horas programadas y
solamente lo suficientemente necesario, inmovilizacion de los rebafios de paricién
y, evitar que las crias tomen aguas estancadas especialmente en los veranillos

(Pezo-Carreon et al., 2014).

El amamantamiento del recién nacido inmediatamente después del parto
ayuda a prevenir los problemas del complejo diarreico, protegiendo al tracto

gastrointestinal de la cria de alpaca contra numerosos agentes causales de diarrea
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(Ameghino y DeMartini, 1991). Los anticuerpos presentes en el calostro
recubrirdn la mucosa intestinal previniendo la adherencia y penetracion de los
agentes patogenos. Los anticuerpos del calostro materno son absorbidos en el
intestino y alcanzan la circulacion sanguinea del recién nacido, los cuales serviran

de proteccion contra enfermedades durante las primeras semanas de vida (Bravo

etal., 1997)

Coincidimos con los autores mencionados y entendiendo que la
enterotoxemia de las crias de alpacas es la tnica forma de diarrea neonatal que
puede prevenirse mediante un programa adecuado de vacunacion y un manejo
adecuado, que debe iniciarse vacunando a madres de alpacas gestantes al noveno
mes de gestacion y una segunda dosis al décimo mes de gestacion y
posteriormente revacunarlas anualmente. Enfermedades producidas por
Clostridium perfringens provocan pérdidas considerables en el rebaio, ya que el
tratamiento con antibidticos no se tiene buenos resultados debido a la rapida
evolucion de las enfermedades. Ademas, la erradicacion de la clostridiosis es
practicamente imposible. Las caracteristicas ecologicas del agente y su forma
esporulada de resistencia, junto con otros factores que conducen a enfermedades,

son imposibles de controlar y eliminar totalmente (Lobato et al., 2007).

El anacultivo generado en este estudio se postula como candidato para
desarrollar una vacuna contra la enterotoxemia inducida por la toxina a de
Clostridium perfringens tipo A. La metodologia empleada permite obtener una
toxina con el uso directo de cepas de Clostridium perfringens tipo A de crias de
alpacas muertas por enterotoxemia, mediante la inactivacion de la toxina, que se
produce en la célula bacteriana en forma de un anacultivo Este anacultivo
demostrd ser eficaz para estimular buenos niveles serologicos de IgG que presenta
reactividad en crias de alpacas contra enterotoxemia. En el presente estudio se
demostrd una variacion sustancial en los niveles de IgG entre madres vacunadas
comparadas con las alpacas madres no vacunadas y entre grupos de alpacas

vacunadas y no vacunadas bajo un mismo sistema de manejo.
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4.1.2 Determinar niveles de IgG en alpaca crias inmunizadas con anacultivo

a base de Clostridium perfringens en el periodo perinatal.

La medias de crias vacunadas con anacultivo a base de Clostridium
perfringens a los 5 y 20 dias es de 1260.24 y 1867.13 mg/dL de IgG
respectivamente y la comparacion de medias de ambos grupos es de 606.90 con
un valor de p <0.05, existiendo un incremento significativo de IgG a los 20 dias
en el grupo experimental posiblemente debido a la aplicacion del anacultivo a los
5 dias de nacida; también se muestra la diferencia de medias entre crias no
vacunadas con anacultivo a base de Clostridium perfringens alos 5y 20 dias de
nacidas existiendo diferencia significativa P < 0.05 entre los dias evaluados,

rechazando la hipdtesis nula (tabla 4).

Tabla 4
Comparacion de medias pareada del grupo experimental y control de crias de
alpacas de 5 y 20 dias de nacidas inmunizadas con anacultivo a base de

Clostridium perfringens

Diferencia DE

Dia 5 mg/dL Dia 20 Media mg/dL

t Student pareado n

1gG mg/dL IgG mg/dL 1gG 19G
Experimental 20 1260.24, 1867.13; 606.9 248.72
Crias
Control 20 1248.429, 811.44y 436.99 511.27

Nota. ., Subindices diferentes dentro las filas indican diferencias significativas (p<0.05)

Las toxinas de Clostridium perfringens tipo A son responsables de la
enterotoxemia en crias de alpacas, que estd presente en la flora normal del
intestino que suele presentarse en cantidades bajas produciendo cantidades
minimas de toxina y, en condiciones normales, se eliminan mediante movimientos
intestinales normales o se inactivan mediante anticuerpos circulantes; los cambios
repentinos en la dieta o la alimentacién abundante permiten que las bacterias se
multipliquen rdpidamente, ocurriendo toxemia cuando el movimiento de los
alimentos en el intestino es lento o los organismos se multiplican y la produccion
de toxinas es mas rapida que la tasa de eliminacion o neutralizacion de toxinas

(Gokee et al., 2007).
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Bravo et al., (1997) determinaron concentraciones de IgG en crias hasta
los 60 dias de edad. Las concentraciones medias de IgG en sueros de crias fueron
diferentes por dias (P < 0,05) con 0 mg dL-i, 2342.9 mg dL-', 2329.2 mg dL-i,
3201.2 mgdL-', 2738.1 mg dL-'y 2638.8 mg. dL-' en el momento del nacimiento,
12 h, 1, 2, 3 y 4 dias después del nacimiento. No hubo diferencias (P > 0,05) en
las concentraciones medias de IgG entre especies, crias de llama (2370.6) y alpaca
(2347.1), y no hubo diferencias (P > 0.05) en los valores medios generales entre
crias machos (2342.3) y hembras (2352.2). Las crias de llama y alpaca nacieron
con gammaglobulinemia y las concentraciones de IgG aumentaron rapidamente
después de la lactancia y después disminuyeron. Estos resultados son mayores a
nuestros resultados debido a que existe una disminucion de las concentraciones
de IgG desde las 24 horas donde esta el mayor pico de concentracion de IgG y va

disminuyendo conforme pasan los dias.

Tabla 5
Comparacion de medias de independencia entre el grupo experimental y control
de crias de alpacas de 5 y 20 dias de nacidas inmunizadas con anacultivo a base

de Clostridium perfringens

t Student Control  Experimental  Diferencia DE
Independencia Dia n mg/dL mg/dL Media mg/dL
P 19G [s] €] mg/dL 1gG 19G
5 20 1248.43. 1260.24, 11.81 545.8
Crias
20 20 811.44, 1867.13; 1055.69 427.28

Nota. ,,» Subindices diferentes dentro las filas indican diferencias significativas (p<0.05)

Las medias de crias de alpacas del grupo experimental y control a los 5
dias de nacidas es de 1260.24 y 1248.43 mg/dL de IgG respectivamente y una
comparacion de medias de 11.81 mg/dL de IgG, el valor P > 0.05, 0.9458 lo que
indica que no existe diferencia significativa entre los grupos experimental y
control, por lo tanto no se rechaza la hipdtesis nula; asimismo se observa las
medias que proceden de crias del grupo experimental vacunadas con anacultivo a
base de Clostridium perfringens alos 20 dias de nacidas y crias del grupo control
no vacunadas sin anacultivo a los 20 dias de nacidas, cuyas medias son 1867.13 y

811.44 mg/dL de IgG respectivamente, con una comparacion de media de 1055.69
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mg/dL existiendo una diferencia significativa P<0.05 entre los dias de nacidas,

rechazando la hipdtesis nula al 95.0% de confianza (tabla 5).

Los promedios hallados entre el grupo de crias vacunadas a los 5 y 20 dias
de nacidas con anacultivo a base de Clostridium perfringens 'y los promedios del
grupo de animales no vacunados, encontrandose que entre el grupo vacunado a
los 5 dias de nacidas con anacultivo un incremento de 606.90 de concentracion de
IgG mg/dL a los 20 dias post vacunacion; mientras que en el grupo no vacunado
con anacultivo a base de Clostridium perfringens alos 5 existe una disminucion
de la concentraciones de IgG mg/dL de 436.99 a los 20 dias de nacidas;
comparando los promedios entre los dias de nacidos de los grupos de crias
vacunadas y no vacunadas de 5 dias de nacidas la diferencia es de 11.81 de IgG
mg/dL; mientras que existe un incremento de 498.48 mg/dL de IgG en el promedio
de concentraciones de IgG encontradas entre las crias vacunadas con anacultivo a
base de Clostridium perfringens frente a los 20 dias de nacidas con las crias del

grupo no vacunadas a los 20 dias.

La respuesta humoral se refiere a las inmunoglobulinas (Ig), una fraccion
de las proteinas presentes en la sangre, que son de naturaleza proteica y se
producen en el sistema inmunoldgico de un animal como resultado de la
estimulacion por un antigeno especifico. En otras palabras, las Ig seran altamente
especificas para la toxina a de Clostridium perfringens tipo A. No obstante, esta
respuesta activa del sistema inmunoldgico solo se observa en animales adultos
que tienen un sistema inmunoldgico desarrollado. En animales jovenes y recién
nacidos, este sistema esta en pleno desarrollo y adquirird funcionalidad de manera
gradual, por lo que la respuesta inmunologica activa no es tan evidente en estos

casos.

Es por ello que la defensa contra un agente, en neonatos, esta dada por los
anticuerpos que pueden ser transferidos por su madre a través del calostro

(Ramirez, 1991).

El sistema inmunologico de las crias de alpaca puede no estar
completamente desarrollado al nacer, por lo que es esencial la contribucion de
anticuerpos maternos para garantizar la supervivencia en las primeras horas de

vida (Englund, 2007). Segun los resultados de este estudio, la transferencia de
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inmunidad a través de la madre permite implementar estrategias de inmunizacion
mediante la vacunacion de la alpaca durante el periodo de gestacion. Esto tiene
como objetivo proteger al recién nacido alpaca en las primeras etapas de su vida,

una condicion que también se observa en otras especies.

4.1.3 Determinacion de la asociacion y porcentaje de mortalidad en crias de
alpaca inmunizadas con anacultivo de Clostridium perfringens en el periodo

perinatal.

En las crias vacunadas con y sin anacultivo a base de Clostridium
perfringens el Chi cuadrado calculado es de 30.77, mayor al valor critico de 3.84.
Debido a que el valor critico es menor al valor calculado, rechazamos la hipotesis
nula y afirmar que existe una asociacion estadisticamente significativa entre la

sobrevivencia de las crias de alpacas y la aplicacion del anacultivo de Clostridium

perfringens (tabla 6)
Tabla 6
Numero de Crias que sobrevivieron y no sobrevivieron en el grupo experimental
y control
SOBREVIVIO
Vacuna
Si NO TOTAL

Grupo experimental 146 4 150

Grupo control 113 37 150

Total 259 41 300

La mortalidad en las crias vacunadas con anacultivo (CT) a base de
Clostridium perfringens es de 4/150 siendo la mortalidad de 6% y en las crias no
vacunadas sin anacultivo (ST) de 37/150 obteniéndose una mortalidad de 24.66%.
Evaluando los resultados obtenidos en 150 crias de alpacas con el anacultivo a
base de Clostridium perfringens, aplicado a 150 crias de alpacas y comparandolas
con 150 crias de alpacas no vacunadas bajo un mismo sistema de manejo durante

la época de paricidon se obtuvo una mortalidad de 2.6% y 24.66% de mortalidad
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para crias de alpacas vacunadas y no vacunadas respectivamente. Yaya L. y
Rosadio A., (2005), ensayaron tres programas de vacunacidon anticlostridial
empleando un anacultivo, durante los afios 2001, 2002, y 2002; se administr6 en
el primer afio a todas las madres gestantes dos dosis de la vacuna y a todas las
crias una dosis; a todas las crias en el segundo afio se vacun6 con una dosis, y en
el tercer afo a todas las madres gestantes se vacun6 con una dosis; tomando como
grupo control la campaiia de paricion del afio 2000, si bien es cierto la vacuna fue
efectiva sin importar el tipo de programa aplicado; no utilizaron un grupo control
durante las tres temporadas de paricion y las cepas de Clostridium perfringens,
fueron de origen ovino (cepas A, B, C y D) y solo una cepa tipo A aislada de
alpaca; a diferencia del presente trabajo que si tuvo un grupo control dentro del
mismo grupo y utilizo una vacuna hecha cepa de Clostridium perfringens tipo A

proveniente de crias de alpacas muertas por enterotoxemia.

Los indices de mortalidad son significativos tanto en empresas asociativas
(26 a 70%) como en pequenios propietarios (18-50%) en el departamento de Puno.
Es pertinente clasificar la mortalidad en camélidos en sus tres principales etapas:
crias, tuis y adultos. Las crias comprenden el periodo desde el nacimiento hasta el
destete (6 a 8 meses de edad), incluyendo la mortalidad neonatal (hasta los 30 dias
de edad); son las crias mas susceptibles a enfermedades, y su mortalidad puede
estar comprendida entre 9.3 a 56.6% (Ramirez, 1991); en el presente estudio se
tomo en cuenta solo la mortalidad de crias por enterotoxemia durante la campafia
de paricion y el porcentaje de mortalidad en las crias vacunadas con anacultivo a

base de cepas de Clostridium perfringens son menores a los reportados.

En el Centro Experimental La Raya, inmunizaron con Enterovax
Flvacuna, a tres grupos de alpacas; con una dosis de vacuna, con dos dosis de
vacuna con intervalo de 21 dias y un Grupo no vacunadas; los resultados fueron:
0.91%, 0%y 12% de moralidad, respectivamente (Garnica y Malaga, 2018). Prehn
et al., (1999)elabor6 una autovacuna de los tipos A y B de la bacteria para la
prevencion de enterotoxemia en alpacas con un plan de vacunacion de cada 4
meses en planteles de alto riesgo y cada 6 meses en zonas libres de brotes de
enterotoxemia, siendo la prevencion de la enterotoxemia exitosa en mas de 6000
ejemplares. Ambos trabajos muestran buenos resultados de efectividad respecto a

la mortalidad en nuestro estudio ademas del porcentaje de mortalidad mostramos
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los niveles de anticuerpos que ha generado la vacunacidon con anacultivo a base
de Clostridium perfringens de casos de enterotoxemia, asi como lo muestra
Bentancor et al., (2009) al aplicar una vacuna comercial inactivada de Clostridium
perfringens ultrafiltrada adsorbida en una sal de aluminio, via subcutidnea
concluyendo que las llamas desarrollaron anticuerpos contra la toxina épsilon tipo
D de Clostridium perfringens después de dos vacunaciones de vacunas inactivada
con un intervalo de 21 dias, no presentaron efectos secundarios, desarrollan
anticuerpos contra la toxina épsilon de Clostridium perfringens y la respuesta
inmunitaria observaron que fue de duracién corta, indicando que la vacuna deberia

administrarse con frecuencia o estratégicamente.

Las medidas generales de prevencion deben incluir la provision de
anticuerpos maternos a los neonatos a través del calostro. Las condiciones de
higiene sobrepoblacion y rotacion de las areas de paricion deben ser controladas
(Pezo-Carreon et al., 2014). La actividad protectora de la inmunidad contra la
toxina o juega un papel contra la enfermedad. Esta inmunidad est4 constituida por
anticuerpos especificos contra enterotoxemia de Clostridium perfringens tipo A,
transferidas de la madre a la cria a través del calostro (Bravo et al., 1997; Pezo-
Carredn et al., 2018). Se observa en la practica que no se presenta por varios aios
la enfermedad, haciendo su aparicion en forma ciclica, esta observacion estaria
manifestando deficiencia de la inmunoproteccion, lo que permitiria ver en los
anacultivos el valor inmuno-profilactico para esta enfermedad. En la actualidad
no se encuentran disponibles vacunas comerciales con estas caracteristicas

(Ramirez y Ellis, 1988).

Los efectos de la vacunacion con anacultivo de Clostridium perfringens
tipo A en la reduccion de mortalidad del 24.66% al 2.62%, tiene un efecto
significativo de la vacuna contra la enterotoxemia afirmando que estadisticamente
(P<0.05) existe una asociacion entre la sobrevivencia de las crias de alpacas
vacunadas con anacultivo a base de Clostridium perfringens. Por lo tanto, el hecho
de que hay menos mortalidad en las crias vacunadas en comparacion con las crias
no vacunadas podria atribuirse al incremento de la respuesta inmune ocasionada
por el anacultivo de Clostridium perfringens 'y la capacidad del animal para
responder a la vacuna administrada. Larsen et al., (2019) mencionan que algunas

vacunas pueden proteger hasta el 98% de los animales vacunados, mientras que
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otras producen tasas de proteccion mas bajas, una vacuna puede inducir una
respuesta inmunoprotectora mas débil si el animal tiene un sistema inmunologico

débil.

Vacunas contra la enterotoxemia requieren la administracion de dos dosis,
se ha recomendado utilizar una dosis de refuerzo de enterotoxemia entre 4 y 6
semanas después de la primera vacunacion (De la Rosa et al., 1997; Uzal y Kelly,
1998); Miyashiro et al., 2007) ademas concluyeron que la primera vacunacion
contra la enterotoxemia seguida de una dosis de refuerzo después de 40 dias
provoca niveles de anticuerpos satisfactorios. Veschi et al. (2012) aplic6 una dosis
de refuerzo 1 mes después de la primera vacunacién y los resultados mostraron
que la profilaxis de la enterotoxemia en ovejas se podia lograr mediante este
programa de vacunaciéon. Comparando con los estudios arriba mencionados, la
vacuna contra la enterotoxemia utilizada en el presente estudio tuvo un incremento
sustancial protectivo en las alpacas gestantes y en las crias por el incremento de
anticuerpos, lo que indica que esta vacuna tiene una inmunidad protectora
adecuada en las crias por el anacultivo de cepas de Clostridium perfringens tipo

A del grupo vacunado.

En otro estudio encontraron que la eficacia de la vacuna de pierna negra
estudiada en ganado vacunado y no vacunado (grupo de control) demostr6 que no
se encontraron casos de enfermedad en el ganado vacunado, mientras que algunos
animales no vacunados murieron o enfermaron, observandose una diferencia
significativa entre animales vacunados y no vacunados (Haghroosta, et al., 2014;
Jiang et al., 2014). Estos resultados son similares a los presentados en este estudio
donde animales del grupo control murieron en mayor proporcion que en el grupo
experimental observando este mismo comportamiento de mortalidad en ambos

estudios.
4.2 Discusion

Se determinaron concentraciones de inmunoglobulina G (IgG) en llamas, alpacas
periparturientas; los sueros de llamas periparturientas (media 3098.2 mg dL-1) no fueron
diferentes (P > 0,05) de las de alpacas (3126.1 mg dL-1) las concentraciones de IgG en el
suero de animales prefiadas se mantuvieron sin cambios (Bravo et al., 1997) Nuestros

datos en los grupos control son casi similares, pero en el grupo experimental es superior
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posiblemente debido al efecto del anacultivo. Auad et al., ( 2020) en llamas determind la
concentracion de IgG en suero de las madres antes del parto, los resultados mostraron
una concentracion media de IgG en suero de llamas de 4311.47 mg/dL, en el presente
estudio las concentraciones de IgG (Tabla 2) en madres alpacas gestantes en los grupos
experimental y control no superan a las concentraciones de llamas posiblemente porque
estos animales se encontraban semiestabulados y con suplementacion alimentaria y en

nuestro estudio estaban bajo condiciones de manejo extensivo en pasturas naturales.

Bravo et al. (1997) determinaron que las concentraciones de IgG en crias de llama
y alpaca se correlacionaron inversamente con el de sus madres; las crias nacen sin IgG
debido a la placenta epiteliocorial; por lo tanto, la transferencia activa de IgG de la madre
gestante al feto en el Utero es nula; siendo pasiva la transferencia de IgG mediante el
calostro crucial para la cria de llama o alpaca recién nacida; las niveles de IgG
incrementan rapidamente después de amamantar el calostro; los valores elevados de IgG
fueron evidentes a las 12 h después del nacimiento. Se determind un aumento adicional
en las crias de 24 h; las concentraciones de IgG comenzaron a disminuir de manera
constante durante los siguientes 6 a 7 dias después del nacimiento. Las concentraciones
de IgG detectadas a los 5 dias en crias vacunadas con y sin anacultivo en este estudio
fueron comparables a las reportadas anteriormente en alpacas por (Garmendia y McGuire,
1987; Bravo et al., 1997). En otro estudio las concentraciones de IgG sérica de las crias
de llamas comenzaron a descender desde las 24 horas hasta los 120 dias lo que puede ser
explicado por el catabolismo normal de las inmunoglobulinas maternas y es definido

como la hipogammaglobulinemia fisiologica de los recién nacidos (Auad et al., 2020).

Estudios de vacunacion contra la enterotoxemia tuvo un efecto significativo (P <
0,01) en la reduccion de los aislamientos de Clostridium perfringens. La incidencia de la
enfermedad en los grupos vacunados y no vacunados fue del 3.3 % y del 64.0 % (P <
0,01), respectivamente, lo que indica que esta vacuna tiene una inmunidad protectora
adecuada (Ahsani et al., 2011); en nuestro estudio se empled un similar protocolo en la
preparacion del anacultivo y aplicacion y los resultados son similares en la reduccion de
la mortalidad por enterotoxemia en crias de alpacas originada por la vacunacién que dio
una fuerte respuesta de inmunoglobulina G sérica a la toxina de Clostridium perfringens
tipo A en las alpacas gestantes y se transfirieron anticuerpos especificos (IgG) a sus crias

inmunizadas con anacultivo a base de cepas de Clostridium perfringens tipo A obtenidas
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de crias muertas por enterotoxemia. A partir de estos resultados, la inmunoprofilaxis es

una propuesta en crias de alpacas para reducir la mortalidad por enterotoxemia.

En este estudio se probo que existe una variacion sustancial en los niveles de IgG
entre crias vacunadas comparadas con las crias no vacunadas y entre grupos de crias
vacunadas y no vacunadas con anacultivo de cepas de Clostridium perfringens tipo A
obtenido de crias muertas por enterotoxemia bajo un mismo sistema de manejo; en
general, se produjo un incremento de IgG en madres y crias vacunadas. La vacunacion
contra Clostridium perfringens tipo A productora de toxina mediante este anacultivo
demostrd que es un preventivo eficaz contra la enterotoxemia en crias de alpacas y
propone una nueva estrategia para mejorar la inmunizaciéon porque ha demostrado su
eficacia contra enterotoxemia en crias de alpacas. Este es el primer estudio realizado en
Peru que evalua la respuesta inmune de alpacas madres-crias después de un esquema de

vacunacion contra clostridiosis.
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CONCLUSIONES

PRIMERQO: Laaplicacion de un cultivo derivado de la cepa de Clostridium perfringens
tipo A, por el efecto estimulante del sistema inmunologico de las alpacas
durante el noveno mes de gestacion, genero el incremento de los niveles

de inmunoglobulina G (IgG) en suero sanguineo.

SEGUNDO: La administracion de un anacultivo preparado a partir de una cepa de
Clostridium perfringens tipo A, debido a su efecto estimulador del sistema
inmunitario de las crias de crias de alpacas, indujo el incremento de niveles

de inmunoglobulina G (IgG) sérica.

TERCERO: Existe una asociacion significativa entre la supervivencia de las crias de
alpacas vacunadas con el anacultivo de cepas de Clostridium perfringens,

reduciendo la mortalidad por enterotoxemia en las crias de alpacas.
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RECOMENDACIONES

PRIMERQO: Utilizar el esquema de vacunacion de la presente investigacion en la
evaluacion del anacultivo a base Clostridium perfringens  tipo A, en

rebafios alpaqueros en condiciones propias de la crianza de alpacas.

SEGUNDQO: Produccién de otros anacultivos de Clostridium perfringens tipo A, con
el objetivo de preparar anacultivos propios de diferentes en hatos de
pequefios, medianos y grandes productores, bajo condiciones propias de

la crianza de alpacas.

TERCERO: Realizar estudios sobre los parametros inmunologicos con respecto a los
procesos fisiologicos de desarrollo, inmadurez funcional del sistema
inmunolégico y reacciones inmunoldgicas que ocurren en el cuerpo

durante el desarrollo normal.
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ANEXOS
Anexo 1. Matriz de consistencia
Interrogante | Hipdtesis Objetivos Variable Indicador Método Prueba
Independiente:
Anacultivo
Tiempo de
! Meses
¢Cuél esel |Elusodeun Determinar el gestacion t
efecto de un |[anacultivo efecto de un Student:
anacultivo de | de anacultivo de
Clostridium | Clostridium Clostridi Placas de
perfringens | perfringens Of MaIum 1 Edad de Crias inmunodifusion
tipo A sobre |tipo A Eengggfe la radial
la incrementa P S
produccion | la produccion de
de IgG en | produccién :ﬁ;f:s/ crias
alpacas de IgG en de albacas Fichas d
(Vicugna | madres/crias | ,, - P Dependiente: . chas de Pareado e
(Vicugna Dias registro de 19G .
pacos) de alpacas 2c0s) IgG en suero do madres Independencia
madres/crias | (Vicugna Fr)e ducir)|/a
y sobre la | pacos) y .
mortalidad | reduce la gﬁgiﬂggjgrﬁg
de crias? | mortalidad. '
ma/dL Fichas de
Mortalidad %/ registro de IgG Ji cuadrada
0 de crias
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Anexo 2. Concentraciones de IgG de madres del grupo tratado con anacultivo de

Clostridium perfringens tipo A

Concentracion de 1gG (tratado) A
N°
madre Concentracion 9no mes Concentracién 10mo mes
gestacion gestacion

1 2715.10 3868.72
2 2738.50 4234.17
3 2738.50 4227.57
4 2750.40 3834.12
5 2791.10 3273.44
6 2844.37 2610.46
7 2855.60 3336.04
8 2855.60 4011.74
9 2867.80 3847.92
10 2909.30 4248.77
11 3045.20 3882.42
12 3192.20 4291.18
13 3380.90 4134.96
14 3452.46 3875.32
15 3569.08 4276.98
16 3581.70 3882.42
17 3902.90 3483.67
18 4025.80 3741.30
19 4060.40 3608.48
20 4305.80 4248.77

Promedio 3229.14 3845.92
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Anexo 3. Concentraciones de IgG de madres del grupo no tratado con anacultivo de

Clostridium perfringens tipo A

Concentracion IgG (testigo) B
N°
madre Concentracion 9no mes Concentracion 10mo mes
gestacion gestacion

1 4448.40 4375.59
2 3699.90 3821.11
3 3957.13 3984.33
4 3976.73 3887.82
5 2216.29 2275.89
6 3943.33 4025.80
7 2082.87 2151.08
8 3387.56 3273.44
9 4347.79 4234.17
10 2679.75 2750.40
11 3111.21 2754.86
12 4094.15 4163.76
13 2703.05 2807.97
14 3362.85 3387.56
15 3821.11 3821.11
16 2633.19 2662.55
17 3111.21 3186.02
18 3957.13 4060.40
19 2633.19 2691.84
20 2606.24 2633.19

Promedio 3338.65 3347.44
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Anexo 4. Concentraciones de IgG de crias del grupo tratado con anacultivo de

Clostridium perfringens tipo A

Concentracion de 1gG (tratado) A
N® cria Concentracion 5 dias de Concentracion 20 dias de
nacida nacida
1 837.70 2093.87
2 419.70 1069.30
3 1069.30 1528.40
4 1786.22 2220.89
5 1327.30 1707.41
6 1239.00 1707.41
7 1887.84 2319.90
8 760.90 1344.20
9 1583.60 2307.60
10 1574.40 2210.68
11 760.90 1592.20
12 387.20 1119.20
13 1196.10 1968.55
14 1273.70 1707.41
15 1152.60 1958.65
16 1039.60 1707.41
17 1408.30 2264.29
18 794.90 1434.50
19 2082.87 2307.60
20 2622.59 2773.16
Promedio 1260.24 1867.13
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Anexo 5. Concentraciones de IgG de crias del grupo no tratado con anacultivo de

base de Clostridium perfringens tipo A

Concentracion IgG (testigo) B
N°
madre Concentracion 5 dias de Concentracion 20 dias de
nacida nacida

1 1537.10 1690.20
2 987.50 560.20
3 1767.02 760.90
4 426.90 552.90
5 1425.90 837.70
6 994.40 626.00
7 1786.22 356.60
8 2082.87 1327.30
9 775.70 484.30
10 760.90 837.70
11 1444.70 1640.10
12 736.00 594.40
13 1223.00 915.10
14 872.30 439.60
15 1178.30 1335.80
16 970.20 701.70
17 979.10 484.30
18 814.80 539.70
19 1583.60 433.40
20 2622.06 1110.90

. Promed 1248.43 811.44
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Anexo 6. Estadistico de mortalidad de crias Shi?

Anexo 7. Porcentaje de Crias que sobrevivieron y no sobrevivieron con anacultivo y

sin anacultivo

TESIS EPG UNA - PUNO

XZ

critico

Valor

30.77

0.05

3.84

Sobrevivid
Vacuna
Si No total
CT 97.33% 2.67% 100.00%
ST 75.33% 24.67% 100.00%
Total 86.33% 13.67% 100.00%

Anexo 8. Curva de calibracion de concentraciones conocidas de 1gG de 203 mg/dL,

1452 mg/dL y 2851 mg/dL.

Diametro de reaccion mm2

160.00
140.00
120.00
100.00
80.00
60.00
40.00
20.00

0.00
0.00

Curva de calibracion IgG

500.00

1000.00

1500.00 2000.00

Concetracién IgG mg/dl

2500.00

3000.00
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Anexo 9. Seleccion de hembras prefiadas de 9 meses de gestacion
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Anexo 16. Materiales para determinacion de la cuantificacion de niveles de 1gG
mediante el Test inmunodifusion radial de Triple Farms Bellingham, WA.
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