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Resumen

La mortalidad de crias de alpacas ocasiona pérdidas econdémicas en la crianza alpaquera; una manera de reducirla es
inmunizando madres y crias. El presente trabajo se realizé durante el periodo de paricién de enero a marzo del 2022, 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; con el objetivo de evaluar el efecto de un
anacultivo de Clostridium perfringens tipo A de crias de alpacas muertas por enterotoxemia inactivada con formalina, sobre
sobre la mortalidad de crias de alpacas, administrindose 2 mL del anacultivo via subcutinea a madres al 9no y 10mo mes
de gestacién y a las crias al 5to dia de nacido, comparando dos grupos de 150 de crias, tratadas y no tratadas, evaluando
el efecto del anacultivo sobre la mortalidad de crias. La mortalidad por enterotoxemia se analizé mediante chi-cuadrado.
Los resultados mostraron que existe asociacién significativa en la sobrevivencia de crias vacunadas con anacultivo de
Clostridium perfringens tipo A. Concluyendo que si existe un efecto de la disminucién de la mortalidad en crias de alpacas por
enterotoxemia mediante la aplicacién del anacultivo en crias de alpacas a los 5 dias de edad.

Palabras clave: Anacultivo, alpaca, cria, Clostridium perfringens, enterotoxemia, mortalidad.
Abstract

The mortality of alpaca babies causes economic losses in alpaca farming; One way to reduce it is by immunizing mothers
and offspring. This work was carried out during the calving period from January to March 2022, at the South American
Camelid Research Center (CICAS) La Raya, belonging to the National University of San Antonio Abad of Cusco. in the
Microbiology and Parasitology laboratory of the IVITA Marangani, of the Faculty of Veterinary Medicine of the Universidad
Nacional Mayor de San Marcos; with the objective of evaluating the effect of an anaculture of Clostridium perfringens type
A from alpaca babies killed by formalin inactivated enterotoxemia, on the mortality of alpaca babies, administering 2 mL
of the anaculture subcutaneously to mothers at the 9th and 10th month of gestation and the babies on the 5th day of birth,
comparing two groups of 150 babies, treated and untreated, evaluating the effect of anaculture on pup mortality. Mortality
due to enterotoxemia was analyzed using chi-square. The results showed that there is a significant association in the
survival of pups vaccinated with anaculture of Clostridium perfringens type A. Concluding that there is an effect of reducing
mortality in alpaca babies due to enterotoxemia through the application of anaculture in alpaca babies to the 5 days old.
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Introduccién

La enterotoxemia producida por toxinas de
C. perfringens tipo A se caracteriza por ser un
proceso agudo de curso rdpido 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 unbroteoepizootiadurantelaépoca
de paricion (Ramirez, 1991). La enfermedad frena
el progreso econémico de la produccién alpaquera
en el dmbito altoandino causando inconvenientes
para los trabajos de seleccién, reemplazos, retraso
del crecimiento poblacional e interfiriendo con
programas de mejoramiento genético (Ferndndez-
Baca, 2005; Pezo-Carreén, 2010).

La enterotoxemia, representa la principal causa
de pérdidas econdémicas para los criadores de
alpacas (Ameghino Cabrejos, 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 C. perfringens tipo A,
que provocan danos irreversibles en el endotelio
vascular y el sistema nervioso. Por lo general, estas
manifestaciones clinicas progresan riapidamente
y culminan con la muerte stbita 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 antibiéticos y laxantes muestran
resultados de relativo éxito y variables (Pezo-
Carreén et al., 1999).

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 O h posparto- la concentraciéon de IgG no es
dosable, alcanzando valores maximos entre las 18
y 24 h no encontrando en este periodo diferencias
con la concentracién 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 concentracién sérica

tanto en madres como en crias, no existiendo
asociacién 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 proteccién inmunolédgica de la
cria durante las primeras semanas depende de
la ingestién 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).

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
téxico (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; si las crias estin vacunadas
la mortalidad se reduce significativamente;
sin embargo, la aparente proteccién contra
enfermedades obtenida al vacunar a las crias
puede deberse a la presencia de anticuerpos
maternos residuales de madres vacunadas el afo
anterior o de exposicién 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).
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Existe registros del uso de productos biolégicos
comerciales para prevenir la enterotoxemia en
alpacas en el pais (Ameghino Cabrejos, 1991),
aunque algunas experiencias preliminares sugieren
que la aplicacién de una vacuna anticlostridial
puede reducir las tasas de mortalidad neonatal
(Moro y Guerrero, 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 difusién
de estos resultados ayudarin a superar las
limitaciones por las altas tasas de mortalidad por
enterotoxemia en crias de alpacas que enfrenta el
sector alpaquero en el Peru.

Las vacunas recombinantes ofrecen varias
ventajas sobre los anacultivos convencionales,
especialmente en términos del proceso de
produccién. (Ferreira et al., 2016). Sin embargo,
para los animales de granja, no tienen estas
opciones; por lo tanto, se deben emplear medidas
profildcticas para combatir las infecciones por
Clostridium perfringens (Pezo-Carredn et al., 2018).
La vacunacién frente a Clostridium perfringens
tipo A y 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).

Aplicar un programa de vacunacién utilizando
un anacultivo a base de Clostridium perfringens
tipo A obtenido de casos de crias muertas por
enterotoxemia con coberturas superiores al 90%
ayudard a reducir los brotes de enfermedades
endémica en crias de alpacas (Pezo-Carreén et al.,
2018). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de un anacultivo de Clostridium
perfringens tipo A sobre la mortalidad por
enterotoxemia en crias de alpacas.

Métodos

Ambito o lugar de estudio: El estudio se realizé
en el Centro de Investigacién 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
sury71° 04’ 55,21” de longitud oeste, en una altitud
que oscila entre 4,100 y 5,000 metros.

Periodo de estudio: Durante la campana de paricién
de enero a marzo del 2022, se utilizaron al azar
300 madres alpacas huacayas y sus respectivas
crias del rebafno del CICAS La Raya - UNSAAC.

Material: Se seleccionaron 300 alpacas prenadas
del ultimo tercio de gestacién las que fueron
divididas en 2 grupos de 150 alpacas en forma
aleatoria un primer grupo A (Experimental) de
madres vacunadas y otro no vacunadas grupo B
(Control); al 9no y 10mo mes de prefiez del grupo
experimental se le administré 2 mL de anacultivo
de cepas de Clostridium perfringens tipo A por via
subcutédnea 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 a los 5 dias de edad por via subcutinea y
a las crias del grupo control no se les administro
ningun anacultivo; las alpacas madres y crias del
grupo experimental y control estuvieron bajo las
mismas condiciones de manejo de la majada de
paricién del rebafio del CICAS La Raya UNSAAC.

Obtencion del anacultivo de
Clostridium perfringens tipo A

cepas de

Las muestras utilizadas para aislar C. 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 (Bérax), y
transportadasallaboratorio parasuprocesamiento.
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
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de soya suplementado con 5% de sangre ovina
desfibrinada estéril) y se incubaron en condiciones
anaerdbicas a 45°C durante 48 horas (Pérez et al.,,
2012). Estas colonias se sembraron en agar yema
de huevo para realizar la reaccién de lecitinasa,
prueba especifica que sirvié 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 concentracién 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 A. et al., 2012). La
morfologia del Clostridium perfringens se realizé
mediante observacién microscépica y tinciéon de
Gram (Collins et al., 2004)

Variables y Prueba estadistica

La wvariable independiente fue la dosis del
anacultivo y la dependiente la mortalidad de
crias; determinando el porcentaje de mortalidad
por enterotoxemia en ambos grupos, el cual fue
evaluado mediante Ji cuadrado. Se utilizo paquete
estadistico STATGRAPHICS Centurién XVI.

Resultados y Discusion

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 Ji 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 hipdtesis nula y afirmar que existe
una asociacién estadisticamente significativa
entre la sobrevivencia de las crias de alpacas
y la aplicacién del anacultivo de Clostridium
perfringens (tabla 1)

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 unamortalidadde 24.66%. Evaluando
los resultados obtenidos en 150 crias de alpacas
con el anacultivo a base de Clostridium perfringens,

Tabla 1
Numero de Crias que sobrevivieron y no sobrevivieron
en el grupo experimental y control

SOBREVIVIO

Vacuna SI NO  TOTAL
Tratadas 146 4 150
Grupo control 113 37 150
Total 259 41 300

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 paricién
se obtuvo una mortalidad de 2.6% y 24.66% de
mortalidad para crias de alpacas vacunadas y no
vacunadas respectivamente. Yaya L. y Rosadio A.,
(2005), ensayaron tres programas de vacunacion
anticlostridial empleando un anacultivo, durante
los anos 2001, 2002, y 2002; se administr6 en el
primer afio a todas las madres gestantes dos dosis
de la vacunay a todas las crias una dosis; a todas las
crias en el segundo afno se vacuné con una dosis,
y en el tercer afio a todas las madres gestantes
se vacund con una dosis; tomando como grupo
control la campana de paricién del ano 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 paricién
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
pequefios 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 tomd en cuenta solo la
mortalidad de crias por enterotoxemia durante la
campaiia de paricién y el porcentaje de mortalidad
en las crias vacunadas con anacultivo a base de
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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 &
Malaga, 2018). Prehn et al., (1999) elaboré una
autovacuna de los tipos A y B de la bacteria para
la prevencién de enterotoxemia en alpacas con un
plan de vacunacién de cada 4 meses en planteles
de alto riesgo y cada 6 meses en zonas libres de
brotes de enterotoxemia, siendo la prevencién de la
enterotoxemia exitosa en mas de 6000 ejemplares.
Ambos trabajos muestran buenos resultados de
efectividad respecto a la mortalidad en nuestro
estudio ademds del porcentaje de mortalidad
mostramos los niveles de anticuerpos que ha
generado la vacunacién 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 C.
perfringens ultrafiltrada adsorbida en una sal de
aluminio, via subcutinea 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 C. perfringens y la respuesta
inmunitaria observaron que fue de duracioén corta,
indicando que la vacuna deberia administrarse
con frecuencia o estratégicamente.

Las medidas generales de prevenciéon deben
incluir la provisién de anticuerpos maternos a los
neonatos a través del calostro. Las condiciones de
higiene sobrepoblacién y rotaciéon de las dreas de
paricion deben ser controladas (Pezo-Carreén et
al,, 2014). La actividad protectora de la inmunidad
contra la toxina @ juega un papel contra la
enfermedad. Esta inmunidad estd 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-Carreén et al., 2018). Se observa
en la practica que no se presenta por varios afos
la enfermedad, haciendo su aparicién en forma
ciclica, esta observacién estaria manifestando

deficiencia de la inmunoproteccién, 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 vacunacién con anacultivo de
Clostridium perfringens tipo A en la reduccién 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 asociacién 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 otras producen tasas de proteccién
mas bajas, una vacuna puede inducir una respuesta
inmunoprotectora mas débil si el animal tiene un
sistema inmunolégico débil.

Vacunas contra la enterotoxemia requieren la
administracién de dos dosis, se ha recomendado
utilizar una dosis de refuerzo de enterotoxemia
entre 4 y 6 semanas después de la primera
vacunacién (De la Rosa et al., 1997; Uzal & Kelly,
1998; Miyashiro et al., 2007) ademds concluyeron
que la primera vacunacién contra la enterotoxemia
seguida de una dosis de refuerzo después de 40
dias provoca niveles de anticuerpos satisfactorios.
Veschi et al., (2012) aplicé 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 vacunacién. 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.
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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, observindose 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.

En otro estudio la vacunacién contra la
enterotoxemia tuvo un efecto significativo (P
< 0,01) en la reduccién de los aislamientos de C.
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 preparaciéon del anacultivo y aplicacién y
los resultados son similares en la reduccién 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 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 probéd que existe una
variacién 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 vacunacién contra C.
perfringens tipo A productora de toxina mediante
este anacultivo demostré que es un preventivo
eficaz contra la enterotoxemia en crias de alpacas
y propone una nueva estrategia para mejorar la

inmunizacién porque ha demostrado su eficacia
contra enterotoxemia en crias de alpacas. Este es
el primer estudio realizado en Pert que evalda la
respuesta inmune de alpacas madres-crias después
de un esquema de vacunacién contra clostridiosis.

Conclusiones

Existe una asociacién 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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