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INTRODUCCION

La agroindustria de los camélidos sudamericanos es una actividad Unica e ideal para las
condiciones de produccidn en las zonas alto-andinas del Per (Brenes et al., 2001). La
enterotoxemia es la enfermedad infecciosa responsable de las mayores pérdidas econdémicas
que afectan a los productores alpaqueros (Ameghino y DeMartini, 1991; Moro, 1987;
Ramirez, 1987, 1998). La enterotoxemia, denominada también diarrea bacilar, es una
infeccion aguda ocasionada por el Clostridium perfringens, que afecta principalmente a las
crias entre la 22 y 3% semana de edad (Ramirez et al., 1985). Los camélidos nacen con un
sistema inmune bastante inmaduro por lo que se encuentran incapacitados para responder
adecuadamente a agentes patégenos. Las crias de alpacas nacen agamaglobulinémicas, 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
(1gs) de lamadre 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 domeésticas.
(Ameghino y DeMartini, 1991; Flodr et al., 2012).

Un anacultivo o anavacuna o vacuna integral, esta constituido por las toxinas producidas por
bacterias en medios de cultivo adecuados, con parte o la totalidad de las células o sus
componentes particulados, obtenidos a partir del cultivo original o por combinacion ulterior,
que han sido destoxificadas e inactivadas sin perder antigenicidad, en cambio una 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 (Sanchez—Vizcaino, 2006).

Es por eso que el objetivo de esta investigacion es determinar la influencia de la
administracion de un anacultivo a partir del agente etioldgico de la enterotoxemia, sobre la
produccion de IgG especifica entre el periodo de vida de cinco a diez dias de edad en crias
de alpacas.
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RESUMEN

El presente trabajo, tiene como objetivo Determinar la Influencia de la administracion de un
anacultivo a partir del agente etioldgico de la enterotoxemia en alpacas, sobre la produccion
de IgG (inmunoglobulina G) especifica en crias de alpaca inoculadas con el anacultivo a los
5 dias y ver si existe un aumento de 1gG a los 10 dias de edad. Para este trabajo, se obtuvo
muestras de intestino delgado de crias de alpacas muertas a causa de enterotoxemia, se
sembro el contenido del intestino delgado en agar cerebro corazén y agar yema de huevo
para el desarrollo de colonias de Clostridium perfringens para ser utilizadas en la
preparacion del anacultivo. Este anacultivo esta hecho a base de caldo tioglicolato para el
cual uso 40.5gr en 1000ml de agua destilada, una vez reconocida la bacteria de Clostridium
perfringens se le coloca la bacteria al caldo tioglicolato, se esperd 24 horas y se le agrego
formol al 0.1% (2.4ml para 400ml) para inactivar al Clostridium perfringens. Se inoculo el
anacultivo al grupo control de 10 crias de alpaca con 5 dias de edad y se midi6 los niveles
de 1gG mediante la prueba de inmunodifusion radial obteniendo una media de 812.169
IgG/DL vy el grupo testigo 720.724 1gG/DL a los 5 dias; luego de la administracion del
anacultivo al grupo control, la concentracion de 1IgG/DL aumento a 1308.946 1gG/DL vy el
grupo testigo obtuvo una concentracion de 452.113 IgG/DL 10 dias después, lo cual con la
prueba estadistica de T muestra que el grupo control es significativo valor p=0.002 (p<0.05).
Esto demuestra que el uso del anacultivo incrementa la concentracion de 1gG en sangre de
las crias de alpacas a los 10 dias. El uso de este anacultivo serd muy beneficioso en las
explotaciones ganaderas de alpacas ya que ayuda a incrementar los niveles de IgG y protege
a las crias a una temprana edad, contra el Clostridium perfringens, siendo una de las
principales causas de muerte de estos animales.

Palabras claves: Anacultivo, enterotoxemia, inmunoglobulina.
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SUMMARY

The aim of this work is to define the influence of the administration of an anaculture, from
the etiologi-cal agent of enterotoxemia in alpacas, on the production of I1gG
(immunoglobulin G) on alpaca’s off-spring inoculated with the anaculture 5 days after birth
and see if there is an increase of 1gG at 10 days from birth. For this work, small intestine
samples were obtained from dead alpaca’s offsprings due to enterotoxaemia, the content of
the small intestine was seeded in brain heart agar and egg yolk agar for the further
development of Clostridium perfringens colonies to be used in the preparation of the anacul-
ture. This anaculture is made of thioglycollate broth, of which 40.5gr were mixed in 2000ml
of distilled water, once the bacterium of Clostridium perfringens is recognized, the bacteria
is placed in the thioglyco-late broth. After 24 hours, it was added formaldehyde at 0.1%.
(2.4ml for 400ml) to inactivate Clostridi-um perfringens. The anaculture was then inoculated
in the control group, which consisted in 10 alpaca’s offspring with 5 days old, then the 1gG
levels were measured by the radial immunodiffusion test, obtain-ing an average of 812,169
IgG / DL and the witness group 720,724 IgG / DL, 5 days later ; after the ad-ministration of
the anaculture to the control group, the concentration of IgG / DL increased to 1308,946 1gG
/ DL and the witness group obtained a concentration of 452,113 IgG / DL 10 days later,
which with the statistical test of T shows that the control group has a significant value p =
0.002 (p <0.05). This re-veals that the use of the anaculture increases the concentration of
IgG in the blood of alpaca’s offspring after 10 days after birth. The use of this anaculture
will be very beneficial in the alpaca’s farms since it helps to increase the levels of IgG and
protects the crias at an early age against the clostridium perfringens, which is one of the

main causes of death in these animals.

Key words: Anaculture, enterotoxemia, immunoglobulin.
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CAPITULO |

1. PLANTEAMIENTO TEORICO
1.1 Enunciado del problema

Influencia de la administracién de un anacultivo a partir del agente etioldgico de la
enterotoxemia en crias de alpacas (Vicugna pacos), sobre la produccion de IgG
especifica

1.2 Descripcién del problema

La alpaca y la llama han demostrado un elevado proceso de aclimatacion, lo cual les
permite ser especies domésticas de mayor rentabilidad econémica y capaces de utilizar
las pasturas alto-andinas para su eficiente conversion en fibra y carne constituyéndose
el inico medio de utilizacion productiva de las extensas areas de pastos naturales donde
no es posible la agricultura ni la crianza econémica de otras especies domésticas
(Bustinza, 2001).

La tenencia de los camélidos en el Perl se encuentra concentrada en pequefios
propietarios de comunidades (85%) comprende un nivel tecnol6gico bajo y se encuentra
en las comunidades y parcelas campesinas, mientras que la diferencia pertenece a
empresas todavia existentes de tipo social, a cooperativas, pequefios y medianos
criadores, asi como empresas privadas. La crianza de alpacas por los productores
comunales se caracteriza porque las condiciones de manejo, sanidad y nutricionales son
muy precarias, y se dan severas condiciones de hacinamiento y subalimentacion. Esto
trae como resultado un alto indice de enfermedades infecciosas (enterotoxemia,
colibacilosis, neumonias, necrobacilosis, entre otras) y parasitarias en sus animales, asi
como un rendimiento bajo de fibra y carne (Ameghino y DeMartini, 1991; Bustinza,
2001), siendo muchas familias campesinas las que tienen como principal fuente de
ingreso econémico el producto resultante de la comercializaciéon de la fibra, carne,
pieles y reproductores de estos camélidos. La fibra de alpaca posee un alto valor textil
y es uno de los productos pecuarios de exportacion mas importante para el Perd (Franco
etal., 1998). La mortalidad en crias de alpacas constituye una de las mayores causas de
pérdidas en la produccion de esta especie y causa una seria limitacion técnica y
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economica, tanto para los trabajos de seleccion, asi como para los reemplazos trayendo
un retraso en el crecimiento de la poblacién alpaquera. 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 econdmico de las actividades
pecuarias en el mundo andino (Fernandez-Baca, et al., 1970; Moro, 1971).

Elucidar las causas de muerte de las crias de alpacas ha sido tema de estudios por
investigadores pioneros cuyos esfuerzos estuvieron concentrados en identificar los
agentes causales, describir signos clinicos y alteraciones patologicas, asi como
recomendar posibles tratamientos y medidas de control (Moro y Guerrero, 1971;
Ameghino y DeMartini, 1991; Ramirez, et al., 1998). También significa pérdidas
directas que inciden en la produccion de fibra, carne y subproductos, asi como también,
pérdidas de divisas para el pais por la fibra que se deja de producir. Es por eso que cada
esfuerzo econdmico-practico debera ser dirigido para minimizar dichas pérdidas, y no
cause una descapitalizacion y desaliento como para que la ganaderia alpaquera deje de

ser una actividad rentable (Ameghino y De Martini, 1991).

Para prevenir la enterotoxemia se emplean, con buen criterio, medidas de higiene y
manejo que compromete asegurar, en la cria, la ingestion de calostro dentro de las
primeras 12 horas de vida (Ameghino y De Martini, 1991). El uso de vacunas a partir
de cepas aisladas de campo asociado a medidas de higiene y manejo es la medida de
prevencién mas adecuada (Moro, 1971;). En un estudio realizado por Yaya y Rosadio
(2005), usando un anacultivo en base a cepas de C. perfringens aisladas de casos
clinicos, aplicando tanto a madres como a crias, lograron una disminucion significativa
de la mortalidad por enterotoxemia. 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 (Tizard 2009); en crias de alpacas estos niveles de proteccion aun

no han sido evaluados:
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1.3 Justificacién del Problema
1.3.1 Aspecto general

La crianza de alpacas se desarrolla en zonas altoandinas donde los factores
climaticos favorecen el desarrollo de enfermedades diarreicas sobre todo en crias
de alpacas causando una alta morbilidad y mortalidad; por lo tanto es necesario
realizar investigaciones sobre mecanismos de defensa inmunoldgica en
enfermedades infecciosas especialmente en neonatos, a fin de desarrollar medidas
de prevencién que incluyan agentes inmunoprofilacticos (inmunizacion) y de

manejo sanitario para su control.

La enterotoxemia en el Peru es la principal enfermedad infecciosa que afecta a las
alpacas (Vicugna pacos) neonatas. Moro (1966) la describié 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 (Ramirez et al., 1985; Moro, 1987),
causando una severa enteritis hemorragica o necroética (Ameghino y DeMartini,
1991; Palacios, 2004).

1.3.2 Aspecto Tecnoldgico

Entre hatos de llamas y alpacas, las infecciones neonatales, especialmente diarrea,
representa una causa importante de muertes neonatales; potenciales patdégenos
asociados con diarrea neonatal compleja entre llamas y alpacas incluyen
Escherichia coli, rotavirus, coronavirus, Cryptosporidium spp, Giardia, coccidios
y Salmonella (Cebra et al., 2003). La eficiencia reproductiva de los camélidos, se
considera generalmente baja en alpacas, la fertilidad anual promedio reportada es
50% (Fernandez-Baca et al., 1970). Ademas de pobre fertilidad, la mortalidad
neonatal ha sido reportada como una de las principales causas de la disminucion
del rendimiento de los rebafios de camélidos, la alta mortalidad de crias por

problemas de inmunodeficiencias (Ramirez et al., 1998).

La prevencion de la enterotoxemia en el Peru, 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, 1987); sin embargo,
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estos programas preventivos raramente involucran el uso de vacunas (Ameghino
y DeMartini, 1991). A pesar que inicialmente se ensayé una vacuna anticlostridial
convencional para la prevencion de la enfermedad en alpacas (Moro, 1987), el
uso masivo de bioldgicos en el pais fue dejado de lado debido, entre otras cosas,
a la aseveracion de que la presentacion de la enfermedad estaba principalmente
asociada a la produccién de una endotoxina (enterotoxina) durante la fase de
esporulacion del C. perfringens (Ramirez, 1987). Estudios moleculares recientes
indican que la mayoria de C. perfringens aislados de casos fatales de la
enfermedad poseen mayoritariamente genes codificantes de exotoxinas (o, By
B2) y escasamente el gen de la enterotoxina (Pérez, 2006; Rosadio et al., 2008).
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 (Yaya y Rosadio, 2005).

1.3.3 Aspecto social

La produccién de alpacas es considerada el principal recurso econémico para los
habitantes de las zonas andinas a través del comercio de carne y fibra. Dependen
de ella mas de 150.000 familias en su mayoria de comunidades rurales en los

departamentos considerados en extrema pobreza (MINAG, 2013).

La enfermedad es endémica en el Per(, y con ocurrencia de brotes o epizootias
con altas mortalidades que pueden eliminar hasta el 50% de las crias nacidas en
un hato (Ramirez et al., 1985). La presentacion de brotes estacionales o ciclicos,
al parecer, es producto de las interacciones entre la capacidad inmunoldgica de la
cria, dependiente de la presencia de anticuerpos maternales, y su habilidad de
respuesta inmune al agente causal (Ortiz, 1988; Ramirez y Ellis, 1988); asi como
de las condiciones de manejo, factores climéticos (afios lluviosos), y posibles
interacciones patoldgicas con otros agentes infecciosos con capacidad de

exacerbar o potenciar la infeccion clostridial (Rosadio et al., 2010).
1.3.4 Aspecto econdémico
A pesar de la importancia de estos animales para la economia peruana, estudios

sobre uso de bioldgicos (Vacunas) para la prevencion de enfermedades entéricas
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y reducir la morbilidad y mortalidad de crias de alpacas, son escasos en el pais.
Durante el periodo de nacimiento de las cria de alpacas en el Peru, los rebafios son
criados extensivamente y casi el 90% de la poblacién de la alpaca en esta region
se encuentra en manos de pequefios productores, con la gerencia de salud
inadecuada debido a la falta de saneamiento basico y la extrema pobreza, donde
familias viven principalmente dependiendo del rebafio de alpacas para su
subsistencia. La pérdida de las crias debido a una infeccién impone una carga
econdmica considerable para estas personas.

1.3.5 Importancia del trabajo

Una mejor comprension de la epidemiologia de las infecciones entéricas es
esencial para el desarrollo de medidas preventivas. Los datos producidos en este
estudio deberian permitir una mejor comprension del papel de las vacunas
autogenas en estas infecciones en la especie en busca de manejar la respuesta
inmune sistémica y prevenir las enfermedades entéricas y respiratorias en esta
etapa critica de su crianza, objeto de estudio, generando las subvenciones para la
futura evaluacion del potencial impacto economico de estas infecciones en la

productividad de la industria de alpaca.
1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivos generales

Determinar la influencia de la administracion de un anacultivo a partir del agente

etioldgico de la enterotoxemia en alpacas, sobre la produccion de 1gG especifica
1.4.2 Obijetivos especificos:

v Determinar la influencia del uso de anacultivo a base de Clostridium
perfringens sobre la produccién de IgG en crias de alpacas entre el periodo

de vida de cinco a diez dias de edad.

v' Comparar la influencia del uso de anacultivo a base de Clostridium
perfringens sobre la produccion de 1gG en crias de alpacas entre los cinco y
diez dias de edad.
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1.5 Planteamiento de la hipotesis

Dado que la aplicacion de antigenos administrado via parenteral promueve la

produccion de anticuerpos.

Es posible que aplicando un anacultivo de Clostridium perfringens induzca la
produccion de 1gG en crias de alpaca y es posible que estas puedan ser medidas por
medio de la prueba de inmunodifusion radial simple.
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CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO O CONCEPTUAL
2.1. Andlisis Bibliografico
2.1.1 Bibliografia principal
Clostridium perfringens

Clostridium perfringens es una bacteria ubicua que secreta numerosas enzimas y
toxinas. Pertenece al phylum Firmicutes, Clase Clostridia, Orden Clostridiales,
Familia Clostridiaceae, Genero Clostridium, Especie C. perfringens (Hurtado,
2011). Esta bacteria se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza y
parecen tener dos habitats principales; el suelo y el tracto intestinal, donde forma
parte de la flora microbiana normal de animales de sangre caliente (en especial el
tipo A); mientras que otros (tipos B, C, D y E) son menos comunes en el tracto
intestinal y pueden ser ocasionalmente encontrados en el ambiente (Murray et al.,
2009).

Se caracteriza por ser un bacilo Gram positivo rectangular con un tamafio de 0.6
a 2.4 um de ancho y de 1.3 a 19 um de largo, que se puede encontrar aislado o en
parejas, rara vez en cadena; pudiendo tener una forma cocoide o cubica en cultivos
jovenes o elongados en cultivos viejos; es inmovil y presenta una capsula de
péptidoglicano. Rara vez forma esporas, y es variable segun la cepa; los esporos
son de gran tamafio, ovales, centrales o subterminales, deformando ligeramente la
bacteria. Esta bacteria es anaerobia estricta relativamente aerotolerante, y se puede
cultivar en presencia de un 5% de oxigeno. Crece entre 20 y 50°C, en un intervalo
de pH de 5.5 a 8; la temperatura Optima de crecimiento se sitla entre 37 y 45°C.
Este microorganismo crece rapidamente en los tejidos y en los cultivos. En medio
liquido, el crecimiento se acompafia de una produccién abundante de gas,
estimulada por la presencia de azucares fermentables. En medio s6lido con sangre,
las colonias son circulares, regulares, lisas, de color grisceo y aparecen dos zonas
de hemolisis (Murray et al., 2009).
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Las caracteristicas bioquimicas méas importantes para su identificacion son que
producen proteasa, gelatinasa y fosfolipasa C; no producen lipasa; acidifica la
glucosa, maltosa, lactosa y sacarosa con produccion de gas, y como productos
terminales de la fermentacion de la glucosa se obtienen &cido acético, butirico,
lactico, H2 y CO2, lo que le confiere un ambiente anaerobico de crecimiento
(Hurtado, 2011).

La virulencia de esta especie esta dada por su gran numero y diversidad de
exotoxinas y enzimas sintetizadas relacionadas con su potencial patdgeno, las
cuales son la base de su clasificacion. Asi, el tipo A posee sélo la toxina a; el tipo
B las toxinas a, B y ¢; el tipo C las toxinas a y fB; el tipo D las toxinas a y €; y el
tipo E las toxinas a y t (Petit et al., 1999; Vadillo et al., 2002). La toxina a, la
toxina mas importante y la que producen los cinco tipos, es una lecitinasa
(fosfolipasa) capaz de lisar eritrocitos, plaquetas, leucocitos y células endoteliales.
Esta toxina provoca una hemolisis masiva junto a un incremento de la
permeabilidad vascular y de la hemorragia (la cual se ve potenciada por la
destruccion de las plaquetas), destruccion tisular, toxicidad hepatica y disfuncion
miocardica (bradicardia, hipotension). Las mayores cantidades de toxina o se
producen por el tipo A. La toxina B es la responsable de la estasis intestinal,
destruccion de la mucosa con formacion de lesiones necréticas y evolucion a una
enteritis necrosante. La toxina e, una protoxina, se activa por la tripsina y aumenta
la permeabilidad vascular de la pared del tubo digestivo. La toxina t, la cuarta
toxina letal que produce el tipo E, tiene una actividad necrosante y aumenta la

permeabilidad vascular (Murray et al., 2009).

Ademas de las exotoxinas existen otros factores de virulencia presentes, los cuales
se han asociado a problemas entéricos. Uno de ellos es la enterotoxina (CPE) que
es sintetizada principalmente por el tipo A. La toxina es termolabil y sensible a la
pronasa. La exposicion a la tripsina triplica la actividad toxica. La enterotoxina se
produce durante la fase de transicion desde las células vegetativas hasta las
esporas, y se libera junto a las nuevas esporas cuando las células estan sometidas
a las fases finales de la formacion de estas (esporulacion). Las condiciones
alcalinas del intestino delgado estimulan la esporulacién. La enterotoxina liberada
se une a los receptores de la membrana con borde en cepillo del epitelio del
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intestino delgado en el ileon (fundamentalmente) y en el yeyuno, pero no en el
duodeno. La insercion de la toxina en la membrana celular modifica su estructura
y conlleva una alteracién de la permeabilidad de membrana la cual provoca
pérdida de fluidos y electrolitos en la mucosa intestinal. Por otra parte, la
enterotoxina actia como un super antigeno que estimula la actividad de los
linfocitos T (Murray et al., 2009). Otro factor de virulencia es la toxina 2, la cual
posee una actividad bioldgica similar a la toxina B, pero no presenta homologia en
la secuencia de aminoacidos de la toxinas (Smedley et al., 2004).

CALOSTRO

El calostro se forma durante la gestacion por el pasaje selectivo de
inmunoglobulinas (Igs) de la circulacion general a la glandula mamaria. Si bien
ésta no posee gran capacidad para sintetizar Igs calostrales, puede lograr una
méaxima concentracion a las dos semanas preparto en el equino y 3-9 dias en el
bovino. El pasaje del isotopo G1 del plasma a la mama, se produce por la
existencia de un receptor para su fragmento Fc situado sobre las membranas

celulares del acino mamario. (Fernandez, et al., 1994)

En condiciones fisiolégicas, el origen de la 1gG e IgM es exclusivamente sérico,
contrariamente a la IgA que se sintetiza localmente. La transferencia
transmamaria de Igs es favorecida por la concentracion de estrégenos y
progesterona presentes en los Gltimos meses de gestacion. La concentracion de Ig
en el calostro desciende abruptamente luego del nacimiento, llegando al 50 %
entre las 9-12 hs y al 85 % a las 48 hs siguientes. Descenso ligado a la importancia
de la absorcion de las Igs por parte del neonato y al aumento de la actividad
funcional dela glandula mamaria, que al elevar su nivel de secrecion, produce una

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

Los dosajes de diversos constituyentes muestran variaciones evidentes, durante
las tres ultimas semanas de la gestacion; las concentraciones de sodio y cloruro
disminuyen, mientras que las de potasio y lactosa aumentan, al igual que las
concentraciones de citrato, fosfato inorganico, calcio total, magnesio total y
proteinas totales. Estas modificaciones bioquimicas corresponden a la
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transformacion progresiva de pre calostro en calostro, el cual al cabo de algunos

dias se transformara en leche. (Fernandez, et al., 1994)
SISTEMA INMUNE EN CAMELIDOS

A pesar de la importancia econémica de estas especies en sus paises de origen, su
sistema inmunoldgico recién ha ocupado el interés de los investigadores en los
ultimos 15 afios. Hamers-Casterman et al., (1993) demostraron por primera vez
que el suero de los camélidos contenia un unico tipo de anticuerpo carente de
cadenas livianas. La escasa informacién publicada referente al sistema
inmunoldgico de los camélidos hace dificil describir las caracteristicas Unicas que
las diferencian de otras especies. Sin embargo, algunos estudios han sugerido la
existencia de dos distintos linajes de linfocitos B en camélidos, un linaje
sintetizara los clasicos anticuerpos de cuatro cadenas y el otro linaje expresaria los

anticuerpos carentes de las cadenas livianas (De Genst et al., 2006).

Las inmunoglobulinas son moléculas proteinicas que desempefian 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 (Su et
al., 2002). En todos los mamiferos las inmunoglobulinas son dividas en clases o
isotipos (IgG, IgM, IgA, IgE e IgD) y adicionalmente son divididos en subclases.
Muchos estudios en inmunologia animal han sido llevados a cabo con IgG, IgM o
IgA (Wernery, 2001). Por ejemplo, la IgA en la leche de los camélidos se
encuentra en forma S-IgA. Sin embargo, los niveles de ésta inmunoglobulina en

la leche de camélidos es mucho mas baja que la 1gG total (Medina et al., 2004).

Los camélidos nacen con un sistema inmune bastante inmaduro por lo que se
encuentran incapacitados para responder adecuadamente a agentes patogenos. Las
crias de alpacas nacen agamaglobulinémicas, es decir sin defensas inmunoldgicas,
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
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ocurre en otras especies domésticas. (Ameghino y DeMartini, 1991; Flodr et al.,
2012).

INMUNOGLOBULINA G EN CAMELIDOS

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, aungue en menores cantidades, la IgM. Se desconoce, sin embargo, los
isotipos de IgG preferentemente absorbidos, ya que las inmunoglobulinas de los
camélidos son unicas y difieren draméaticamente en relacion a otras especies de
animales. En los camélidos, se conoce que mas del 75% de las proteinas séricas
son moléculas de IgG carentes de cadena ligera y referidas como IgG2 e 1gG3, y
caracteristicamente mucho mas pequefias (90 kDa) que los anticuerpos
convencionales (150 kDa), 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 (Flodr et al., 2012; Wernery, 2001).

De las tres subclases de 1gG en camélidos denominados: 1gG1, 1gG2 e 1gG3, la
IgG1 corresponde a los anticuerpos convencionales y la IgG2 e 1gG3 son los que
carecen de las cadenas livianas (Wernery, 2001); éstas dos ultimas son conocidas
como los anticuerpos de cadena pesada (HCADbs) (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
(Medina et al., 2004). Algunos estudios han determinado que las principales
inmunoglobulinas en el calostro de los camélidos son las 1gG (Weaver et al.,
2000), y que sus concentraciones en el calostro son mas altas en los bovinos y
caballos (Kamber et al., 2001).

Las 1gG1 son los anticuerpos clasicos o convencionales y estan presentes en 25%
de la 1gG sérica; en cambio, la 1IgG2 y la 1IgG3 poseen dimeros de cadenas pesadas
cortas, las cuales se caracterizan por poseer un fragmento cristalizable (Fc) normal
sin un dominio CH1, y estan presentes en 75% de la IgG sérica. Los HCADbs junto
con sus VHHs tienen muchas ventajas comparados con los anticuerpos

convencionales, debido a su pequefio tamafio lo que mejora su biodistribucién y
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permite una mejor penetracion tisular (Wernery, 2001). Los HCADbs son capaces
de unirse a los antigenos blanco con propiedades de union que parece equivalente
a las 1gG convencionales; a pesar del hecho que estos anticuerpos carecen de
puntos adicionales de contacto al antigeno que es normalmente realizado por las
cadenas livianas. Ademas, sus VHHSs les confieren otras propiedades especiales
como mayor especificidad a epitopes inusuales, mejorando su habilidad de union
con el sitio activo (Maass et al., 2007).

La estructura béasica 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 (Medina et al., 2004). Ambas cadenas
contienen un Noligosacarido unido al segundo dominio constante de la cadena
pesada (CH2) (Harmsen y De Haard, 2007).

La comparacion estructural entre la 1IgG1, 1gG2 e 1gG3. Tanto la 1gG2 como la
IgG3 de los camélidos poseen estructuras Unicas que consisten de un dominio
variable simple (VHH), una region bisagra y dos dominios constantes (CH2 y
CHB3). Los dos dominios constantes son altamente homdlogos a los dominios de
la fraccion cristalizable de los anticuerpos convencionales (Alvarez-Rueda et al.,
2007; Deffar et al., 2009). Las IgG1 de los camélidos poseen una region de bisagra
corta, tienen un peso de 170 KDa, sus cadenas livianas tienen un peso entre 28 a
32 KDa y sus cadenas pesadas pesan entre 50 a 55 KDa. Mientras que las 1gG2
con sélo dos cadenas poseen una region bisagra grande, tiene un peso de 100 KDa
y sus cadenas pesadas pesan 46KDa; y finalmente, las IgG3 que también poseen
2 cadenas posee una region bisagra mas corta, también pesa alrededor de 100 KDa

y sus cadenas pesadas pesan 43KDa (Wernery, 2001).
TRANSFERENCIA DE INMUNIDAD DE LA MADRE A LA CRIA:

Las inmunoglobulinas se transfieren de manera post natal via calostro (equinos,
vacunos, ovinos, cerdos y camélidos). En corderos que nacen generalmente con
IgM y adquieren IgG durante las primeras 48 horas después del parto, resulta
esencial para el rumiante neonatal ingerir IgG calostral en las 48 horas, para recibir

su complemento de anticuerpos protectores maternales frente a patdgenos
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potenciales. La interrupcion de esta transmision es una causa de enfermedad y
muerte bien conocida en los animales recién nacidos. (Outteridge, 1985). Los
sistemas de transferencia de la inmunidad materna son diferentes en cada una de
las especies y estan relacionados con el tipo de placenta. En aquellas especies en
la que hay muchas capas de tejido entre la sangre fetal y la materna no poseen
transferencia de inmunidad in Gtero. Cuando el recién nacido abandona el Utero
estéril de la madre se expone a numerosos agentes patdgenos; Entonces el recién
nacido en casi todos los casos sucumbira a ese desafio si la madre no transfiere de

forma pasiva su inmunidad a la descendencia. (Halliwell y Gurman, 1989).

Las crias de alpaca nacen sin IgG, este fendmeno 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 IgG de la madre prefiada al feto en el Gtero, Mas bien la
transferencia de IgG es pasiva a través del calostro. Las concentraciones de 1gG se
incrementan rapidamente después de la toma del calostro; valores elevados de IgG
se evidenciaron en alpacas a las 12 horas después de nacidos, un futuro incremento
se determind a las 24 horas de vida. Asi mismo las alpacas prefiadas pueden
producir en las glandulas mamarias y almacenar IgG proveniente del suero
sanguineo de manera gradual en un periodo cercano al parto. Los niveles séricos
de 1gG de alpacas periparturientas se mantuvieron constantes antes durante y
después de la paricion, lo que sugiere que la transferencia de IgG en alpacas no
resulta del pasaje del flujo de sangre hacia las glandulas mamarias justo antes del
momento de la paricion, lo que si ocurre en otras especies COmo vacunos, ovinos

equinos. (Bravo, et al., 1997).
TIEMPO DE ABSORCION Y NIVELES DE IgG EN SUERO DE CRIAS:

El paso transplacentaria de inmunoglobulinas no ocurre normalmente en los
temeros, corderos, lechones y potrillas, por lo que se obtienen a través del calostro.
Después que el recién nacido ingiere el calostro el intestino delgado absorbe
inmunoglobulinas calostrales mediante un proceso de micropinocitosis. En
temeros la absorcion continGa hasta 24 horas después, pero alcanza su maximo
durante sus primeras 6 a 8 horas después del nacimiento; la concentracion pasiva
de anticuerpos desciende rapidamente después del nacimiento, en el potrilla
desciende a menos del 50% del nivel maximo en el primer mes de edad. En la
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ternera el nivel de 1gG decrece lentamente y llega a valores minimos hacia los 60
dias. (Blood, el al, 1986).

Recientemente 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 A. Aedo R. y Ledn C. 1990) Un
estudio de 250 llamas recién nacidos a las 20 a 24 horas de edad presenté un titulo
de IgG con una media de 1650 mg/dl. Con un rango de O a 3400 mg/dl. Las
transfusiones de plasma intraperitoneal a los dos dias de edad tuvieron una
absorcion de plasma que va de 18% a 61%. El cambio de titulo IgG en la sangre
fue monitorizada mediante la utilizacion de placas de la compafiia Triple J Farm
Plate inmunodifusion radial (RID). (Jorgensen D. 1991)

Otro estudio demostré que las concentraciones promedio de IgG en crias de llama
de un grupo de 20 animales después de la ingestion del calostro a las 24 horas de
vida fueron de 1360 + 597 mg/dl. (Jorgensen D. 1992) Los resultados de un trabajo
con 40 crias durante los primeros 5 dias de vida donde se analizd las
concentraciones de IgG en el suero sanguineo, muestran que las crias nacen
agamaglobulinicas, Cinco horas después del nacimiento y tras la ingestion del
calostro la concentracion de IgG es de 2257,95 mg/dl, hasta 3 001mg/dl
(DS£8,09=1) en el primer dia, al segundo dia de vida la concentracion es de
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. (Garnica, 1992).

Se ha determinado que la IgG representa el 40 a 60% del total de proteinas en el
suero sanguineo de las crias en la vida perinatal y que las crias de alpacas nacen
agammaglobulenémicas, incrementandose en sus maximas concentracion el
primer dias 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, 1999).

Las concentraciones de IgG Las concentraciones de IgG en crias fueron diferentes
por dias (P <0,05) con O mg/dl, 2342,9 mg/dl, 2329,2 mg/dl, 3201,2 mg/dl, 2738,1
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mg/dl y 2638,8 mg/dl alas 12 h, 1, 2, 3, y 4 dias después del nacimiento. Con una
concentracion de IgG 2347,1 mg/dl en crias. (Bravo, et al., 1997). Se reportan
concentraciones de inmunoglobulinas G en alpacas crias a los seis dias de vida de
2996 + 0,41 mg/dl. Asi mismo se reportan concentraciones de IgG 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).

Inmediatamente después del nacimiento, la absorcion de anticuerpos promedia
20%, pero ésta puede variar de 6 a 45%. Existe una rapida reduccion de la
eficiencia en la absorcion de anticuerpos dentro de las primeras horas después del
nacimiento. La digestion de anticuerpos se incrementa y las células intestinales se
vuelven impermeables a los anticuerpos. Alrededor de las 24 horas después del
nacimiento, las terneras pierden su habilidad para absorber anticuerpos intactos
(el tracto se cierra). Las terneras que no reciben calostro dentro de las primeras 12
horas después del nacimiento raramente absorben suficientes anticuerpos para
proveer una inmunidad adecuada. La mayoria de los anticuerpos que se
encuentran en la sangre provienen del primer alimento. Proporcionalmente, menos
IgG es absorbida en el alimento que se da a las 12 horas y muy poco es absorbido
en el alimento que se da 24 horas después del nacimiento. Por tanto un retraso en
la alimentacion con calostro compromete la cantidad de anticuerpos absorbidos

sin importar la cantidad de alimento. (Wattiaux M.A. 2003)

CONCENTRACION DE IgG DEL CALOSTRO Y SUERO EN CRIAS.

Las inmunoglobulinas calostrales dependen directamente de la absorciéon y
cantidad de calostro en el recién nacido (Lecce J.G. y Margan D.O. 1962) Existe
interrelacion positiva entre la concentracion de Igs calostrales de la madre y el
suero de las crias en la que la concentracién de Igs totales en el suero del recién
nacido depende de la cantidad de Igs disponible para la absorcion (Kruse V. 1970)
En varios trabajos realizados se ha observado que la concentracion de Igs calostral
en temeros alimentados a diferentes periodos de tiempo se identifico 3 tipos de Ig;
IgG, IgA e IgM, mostrando las dos primeras una correlacion lineal positiva, y la
tercera una respuesta cuadratica, cuya influencia negativa no depende de su

concentracion en el calostro (Lecce J.G. y Margan D.O. 1962).
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El efecto de interrelacion positiva también fue observado en ovejas, donde la
ganancia de peso del recién nacido depende de la absorcion adecuada de Ig
calostral (Dominguez, 2015) El paso de los anticuerpos ocurre en forma no
selectiva, mediante un sistema apical en las células intestinales de absorcion,
células columnares de la mucosa de tipo fetal que tienes un tiempo limitado de
‘absorcion despues del nacimiento, observandose que la proporcion de 1gG en el
suero del recién nacido refleja la cantidad de calostro absorbido. (Stott y Fellan,
1993)

Las concentraciones de 1gG en suero de hembras peri parturientas de: 3462+111
mg/dl (antes de la paricion) 3001+112 mg/dl (durante de la paricién) 2988+155
mg/dl (después de la paricion) no diferentes (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 fenémeno
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 Unico en alpacas y llamas y que las crias nacen
agammaglobulinémicas con concentraciones 1gG que aumentan rapidamente

después de lactacion (Bravo, et al, 1997).
FALLA EN LA TRANSFERENCIA PASIVA

La insuficiencia parcial de la transferencia pasiva se define como una desviacién
estandar por debajo de la media normal de las concentraciones de
inmunoglobulinas, y la falta de transferencia pasiva como dos desviaciones
estandar por debajo de la media normal de las concentraciones de
inmunoglobulinas, a las 24 horas después del nacimiento. La falta de transferencia
pasiva se asocia con aumento de mortalidad a la edad de 1 a 5 semanas, y la
inanicién secundaria es una causa frecuente de muerte. (Blood, et al, 1986).

A mayor nivel de Ig presentes en suero, menor presentacion de enfermedades y
viceversa. Los siguientes factores y sus interrelaciones establecen el nivel de
anticuerpos que el animal tendra durante las tres primeras semanas de vida: 1. El
volumen de calostro producido por la madre, 2. La cantidad de calostro ingerido,

3. Concentracion de inmunoglobulinas en el calostro (calidad), 4. El tiempo
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transcurrido entre el nacimiento y la ingestion del calostro, 5. La adsorcion de
anticuerpos (Transferencia Pasiva), 6. El estrés ambiental (condiciones del clima,
presencia 0 ausencia de la madre, grado de confinamiento, exposicion a
patdgenos, 7. Higiene y habilidad del “becerrero” para recibir y atender a la cria.
(Dominguez, 2015)

Una vez combinados estos factores, el nivel de anticuerpos séricos queda
establecido, la determinacion de Ig es atil como un método para estimar la
condicidon de las becerras que llegan al area de crianza o para las adquiridas por
los centros de recria, asi como para diagnosticar una hipogamaglobulinemia en la
becerra enferma, también para investigar un problema de morbilidad y mortalidad
en una poblacion de neonatos. La determinacion de inmunoglobulinas es util para
diagnosticar el éxito o la falla en la transferencia pasiva de Ig en el becerro.
(Dominguez, 2015).

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. En crias hasta los 3 dias
de nacidas concentraciones de Ig G en el suero de 9 mg/ml son consideradas como
falla en la transferencia pasiva de inmunoglobulinas y concentraciones de 10-15
mg/ml como falla parcial. Y valores superiores a 15 mg/ml fueron considerados
como normales (Garmendia, et al., 1990). En crias de 4 a 20 dias de nacidas,
concentraciones de 2 DS por debajo del promedio normal son falla de
transferencia pasiva (FTP) y 1 DS Falla de transferencia pasiva parcial.
(Garmendia y McGuire, 1987).

Existe una clara correlacion inversa entre la cantidad de Ig que absorbe el ternero
y .lamortalidad de los mismos. La falla en transmisién pasiva en temeros se puede
deber a dos factores: la edad del ternero en el momento del encalostramiento y la
cantidad de Ig absorbida, otros factores pueden ser comportamiento de la madre,

estrés raza, y la época del afio. (Halliwell y Gurman, 1989).

La absorcion inicial de calostro y la ingesta continta de IgA o 1gG. A través de la
leche es importante para la proteccion contra la enfermedad entérica. La falla de

estos procesos predispone al animal a la infeccion. Existen tres factores para la
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falta de transferencia adecuada del calostro: falla en la produccion, falla en la
ingesta y falla en la absorcion. Las alpacas también parecen sufrir una frecuencia

desproporcionada de falta de transferencia pasiva. (Tizard, 2009).
VACUNAS

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 (Sanchez—Vizcaino, 2006).

La vacunacién sistémica frente a estas infecciones superficiales aporta cierto
grado de inmunidad, ya que permite transferir pequefias cantidades de 1gG desde
el suero hasta la superficie mucosa. De hecho, muchas vacunas disponibles
actualmente simplemente estimulan niveles elevados de anticuerpos de la clase
IgG en la sangre. Estos son efectivos porque una vez que los microorganismos
invasores producen dafio tisular e inician una respuesta inflamatoria, el lugar de
invasion se inunda por IgG. No obstante, estd claro que esta no es una manera
efectiva de aportar inmunidad. Sin embargo, la formacion de IgA constituye el
mecanismo efector principal de la respuesta inmune a nivel local, por lo que
obtener una buena respuesta de IgA representa el primer objetivo de las vacunas
de mucosas que puede impedir la colonizacion del agente y la consiguiente
progresion hacia la enfermedad (Gomez-Lucia et al., 2007, Tizard, 2009).La ruta
mas simple para destruir la habilidad patégena de los microorganismos, consiste
en mantener su constitucion antigénica y a la vez prevenir su replicacion
con métodos adecuados (Peter J. Delves 2006).

El objetivo de la vacunacion es proveer inmunidad efectiva estableciendo
niveles adecuados de anticuerpos y una poblacion importante de células
memoria que puedan activarse rapidamente ante un nuevo contacto con el
antigeno y por lo tanto proveer proteccion contra la infeccion; las condiciones que
deben ser satisfechas por una vacuna para que pueda ser considerada exitosa son:
Efectividad (produccion de niveles protectivos e inmunidad); Disponibilidad
(fuentes accesibles); Estabilidad (bajo condiciones climaticas extremas);
Economia (teniendo en cuenta el sitio de aplicacion); y Seguridad (eliminando
cualquier tipo de patogenicidad) (Peter J. Delves 2006)
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Desde el punto de vista tecnoldgico, las vacunas convencionales pueden ser vivas
atenuadas o muertas inactivadas. 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) (Outteridge, 1985).

Los resultados del aislamiento y analisis molecular de las cepas de C. perfringens
corroboran que la patogenicidad clostridial involucra principalmente a la accion
de exotoxinas mayores (o y B2), descartando indirectamente el rol principal
atribuido a la endotoxina (enterotoxina) en la patogenia de la enterotoxemia.
(YYaya et al., 2005)

Una vacuna multivalente convencional (anacultivo) redujo las frecuencias de
mortalidad neonatal total y especifica a enterotoxemia. Si bien estos niveles de
mortalidad no son ideales para una explotacion comercial de paises
industrializados, la vacuna logro reducir la mortalidad total hasta 9.3% (2003) y
la pérdidas por enterotoxemia hasta 0.3 % (2004), indicando que tasas de
mortalidad menores del 10% Yy especificas por enterotoxemia menores del 1%
podrian ser objetivos razonablemente alcanzables. Las frecuencias de mortalidad
obtenidas en ese estudio fueron histéricamente menores para la unidad de
produccion y para la region geogréafica colindante, segun los reportes internos de

la empresa. (Rosadio et al., 2012).

Efectos beneficiosos de la vacuna con exotoxinas mayores en el control de la
enterotoxemia se ah observando en animales de comunidades campesinas y en
algunas empresas privadas después de 4-5 afios de introducida la vacuna (Desco
[Centro de Estudios y Promocién 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. (Yaya et al., 2005).
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2.2. Antecedentes de investigacion
2.2.1. Revisiones de tesis universitarias

Quispe W. 2009: Determind la edad de produccion de concentraciones
adecuadas de IgG de camelido (> 1000 mg/dl) en crias de alpaca (Vicugna pacos)
en el Centro de Investigacion de Camélidos Sudamericanos CICAS "La Raya"
durante los meses de marzo a julio del 2009, utilizaron 20 animales recién nacidos,
10 con acceso libre al calostro de su madre (grupo 1) y 10 alimentados con
calostro de bovino (grupo 2), el monitoreo fue desde el dia de nacimiento hasta
los cuatro meses de edad. Mediante la técnica de inmunodifusion radial simple,
encontro concentraciones promedio de IgG en suero de 397,284 mg/dl, 360,878
mg/dl, 431, 008 mg/dl, 379,153 mg/dl, 497, 865 mg/dl, 889,014 mg/dl, 1444,935
mg/dl, 1863,717 mg/dl y 2086,633 mg/dl a los 2, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105y 120
dias respectivamente, para el grupo 2; mientras que 3165,237 mg/dl, 1483,118
mg/dl, 1240,814 mg/dl, 1035,778 mg/dl, 717,639 mg/dl, 527,523 mg/dl, 932,568
mg/dl, 1195,951 mg/dl y 1368,578 mg/dl, para los mismos dias respectivamente,
en el grupo 1. Evalu6 ademas la influencia del peso al nacimiento sobre el inicio
de produccion de niveles adecuados de 1gG, resultando esta no significativa
(p=0,05), pero existe una clara interaccion (p<0,01) entre ambos factores (peso al
nacimiento y edad de la cria). En conclusion determiné que las crias de alpaca
inician la produccion de IgG en niveles de concentracion adecuados (>1000
mg/dl) a partir de los 79 dias de vida, ajustandose esta produccién a una tendencia
lineal polinémica cuadratica (p<0,01), considerandose entonces desde esta edad

altamente reactiva a la exposicion de antigenos.
2.2.2 Otros trabajos de investigacion

Rosadio R, Yaya K, Veliz A, Quispe T. Realizaron un estudio el cual analiza el
efecto beneficioso de una vacuna multivalente a base de componentes bacterianos
y toxinas inactivadas (anacultivo) para la prevencion de la enterotoxemia en
alpacas. La vacuna multiple, conteniendo mayoritariamente (60%) cepas de
Clostridium perfringens tipos A y AB2, fue introducida en el afio 2001 en una
unidad de produccion alpaquera en el distrito de Nufioa (Melgar, Puno) y utilizada

durante seis afios consecutivos. El efecto de la vacuna fue analizado comparando

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =@  DE SANTA MARIA

las tasas de mortalidad neonatal total y especifica por enterotoxemia en el afio
2000 con las mortalidades presentadas durante los seis afios de vacunacién (2001-
2006). El estudio contemplé vacunar a todas las hembras prefiadas y a todas las
crias en el primer afio (2001) y solamente a las crias en los afios siguientes; sin
embargo, en el 2003 se vacund solamente a las madres gestantes. La mortalidad
fue calculada en base a los reportes administrativos mensuales de mortalidad de
crias preparados por el personal sanitario y veterinario responsable de la unidad
de produccion. Los diagnosticos causales de muertes fueron basados por
observaciones de campo y en algunos casos confirmados por andlisis de
laboratorio. La introduccion de la vacuna redujo la mortalidad total de 37.4% (afio
2000, sin vacuna) a 25.2, 23.7, 9.4, 12.1, 15.1 y 14.3% en los afios 2001 a 2006, y
la mortalidad neonatal debido a enterotoxemia de 19.5% (afio 2000, sin vacuna) a
7.2,9.1,1.0,0.3, 2.1y 3.9% para los afios 2001 a 2006. El anacultivo (bacteria y
exotoxinas inactivadas) polivalente redujo significativamente las tasas de

mortalidad neonatal general y especifica debido a enterotoxemia.
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CAPITULO IlIlI

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales

3.1.1. Localizacion del trabajo

a. Localizacion espacial

El presente trabajo se llevd a cabo en las instalaciones del Centro de
Investigacion de Camélidos Sudamericanos (CICAS) La Raya de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. CICAS La Rayay en
el IVITA Marangani de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos ubicado a 14° 47' 43,45" de latitud sur y 71°
04'55,21" de longitud oeste, a una altura que varia de 4 000 a 5 000 msnm. La
Raya, esta clasificada como una zona de vida sub alpina muy humeda con
precipitaciones ciclicas con niveles maximos en enero y minimos en los meses
de junio a agosto con un promedio anual de 765 mm y la temperatura promedio
anual es de 6.52°C.

b. Localizacion temporal

El presente trabajo se realizo entre los meses de diciembre del 2017 y enero del
2018.

3.1.2. Materiales bioldgicos
e 20 Crias de alpacas huacayas de 5 dias de nacidas
e  Sueros de crias de alpacas de 5 y 10 dias de edad.

e  Cepade Clostridium perfringens.
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3.1.3 Materiales de laboratorio

Reactivos

Caldo Tioglicolato

Agar tripticasa soya

Sangre desfibrinada de ovino
Bateria de Gram

Reactivos para pruebas bioquimicas
Agar Yema De Huevo

Formalina

Alcohol yodado

Materiales

Micropipeta de 5 pl

Viales de 6 ml.

Placas de inmunodifusién radial simple con anticuerpos para IgG,
Regla milimetrada calibrada en O, 1 mm,

Medio De Transporte Cary Blair

Placas Petri

3.1.4. Materiales de campo

Botas de hule.

Mameluco.

Mandil
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e Soga.
e Coouler,
e Refrigerantes
e  Guantes descartables,
e  Vacutainer de 10 ml
e Jeringas de 10 ml
e  Agujas hipodérmicas (21 G x 1"),
e Algodon.
e Bolsitas pléasticas de 50 ml,
e  Plumodn marcador indeleble
e Pintura
3.1.5. Equipo y maquinaria
e Centrifuga
e Congeladora marca LG.
e Estufa
e  Microscopio Optico a 100, 400 y 1000 aumentos.
e Céamara fotografica
e Computadora
e Balanza

e Mechero
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3.1.6 Otros materiales
e  Materiales de escritorio
e  Materiales de impresion
3.2. Métodos
3.2.1. Muestreo
a. Universo

El universo estuvo constituido por el total de la poblacién de 100 alpacas
prefiadas del hato del IVITA Marangani (Fuente: Registro de diagnostico de
prefiez 2017)

b. Tamafo de muestra

Se muestreo el 20 % de la poblacion de crias nacidas desde el inicio de la
paricion

c. Procedimiento de muestreo

Mediante un muestreo aleatorio simple, se asignaron las repeticiones segun
tratamiento.

3.2.2 Métodos de evaluacion
a. Metodologia de la Experimentacion

Se seleccionaron 20 alpacas prefiadas al azar y se las identifico hasta el momento
del parto, se verificO que cada cria tome el calostro de sus madres y fueron
identificadas; todas las cria tuvieron el mismo manejo que se realiza en la punta de
paricion del hato y se distribuyd en dos grupos de 10 Crias cada uno en forma
aleatoria.

Al primer grupo se le administré 2 ml por via subcutanea un anacultivo a base de
cepas de Clostridium perfringens obtenido de casos de enterotoxemia de crias de
alpacas y al 2do grupo se le administré un placebo por via subcutanea.
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Preparacién de anacultivo de Clostridium perfringens

- El Clostridium perfringens se obtuvo a partir de cepas de campo aisladas,
procedentes de crias de alpacas muertas por enterotoxemia, obteniendo asi el

contenido intestinal.

- Luego fueron conservadas en medio de transporte Cary Blair (Eurotubo,
Deltalab Espafia) hasta su procesamiento en el laboratorio.

- Las cepas fueron cultivadas en caldo tioglicolato e incubadas a 37°C por 24 h
en ambiente de anaerobiosis.

- Luego se tomaron alicuotas del medio para sembrarlas en Placas Petri con agar

sangre.
- Posterior a eso, fueron incubadas a 37 °C por 24 h en ambiente de anaerobiosis.

- Las colonias de C, perfringens fueron identificadas en base a caracteristicas
morfoldgicas de la colonia, patron hemolitico, coloracion Gram, reaccion

negativa a la catalasa y pruebas bioquimicas para la identificacion.

- Estas colonias de C, perfringens se sembraron en Placas Petri con agar yema
de huevo para hacer la prueba de lecitinasa, que es una prueba especifica para
poder identificar la toxina A del C, perfringens indicandonos asi, que toxoide

usamos para el anacultivo.
- Posteriormente incubamos a 37 °C durante 18-24 h bajo anaerobiosis.

- Finalmente reactivamos en el caldo tioglicolato las cepas de C, perfringens a
37°C por 24 horas.

- Posteriormente el cultivo fue inactivado con formalina a una concentracion de
1% por 24 horas y se obtuvo una suspension de cepas de Clostridium

perfringens inactivadas.

- Se administré 2ml del anacultivo preparado por via subcutanea a cada cria de
alpaca para ver el efecto que causa en las crias, esperando que el nivel de IgG

aumente después de la aplicacion de este anacultivo.
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Obtencidn del suero sanguineo de las crias.

- Conforme fueron naciendo las crias, se les tomd muestras de sangre a los 5 y
10 dias después del parto, por venopuncién yugular, para lo cual se utilizd
agujas hipodérmicas de 21 G x 1"y Vacutainer de coleccion de sangre en tubos
con separador de plasma debidamente rotulados con el nimero de arete de la

criay la fecha de nacimiento.

- Las muestras se trasladaron en un cooler con refrigerantes para mantener la
muestra entre 2 — 4 °C hasta llegar al laboratorio para su analisis

- Mediante centrifugacion se obtuvo el suero de la sangre de cada muestra y
fueron almacenados en viales estériles debidamente rotulados

- Las muestras fueron llevadas a congelacion a -20 °C hasta su posterior analisis.

- Luego de haber obtenido las 20 muestras y habiéndolas conservado
debidamente, procedimos a descongeladas 2 horas antes, para poder hacer la

lectura a temperatura ambiente.

- Se realizo los respectivos andlisis de las concentraciones mediante el “Test de
inmunodifusién radial para cuantificacion de 1gG de camélidos en suero o
plasma” de Triple Farms Bellingham, WA”. Este test esta valorizado en $ 98
dolares cada disco que contiene 24 pocillos, el cual estd hecho con un antigeno

de IgG de camélido
Técnica de analisis:

Para la determinacién de las concentraciones de IgG se utiliz6 el método de
inmunodifusién radial desarrollado por Fahey y Mckelvey (1965) y Mancini
(1965).

Principio de la inmunodifusion radial:

La inmunodifusion radial estd basada en la difusion radial del antigeno
(inmunoglobulina G) desde un pocillo circular dentro de un gel homogéneo
conteniendo un antisuero especifico para IgG, formandose un anillo de precipitado
de antigeno y anticuerpo que continua creciendo hasta llegar a un equilibrio
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denominado punto de cese que ocurre a las 24 horas. Los diametros formados son
directamente proporcionales a las concentraciones del antigeno. La cuantificacion
se realiza por la medida del diametro del anillo que posteriormente se lleva a una

curva de calibracion de regresion lineal simple.
Procedimiento:
Para la determinacion de las concentraciones de IgG se sigui6 los siguientes pasos:

- Se descongelaron 3 sueros estandares de referencia los cuales hacen la curva
de calibracion de 1gG, estos sueros vinieron con los discos del “Test de
inmunodifusion radial para cuantificacion de IgG de camélidos en suero o
plasma” de Triple Farms Bellingham, WA”. Al mismo tiempo también se

descongelaron los viales con muestras de suero de las 20 crias.

- Se retiraron los discos de IgG del refrigerador 30 minutos antes de depositar los
tres sueros estandares de referencia y las muestras de suero de las 20 crias en
los pocillos, para asi eliminar la excesiva humedad, abriendo el disco para que

por evaporacion seque la superficie y los pocillos.

- Se deposité en los pocillos de la placa 5 pl de cada uno de los sueros de

referencia.

- Luego se depositaron 5 pl de cada suero de cria de alpaca en los pocillos del

disco de inmunodifusion radial.
- Se registro la hora y fecha al terminar el llenado y se tapé el disco.

- El registro para cada disco, fue en el orden que se colocé los sueros estandares
y las muestras en cada pocillo.

- Losdiscos con su cubierta de plastico se colocaron en una superficie plana para
que fueran incubados a temperatura ambiente, para poder asi esperar la reaccion

antigeno-anticuerpo durante 24 horas

- La lectura se realiz6 midiendo los diametros de los anillos de precipitacion
antigeno-anticuerpo utilizando una regla milimetrada calibrada en O, Imm. 24
horas después.
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Curva de calibracién

De los sueros de referencia estandar con concentraciones de IgG conocidas de:
2851mg/dl, 1452mg/dl y 203 mg/dl se obtuvieron los promedios de los diametros
correspondientes que fueron: 8; 6 y 4 mm estos valores fueron elevados al
cuadrado, datos que corresponden al eje de las ordenadas, mientras que en el eje
de las abscisas se tiene las concentraciones de los sueros estandar de referencia
para 1gG especificos para camélidos. Donde los didmetros de las muestras
desconocidas se reemplazan en la ecuacion de la recta para hallar sus

concentraciones respectivas de 1gG en mg/dl.
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0 . | |
0 1000 2000 3000

concentracion de 1gG en mg/dl

Fuente: Elaboracion propia.
En la figura se observa los valores de la concentracion de IgG de los sueros
estandares que sirve para la determinacion de la concentracion de 1gG en suero de
alpacas
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b.- Recopilacion de Informacion

e En el campo: las muestras se obtuvieron mediante veno puncion de las crias

para luego centrifugar la sangre y analizar el plasma sanguineo.

e En el laboratorio: se realizo la medicion de las concentraciones de 1gG en el

plasma sanguineo mediante la prueba de inmunodifucion radial simple

e En la biblioteca: se realizdé una revision bibliografica de libros, revistas y

tratados del tema en mencion.

e En otros ambientes generadores de la informacion cientifica: se consulto

con expertos en el tema, revision de paginas web, revistas indexadas y otros.
3.2.3. Variables de respuesta
A. Variables independientes

e Crias de alpacas con y sin anacultivo.

e Crias de alpacas de 5 y 10 dias de edad
B. Variables dependientes
Concentracién de 1gG en suero de crias de alpaca.
3.2.4. Andlisis estadisticos

A. Prueba paramétrica de T de Student: para los grupos Ay B se utilizara
la T de Student de independencia y para las muestras obtenidas a los 5y 10
de dias de nacidas se utilizara la prueba de T de Student para muestras

pareadas

B. Analisis de significancia: Se utilizara la tabla de T de Student.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

CUADRO N°1

NIVELES PROMDIOS DE IgG mg/DL EN CRIAS DE ALPACA CON
ANACULTIVO (CA) A BASE DE Clostridium perfringens A LOS 5Y 10 DIAS DE

NACIDAS
Numero Con anacultivo Con anacultivo Diferencia de | Significancia
de muestra 5 dias 10 dias medias
(IgG mg/DL) (1gG mg/DL) (IgG mg/DL)
10 812.169 1308.946 496.777 P<0.05

Fuente: Elaboracion propia.

En el cuadro N° 1 se observa el promedio del grupo de animales que fueron tratados con el
anacultivo a los 5 dias y su efecto a los 10 dias. Resultando P < 0.05, por lo tanto se rechaza
la hipétesis nula con un 95.0% de confianza, lo cual indica que si hay diferencia significativa

entre los dias evaluados.
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GRAFICO N° 1

NIVELES PROMDIOS DE IgG mg/DL EN CRIAS DE ALPACA CON
ANACULTIVO (CA) A BASE DE Clostridium perfringens A LOS 5 Y 10 DIAS DE
NACIDAS
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Fuente: Elaboracién propia.
Los datos del cuadro N° 1 se pueden ver expresados en el grafico N° 1 donde se

observa un incremento de 496.777 IgG mg/DL a los diez dias de edad en las crias de

alpaca administradas con el anacultivo.
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CUADRO N°2

NIVELES PROMEDIO DE IgG mg /DL EN CRIAS DE ALPACA SIN
ANACULTIVO (SA) ALOS 5 Y 10 DIAS DE NACIDAS

Numero de Sin anacultivo Sin anacultivo Diferencia de | Significancia
muestra 5 dias 10 dias medias
(1gG mg/DL) (IgG mg/DL) (IgGmg/DL)
10 720.72 452.11 268.611 P<0.05

Fuente: Elaboracion propia.

En el cuadro N° 2 se observa el promedio de los animales del grupo control sin anacultivo a
los 5 y 10 dias, resultando P < 0.05, por lo tanto se rechaza la hipotesis nula al 95.0% de

confianza, lo cual indica que si hay diferencia significativa entre los dias evaluados.
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GRAFICO N° 2

NIVELES PROMEDIO DE IgG mg /DL EN CRIAS DE ALPACA SIN
ANACULTIVO (SA) ALOS 5 Y 10 DIAS DE NACIDAS
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Fuente: Elaboracion propia.

Los datos del cuadro N° 2 se pueden ver expresados en el grafico N° 2 donde se observa que
hay una disminucion de 268.611 IgG mg/DL a los 10 dias frente a los 5 dias de edad en las

crias de alpaca sin la administracion de anacultivo.
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CUADRO N° 3

NIVELES PROMEDIO DE IgG mg/DL EN CRIAS DE ALPACA CON
ANACULTIVO (CA) A BASE DE Clostridium perfringens Y SIN ANACULTIVO
(SA) A LOS 5 DIAS DE NACIDAS

5 dias 5 dias
con anacultivo | sin anacultivo
Numero de muestra 10 10
Promedio (IgGmg/DL) 812.17 720.72
Diferencia de medias (IgGmg/DL) 91.45
Nivel de Significancia P>0.05

Fuente: Elaboracion propia.

En el cuadro N° 3 se observa el promedio de los grupos de los animales que fueron tratados
con anacultivo y sin anacultivo a los 5 dias de nacidas, resultando P > 0.05, por lo tanto se

acepta la hipotesis nula, lo cual indica que no hay diferencia significativa entre grupos.
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GRAFICON° 3

NIVELES PROMEDIO DE IgG mg/DL EN CRIAS DE ALPACA CON
ANACULTIVO (CA) A BASE DE Clostridium perfringens Y SIN ANACULTIVO
(SA) A LOS 5 DIAS DE NACIDAS

900.00

812.17
800.00 -

720.72
700.00 -

600.00 -

2 500.00 -
Ity
T 400.00 -

300.00 -

200.00 -

100.00 -

0.00 -

CA 5 DIAS SA 5DIAS

Fuente: Elaboracion propia.

Los datos del cuadro N° 3 se pueden ver expresados en el grafico N° 3, donde se observa
que hay una diferencia de 91.45 IgG mg/DL entre el grupo de crias con anacultivo y sin

anacultivo a los 5 dias de nacidas.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE -~ CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

CUADRO N° 4

NIVELES PROMEDIO DE IgG mg/DL EN CRIAS DE ALPACA CON
ANACULTIVO (CA) A BASE DE Clostridium perfringens Y SIN ANACULTIVO
(SA) A LOS 10 DIAS DE NACIDAS.

10 dias 10 dias
Con anacultivo Sin anacultivo
NUmero de muestra 10 10
Promedio (IgGmg/DL) 1308.94 452.11
Diferencia de medias (IgGmg/DL) 856.83
Nivel de Significancia P<0.05

Fuente: Elaboracion propia.

En el cuadro N° 4 se observa el promedio de los grupos de las crias que fueron tratadas con
anacultivo y sin anacultivo a los 10 dias de nacidas, resultando P < 0.05, por lo tanto se
rechaza la hip6tesis nula con un 95% de confianza, lo cual indica que existe diferencia

significativa entre grupos.
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GRAFICO N° 4

NIVELES PROMEDIO DE IgG mg/DL EN CRIAS DE ALPACA CON
ANACULTIVO (CA) A BASE DE Clostridium perfringens Y SIN ANACULTIVO
(SA) A LOS 10 DIAS DE NACIDAS.
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Fuente: Elaboracion propia.

Los datos del cuadro N° 4 se pueden ver expresados en el grafico N° 4, en el cual se observa
que hay una disminucion de 856.83 1IgG mg/DL en el grupo de crias sin anacultivo frente al

grupo de crias con anacultivo a los 10 dias de nacidas.
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CUADRO N°5

NIVELES PROMEDIO DE IgG mg/DL EN CRIAS DE ALPACA DE LA
DIFERENCIA DE MEDIAS DE GRUPO CON ANACULTIVO (CA) A BASE DE
Clostridium perfringens Y GRUPO SIN ANACULTIVO (SA).

Con Sin
anacultivo | anacultivo
Numero de muestra 10 10
Promedio (IgGmg/DL) 496.78 268.61
Diferencia de medias (IgGmg/DL) 228.17
Nivel de Significancia P<0.05

Fuente: Elaboracion propia.

En el cuadro N° 5 se observa los promedios de la diferencias de medias del grupo con
anacultivo y sin anaultivo, siendo P < 0.05, rechazando la hipétesis nula con un 95.0% de

confianza, lo cual indica que si hay diferencia significativa entre grupos.
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GRAFICO N°5

NIVELES PROMEDIO DE IgG mg/DL EN CRIAS DE ALPACA DE LA
DIFERENCIA DE MEDIAS DE GRUPO CON ANACULTIVO (CA) A BASE DE
Clostridium perfringens Y GRUPO SIN ANACULTIVO (SA).
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Fuente: Elaboracion propia.

Los datos del cuadro N° 5 se pueden ver expresados en el grafico N° 5, donde se observa
que hay una disminucion de 228.17 IgG mg/dl del grupo de crias sin anacultivo respecto al

grupo de crias con anacultivo.
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DISCUSION

La placentacion epiteliocorial de los camélidos evita el pasaje de las inmunoglobulinas al
feto como sucede en los demas rumiantes (Weaver et al., 2000), por ende las crias de alpacas
y llamas, nacen hipogammaglobulinémicas, esto quiere decir que la cria tiene que consumir
una adecuado nivel de calostro y todas las inmunoglobulinas de la leche de la madre;
Ademas, algunos estudios han determinado que las principales inmunoglobulinas en el
calostro de los camélidos son las 1gG (Weaver et al., 2000) y que sus concentraciones en el
calostro son mas altas en los bovinos y caballos (Kamber et al., 2001).

El anacultivo elaborado a base de Clostridium perfringens incrementa los niveles de 1gG
después de su aplicacion mostrdndonos que hay una influencia positiva entre el anacultivo
y los niveles normales de IgG a los 10 dias de edad de la cria, Linares et al 2009 analizo el
efecto del plasma sanguineo de alpacas adultas en crias de alpacas a los dos dias de nacidas,
siendo administrado por via oral, sus resultados muestran niveles de 2670.74 mg/DL;
comparando ese valor a los dos dias de nacida con los 1308.94 mg/dl a los 10 dias de edad
en crias a las que se le administro el anacultivo a base de Clostridium perfringens,

observamos una influencia positiva por parte del anacultivo.

Mientras la cria va ingiriendo el calostro, sus concentraciones de IgG aumentan
rapidamente, Quispe et al 2009 nombra que a los 15 dias de edad de una cria de alpaca tiene
un valor medio de 1483.118 IgG/DL y en este trabajo se obtuvo una media de 452.11 mg/DL
en crias a los 10 dias de edad y sin la administracion del anacultivo, como nombra Quispe
et al 2009 las crias empiezan a producir sus propias IgG a partir de los 75 dias de edad, por
lo tanto, siguen con la reserva de IgG calostral que le dio la madre en los primeros dias, los
valores comparados con este trabajo, pueden variar debido al diferente manejo de las crias
y pudo a ver una Falla de Transferencia Pasiva (FTP) en ciertos animales. También el hecho
de que pueda a ver madres primerizas podria significar que algunas crias no hayan recibido
los cuidados respectivos por la madre y un mayor porcentaje de FTP segun Riquelme et al
2017.

En los resultados de esta tesis, podemos observar que a crias que se les administro el
anacultivo, tienen una diferencia de medias de 1308.94 mg/dl a los diez dias de edad vy el
grupo al que no se le administro anacultivo una diferencia de medias de 452.11 mg/dl a los

diez dias de edad, lo cual muestra una amplia diferencia en las concentraciones a los diez
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dias de edad entre las crias que se les administro el anacultivo y las crias que no se les

administro el anacultivo.

Pachari et al., 2008, analizo los valores de Concentracion de 1gG (mg/dl) en calostro de
alpacas madres después del parto, encontrando valores con media de 3 770 + 246,6 1gG
mg/dl en 30 alpacas madres lo cual indica que los resultados obtenidos para el presente
estudio demuestran que hay una clara influencia entre la concentracion de 1gG en calostro y
suero de las crias de alpacas. Para la determinacion del tiempo de absorcion, evalud los
valores de concentracion de IgG en crias, con respecto al tiempo de retraso en la
alimentacién con calostro a las 2, 4, 6, 8, 10, 24 horas, se registrd los niveles ajustados de
absorcion de 1gG en suero de crias de 2760,35 1gG mg/DL; 2190,55 IgG mg/DL; 2804,35
IgG mg/DL; 2702,27 1gG mg/DL; 2681,55 IgG mg/DL; 1583,75 IgG mg/DL, para cada
tiempo antes mencionado, no habiendo encontrado diferencias estadisticas significativas
(P<0,05) lo que indica que la absorcidn continta hasta las 24 horas con una tendencia a
mayor concentracion de 1gG en suero de crias a las 6 horas. Estos resultados indican que
mientras van pasando las horas, las crias de alpaca, van perdiendo sus niveles de IgG ya que

alin no son capaces de generar sus propios anticuerpos.

En nuestro trabajo, observamos que en el grupo testigo, hay una disminucion de 268.611
mg/dl a los diez dias frente a 5 dias de edad en las crias de alpaca sin la administracion de
anacultivo, lo cual nos podria llevar a entender que es muy recomendable inmunizar a las
crias de alpaca desde sus primeros dias de edad, ayudando a prevenir enfermedades
infeccionas, especialmente la enterotoxemia, ya que el anacultivo, esta hecho a partir de una
cepa de Clostridium perfringens, lo cual induce a la produccidon de IgG en las crias de alpaca.

Observando la diferencia de medias de los dos grupos de animales que usamos en el trabajo,
se puede apreciar que en el grupo de los animales a los cuales se les administro el anacultivo,
vemos que hay una diferencia de medias entre las concentraciones de las 10 crias con una
concentracion de 496.777 mg/dl, mientras tanto, en el grupo de los animales testigo, a los
cuales no se les administro el anacultivo, observamos una diferencia de medias de 268.61

IgG/DL, mostrando una clara diferencia entre estos dos grupos.
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CONCLUSIONES

e Se determind que el uso de anacultivo a base de cepas de Clostridium perfringens
provenientes de casos de enterotoxemia tiene influencia positiva sobre la produccion de
IgG.

e Lascrias de alpacas que son inoculadas con anacultivo a los 5 dias de edad, incrementan

sus niveles de IgG a los 10 dias de edad.

e Determinamos en este trabajo que el grupo tratado con el anacultivo tiene un nimero

mayor de 1gG mg/DL frente al grupo no tratado.
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RECOMENDACIONES

1. Considerar el uso del anacultivo como una opcidn para proteger a las crias de alpaca

contra enterotoxemia.

2. Realizar mayores estudios sobre la inmunidad en crias de alpaca, con relacién madre

cria.

3. Evaluar la administracion de anacultivo con dosis mayores y correlacionar los niveles

de IgG con los porcentajes de mortalidad durante la paricion.

4. Determinar el efecto del uso del anacultivo para el control de enfermedades pulmonares
en crias de alpaca
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Anexos 1

Cuadro de observacion a registrar

Cuadro 1. Niveles de concentracion de IgG (mg/dl) en suero de crias con y sin anacultivo

a los 5y 10 dias después de nacidas.

Concentracion de IgG T: Concentracion 1gG (testigo) To
o o . . Discrepancia
N® cria 5 Dias 10 Dias Dl_screpanma de 5 Dias 10 Dias | de nivSIes de
niveles de 1gG 19G
1 403.50 454.06 -50.56 354.06 305.72 48.33
2 354.06 403.50 -49.44 612.39 354.06 258.33
3 667.39 505.72 161.67 612.39 354.06 258.33
4 354.06 454.06 -100.00 354.06 258.50 95.56
5 354.06 667.39 -313.33 898.50 354.06 544.44
6 959.06 | 2834.06 -1875.00 403.50 354.06 49.44
7 354.06 667.39 -313.33 612.39 558.50 53.89
8 354.06 612.39 -258.33 1414.06 | 1147.39 266.67
9 2320.7
2 3292.39 -971.67 667.39 167.39 500.00
10 2000.7
2 3198.50 -1197.78 1278.50 | 667.39 611.11
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Anexo 2

Medidas en mm de los halos de los pocillos de inmunodifusion radial

Muestra | ESPACIO EN EL DISCO | 5 dias (mm) | 10 dias (mm) | CONDICION
1 A4 3.79 3.84 Con Anacultivo
2 A5 3.1 3.65 Con Anacultivo
3 A6 4.35 3.92 Con Anacultivo
4 A7 3.7 3.87 Con Anacultivo
5 A8 3.47 4.19 Con Anacultivo
6 B1 4.81 7.25 Con Anacultivo
7 B2 3.07 4.07 Con Anacultivo
8 B3 3.57 4.23 Con Anacultivo
9 B4 6.66 7.75 Con Anacultivo
10 B5 7.74 5.72 Con Anacultivo
11 B6 3.5 4.08 Sin Anacultivo
12 B7 3.65 4.25 Sin Anacultivo
13 B8 4.18 4.25 Sin Anacultivo
14 Cl 3.01 3.56 Sin Anacultivo
15 C2 3.74 4.66 Sin Anacultivo
16 C3 3.76 34 Sin Anacultivo
17 C4 4.15 4.05 Sin Anacultivo
18 C5 5.48 5.06 Sin Anacultivo
19 C6 4.27 6.09 Sin Anacultivo
20 C7 8.49 6.29 Sin Anacultivo
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ANEXO 3

Tabla de valores de referencia para la determinacion cuantitativa de placas de

inmunodifusion radial de punto final
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REPOSITORIO DE

ANEXO 4
SECUENCIA FOTOGRAFICA
PREPARACION ANACULTIVO

Figura 1: Pesaje del caldo tioglicolato

Figura 2: disolviendo el medio de cultivo del medio

de cultivo mediante calentamiento

Figura 3: reaccion de la bacteria en el medio

de cultivo (formacion de espuma)

RECONOCIMIENTO DEL CLORTRIDIUM
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Figura 4: Formacion de colonias de clostridium

perfringens en agar sangre

Figura 5: Formacion de colonias de clostridium

perfringens en agar yema de huevo

Figura 6: imagen microscopica dela bacteria de
Clostridium perfringens obtenida de los medios de

cultivo agar sangre y agar yema de huevo

FIGURA 7: Inoculacién del anacultivo
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MEDICION DE MUESTRA

Figura 8: disco de inmunodifusion radial con
las muetras de suero de las crias de alpaca

Figura 9: reaccion de las 1gG en el disco de

inmunodifusion radial a los 5 dias (grupo control).

Figura 10: reaccion de las 1gG en el disco de

inmunodifusion radial a los 10 dias (grupo control).
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