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RESUMEN
El presente estudio se realiz6 en el CIP- Chuquibambilla ubicada en el distrito de
Umachiri de la Provincia de Melgar, a una altitud de 3974msnm, entre los meses
diciembre - marzo del afio 2016. Los objetivos fueron describir mediante
ultrasonografia las caracteristicas del utero, determinar el porcentaje de
polimorfonucleares en Utero, identificar especies bacterianas residentes del Utero
en alpacas tuis de dos afios. Las caracteristicas de la mucosa cervical, cuernos
uterinos que fueron evaluados por ultrasonografia, el espesor de la mucosa
cervical en alpacas tuis fue 4.2 + 1.1 mm, EIl espesor del endometrio de los
cuernos uterinos del lado derecho de alpacas tuis fue de 4,2 + 1,1 mm y el de los
cuernos uterinos del lado izquierdo en alpacas tuis fue de 4,6 + 1.2 mm, a la
colocacion Wright se determiné que las 10 alpacas tuis hembras no presentaron
recuentos de polimorfonucleares (neutrdfilos); esto indica una citologia normal.
El crecimiento bacteriano en alpacas tuis el 30% pertenece a la especie Bacillus
lechiniformis, seguido de Enterobacter spp y Staphylococcus saprophyticus 20%,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus 10%. En conclusion el
grosor de la mucosa cervical y el endometrio de los cuernos uterinos se
consideran normales, considerando la edad y tamafio del animal; no se
determind la presencia de polimorfonucleares ni presencia de bacterias

patégenas oportunista y no oportunista.

Palabras claves: alpacas, ecografia, microbiota, neutrofilos y lavado uterino.
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ABSTRACT
The present study was carried out in the CIP-Chuquibambilla located in the
district of Umachiri of the Province of Melgar, at an altitude of 3974 msnm,
between December and March of 2016. The objectives were to describe the
characteristics of the uterus by means of ultrasound, to determine the percentage
of polymorphonuclear cells in the uterus, to identify resident bacterial species of
the uterus in two year old alpacas. The characteristics of the cervical mucosa,
uterine horns that were evaluated by ultrasonography, the thickness of the
cervical mucosa in alpacas tuis was 4.2 £ 1.1 mm, The uterine horn endometrium
thickness of the right side of alpacas tuis was 4.2 = 1.1 mm and that of the uterine
horns on the left side in alpacas tuis was 4.6 £ 1.2 mm, at the Wright placement
it was determined that the 10 female alpacas had no polymorphonuclear
(neutrophil) counts; this indicates a normal cytology. The bacterial growth in
alpacas tuis 30% belongs to the species Bacillus lechiniformis, followed by
Enterobacter spp, Staphylococcus saprophyticus 20%, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus 10%. In conclusion the thickness of the
cervical mucosa and the endometrium of the uterine horns are considered
normal, attributed to the age and size of the animal; the presence of
polymorphonuclear cells and the presence of opportunistic and non-opportunistic

pathogenic bacteria were not determined.

Key words: alpacas, ultrasound, microbiota, neutrophils and uterine lavage.
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l. INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos son de mayor importancia econémica en la
Regién de Puno, por ser el primer productor de alpacas a nivel nacional, con una
poblacién estimada de 2 millones de alpacas que representan el 59% de la
poblacion nacional y 44% de la poblacién mundial. Asimismo, el Peru es el primer
productor de alpacas en el mundo y representa el 80% de alpacas de la
poblacién mundial cuya actividad pecuaria se desarrolla en la zona alto andina
(Bustinza, 2001) los camélidos convierten con eficiencia la vegetacion nativa de
estos ambientes en carne y fibras de alta calidad, ademas sus pieles y cueros
tienen multiples usos Industriales y Artesanales. El estiércol es otro sub producto
valioso que se usa como combustible para la coccién de los alimentos y
fertilizante para los cultivos (Ifiguez y Alem, 1996), por lo que las alpacas
representan el principal recurso pecuario del poblador alto andino. El Peru tiene

mas de 3 685.516 cabezas de alpacas de la poblacion mundial (INEI, 2012).

La pobre eficiencia reproductiva ha sido descrita como un principal problema en
camélidos. Las alpacas tienen una fertilidad media anual del 50% vy las llamas
un promedio de 46% al nacer. La baja fertilidad en alpacas es probablemente
debido a la alta pérdida embrionaria (50 a 58%); antes de 30 dias de gestacion.
En el camello, la tasa reproductiva varia entre el 25% y el 80% dependiendo del
nivel de direccion y cuidados veterinarios proporcionado (Tibary and Anouassi,
2001). Uno de estos problemas en camélidos sudamericanos es, el bajo indice
de fertilidad de los rebafios; siendo la tasa media de natalidad de alrededor de
45 a 60% de eficiencia reproductiva, que en las alpacas se traduce en que solo

alrededor del 50 % de las hembras en edad reproductiva dan crias al afio
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(Palomino, 2012). Los bajos indices de natalidad en alpacas oscilan entre 55 -

60 % (Pacheco et al., 2009).

En camélidos sudamericanos los estudios sobre biotecnologia reproductiva son
limitados; por lo que en, el presente trabajo de investigacién se ha realizado la
evaluacion ecografica del Gtero en alpacas tuis de la raza suri del CIP
Chuguibambilla y esto nos permitié identificar las caracteristicas normales, como
también se determiné el porcentaje de polimorfonucleares en un lavado uterino
que se relaciona con la secrecion fisiologica e identificar la flora bacteriana
residentes en los cuernos uterinos, siendo de vital importancia, conocer la
fisiologia del utero en los aspectos ya antes mencionados, con los siguientes
objetivos: Describir mediante ultrasonografia las caracteristicas del Utero de
alpacas tuis de dos afios, determinar el porcentaje de polimorfonucleares en

Utero e identificar especies bacterianas residentes del Gtero.
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Il REVISION DE LITERATURA

2.1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL UTERO DE LA HEMBRA

2.1.1. ANATOMIA DEL UTERO

El aparato genital de las alpacas estd suspendido de las paredes
abdominales y pélvicas por amplios ligamentos (Fowler, 1989). El
Utero de la alpaca es bicorne; es decir, con forma de Y, presentando
dos cuernos uterinos con una longitud media de 7,5 cm y un cuerpo
muy corto. El cuerno uterino izquierdo es mas grande que el derecho
desde la etapa fetal y prepuberal (Tibary and Anouassi, 1997) y esta
diferencia se acentla en las hembras multiparas como consecuencia
de que el 98% de las gestaciones tienen lugar en el cuerno izquierdo
(Fernandez et al., 1973). La mucosa uterina esta formada por un
epitelio cilindrico y la submucosa por un tejido fibroso denso que

contiene pequefas glandulas uterinas (Fowler, 1989).

2.1.1.1. HISTOLOGIA

El cuerno uterino histologicamente, posee tres capas; una capa
serosa externa o0 perimetrio, una capa muscular o miometrio
(dispuestas longitudinal externa y circular interna) y una mucosa o
endometrio, organizado  macroscopicamente en  pliegues
endometriales. El endometrio estd constituido por dos capas, el
epitelio luminal y la lamina propia, el primero formado por células
cuboidales asentadas en una membrana basal, el segundo posee dos

estratos, compacto y esponjoso (Kenney, 1978).
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El endometrio es un epitelio columnar simple, parcialmente ciliado y
una lamina propia que contiene glandulas tubulares simples,
rodeadas de epitelio columnar. Estas glandulas se abren de manera
directa a la cavidad uterina y forman la segunda barrera y reservorio
de los espermatozoides durante su transporte. El miometro esta
compuesto por un musculo liso. Aunque no son facilmente
discernibles, consta de dos capas: una interna circular y una externa
longitudinal. Entre ellas es posible reconocer una capa vascular

(Galina, 2008).

2.1.1.2. FUNCION DEL UTERO

El Gtero realiza varias funciones. El endometrio y sus liquidos tienen

participaciones importantes en el proceso reproductivo como:

a) Transporte de espermatozoides desde el sitio de eyaculacion
hasta el de la fecundacion en el oviducto.
b) Regulacién del funcionamiento del cuerpo amarillo.

c) Inicio de la implantacion, la prefiez y el parto (Hafez, 2000).
2.1.1.3. CERVIX

El cérvix de la alpaca esta formado de tres a cuatro pliegues anulares
del miometrio, tapizado por la tinica mucosa de superficie finamente
plegada. El canal cervical es sinuoso y oblicuo de aproximadamente
2 cm. de longitud. El orificio uterino interno se orienta ligeramente
hacia la base del cuerno uterino externo que conserva las

caracteristicas de la tunica mucosa del canal cervical y se habré
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generalmente de manera excéntrica en el angulo dorsal derecho de la

corta proyeccion de la porcién vaginal (Soto et al., 1986).

El cuello uterino de la alpacaesde 2 a5 cmdelargoy 2 a4 cm de
didmetro y se ha descrito de dos maneras. Una descripcion indica que
dos o tres anillos cervicales estan presentes. Sin embargo, también
se ha descrito como un solo pliegue espiral con dos o tres vueltas,

dando la apariencia de ser dos o tres anillos (Aba, 2014).

El cérvix es similar al de la vaca, contiene 2 6 3 pliegues anulares
(Sato y Montoya 1990; Smith et al., 1994) y su longitud oscila entre
los 2 y 5 cm. El grado de apertura o cierre esta sometido a regulacion
endocrina, de manera que su luz se dilata durante el celo para facilitar
la cépula; mientras que se estrecha durante la gestacién para evitar
la contaminacion del Utero mientras se completa el desarrollo

embrionario o fetal (Sato y Montoya, 1990).
2.1.1.4. HISTOLOGIA

La cérvix es un 6rgano de paredes gruesas, que establece la conexion
entre la Vagina y el Gtero. Estd compuesto de tejido conectivo denso

y musculos (DeJarnette, M.).
2.1.1.5. FUNCION

El interior de la cérvix contiene tres o cuatro anillos, a veces llamados
pliegues; Este disefio le facilita a la cérvix ejercer su funcion principal,
gue es la de proteger el utero del medio ambiente exterior. La cérvix
se abre hacia adelante al cuerpo uterino; Como de una pulgada de

largo, el cuerpo uterino sirve de conexion entre los dos cuernos

15
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uterinos y la cérvix. El cuerpo uterino es el sitio donde se debe

depositar el semen durante la Inseminacion artificial (DeJarnette, M.).

2.2. ECOGRAFIA REPRODUCTIVA

2.2.1. Técnica

Segun Sanchez, (2010) En la ecografia se puede identificar el Utero
como una estructura lineal bien definida con un lumen anecogenico
0 hipoecogénico. Mediante el ultrasonido es posible determinar
desordenes uterinos; especialmente aquellos en los que ocurre
acumulacion de contenido como por ejemplo piometra, mucometra e
hidrometra. En especies de compafia es relativamente comun el
diagnostico de patologias uterinas. En ultrasonografia el Gtero y la
cérvix aparecen heterogéneos, porque en un incremento en el fluido
celular durante la dominancia folicular; mientras tanto los pliegues
cervicales se vuelven mas ecos genicos y prominentes durante la
dominancia luteal, en general los cuernos uterinos son relativamente
rectas y el tono maximo es durante la fase estrogénica; mientras que
el tono minimo es durante la fase dominante de progesterona (Brooks

et al., 2004).

2.2.2. ECOGRAFIA EN ALPACAS

Las llamas y alpacas generalmente suelen ser dociles en un examen
ecogréfico, otros manejos y procedimientos. El examen del aparato
reproductivo puede hacerse trans rectal o trans abdominal, pero el
enfoque es preferible trans rectal .La sonda se puede introducir en el

recto con una mano enguantada, como en palpacion trans rectal; en

16
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la mayoria de alpacas adultas, sobre todo si son multiparas. Sin
embargo, en hembras jévenes o pequefios el espacio pélvico puede
ser demasiado angosto para la colocacion de la mano del
examinador, por eso el uso de la extension de una sonda rigida es
muy eficaz (Por ejm. tubo PBC ~2,0 a 2,5 cm didmetro y 40 cm de
longitud). Antes de introducir la sonda en el recto, esta debe de ser

lubricada utilizando el gel ecografico (Parraguez et al., 2010).

2.2.3. ECOGRAFIA DEL CUELLO UTERINO O CERVIX

El cuello del Utero de la alpaca se identifica simplemente dorsal o
ligeramente lateral a la vejiga urinaria por sus anillos caracteristicos.
Los anillos del cuello uterino son en espiral, hacia adentro y presenta
un canal mas o menos evidente de cuello uterino cuando esta abierto.
El cuello del dtero se vuelve dura y sus anillos mas ecogénicos
durante la fase lutea y especialmente durante la prefiez (Cebra et al.,

2014).

2.2.4. ECOGRAFIA DEL UTERO

El dtero se identifica moviendo el transductor cranealmente mas alla
del cuello del utero. Es reconocido por un cambio brusco de eco
textura. El utero debe ser evaluado por su presencia, tamafio
(diametro) y eco textura la ecotextura. Durante la fase folicular de la
actividad ovarica, especialmente en la presencia de un foliculo
maduro; la ecotextura del Utero normalmente es heterogénea, debido
al edema y grandes pliegues endometriales. Anormalidades uterinas

pueden ser de dos tipos:
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1: Anormal eco textura uterina (endometritis, metritis, neoplasia).

2: El contenido uterino anormal (piometra, momificacion, aceracion,
muerte embrionaria). Evaluacion de la pared uterina puede ser
facilitada por la ecografia. La acumulacion de fluido dentro del lumen
uterino puede ser causada por endometritis o por una pobre involucién
otras anomalias observado a nivel de Utero incluyen quistes uterinos,
las areas de ecogenicidad aumentado en los casos de mucometra o

piometra (Cebra et al., 2014).

Ferradas et al., (2015) quien en un estudio en alpacas comprob6 que
la medida de la altura del epitelio endometrial y el grosor de la capa
muscular, asi como los valores de la medida promedio y nimero de
vasos sanguineos fueron mayores en el cuerno izquierdo que en el
derecho; esto implica que, en etapas futuras con la mayor actividad
del tracto genital favorecen en forma significativa al lado izquierdo. En
alpacas y llamas el cuerno uterino izquierdo es mas grande que el
derecho (Bravo, 2002), la diferencia es atribuida al hecho de que el
95% al 98.4% de las prefieces ocurren en el cuerno izquierdo (Fowler,

1998 y Mendoza, 2012).

Mendoza et al., (2011) comprobaron que el modelo de irrigacion
uterina favorece al cuerno uterino izquierdo, dado que este recibe
mayor aporte sanguineo a partir de una rama comunicada que esta

originada en la arteria uterina derecha.
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2.3. NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES (PMN)

El examen de una tincion sanguinea revela que hay varios tipos de
leucocitos diferentes. Algunos leucocitos tienen un citoplasma lleno
de granulos, denominandose granulocitos, los granulocitos tienen un
nucleo caracteristico lobulado irregular y se designa a las células
mononucleares tales como  macrofagos. Los granulocitos se
clasifican en tres poblaciones en funcién de las propiedades tintoriales
de sus granulos. Las células cuyos granulos captan colorantes
basicos, como la hematoxilina, se denominan basodfilos; aquellas
cuyos granulos captan colorantes acidos, como la eosina, se llaman
eosinofilos y aquellas que no captan colorantes basicos ni acidos
(neutrdfilos). El leucocito sanguineo mas importante es el granulocito
polimorfonuclear neutréfilo, que en general recibe la denominacion de

neutrofilo (Tizard, 2009).

Los neutrdfilos son las primeras células inflamatorias que llegan a un
sitio inflamatorio y juegan un importante rol en la defensa uterina. La
introduccién de espermatozoides, bacterias o endotoxinas dentro del
atero inducen una inmediata afluencia de neutréfilos dentro de 2 h,
con un nimero maximo en el lumen uterino 6 a 8 horas después del
estimulo inicial. Después de una disminucion transitoria de 12 h en el
namero de neutrofilos, una segunda afluencia es notada 24 h después
de la estimulacibn que es debida probablemente al prolongado
reclutamiento después de la acumulaciébn de quimiotacticos

(Williamson et al., 1987; Katila 1996; Leblanc y Causey 2009).
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Para Tizard (2009), Los neutrofilos constituyen entre el 60 y 75% de
los leucocitos sanguineos en la mayor parte de los carnivoros, pero

solo el 50% en el caballo y 20 a 30% en rumiantes como vaca y oveja.

La respuesta inflamatoria mediada por PMN y/o MN, es uno de los
parametros de mayor importancia al evaluar el estado inmunolégico
del animal frente a una patologia uterina (Fernandez et al., 2006); sin
embargo, fisiologicamente también se pueden observar PMN en una
proporcion leve durante la fase del estro sin que esto implique un
proceso infeccioso, como se indico en un estudio realizado en Canada
en el que se demostro que obtener mas del 5% de PMN es indicativo
de una inflamacion endometrial y >10% de endometritis (Barlund et

al., 2008).

2.3.1. Examen Citolégico

Reiswig et al., (1993) afirmaron que el examen citoldgico para detectar
la presencia de neutréfilos en un frotis tefiido obtenido de la superficie
del endometrio es una herramienta facil para el rapido diagndstico de
inflamacion uterina. El hallazgo de leucocitos polimorfonucleares
(PMN) ubicados en el lumen uterino estrato compacto, estrato
esponjoso periglandular o perivascular en forma difusa formando
cumulos (microabcesos), generalmente es en respuesta a

contaminantes bacterianos (Kenney, 1978).

Riddle et al., (2007), categorizo en: citologia normal: células epiteliales
y 0 -2 neutrdfilos; inflamacion moderada: células epitelialesy 2 — 5

neutrofilos; inflamacion severa: células epiteliales y > 5 neutrdfilos.
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2.3.2. Citologia uterina

Tibary et al., (2006) en un estudio de causas de infeccion reproductiva
en camélidos indicaron que el grado de inflamacién se determiné
mediante la evaluacién de la cantidad y morfologia de los leucocitos

(PMN).

Segun Pardo (2010), en citologia uterina de yeguas fina sangre de
carrera, el 46.9% de las hembras presento citologia uterina normal,
8.2% inflamacion moderada y 44.9% inflamacién severa. ElI 73,5% (n
=36) de las yeguas presento neutrdéfilos en el frotis endometrial, pero
en algunos de estos casos los neutréfilos se presentaron en niamero

inferior al requerido para diagnosticarlos como proceso inflamatorio.

Sanchez et al., (2011) en su investigacion en vacas a partir de los 5
lavados translucidos sin sedimento (23.8%), no encontraron evidencia
de CEDU (células epiteliales de descamacion uterina); ni respuesta
inflamatoria mediada por PMN y/o MN, excepto en una muestra donde
solamente observaron ocasionales CEDUs (células epiteliales de
descamacion uterina); de los 16 lavados con apariencia anormal en 4
(25%) se observaron CEDUSs, en 3 (18.75%) PMN, en 4 (25%) CEDUs
y PMN y en las 5 restantes (31.25%) no observaron celularidad en
ninguna de las muestras evaluadas, se evidencio respuesta de tipo

mononuclear.

Hughes y Loy (1969), indican que en yeguas jovenes Yy fértiles la
inflamacién fue resuelta a las 96 horas, en cambio en hembras

multiparas y secas fueron incapaces de eliminar el in6culo bacteriano.
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Basados en estos descubrimientos las yeguas fueron clasificadas
como resistentes o susceptibles a la endometritis bacteriana, si ellas

son capaces de eliminar la infeccién en 96 h o no, respectivamente.
2.4. MICROBIOTA DEL UTERO

La microbiota normal del tracto urogenital bovino esta compuesta de
una dinamica mezcla de microorganismos aerobios, anaerobios
facultativos y anaerobios estrictos. Aun habiendo condiciones
similares dentro del organismo de cada individuo, existen otros
factores como la dieta, higiene, manejo y la funcién zootécnica que

determinan la naturaleza de la microbiota (Otero et al., 2000).

El tracto genital de las hembras posee microbiota en casi toda su
extension a excepcion del atero ya que alli por lo general no habitan
microorganismos, aunque esto puede variar de acuerdo con el estatus
inmunologico del animal y la etapa del ciclo estral en la que se
encuentre la hembra (Sanchez et al., 2011). Cada parte del tracto
reproductivo tiene un modo de defensa ante microorganismos que
puedan interferir en el mantenimiento de la homeostasis del todo,
existen defensas uterinas como las contracciones posteriores al parto,
la involucién uterina y la secrecion de hormonas como los estrégenos
gue favorece la respuesta inmunitaria, asi mismo el cérvix y sus
secreciones juegan un papel fundamental en el comportamiento
reproductivo de los mamiferos porque ademas de proteger del paso
de agentes patdégenos también juega un papel fundamental en la
deteccion del celo, la evaluacion del estado reproductivo y el

mantenimiento del ambiente estéril del Utero (Ata et al., 2010).
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Hay diferentes tipos de microorganismos dentro del organismo, hay
flora residente, transitoria u oportunista. Si existe alguna alteracion los
microorganismos transitorios pueden responder aprovechando la
situacioén; es decir, proliferar y producir una enfermedad (Fernandez

et al., 2006).

2.4.1. BACTERIAS AISLADAS

Aislados del atero y no asociados con endometritis bacterias no
reconocidas como patdgenos uterinos: Aerococcus viridans,
Clostridium butyricum, Clostridium perfringens, Corynebacterium spp,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus spp,
Providencia  rettgeri, Providencia  stuartii,  Proteus  spp,
Proprionobacterium granulosa, Staphylococcus spp (coagulasa-
negativos), Streptococcus a-hemoliticos, Streptococcus

acidominimus (Baron et al., 1995).
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Cuadro 1. Principales bacterias aisladas de secreciones cervicales de
vacunos hembra con antecedentes de infertilidad y de novillas cebu

virgenes Nno expuestas a toro.

GERMEN AISLADO

ANIMALES
PROBLEMA

NOVILLAS
VIRGENES

Echerichia coli

BGN 0+ (Acinotobacter
spp,Bburkholdelia spp)
Klebsiella spp
Pseudomonas spp
Cocos Gran positivos (Enterobacter
spp,S. aureus)

Sin aislamiento

BGN 0-
Campylobacter spp
Otros

TOTAL

55(19,6%)
49(17,4%)

46(16,4%)
44(15,6%)
30(10,7%)

11(3,9%)
9(3,2%)
5(1,8%)

32(11,4%)

281

24(22,2%)
15(13,9%)

35(32,4%)
4(3,7%)
5(4,7%)

25(23,1%)
0
0
0
108(100)

BGN 0 +: Bacilos Gran negativos oxidantes; BGN 0: Bacilos Gran
negativos no oxidantes

Fuente: Gonzélez (2007).

En las novillas virgenes no expuestas a toro se observo que en 25
(23,1%) no hubo aislamiento, las dos bacterias prevalentes fueron
Klebsiella spp y E. coli con un 32.4% y 22.2%, respectivamente
(cuadro 1). En el presente estudio se determind la microbiota normal
del cérvix de hembras virgenes y dichos resultados se tomaron como
referencia para establecer diferencias en la proporcion de la
frecuencia de aislamiento de dichos gérmenes en el cérvix de los
animales problema del presente estudio. De acuerdo con esta

diferencia se logré determinar cuales bacterias se encontraban como
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la microbiota normal (E. coli y Klebsiella spp) los cuales estaban
relacionadas con la produccion de infeccion (Pseudomonas spp,
Burkhordelia spp y bacilos Gram negativos Oxidantes) (Gonzélez,

2007).

Fernandez et al., (1984), investigaron en vacas clinicamente sanas la
distribucién y frecuencia de los gérmenes aislados a partir de

muestras uterinas y se muestran en el siguiente cuadro.

Cuadro 2. Frecuencia de bacterias aisladas de muestras de cérvix y

atero
Cérvix Utero

Microorganismos N % N %

Escherichia coli 29 28.1 17 23.1
E. coli B hemolitica 2 2.8 4 5.1
Proteus sp. 3 4.2 5 6.4
Pseudomonas aeroginosa 14 19.7 18 22.3
Staphylococcus albus 11 15.4 10 12.9
Streptococcus viridans 6 8.4 5 6.4
Micrococcus 2 4.2 4 5.1
Streptococcus sp - - 1 1.2
Bacillus sp. - - 3 3.8

Fuente: Fernandez et al. (1984).

Garcia et al. (1985), en un estudio semejante de la microbiota
bacteriana de secreciones cervicales y uterinas de vacas clinicamente
sanas reportaron la Escherichia coli y el Staphylococcus albus como

los gérmenes de mayor frecuencia.
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Cuadro 3. Frecuencia de aislamientos de especies bacterianas

aisladas a partir de lavados uterinos en alpacas hembras fértiles.

ESPECIES FRECUENCIA %
Bacillus lechiniformis 4 23.65
Bacillus cereus 3 17.65.
Bacilo &cido lactico 3 17.65
Citrobacter spp 2 11.76
Bacillus spp 1 5.88
Eschirichia coli 1 5.88
Micrococcus spp. 1 5.88
Staphylococcus saprophyticus 1 5.88
Staphylococcus epidermidis 1 5.88
TOTAL 17 100.00

Fuente: Condori (2016).

En el cuadro 3. Muestra que Bacillus lechiniformes se aislé en un
23.53%, un mayor porcentaje respecto a las demas bacterias, la
segunda especie bacteriana mas frecuentemente aislada fue
Bacillus cereus y Bacilo acido lactico con un 17.65% cada una, el
11.76% correspondio a Citrobacter spp., mientras que las demas
especies bacterianas son encontrados en un 5.88% en crecimiento
respectivamente habitantes normales en varias cavidades y érganos
del cuerpo, la Escherichia coli también se encontré presente, pero
en una escasa cantidad en el utero de hembras fértiles. Estos

resultados obtenidos se pueden atribuir a que las alpacas fértiles
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estan expuestas a adquirir diferentes especies bacterianas en la
etapa del post parto, que pueden o no causar una infeccién; el
presente estudio corrobora esta hipétesis, al aislar microorganismos
en utero de alpacas fértiles, donde predominaron microorganismos
gue no estan asociados a lesiones y por esta raz6n raramente

causan endometritis (Condori, 2016).

Cuadro 4. Porcentaje de aislamientos bacterianos pre copula en

Gtero de alpacas

Bacterias % IC Porcentaje de aislados bacterianos (%)
aisladas n Hembras Hembras no Total
primerizas primerias
Providencia % 24.14 15.13 16.57
sp. IC 12.22-42.11 0.10-0.21 11.86-22.67
n (7/29) (23/152) (30/181)
Shiguellasp. % 20.69 16.44 17.13
IC 9.0-38.0 11.0-23.0 12.32-23.28
n (6/29) (25/152) (31/181)
Escherichia % 31.03 23.02 24.31
coli IC 17.0-49.0 17.0-30.0 18.64-31.054
n (9/29) (35/152) (44/181)
Enterobacter % 10.34 0.66 1.97
sp. IC 3.0-26.0 0.12-3.63 0.67-5,64
n (3/29) (1/152) (4/181)
Serratia sp. % 6.9 3.29 3.87
IC 1.91-21.96 0.41-7.47 1.89-7-77
n (2/129) (5/152) (7/181)
Proteus sp. % 3.45 0 0.55
IC 0.61-17.18 0 0.10-3.06
n (1/29) 80/152) (1/181)
Hafnia sp. % 0 5.26 4.42
IC 0 2.69-10.04 2.26-8.48
n (0/29) (8/152) (8/181)
Citrobacter sp. % 3.45 0 0.55
IC 0.61-17.18 0 0.10-3.06
n (1/29) (0/152) (1/181)
Edwarsiella sp. % 3.45 0.66 11
IC 0.61-17.18 0.12-3.63 0.3-3.94
n (1/29) (1/142) (2/181)
Salmonella sp. % 0 0 0
IC 0 0 0
n (0/29) (0/152) (0/181)

Fuente: Dellepiane y Morales (2015).
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Donde los géneros de enterobacterias con mas aislamientos para
ambos grupos fueron: Providencia sp, Shiguela sp y Escherichia coli.
Y es esta Ultima bacteria, la de mayor frecuencia para ambos grupos.
Sin embargo, como se observa es posible encontrar muchas de estas
bacterias en Utero de alpacas hembras aparentemente sanas con
antecedentes reproductivos o sin ellos. La E. coli ha sido aislada en
hembras primerizas en mayor porcentaje 31.03% IC (17.0 — 49.0) que
en las hembras no primerizas 23.02% IC (17.0-30.0), sin mostrar
ningun tipo de alteracion infecciosa aparente, dando a entender que
esta puede considerarse parte de la flora normal en Utero de alpacas
(Dellepiane y Morales, 2015).

Tibary and Anouassi (2001) en el estudio que realizaron en camélidos
con infecciones uterinas indican que algunos organismos son parte de
la flora normal vaginal, mientras otros son oportunistas y pueden
convertirse en patdégenos si las condiciones son apropiados.

2.5. PRUEBAS BIOQUIMICAS

Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias dadas por
MacFaddin, (2003).

a) Para Cocos Gran positivos

Prueba de la catalasa: Con el asa de siembra, se recoge el centro
de una colonia pura de 18-24 horas y se coloca sobre un portaobjetos
limpio de vidrio. Agregar con gotero o pipeta Pasteur una gota de
H202 al 30% sobre el microorganismo sin mezclarlo con el cultivo,
observar la formacion inmediata de burbujas (resultado positivo).

Reaccion negativa: Ausencia de formacion de gas.
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Prueba de la fermentacion del manitol: Para estudiar la capacidad
de un microorganismo de fermentar una determinada sustancia se
utiliza un medio base al cual se le agrega el sustrato filtrado. La
concentracion final del sustrato es de 0,5- 1%. El medio posee
ademas un indicador de pH como por ejemplo azul de bromotimol y
una campana de Durham (para detectar produccién de gas). En caso
gue el microorganismo sea capaz de fermentar el sustrato en estudio
se observara viraje del indicador hacia el color 4cido, para el azul de
bromotimol sera amarillo. La producciéon de gas se evidenciara a

través de la formacion de una burbuja en la campanita de Durham.

Prueba de la coagulasa: La coagulasa es capaz de activar
especificamente la cascada de coagulacion por activacion
conformacional (no proteolitica) de la protrombina. Este proceso
desencadena la conversion de fibrindgeno en fibrina lo cual da lugar
a la coagulacion aun en presencia de anticoagulantes como el citrato
0 el oxalato. El resultado es la formacion de coagulos o grumos
cuando se mezcla una suspension bacteriana con plasma. Esta
prueba se utiliza para diferenciar microorganismos del género

Staphylococcus:

= (+) Staphylococcus aureus

= (-) Staphylococcus epidermis

Sensibilidad alanovobiocina: Se siembra mediante agotamiento de
estrias en placa de agar sangre. En la zona donde se ha realizado la

primera descarga se coloca el disco de novobiocina, se deja incubar
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24h a 37°C. El microorganismo presenta resistencia a la novobiocina

ya que no hay halo de inhibicién.

b) Para bacilos Gran positivos

Prueba de la oxidasa: Poner un trozo de papel de filtro sobre una de
las tapaderas de una placa de Petri. Afiadir una gota del reactivo de
oxidasa. Depositar sobre el reactivo masa bacteriana (actuar de forma
rapida y con un asa de platino nueva o con un palillo de dientes) La
reaccion positiva la indica un color azul-violeta intenso antes de 10

segundos.

Prueba de reduccién de nitratos a nitritos: Inocular el medio de
cultivo. Incubar a 37 °C durante 48 horas. Observar si existen gases
en la campana Durham (Pseudomonas). Aiadir 0,5 ml de cada uno
de los reactivos para detectar nitritos. La ausencia de nitritos puede
tener un origen doble: no se formaron (quedan nitratos) o se formaron
y se redujeron, Aiadir 0,5 ml de cada uno de los reactivos para

detectar nitritos.

Prueba de la motilidad: Agregar sobre un portaobjetos una gota de
solucion fisiologica salina estéril, ponerle un poco de muestra
bacteriana, homogeneizar de tal forma que la gota no se extienda
mucho, ponerle encima un cubreobjetos al que previamente se le ha
puesto una base de 4 bolitas pequefas de plastilina con el objetivo de
evitar que aplaste totalmente la gota con bacteria, finalmente observar

al microscopio con un objetivo de 40X.
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Produccién de indol: El cultivo bacteriano puro debe ser sembrado
en un caldo con triptéfano o peptona estériles o ambos por 24 a 48
horas antes de realizar la prueba. Luego de la incubacion, se afiaden
cinco gotas de reactivo Kovac (alcohol isoamilo, p-
dimetilaminobenzaldehido y acido clorhidrico concentrado) al caldo

del cultivo.

Pruebas de aerotolerancia: Esta se realiza en colonias que hayan
crecido en un ambiente anaerobico. Se transfiere cada colonia de la
placa de aislamiento anaerobio a una placa de agar sangre aerobio,
se incuba de 12 a 18 horas, en una atmosfera de CO2 del 5 al 10%
en aerobiosis dependiendo del crecimiento de microorganismo en

aerobiosis nos indica si es anaerobio estricto o anaerobio facultativo.

c) Parabacilos Gran negativos

Prueba de TSI: Medio universalmente empleado para Ila
diferenciacion de enterobacterias, en base a la fermentacion de
glucosa, lactosa, sacarosa y a la produccién de &cido sulfhidrico. La
siembra se realiza a partir de un cultivo puro, sembrar en TSI, picando
el fondo y extendiendo sobre la superficie del medio. La incubacién es
a 35-37°C durante 24 horas, en aerobiosis.
Prueba de LIA: Medio base, que al ser suplementado con lisina,
arginina u ornitina, es util para la diferenciacion de bacilos Gram
negativos, basandose en la produccién de lisina decarboxilasa, argina
dehidrolasa y ornitina decarboxilasa respectivamente.

La siembra se realiza A partir de un cultivo puro de 24 horas, inocular

el caldo suplementado con uno de los tres aminoécidos, distribuyendo
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la siembra a través del medio. Cada cepa aislada, ademés debe ser
sembrada en paralelo, en un tubo de medio basal que no contiene
aminoacidos. Agregar a todos los tubos, 1 ml de aceite mineral.
Incubar los tubos con las tapas flojas a 35-37 °C, en
aerobiosis. Examinar, para evaluar crecimiento y reacciones de
decarboxilacion, a las 24-48-72 y 96 horas.
El medio se torna amarillo inicialmente si la glucosa es fermentada, y
luego gradualmente se torna purpura si la actividad decarboxilasa o
dehidrolasa ocurre y se eleva el pH del medio. Para cada
microorganismo en estudio, comparar el color presente en los tubos
con medio conteniendo los respectivos aminoacidos, con el color
presente en el tubo control.

Prueba de C-S: Medio utilizado para la diferenciacion de
enterobacterias, en base a la capacidad de usar citrato como Unica
fuente de carbono y energia. Para la siembra a partir de un cultivo
puro de 18-24 horas, sembrar en superficie un inéculo ligero, usando
una a ansa sin arrastrar el agar. Laincubacion es a 35 - 37 °C, durante
24-48 horas, en aerobiosis. Algunos microorganismos pueden
requerir hasta 4 dias de incubacion.
Los resultados para el Positivo: crecimiento y color azul en el pico,
alcalinidad. Para el Negativo: el medio permanece de color verde
debido a que no hay desarrollo bacteriano y no hay cambio de color.
Prueba de SIM: Es un medio semisélido destinado a verificar la
movilidad, produccion de indol y de sulfuro de hidrégeno en un mismo

tubo.
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Es util para diferenciar miembros de la familia enterobacterias la
siembra A partir de un cultivo de 18-24 horas en medio sélido, sembrar
por puncion profunda con aguja de inoculacién recta (no usar ansa
con anillo). Se debe inocular el centro del tubo, y la puncién debe
abarcar 2 tercios de profundidad del medio de cultivo desde la
superficie. Es importante que la siembra se realice en linea recta.

La incubacion durante 24 horas, a 35-37 °C, en aerobiosis.
Luego de la incubacion, agregar 3-5 gotas de reactivo de Kovac’'s o

de Erlich.
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1. MEDIO EXPERIMENTAL

3.1.1. Lugar De Estudio

El Presente estudio se realiz6 en el Centro de Investigacion y
Producciéon  Chuquibambilla—Universidad Nacional del Altiplano,
dirigida por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, ubicado
en el distrito de Umachiri, Provincia de Melgar, region de Puno,
teniendo una extension total de 4, 316 Has. A una distancia de 156
Km. de la ciudad de Puno, Geograficamente se encuentra entre las
coordenadas Latitud Sur 14° 47’ 377, Longitud Oeste 70° 47’ 507,
Altitud de 3974 msnm. Con una temperatura promedio anual de 7.2°C
(maxima de 17.4°C en Abril y minima de -10°C en Junio), la humedad
relativa promedio anual es de 59.58%.E| Presente trabajo se realizé
durante los meses de Diciembre 2015 a Marzo del 2016, la ecografia
del endometrio del utero y el lavado uterino se realizé en la sala de
coleccion de semen, el andlisis de laboratorio se realizaron en el
Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ de la UNA-
Puno. Ubicado en la ciudad Universitaria de la provincia y

departamento de Puno, a una altitud de 3827 (SENHAMI, 2013).
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3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

3.2.1. Animales

Para el experimento se utilizé un lote de 10 alpacas Suris hembras a
los cuales se les realizd el examen de ecografia, lavado uterino y
aislamiento bacteriano; los animales inicialmente fueron identificados
conforme a los registros existentes en el programa de ovinos y
alpacas del CIP — Chuquibambilla. los cuales fueron examinados a
través de palpacion rectal a fin de evaluar que se encuentren libres de
patologias en el tracto genital y posteriormente identificadas con el
namero de arete, con una condicion corporal = 3 en la escala del 1 a

5 (1= muy flaca, 5= muy gorda) segun (Martinez et al., 1998).

Cuadro 5. La distribucién de animales:

riables Ultrasonografia Porcentaje Identificacion
Grosor de Polimorfonucleares Especies
Utero y cérvix % bacterianas
N° Animales %
Tuis Hembras 10 10 10
TOTAL 10
3.2.2. Manejo

Durante el periodo experimental las alpacas seleccionadas y
debidamente identificadas con collarines fueron separados de la
majada y trasladadas a los corrales del CIP- Chuquibambilla, una vez
acabado el procedimiento de ecografia y la obtenciébn de muestras
(lavado uterino), los animales fueron regresados al lugar de pastoreo

con la majada.
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3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Preparacion de las alpacas (antes de la evaluacion)

Cada jornada de trabajo se realizo por la mafiana y la tarde en dias
alternos. Tejero (2008), recomienda el siguiente protocolo antes de la

evaluacion ultrasonografia propiamente dicho:

- Se inmovilizé6 a los animales utilizando sogas, sujetando los
miembros anteriores y posteriores para ubicarla sobre una mesa,
luego sujetarla para que no realice movimientos que dificulten el
trabajo, cubrir el ocico y los 0jos con unos tapaojos adecuados para
esta especie (Anexo 2, figura 3).

- Se realiz6 el lavado de toda la region perineal y 6érganos genitales
externos con algodon y agua tibia hasta que queden higienizadas
(Anexo 2, figura 4A).

- Se inserté suavemente una mano enguantada y lubricada en el
recto en forma de cuia (Anexo 2, figura 4B).

- Se hizo remocién de heces de la ampolla rectal con una suave

estimulacion del reflejo normal de defecacion.

3.3.2. Técnica en ecografia

a). Evaluacion ecografica

Para ello se empled un ecégrafo Sonovet— 600 V, modo — 3 en tiempo
real (Medison Co, LTD, Korea), equipado con una sonda transductora
lineal con doble frecuencia de onda (5.0 — 7.5 MHz), indicada para el

examen transrectal de grandes animales (Anexo 2, figura 4C).
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La evaluacion ultrasonografica se realizé de la siguiente forma.

Primero, se realiz6 todas las conexiones con el equipo apagado,
después de realizar la conexién adecuadamente prender el ecografo

y direccionarlo el transductor para la introduccion por via transrectal.

Segundo, se aplicé un gel transmisor entre la funda protectora del
transductor (guante obstétrico) y la membrana sensible de este, para
facilitar el paso de los ultrasonidos. El transductor transrectal esta
disefiado para utilizarse sin proteccion alguna, pero es mejor esta
maniobra previa al inicio del trabajo, para una mejor preservacion de
la parte mas delicada del equipo y como forma de no “contaminar” el
transductor y poder asi vehiculizar algan microorganismo a otras

zonas de trabajo.

Tercero, la sonda se introduce por via transrectal sujeta entre los
dedos pulgar, indice y medio que se sitia sobre la localizacion del
cérvix y utero, desplazando la sonda suavemente con movimientos
controlados del transductor, se exploré usando una frecuencia de 7.5
MHz siguiendo lo recomendado por Campo (1998); Roa et al. (2006);

Pierson et al. (1988) se logrd una buena sucesion de imagenes.

Cuarto, durante cada examen la mucosa cervical y el endometrio de
los cuernos fueron observados cuidadosamente, en al menos dos
planos diferentes realizando un barrido de un extremo a otro, para ver
gue esté en su totalidad segun indicaciones de Quintela et al. (2006)

y Diaz et al. (1998).
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Quinto, cada imagen seleccionada en la pantalla del monitor, en
cortes longitudinales fueron congeladas obteniéndose imagenes
estaticas y utilizando el calibre electronico del ecografo; se realizaron
mediciones del grosor de la mucosa cervical y el grosor del

endometrio de los cuernos uterinos (Anexo 2, figura 5).

Sexto, las lecturas e imagenes fueron registradas en una camara,
para su posterior interpretacion mas minuciosa tal como lo sugiere
(Savio et al., 1988). Las evaluaciones ecograficas fueron realizadas
siempre por dos personas; ademas de personal de apoyo para los

distintos procedimientos durante las evaluaciones ecograficas.

3.3.3. Técnica en lavado uterino

a).0Obtencion y transporte de las muestras

Primero: Los lavados uterinos fueron obtenidos mediante infusion de

15 a 20 ml de solucion salina fisioldgica estéril (Anexo 2, figura 6A).

Gilbert et al. (2005); Kasimanickam et al. (2005), sugiere utilizar una
infusion de 20-60 ml de solucién salina al 0.9 % dentro del lumen del
Gtero usando una pipeta plastica estéril seguido de un masaje suave
del Utero antes de la aspiracion del fluido a través de la misma pipeta

de infusion.

Segundo: La sonda Folley N° 16, se introdujo hacia la cavidad uterina
con la ayuda de un estilete de inseminacion para que quede rigida y
pueda pasar el cérvix, luego mediante una jeringa de 20 mL se

introdujo aire de 7 a 10 cm cubicos con la finalidad de que el globo se
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hinche lo cual permitié que el liquido se mantenga en el interior del

atero (Anexo 2, figura 6B).

Tercero: Se realizé la infusion de solucidn fisiolégica 15 a 20 mL con
una jeringa que se conecto a la sonda Folley N° 16, y asegurarnos

gue se distribuya homogéneamente por todo el lumen.

Cuarto: EI utero fue masajeado y retraido para que exista
concentracion celular, luego se procedi6 a vaciar el contenido uterino

por gravedad en un tubo falcén estéril de 15 mL. (Anexo 2, figura 6C).

Quinto: se realizo el rotulado con el nimero del animal.

Sexto: Las muestras fueron transportadas al laboratorio para su
procesamiento en un periodo no mayor a 6 h a temperatura ambiente

(Sanchez et al., 2011) (Anexo 2, figura 6D).

3.3.4. Técnica de recuento de PMN

a).Evaluacion citolégica

Primero. Los tubos conicos de 15 ml de muestra colectada del lavado
se separo solo el sedimento, luego se llevo a centrifugar por 10 min a
3500 rpm para concentrar las células, luego del centrifugado se tomo
100 uL del sedimento para la realizacion de los extendidos que fueron
teflidos con tincion Wright con el fin de determinar las respuestas

inflamatorias (Sanchez, 2011) (Anexo 2, figura 7).
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Técnica de tincion Wright

Fundamento de la tincion Wright

El colorante de tincion Wright va permitir suministrar un medio para
estudiar y determinar las variaciones y anormalidades de estructura,
forma y tamafio de los linfocitos, su contenido y propiedades de
coloracion. La informacion obtenida de un frotis depende en gran
parte de la calidad del extendido y la coloracion, cuyo Procedimiento

indicado por (Mufioz, 1995) es el siguiente.

Una vez hecho el frotis 0 muestra, se le dejo secar en un soporte

entre 15 y 20 minutos.

- Luego se coloco la preparacion en un soporte y se cubre con el
colorante de Wright, dejandolo por espacio de 5 minutos.

- Posteriormente se afadio solucion amortiguada tamponada en
partes iguales, hasta obtener un brillo metélico, dejando 6 minutos
adicionales.

- Finalmente, se lavo con agua corriente y se dejo secar.

- Se observo en el microscopio y, con pequefio aumento, la calidad
de la coloracién, y se escogio el sitio para iniciar el recuento. se
enfocd a un aumento de 40x.

Segundo. Los frotis citolégicos fueron evaluados mediante un

microscopio optico, en la cual se determind la cantidad de células en

20 campos para clasificarlas de acuerdo a Riddle et al. (2007).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
i Altiplano

Tercero. Se registrd cada hallazgo en una planilla disefiada, en la cual
los hallazgos fueron cuantificados segun citado por Riddle et al.

(2007) en las categorias:

- Citologia normal: 0 -2 neutrofilos
- Inflamacion moderada: 2 -5 neutréfilos

- Inflamacioén severa:; >5 neutroéfilos.

3.3.5. Técnica de aislamiento bacteriano

a) Metodologia para bacterias residentes

Para el aislamiento e identificacion de las especies bacterianas se
procedié de acuerdo a las indicaciones dadas por Koneman et al.

(2008) y Forbes et al. (2007).

b) Aislamiento e identificacion de los microorganismos.

Para este fin también se tom6 en consideracion las indicaciones
dadas por Koneman et al. (2008) y Forbes et al. (2007) cuyo

procedimiento es:

Primero.- Las muestras de lavado uterino centrifugados, se cultivaron
en medios de cultivos primarios; selectivos y diferenciales para cada
grupo bacteriano; Como agar manitol salado para cocos Gram
positivos, McConkey para bacilos Gram negativos, MRS para bacilos
acido lacticos y agar sangre para bacilos Gram positivos, a través de
meétodos directos en agotamiento por estria, luego se coloca en la
estufa a 37°C por 24 h en un ambiente de aerobiosis y microaerofilia

segun indica Koneman et al. (2008).
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Segundo.- Para el aislamiento se procedio a seleccionar las unidades
formadoras de colonia a través de observaciones macroscopicas,
considerando las caracteristicas o particularidades de cada grupo
bacteriano al cabo de las 24 h, como: tamafio, forma, color, bordes,
superficie, elevacién; para luego repicarlas en medios de cultivo
nuevos Yy fértiles y obtenerlas al estado de pureza (cepa), asimismo
se procedié a realizar la coloracion Gram, como parte de la
identificacion  microscopica (Koneman et al. 2008). Cuyo

procedimiento es el siguiente:

- Una vez realizado el frotis de la muestra, se le dejo secar

- Luego se coloco la muestra en un puente de coloracion y se cubre
con cristal violeta dejandolo por espacio de 60 segundos, se lavo con
agua corriente.

- Posteriormente se afadio lugol, dejando 30 segundos, se lavo con
agua corriente.

- Luego se afiadi6 alcohol acetona por 10 segundos, se lavo con
agua y finalmente se afadi6 safranina por un espacio de 30 segundos,
se lavé con agua corriente y se dejo secar.

- Se coloco en el microscopio y se determind Gram negativos y
positivos.

Tercero.-Para la identificacion de las cépas aisladas, se utilizé los
meétodos bioquimicos convencionales para cada grupo de bacterias
aisladas; Pruebas bioquimicas para la identificacion de cocos Gram
positivos dadas por (MacFaddin, 2003) prueba de la catalasa, prueba

de la fermentacion del manitol, prueba de la coagulasa, sensibilidad a
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la novobiocina, pruebas bioquimicas para identificacion de bacilos
Gram positivos; prueba de la oxidasa, prueba de reduccion de nitratos
a nitritos, prueba de la motilidad, produccién de inddl, pruebas de
aerotolerancia y para la identificacion de bacilos Gram negativos
como las enterobacterias se basé en métodos sugeridos por (Agurto,
2009) como la lectura e interpretacion en C -S y lectura e

interpretacién en SIM.
3.4. ANALISIS ESTADISTICO

e Los datos para la variable ecografia del grosor del endometrio del
Utero de las alpacas tuis se determiné el promedio, desviacién
estandar y coeficiente de variacion.

Promedio
X =

2x

Desviaciéon Estandar

5= M
\J n-1

Coeficiente De Variabilidad

CV =—-1009%

=i

e Los datos obtenidos para la identificacibn de microorganismos y
PMN de alpacas tuis fueron expresados e interpretados en una

estadistica descriptiva, coeficiente de variabilidad, porcentaje.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERISTICAS ECOGRAFICAS DEL GROSOR DE LA MUCOSA

CERVICAL Y CUERNO UTERINO DE ALPACAS TUIS

4.1.1. Caracteristicas ecograficas de la mucosa cervical y cuernos

uterinos de alpacas tuis de dos afios

Los resultados de la evaluacion ecografica de la mucosa cervical y
cuernos uterinos en alpacas tuis fueron medidos a traves del grosor

de la mucosa de la cérvix y cuernos uterinos se muestran en la tablal.

Tabla 1: Evaluacion ecografica del grosor de la mucosa cervical y el

endometrio de los cuernos uterinos derecho e izquierdo (mm)

n Media D.E. cv Min Max

Variables (mm) | (mm) | (%) | (mm) | (mm)

Cérvix 10 4.20 1.14 | 27.03 | 3.00 | 6.00

Cuerno uterino | 10 4.20 1.14 | 27.03 | 3.00 | 6.00
derecho

Cuerno uterino 10 4.60 1.26 | 27.50 | 3.00 | 6.00
izquierdo

En latabla 1, se muestra la medida del espesor de la mucosa cervical
de las alpacas tuis, donde el promedio es 4.2 mm, en previos
resultados reportados por Condori (2016), en alpacas fértiles cuyo
espesor de la mucosa cervical fue de 5.6mm, esta diferencia se debe
a que en la presente investigacion se utilizé alpacas tuis en los cuales

las medidas del espesor de la mucosa cervical es tamafio promedio
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atribuida a la edad del animal a diferencia de Condori (2016), quien

utilizo alpacas adultas fértiles para su estudio.

Se observa que las medidas del espesor del endometrio del cuerno
derecho en alpacas tuis, en promedio fue 4.2mm mientras que el lado
izquierdo 4.6mm, los cuales difieren con los resultados que obtuvo
Condori (2016), quien reportd, que el espesor del endometrio del
cuerno derecho en promedio fue 5.5mm e izquierdo 6.8mm resultados
que se encuentran por encima del promedio de la presente

investigacion, debido a que sus animales fueron alpacas adultas.

El mayor espesor del cuerno uterino izquierdo que se presentd en
animales joven (tuis), son contrastados por Condori (2016) y Ferradas
et al. (2015) quien en un estudio en alpacas comprob6 que la medida
de la altura del epitelio endometrial y el grosor de la capa muscular,
asi como los valores de la medida promedio y numero de vasos
sanguineos fueron mayores en el cuerno izquierdo que en el derecho;
esto implica, que en etapas futuras con la mayor actividad del tracto
genital favorecen en forma significativa al lado izquierdo. En alpacas
y llamas el cuerno uterino izquierdo es mas grande que el derecho
(Bravo, 2002), la diferencia es atribuida al hecho de que el 95% al
98.4% de las prefieces ocurren en el cuerno izquierdo (Fowler, 1998

y Mendoza, 2012).

Mendoza et al. (2011) comprobaron que el modelo de irrigacion
uterina favorece al cuerno uterino izquierdo, dado que este recibe
mayor aporte sanguineo a partir de una rama comunicada que esta

originada en la arteria uterina derecha.
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4.2. PORCENTAJE POLIMORFONUCLEARES EN ALPACAS TUIS.

Los resultados del presente estudio muestran que el 100% de las
alpacas tuis, presentan citologia uterina normal de acuerdo a la
investigacion que realiz6 Riddle et al. (2007) quien categoriza como
citologia normal (0 -2 neutrdfilos). Es necesario indicar que el presente
estudio de las 10 alpacas tuis hembras no presentaron recuentos de
polimorfonucleares (neutrofilos) asimismo existen reportes de
investigaciones al respecto en animales jovenes que no hayan
entrado a reproduccion. Corroborado por Pardo (2010), quien obtuvo
un 46.9% en yeguas con citologia normal asi como Vanina (2012),
gque demostré que en vacas normales el porcentaje de PMN nunca

supera el 2% durante el ciclo estral.

En una investigacion que se realiz6 en vacas con problemas de
infertilidad en Italia obtuvieron como resultado que el 95% de estos
animales se consideraron sin inflamacion con recuentos de 0 a 20
PMN en forma similar Barlund et al. (2008) indicaron que se puede
observar PMN en una proporcion leve durante la fase del estro sin
que este implique un proceso infeccioso. La no presencia de PMN en
el tero de alpacas tuis se explica por qué en estos, no existe proceso
inflamatorio ya que esta condicion es indispensable para la migracion
de componentes celulares como los PMN y otros en la respuesta
inmune inespecifica tal como manifiesta Tizar (2009), asi mismo la
presencia de bacterias en el Utero que en nuestra investigacion
alcanza el 70% de estos, no se consideran patdgenos, identificandose

especies como Bacillus lechiniformis, Enterobacter spp , Bacillus
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cereus, Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus y una sola
cepa de Staphylococcus aureus considerandose transitorias que
probablemente provienen de la microbiota normal de la vagina y que
estos podrian ser resueltos en el lapso de 96 horas tal como
manifiesta Hughes y Loy (1969), quien trabajo en yeguas jévenes y

fértiles.

4.3. ESPECIES BACTERIANAS DE LOS CUERNOS UTERINOS EN

ALPACAS TUIS.

En la tabla 2. Se muestra que de las 10 alpacas tuis hembras se aisl6
un total de 10 cépas, de los cuales Bacillus lechiniformis se aisl6 con
mayor frecuencia (30%), seguido de Enterobacter spp,
Staphylococcus saprophyticus con 20%, Bacillus cereus, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus con 10%.

Tabla 2. Frecuencia de aislamiento de especies bacterianas aisladas

a partir de lavados uterinos de alpacas tuis.

ESPECIE BACTERIANA FRECUENCIA DE | PORCENTAJE
AISLAMIENTO
Bacillus lechiniformis 3 30%
Enterobacter spp 2 20%
Staphylococcus saprophyticus 2 20%
Bacillus cereus 1 10%
Escherichia coli 1 10%
Staphylococcus aureus 1 10%
TOTAL 10 100%

Fuente: resultados de la investigacion
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De las seis cepas aisladas de especies bacterianas se consideran
saprofitos con excepcién de Staphylococcus aureus y que este es
considerado como parte de la microbiota normal de la vagina de la

mayor parte de los animales.

Figura 1. Frecuencia de aislamiento de especies bacterianas a partir

de lavados uterinos de alpacas tuis.
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Fuente: tabla 2

Rutter et al. (1999) y Sheldon et al. (2002), indican que Bacillus
lechiniformis no estda cominmente asociados con lesiones uterinas y
que son bacterias que raramente causan endometritis. La otra
especie bacteriana que se aislé6 con menos frecuencia fue Bacillus
cereus al respecto Fernandez et al. (1984), investigd en vacas
clinicamente sanas, aislaron 3.8% de Bacillus sp. y Escherichia coli
con 23.1% también se encontrd presente, pero en una escasa

cantidad en el Gtero de las alpacas tuis, por su parte Garcia et al.,
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(1985) aislaron E. coli y Staphylococcus albus en vacas clinicamente
sanas, asi mismo Youngquist y Shore (1997), aislaron
Staphylococcus aureus en vacas con infeccién uterina, similar al
trabajo que realiz6 Flores (2012), que encontrd en vacas con metritis
puerperal de Chuquibambilla en Puno. A diferencia Vanina (2012),
aislo bacterias del lumen del ttero bovino y que no estan asociados a

lesiones uterinas bacterias que raramente causa endometritis.

Dellepiane y Morales (2015), aislé enterobacterias como Escherichia
coli esta bacteria es la de mayor frecuencia. Sin embargo, es posible
encontrar muchas de estas bacterias en Utero de alpacas hembras
aparentemente sanas con o sin antecedentes reproductivos, la E. coli
ha sido aislada en hembras primerizas en mayor porcentaje 31.03%
gue en las hembras no primerizas 23.02%, sin mostrar ningun tipo de
alteracion infecciosa aparente, dando a entender que esta puede

considerarse parte de la microbiota normal en Gtero de alpacas.

Condori (2016), quien realiz6 su estudio en alpacas feértiles y obtuvo
con mayor frecuencia Bacillus lechiniforme, y Bacillus cereus como
patdgenos oportunistas y a E. coli solo llegé a aislar en un 5.88%,
porcentaje que se encuentra por debajo de nuestros resultados (10%),
ambos resultados se consideran como de menos frecuencia de

aislamiento en relacién a los deméas microorganismos aislados.

Los resultados que obtuvimos al aislar los microorganismos en la
presente investigacion son similares a los que obtuvo Condori (2016),

Dellepiane y Morales (2015) y Fernandez et al. (1984) con ligeras
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variaciones, donde predominaron microorganismos que no estan
asociados a producir lesiones y es por esta razén que raramente

pueden causar endometritis u otra alteracion reproductiva.
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V. CONCLUSIONES

La presente investigacion llego a las siguientes conclusiones:

= Se determiné que el grosor de la mucosa cervical de las alpacas tuis, con
un promedio de 4.20 = 1.14 mm y un espesor del endometrio del cuerno
derecho 4.20 mm y el izquierdo 4.60 mm lo cual podemos afirmar que esta

es la medida aparentemente normal es atribuida a la edad de las alpacas.

» La presencia de polimorfonucleares en el lumen uterino de alpacas tuis fue
negativo, en el 100 % lo cual nos da a indicar una citologia aparentemente

normal.

» Las bacterias presentes en alpacas tuis con mayor frecuencia aisladas fue
Bacillus lechiniformes y Staphylococcus saprophyticus considerados
patbgenos oportunistas, mientras que Enterobacter spp. y Escherichia coli

son bacterias que no son patégenas.
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VI. RECOMENDACIONES

» Realizar estudios similares acerca del grosor de la cérvix y cuernos uterinos
en alpacas tuis antes de la co6pula, debido a que no existen mucha

informacion.

» Los andlisis de laboratorio en citologia uterina y aislamiento bacteriano
deben ser procesados en el lugar de muestreo de preferencia o considerar

un tiempo en el transporte menor a 2 horas.

» Realizar estudios similares considerando como criterios de exclusion los
niveles hormonales y color, aspecto, pH del contenido uterino de alpacas en

estudio.
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MATERIALES Y EQUIPOS
Materiales de campo

- Guantes de palpacion rectal
- Sogas.

- Soguillas

- Baldes con agua

- Jabon carbdlico

- Mameluco

- Gel de ultrasonido
- Mesa

- Toallas

-  Extensor eléctrico

Material de escritorio

- Libretas de campo
- Cuadernos

- Tableros de apunte
- Lapiceros

- Papel

Equipos

- Ecégrafo
- USB

- Camara fotografica
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MATERIALES PARA LAVADO UTERINO
- Suero fisioldgico
- Jeringas de 60 mly 10 ml.
- Sondas Foley N° 16
- Pinza
- Estilete
- Tubos falcon de 15 ml.
- Algoddn
- Alcohol
- Papel toalla

- marcador

Materiales para el cultivo de bacterias

Equipos

Materiales, medios de cultivo y reactivos para bacterias no fastidiosas
- Placas Petri.

- Tubos de ensayo.

- Equipo de siembra (Asas de colle, mecheros bunsen)
- Agar Sangre.

- Agar Manitol salado.

- Agar McConkey

- Agar MRS.

- Medios de cultivo bioquimicos

- Bateria de coloraciéon Gram
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Equipos

- Estufa de incubacion.

- Autoclave.

- Horno de esterilizacion.

- Microscopio binocular de investigacion
- Microscopio estereoscopico
Materiales para aislamiento de polimorfonucleares
Mechero de buncen

Asa de collie

Centrifugadora

Tubos de ensayos

Coloracién Wright

Microscopio

Cémara fotografica

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
Altiplano

Anexo 1:
CUADRO DE DATOS Y RESULTADOS

Cuadro 5. Datos de las caracteristicas ecogréficas del utero y cérvix en

alpacas tuis virgenes.

CUERNO CUERNO
N° ARETE |CERVIX DERECHO IZQUIERDO
14S10E 3mm 3mm 3mm
14S285E 3mm 3mm 3mm
14S115E 3mm 3mm 3mm
14S158B 6mm 6mm 6mm
14S318E 5mm 5mm 6mm
14S106F 4dmm 4dmm 5mm
14506X 4mm 4mm 4mm
14S107F 4dmm 4dmm 5mm
14S245E 4dmm 4dmm 5mm
14S311E 6mm 6mm 6mm

Fuente: resultados de la investigacion
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Cuadro 6 Frecuencia de aislamiento de especies bacterianas aisladas
a partir de lavados uterinos de alpacas tuis.

MUESTRA | ARETE Nro Medio de C Especie

A-S
MRS
McC
M-S
A-S
MRS
McC
M-S
A-S
MRS
McC
M-S

A-S Bacillus licheniformis

M1-N 14S210E

M2-N 14S285E

M3-N 14S115E

MRS
McC
M-S
A-S
MRS
McC Enterobacter spp

M4-N 145158

M5-N 145318

M-S Staphylococcus aureus

A-S
MRS
McC Enterobacter spp

M6-N 14S106F

A-S Bacillus cereus

MRS
McC
M-S

A-S Bacillus licheniformis

M7-N 14506X

MRS

McC Escherichia coli

M8-N 14S107F

M-S Staphylococcus saprophyticus

A-S Bacillus licheniformis

MRS
McC
M-S
A-S

MRS

McC
M-S Staphylococcus saprophyticus

M9-N 14S245E

M10-N 14S311E
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Cuadro 7. Datos del recuento de células Polimorfonucleares (Neutréfilos)

MUESTRA

PROMEDIO DE
PMN / CAMPO

Alpacas Tuis

M-1

ARETE N°

14S210E

0

M-2

ARETE N°

14S285E

M-3

ARETE N°

14S5115E

M-4

ARETE N°

14S15B

M-5

ARETE N°

145318

M-6

ARETE N°

14S106F

M-7

ARETE N°

14S06X

M-8

ARETE N°

14S107F

M-9

ARETE N°

14S245E

M-10 ARETE N° 14S311E

O|0|0|I0|0|0|0|0|0

Fuente: resultados de la investigacion.
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Anexo 2:

PANEL FOTOGRAFICO DEL MATERIAL EXPERIMENTAL

FIGURA 01. Alpacas tuis de la raza suri utilizadas para la evaluacion

ecogréfica y lavado uterino.

Fig.2 A Fig.2B

Figura 2. Material y equipo para el lavado, Ecégrafo
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Figura 3. Sujecion del animal para la ecografia y lavado

Fig.4.A Fig.4 B
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Fig. 4C

Figura 4. Limpieza y desinfeccion del tracto genital del animal para la
ultrasonografia del utero y cérvix y lavado uterino.
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Figura 5. Se realiz6 la evaluacion ecografica de las medidas de la mucosa
cervical y el espesor del endometrio de ambos cuernos, luego se tomo datos
de las respectivas medidas

Fig. 6A Fig. 6B
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Fig. 6C Fig. 6D

Figura 6. Infusion de Solucion fisiolégica y la obtencion de muestra del lavado
uterino, que fue rotulado con el numero de muestra del animal, luego fue
refrigerada para su transporte al laboratorio de la UNA - Puno.

Figura 7. Las muestras obtenidas fueron centrifugadas a 3500rpm por 10min,
por lo que se obtuvo solo el sedimento los cuales fueron procesadas para la

citologia y el cultivo bacteriano.
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Figura 8. Se tomo el sedimento de la muestra se realiz6 el barrido en una
lamina portaobjetos, se afiadi6 el colorante Wright y una soluciéon tamponada y
se dejo secar después se realizo el recuento de PMN (Neutrofilos) en 20
campos de los cuales no se encontrd ninguno.
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Figura 9. Preparado ya los medios de cultivos como, se procedié a sembrar la
muestra, luego se colocé en la estufa a temperatura de 38° por 24 horas.
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Figura 10. Se observo las caracteristicas macroscoépicas del crecimiento
bacteriano en diferentes medios de cultivos.

Figura 11. Se realiz6 el repigue en medios selectivos y se determiné cepas
especificos, luego se realizo la técnica de Gram, en donde se determino las

Gram positivos y las Gram negativos.
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FIGURA 12. Diferenciacién de bacterias Gram positivas y Gram negativas
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