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RESUMEN

El presente trabajo se realizd en el Centro de Investigacion y Produccion “La
Raya” de la Universidad Nacional Del Altiplano — Puno, con la finalidad de
cuantificar el Clostridium perfringens y su relacion con la presencia de Eimeria
spp.en crias de alpacas aparentemente sanas desde la primera a novena
semana de edad y crias muertas con sindrome enterotoxémico en el mismo
periodo. Se utilizaron 45 animales de raza huacaya, distribuido en 9 grupos de
5 animales cada uno de diferente sexo, manejadas en condiciones similares.
La toma de muestras del contenido intestinal de duodeno, yeyuno e ileon se
realizopor laparotomia medial umbilico pubicay enterotomia. La cuantificacion
del Clostridium perfringensse hizo utilizandoel medio de cultivo Triptosa Sulfito
Cicloserina (TSC), la presencia de Eimeria spp. sedeterminé por medio de una
biopsia de intestino de 4mm. La cantidad promedio del Clostridium
perfringensdesde la primera a novena semana de edad en duodeno fue 1.9 log
UFC/ml, yeyuno 5.8log UFC/ml e ileon log 8.4 UFC/ml, alcanzando niveles
elevados a los 21 a 31 dias de edad correspondientes a 4.2 log UFC/ml en
duodeno, 6.2 log UFC/ml en yeyuno y 6.8 log UFC/ml en ileon (p=0.0014), la
colonizacion del Clostridium perfringens ocurrié a muy temprana edad desde la
primera semana, variando durante las siguientes nueve semanas,
encontrandose mayor presencia de Clostridium perfringens en ileon, yeyuno y
finalizando en duodeno esto en crias aparentemente sanas; en el caso de crias

muertas duodeno, ileon y finalmente yeyuno.

Palabras Clave:Clostridium perfringens, enterotoxemia, Eimeria spp.,

duodeno, yeyuno, ileon.
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ABSTRACT

The present work was carried out in the Research and Production Center "La
Raya" of the National University of Altiplano - Puno, with the purpose of
quantifying the Clostridium perfringens and its relation with the presence of
Eimeria spp. in apparently healthy alpaca pups from the first to ninth week of
age and dead pups with enterotoxemico syndrome in the same period. 45
animals of huacaya breed were used, distributed in 9 groups of 5 animals each
of different sex, managed under similar conditions. Sampling of the intestinal
contents of the duodenum, jejunum and ileum was performed by medial
umbilical pubic laparotomy and enterotomy. The quantification of Clostridium
perfringens was done using the culture medium Triptosa Sulfito Cicloserina
(TSC), the presence of Eimeria spp. It was determined by means of a 4mm
bowel biopsy. The average amount of Clostridium perfringens from the first to
ninth week of age in the duodenum was 1.9 log CFU / ml, jejunum 5.8 log CFU /
ml and ileum log 8.4 CFU / ml, reaching high levels at 21 to 31 days of age
corresponding to 4.2 log CFU / ml in the duodenum, 6.2 log CFU / ml in the
jejunum and 6.8 log CFU / ml in the ileum (p = 0.0014), the colonization of the
Clostridium perfringens occurred at an early age from the first week, varying
during the following nine weeks , finding greater presence of Clostridium
perfringes in the ileum, jejunum and ending in the duodenum in apparently

healthy offspring; in the case of dead duodenum, ileum and finally jejunum.

Key words:Clostridium perfringens, enterotoxemia, Eimeria spp., duodenum,

jejunum, ileum.
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l. INTRODUCCION

En el Perua la crianza de alpacas representa muchas veces el Unico medio de
subsistencia econ6mica para los pobladores altoandinos asociadas
fundamentalmente a la produccion de fibra. En tal sentido Peru, cuenta con el
90% de 2'900,900, calificandolo como el primer productor mundial de alpacas,
y el departamento de Puno con el 58% (1'681,919) en la primera region

productora de camélidos en nuestro pais. (FAO, 2005).

En estos lugares, la explotacion se lleva a cabo siguiendo sistemas productivos
tradicionales, carentes de tecnologias adecuadas y repercutiendo en alta
morbilidad y mortalidad, baja performance reproductiva y un pobre desarrollo
productivo que inciden negativamente en la produccién de carne y fibra, que en
el caso de las enfermedades parasitarias se ha estimado en alpacas pérdidas

en un milléon y medio de ddlares anuales. (Leguia y Casas, 1999).

La enterotoxemia es la enfermedad infecciosa mas importante que afecta a las
alpacas, debido a que ocasiona elevadas tasas de mortalidad neonatal de
hasta 70% en centros de crianza alpaquera en el Pert (Ramirez et al., 1991);
provocando la merma de su poblacion e interferencia con los programas de
mejoramiento genético. El agente causante de la enfermedad es el Clostridium
perfringens, siendo el tipo A el principal involucrado. (Moro, 1987; Ramirez,

1991, Pérez, 2006).

El C. perfringens es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo, movil,
formador de esporas y causante de una gran variedad de enfermedades en
humanos y animales (Hatheway, 1990). La virulencia de este microorganismo

esta determinada por la presencia de sus cuatro potentes toxinas mayores: la

12
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Cp-PLC (C. perfringens PhosphoLipase C) o toxina q, la toxina B, la toxina € y
la toxina 1, las cuales son empleadas para la tipificacion. (Petitet al., 1999;

Hatheway, 1990; Songer, 1996).

El C. perfringens tipo A, el cual solo posee la toxina mayor Cp-PLC, forma parte
de la microbiota normal del intestino de animales y de los suelos, pero también
se encuentra involucrado en diversas patologias (Songer, 1996; Hatheway,
1990). Dentro de ellas, la gangrena gaseosa ha sido la mas estudiada, en
donde la Cp-PLC es el factor de virulencia esencial e imprescindible para la
patogénesis. (Stevens y Bryant, 2002; Flores-Diaz y Alape-Giron, 2003 y

Titball, 2005).

La Cp-PLC es una zinc-metalofosfolipasa que hidroliza exclusivamente la
fosfatidilcolina y la esfingomielina, responsable de la actividad letal, citotoxica,
necrotica y hemorragica (Titball et al., 1999). Posee un peso molecular de 43
kDa, un pl de 5.4 y para su actividad requiere la presencia de iones de Zn++y

Ca++ (Naylor et al., 1998 y Titball et al., 1999).

La Cp-PLC viene siendo postulada como el factor de virulencia clave en la
patogénesis de muchas enteropatias causadas por C. perfringens tipo A no
enterotoxigenico no [2-toxigénico (subtipo cpe-cpb2-) como la enteritis
necrética en pollos (Engstrom et al., 2003 y Gholamiandekhordi et al., 2006), en
lechones (Kanakaraj et al., 1998), la enteritis hemorragica en perros (Songer,
1996), la disenteria hemorragica en corderos (Gkiourtzidis et al., 2001), la
enterotoxemia en corderos (Kalender et al., 2005), en venados (Embury-Hyatt

et al., 2005) y en alpacas (Moro, 1987 y Pérez, 2006). Sin embargo, son pocos
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los estudios realizados que demuestren su participacion en los cuadros

entéricos.

La eimeriosis o coccidiosis, afecta principalmente a crias de alpaca en formas
subclinicas durante los primeros tres meses de vida con prevalencias
fluctuantes entre 30 al 100% (Leguia y Casas, 1999). Sin embargo, el estudio
de las Eimerias en alpacas en estos Ultimos afios ha tomado cierta importancia
pues participaria dentro del complejo diarreico neonatal y seria causante
muchas veces de infecciones fatales particularmente en crias y registradas
como muertas por “diarrea”, colibacilosis y aun asociadas a cuadros de

enterotoxemia. (Ameghino y De Martini 1991, Rosadio et al., 2010).

Por lo que, el objetivo del presente estudio fue conocer algunos factores de
riesgo que influyen en la presentacion de la enterotoxemia en crias de alpacas
en el centro de investigacién y produccion (CIP-La Raya) de la Universidad
Nacional del Altiplano de Puno, evaluando la presentacion de clostridium
perfringes y la relacion que pueda tener con la presencia de eimeria spp. en
crias de alpaca, considerando la edad, por ello se plantearon los siguientes

objetivos:

Cuantificar el establecimiento del Clostridium perfringes en el intestino delgado

de crias de alpacas sanas y muertas menores de dos meses.

Identificar la presencia de Eimeria spp en el intestino delgado de crias de

alpacas sanas y muertas menores de dos meses por histopatologia.

Determinar si existe una co-relacion entre Clostridium perfringes y Eimeria spp.
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I. REVISION DE LITERATURA

2.1. CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

2.1.1. Morfologia

Microscépicamente C. perfringens se presenta como un bacilo Gram
positivo grueso, recto, solitario o en pares, y rara vez en cadenas
(Gillespie y Timoney, 1981). Las dimensiones de este microorganismo
son de 0.8 — 1.5 um de ancho por 4-8 um de largo (Gillespie y Timoney,
1981; Nicolet, 1986). La longitud varia de acuerdo con el estado de
proliferacion bacteriana, y a la composicion iénica y nutricional del
medio. Asi, los cultivos jovenes que proliferan con rapidez pueden tener
forma casi cocoide o cubica, mientras que los cultivos viejos evidencian

células mas elongadas. (Joclik y Willett, 1991).

Macroscopicamente desarrolla colonias de superficie larga, redonda,
lisa, irregular y ligeramente opaca. Otros tipos de colonias observadas
son aquellas con centro opaco, levantado y de borde plano transparente,

gue son radialmente estriadas. (Cruickshan, 1965).

A diferencia de otros clostridios patdgenos, C. perfringens es inmovil y
puede presentar una capsula en frotis directo de fluidos corporales y
tejidos, pero no siempre son demostrables en cultivos (Cruickshan,
1965; Cowan, 1974). C. perfringens forma esporas, que pueden ser
centrales o subterminales, de forma ovalada, y lo suficientemente
pequeiias para no causar ensanchamiento del bacilo (Merchant y

Packer, 1961; Dushesnes y Mainil, 2005). Ademas, algunas cepas de C.
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perfringens varian en su habilidad para esporular, necesitando

generalmente de medios especiales para hacerlo (Barach et al., 1974).

2.1.2. Fisiologia

El C. perfringens es un microorganismo anaerobio tolerante y puede
sobrevivir, e incluso proliferar, con tensiones de oxigeno que son
inhibitorios para otros clostridios, los cuales son anaerobios estrictos
(Joclik y Willett, 1991). Los clostridios no producen catalasa y soélo
sintetizan niveles bajos de superoxido dismutasa. Se cree que una de
las causas que sean anaerobios es porque no tienen otra manera de
liberarse de H202 y O2-- que son toxicos para ellos. (Madigan et al.,

2001).

El C. perfringens carece del sistema de citocromo y de un mecanismo
para la fosforilacion por transporte de electrones (ciclo del &acido
tricarboxilico), obteniendo ATP sélo por fosforilacion a nivel del substrato
(constituido basicamente por azlcares) (Madigan et al.,, 2001). En las
rutas de fermentacion, el piruvato es convertido en acetyl-CoA por la
piruvato ferredoxin oxidoreductasa, produciendo CO2 vy ferredoxina
reducida. Los electrones de la ferredoxina reducida son transferidos a
los protones por las hidrogenasas, resultando en la formacion de
moléculas de hidrogeno que son liberados de la célula junto con CO2.
Esta tipica produccion de gases podria contribuir a la ventaja en el
crecimiento y sobrevivencia en los tejidos del hospedador, generando un
ambiente anaerébico preferido. El piruvato, también, es convertido a

lactato por la lactato deshidrogenasa, mientras la acetyl CoA es

16
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convertida a etanol, acetato, y butirato a través de varias reacciones

enzimaticas. (Madigan et al, 2001; Shimizu et al., 2002).

El C. perfringens puede proliferar en un rango de pH de 5.5 a 8.0, una
actividad acuosa minima de 0.95, y un rango de temperatura entre 20 a
50° C, con un éptimo de 45° C, teniendo un tiempo de germinacion tan

corto como ocho minutos (Hatheway, 1990; Joclik y Willett, 1991).

2.1.3. Identificacién

El C. perfringens crece bajo condiciones de anaerobiosis, teniendo un

optimo desarrollo a 45°C. (Hatheway, 1990).

El crecimiento en caldo carne es rapido, con produccion de &cido gas,
teniendo el cultivo un olor hediondo y mostrando la carne sin digestion y
enrojecida (Cruickshan, 1965). Las colonias de C. perfringens crecidas
sobre medio agar sangre usualmente muestran una caracteristica zona
de doble hemolisis alrededor de la colonia: una zona interna clara
(hemolisis completa o tipo P) debido a la toxina 8; y una zona externa
nublosa (hemolisis incompleta o tipo A) debido a la toxina a. En medio
agar yema de huevo, las colonias son rodeadas por una ancha zona
opaca circular, reconocida como la reaccion de lecitinasa (reaccion de
Nagler) debido a la toxina a. En los medios enriquecidos con leche, casi
todas las cepas de C. perfringens producen una “Fermentaciéon
Tormentosa”, debido a la fermentacion de la lactosa, produccién de gas,
y coagulacion, pero no a la digestion de caseina. (Hatheway, 1990;

Joclik y Willett, 1991).
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Las caracteristicasbioquimicas complementarias son: motilidad negativa,
licuefaccion de gelatina, reduccién de nitrato, produccion de H2S,
reduccion de sulfito, indol negativo, lipasa negativo, ureasa negativo,
catalasa y oxidasa negativo, y fermentacion de una gran cantidad de
azucares (Merchant y Parker, 1961; Cruickshan, 1965; Cowan, 1974;

Gillespie y Timone, 1981, Nicolet, 1986; Joclik y Willett, 1991).

2.1.4. Tipificaciéon

Las cepas de C. perfringens son clasificadas en cinco tipos (A, B, C,Dy
E) en base a la produccién de sus cuatro toxinas letales (Cp-PLC, B, €y
1) (Nicolet, 1986; Hatheway, 1990; Songer, 1996; Petit et al. 1999), todas
las cuales son secretadas durante la fase de crecimiento exponencial
(Petit et al., 1999). Asi, las cepas tipo A producen Cp-PLC; las tipo B
producen las toxinas Cp-PLC, B y ¢; las cepas tipo C producen las
toxinas Cp-PLC y B; las cepas tipo D producen las toxinas Cp-PLC vy €; y
las cepas tipo E producen las toxinas Cp-PLC y 1 (Nicolet, 1986;

Hatheway, 1990; Songer, 1996; Petit et al. 1999).

El método de tipificacion clasica se basa en las pruebas de
neutralizacion toxina-antitoxina in vivo, empleando sobrenadantes de
cultivos liquidos de C. perfringens, tratadas y no tratadas con tripsina. La
tripsina es capaz de activar a las toxinas € y 1 e inactivar a la toxina f3.
Estos sobrenadantes son enfrentados con y sin antisuero de cada tipo, y
después son inoculados via intradérmica en cobayos o0 Vvia
intraperitoneal en ratones para evidenciar la seroneutralizacion toxina-

antitoxina (Cruickshan, 1965; Nicolet, 1986; Hatheway, 1990; Songer,
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1996). La respuesta es notada después de 24 a 48 horas en cobayos

(dermonecrosis) y a las 72 horas en ratones (letalidad) (Songer, 1996).

La correcta identificacion de los tipos de C. perfringens es critica para el
desarrollo de estudios epidemioldgicos y el establecimiento de efectivas
medidas de prevencion, incluyendo la vacunacion (Petit et al., 1999;
Archambault et al.,, 2002; Baums et al., 2004). Por ello, las técnicas
moleculares como PCR e hibridizacion de ADN han venido siendo
desarrolladas para tipificar cepas de C. perfringens por ser mucho mas
confiables y répidas en comparacién con las clasicas pruebas de
neutralizacion in vivo en ratones y cobayos (Petit et al., 1999; Baums et
al., 2004). Entre ellos, principalmente protocolos de PCR Multiple han
sido elaborados para genotipificar (en base a la presencia de los genes
plc, cpb, etx y iap [Cuadro 2.1]) y subtipificar (en base a la presencia de
los genes cpe y cpb2 [Cuadro 2.2]) cepas de C. perfringens (Songer y
Meer, 1996; Yoo et al., 1997; Kanakaraj et al., 1998; Herholz et al., 1999;
Garmory et al., 2000; Gkiourtzidis et al., 2001; Stagnitta et al., 2002;
Bueschel et al., 2003; Engstrom et al., 2003; Waters et al., 2003; Baums
et al., 2004; Gholamiandekhordi et al., 2006). No obstante, otras técnicas
moleculares como la ADN microarray (Al-Khaldi et al., 2004a; Al-Khaldi
et al., 2004b), la ribotipificacién (Schalch et al., 2003), la electroforesis de
gel en campo pulsado (Pulsed Field Gel Electroforesis; PFGE) (Nauerby
et al., 2003) y el andlisis de repeticiones en tandem en nimero variable
de multiples locus (Multiple Locus Variable-Number Tandem Repeat
Analisis; MLVA) (Sawires y Songer, 2005) también han sido empleadas

para estos fines.
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Es importante mencionar que el genotipo solo manifiesta el potencial de
virulencia del microorganismo, puesto que el genotipo no siempre es

expresado en fenotipo. (Petit et al., 1999).

2.1.5. Toxinas principales

2.1.5.1.Toxina alfa (a)

La fosfolipasa C del C. perfringens (Cp-PLC) o la toxina a fue la primera
toxina bacteriana que mostré tener actividad enzimética. El gen
codificante de la toxina a (gen cpa) esta presente en todos los tipos (A —
E) de C. perfringens, y esté situado cromosomalmente cerca al posible
origen de replicacion, entre dos perones rRNA. (Rood y Cole, 1991;

Rood, 1998).

La toxina a es una zinc-metalofosfolipasa que hidroliza exclusivamente
fosfatidilcolina y esfingomielina, responsable de su actividad citotoxica,
necrotica y hemorragica (Songer, 1997; Rood, 1998; Titball et al., 1999).
Posee un peso molecular 7 de 43 kDa y un pH isoelectrico de 5.4 (Titball
et al., 1999), y para su actividad requiere la presencia de iones de Zn++

y Ca++ (Hatheway, 1990; Titball et al., 1999).

La toxina a esta conformada por dos dominios: un dominio amino-
terminal (dominio N) compuesto de helices A y otro dominio carboxi-
terminal (dominio C) compuesto de hojas P-plegadas. Estos dominios
estan unidos por una regioncomun flexible (Rood,1998;Titball et al.,1999;
Petit et al., 1999; Dushesnes y Mainil, 2005). El dominio N contiene el

sitio activo de fosfolipasa C esencial para todas las actividades;
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mientras, el dominio C sugiere tener un rol clave en la interaccion con la

membrana fosfolipidica (Titball et al., 1999).

La capa externa de la membrana eucariota es rica en fosfatidilcolina y
esfingomielina, subtratos preferidos de la toxina a, que al ser
hidrolizados generan diacilglicerol y ceramide, respectivamente (Titball et
al., 1999). EIl diacilglicerol es un importante segundo mensajero,
activando proteinkinasa C (PKC), el cual activa fosfolipasas eucariotas,
especialmente fosfolipasas A2, C y D. los productos de fosfolipasa A2
proveen de substrato a la cascada de acido araquidonico, resultando en
la produccion de tromboxanos, leucotrienos y prostaglandinas. La PKC
también estimula la produccion en las células endoteliales del factor
activador plaquetario (PAF) y prostaciclinas. Todo esto, resulta en
constriccion de vasos sanguineos, incremento de la permeabilidad
vascular, agregacién plaquetaria y disfuncibnmiocardial, todos los cuales
contribuyen a manifestaciones locales y sistémicas caracterizadas por
un profundo shock y muerte (Songer, 1997; Titball et al., 1999; Petitet al.

1999; Stevens y Bryant, 2002).

2.1.5.2. Toxina beta ()

La toxina B induce inflamacion, necrosis de mucosa intestinal y letalidad
en ratones (Songer, 1996). Posee un peso molecular entre 28 y 40 kDa
(Hatheway, 1990; Rood y Cole, 1991; Smedley et al., 2004; Dushesnes y
Mainil, 2005) y un punto isoeléctrico (pl) de 5.6 (Hatheway, 1990). El gen
codificante (gen cpb) se encuentra localizado en un plasmido (Smedley

et al.,, 2004; Rood, 1998; Petit et al., 1999), el cual revela un ORF
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codificante de un polipéptido de 336 aminoacidos que incluye una
secuencia sefial de 27 aminoacidos, la cual es cortada para producir una
toxina activa (Smedley et al., 2004; Rood, 1998). La toxina B es
secretada durante la ultima fase de crecimiento logaritmico (Smedley et
al., 2004), es termolabil y sensible a las proteasas. (Songer, 1996; Rood

y Cole, 1991; Smedley et al., 2004).

El mecanismo de accion de la toxina 3 es aun poco conocido. Posee una
significativa homologia a nivel de aminoacidos con la toxina a, la toxina y
y la leucocidin de Staphylococcus aureus, las cuales oligomerizan y
forman poros en las membranas celulares. Esto sugiere que la toxina 3
podria tener una actividad similar, resultando en la alteracion de la
permeabilidad de la membrana, y consecuente la muerte celular. (Rood
y Cole, 1991; Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004; Dushesnes y

Mainil, 2005).

2.1.5.3.Toxina épsilon (g)

La toxina € es una exotoxina con actividad letal, necrotizante y
edematizante (Hatheway, 1990; Songer, 1996; Rood, 1998; Petit et al.,
1999; Smedley et al., 2004). El gen codificante de la toxina € (gen etx) es
encontrado en un plasmido de gran tamafio (Songer, 1996; Rood y Cole,
1991; Rood, 1998; Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004) y codifica una
protoxina relativamente inactiva constituida de 311 aminoacidos y un
peso molecular de 35.25 kDa (Hatheway, 1990). Esta protoxina es
activada por la accion de las proteasas intestinales, tales como la

tripsina y la quimiotripsina, y asi como también por las proteasas propias

22

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [1:3# Nacional del
Altiplano

(toxina A) del C. perfringens (Rood y Cole, 1991; Rood, 1998; Smedley et
al., 2004), mediante la remocion proteolitica en los residuos 13
aminoterminal y 22 carboxiterminal (Petit et al., 1999; Smedley et al.,

2004) formando asi una toxina activa de 283 aminoacidos. (Rood, 1998).

La toxina € activada interactlia con receptores (probablemente proteinas
glicosiladas) en la membrana celular (Smedley et al., 2004), uniéndose
fuertemente (Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004) y formando un largo
complejo de membrana (155 kDa) con una sola clase de proteinas de
membrana (Petit et al., 1999). Este largo complejo es un heptamero que
actla como un poro no selectivo, alterando la permeabilidad de la

membrana celular. (Smedley et al., 2004).

2.1.5.4. Toxina iota (1)

La toxina 1 posee actividad dermonecrética, causa alteracion de la
permeabilidad y es letal en ratones (Hatheway, 1990; Songer, 1996;
Rood y Cole, 1991). Esta toxina estd compuesta por dos componentes
inmunoldgico y biolégicamente distintos: un componente enzimatico (1a)
y un componente de union (Ib), siendo necesaria la presencia de ambos
para la actividad citotéxica (Hatheway, 1990; Songer, 1996; Rood, 1998;

Petit et al., 1999; Duchesnes y Mainil, 2005).

La toxina es codificada por dos genes ubicados en un plasmido (Petit et
al., 1999), agrupados y organizados en un operon (Duchesnes y Mainil,
2005). El componente la codificado por el gen iap (Rood, 1998; Petit et
al., 1999), posee un peso molecular de 47.5 kDa (Hatheway, 1990;

Rood, 1998), un pl de 5.2 (Hatheway, 1990) y tiene actividad ADP-
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ribosiltransferasaactina especifica (Hatheway, 1990; Songer, 1996;
Rood, 1998; Petit et al., 1999; Dushesnes y Mainil, 2005). El
componente Ib, codificado por el gen ibp (Rood, 1998; Petit et al., 1999)
posee un peso molecular de 100 kDa (Dushesnes y Mainil, 2005), un pl
de 4.2 (Hatheway, 1990) y reconoce un receptor de superficie celular
necesaria para la internalizacion de ambos componentes por endocitosis
mediada por receptor y la translocacion del componente la dentro del
citoplasma (Petit et al., 1999; Dushesnes y Mainil, 2005). Ambos
componentes (la y Ib) son sintetizados durante la fase de crecimiento
exponencial y secretados como protoxinas; que son proteoliticamente
activados por remocion de un péptido N-terminal de 20 kDa en el
componente Ib (80 kDa) y un residuo N-terminal de 9 a 11 aminoacidos
en el componente la (Dushesnes y Mainil, 2005). EI componente la
actua intracelularmente catalizando la ADP-ribosa, la cual unida al sitio
de actina previene la nucleacion y la polimerizacién de los monémeros
de actina ADP-ribosiladas. El resultado es la despolimerizacion de los
filamentos de actina y acumulacion de actina en forma de polimeros.

(Petit et al., 1999; Dushesnes y Mainil, 2005).

2.1.5.5 Enterotoxina del C. perfringens: CPE

La enterotoxina del C. perfringens (C. perfringens enterotoxin; CPE) es
una endotoxina sintetizada soOlo durante la fase de esporulacion,
desencadena una significativa secrecion de agua e iones en los
enterocitos provocando descamacion y acortamiento de las
microvellosidades intestinales (Rood y Cole, 1991; Rood, 1998; Petit et

al., 1999; McClane, 2000; Smedley et al., 2004), mas no posee actividad
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necrotizante (Niilo, 1986). La CPE es producida por menos del 5% de la
poblacién de C. perfringens (Rood, 1998; Petit et al., 1999; Smedley et
al., 2004), principalmente por cepas tipo A (Hatheway, 1990; Rood y
Cole, 1991; Rood, 1998; Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004), algunas
cepas tipo C y D (Hatheway, 1990; Rood, 1998; Petit et al., 1999) y sélo

pocas cepas tipo B y E (Hatheway, 1990; Petit et al., 1999).

El gen que codifica la CPE (gen cpe) puede ser encontrado o0 en una
region variable del cromosoma (cepas asociadas a intoxicacion de
origen alimentario) o en un largo pldsmido (cepas asociadas a
gastroenteritis humana no asociadas a intoxicacion de origen alimentario
y enteritis en animales) (Songer, 1996; Rood, 1998; Petit et al., 1999;
Miyamoto et al., 2002; Smedley et al., 2004). El gen cpe localizado
cromosomalmente, es un transposon de 6.3 kb que comprende dos
copias flanqueantes de secuencias de insercion 1S1470 y una copia de
IS1469 (Brynestad et al., 1997; Rood, 1998; Petit et al., 1999; Miyamoto
et al., 2002); mientras que el localizado extracromosomalmente es
encontrado en un gran plasmido de 100 a 120 kb, flanqueado por la
secuencia de insercion 1S1469 y, en algunas cepas, por otra secuencia
de insercion, 1S1151 (Rood, 1998; Petit et al., 1999; Miyamoto et al.,
2002). El gen cpe plasmidico ha demostrado ser transferido por

mecanismos conjugativos (Brynestad et al., 2001; Smedley et al., 2004).

La CPE consiste de un péptido de 309 aminoacidos con un peso
molecular de 35 kDa (Hatheway, 1990; Rood y Cole, 1991; Rood, 1998;
Smedley et al., 2004), un pl de 4.3 (Hatheway, 1990) y una solubilidad

de 3.44 mg/ml (Rood y Cole, 1991). La CPE posee un dominio N-
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terminal con actividad citotoxica y un dominio C-terminal con actividad de
receptor (Rood y Cole, 1991; Songer, 1996; Takahashi et al., 2005). La
tripsina y la quimiotripsina provocan la remocién proteolitica de 10 a 44
aminoacidos Nterminales, incrementando, en dos a tres veces, la

actividad citotoxica. (Hatheway, 1990; Songer, 1996; Rood, 1998).

La biosintesis de CPE ocurre después de la activacion del gen cpe por
factores transcripcionales (SigE y SigK), los cuales también controlan los
genes de esporulacion (Rood y Cole, 1991; Zhao y Melville, 1998),
acumulandose la CPE en grandes cantidades y formando cuerpos de
inclusion en el compartimiento de la célula madre de la espora de C.
perfringens, y siendo liberado al lumen intestinal s6lo cuando la célula
madre se lisa y libera su espora (Rood y Cole, 1991; Smedley et al.,

2004).

La CPE se une a un receptor proteinaceo (posiblemente un claudin-4)
presente en la membrana citoplasmética del borde en ribete del
enterocito (McClane, 2000; Smedley et al., 2004). Después de la union
de la CPE con su receptor forman el “complejo pequeno” de 90 kDa, que
se inserta en la membrana celular (Rood y Cole, 1991; Smedley et al.,
2004). Este complejo per se no es suficiente para inducir citotoxicidad.
Inmediatamente el “complejo pequeio” se une a otra proteina de
membrana (70 kDa) para formar el “gran complejo”, complejo hidrofébico
de 160 kDa. El “gran complejo” aparentemente tiene propiedades tipo
poro permitiendo el libre pasaje de pequefias moléculas a través de la
membrana, y conduciendo a la alteracibn de su permeabilidad.

Finalmente, causa un colapso coloidosmotico y la muerte celular (Rood y
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Cole, 1991; Songer, 1996; Petit et al., 1999; McClane, 2002; Smedley et

al., 2004).

2.1.5.6. Toxina beta 2 (B2)

La toxina B2 ha sido recientemente descrita (Gibert et al., 1997) y su gen
cpb2 ha sido asociado a la presentacion de enfermedades entéricas en
animales (Herholz et al., 1999; Garmory et al., 2000; Gkiourtzidis et al.,
2001; Bueschel et al., 2003; Waters et al., 2003; Engstrom et al., 2003;
Dray, 2004; Smedley et al., 2004; Embury-Hyatt et al., 2005; Jost et al.,

2005; Boujon et al., 2005).

El gen cpb2 es localizado en un plasmido de 59 a 100 kb (Gibert et al.,
1997; Rood, 1998; Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004; Schotte et al.,
2004) y su expresion es positivamente regulada por el sistema
regulatorio transcripcional VirR/VirS (Schotte et al., 2004), alcanzando su
maximo nivel durante la fase logaritmica tardia (Smedley et al., 2004). La
presencia de este gen ha sido reportado en varios tipos de C.
perfringens (Smedley et al., 2004; Schotte et al., 2004; Jost et al., 2005),
mas su expresion no ha sido demostrado en todas. (Schotte et al., 2004;

Jost et al., 2005).

El gen cpb2 codifica un péptido de 31 kDa, el cual es procesado
transcripcional a una toxina biolégicamente activa de 28 kDa y un pl de
5.01 (Smedley et al., 2004; Schotte et al., 2004). La toxina B2 posee
actividad letal para ratones (dosis de 3 pg) (Smedley et al., 2004,
Schotte et al., 2004), actividad citotdéxica para algunas lineas celulares

(Gibert et al., 1997; Smedley et al.,, 2004) y también provoca necrosis
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hemorragica en mucosa intestinal en las pruebas de intestino ligado
(Petit et al., 1999; Schotte et al., 2004; Campos et al., 2004). Esta toxina
es altamente susceptible a la accion proteolitica, asi tratamientos con
tripsina escinden a la toxina en dos péptidos (13 y 15 kDa), resultando
en una completa perdida de la citotoxicidad (Smedley et al., 2004;
Schotte et al., 2004). La actividad especifica de la toxina 2 aun no esta
totalmente clara, pero posiblemente sea la formacion de un poro u otro
mecanismo que conduzca a una disrupcion de la membrana celular

(Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004; Schotte et al., 2004).

A pesar de su denominacion, la toxina B2 no tiene significativa
homologia con la toxina B (15% de similitud de aminoacidos) (Gibert et
al., 1997; Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004; Schotte et al., 2004)
sblo existiendo una baja reaccion inmunoldgica cruzada entre estas

(Petit et al., 1999; Schotte et al., 2004).

2.2. EIMERIA SPP.

El término coccidiosis es conocido para todos los miembros de la sub
clase Coccidia, es decir Eimeria, Isospora, Cryptosporidium,
Toxoplasma, Sarcocystis, Neospora, Hammondia, Besnoitia y Frenkelia,
es por eso que siguiendo los nombres de las nomenclaturas y para evitar
confusiones en nombres, a esta parasitosis se le debe llamar eimeriosis.
Guerrero en 1967a, reporta tres especies de Eimerias: E. lamae, E.
alpacae y E. punoensis. Luego, ese mismo afio, Guerrero et al., 1967b,
observé que de estas tres especies, E. lamae, se encuentra con mayor

frecuencia en animales jovenes y las otras dos en animales adultos. En
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el mismo afio, en un estudio parasitolégico y anatomopatologico del
intestino de una cria de alpaca de 5 meses de edad, se encontro en la
mucosa regular cantidad de Eimerias spp., que podria tratarse de una
nueva especie y cuyas dimensiones del ooquiste fueron de 80 a 90
micras de largo por 55 a 66 micras de ancho y presentaron micropilo

bastante notorio. (Guerrero et al., 1967c).

En camélidos sudamericanos se han reportado hasta 6 especies de
eimeria: E. lamae, E. alpacae, E. punoensis y E. peruviana que parasitan
las células epiteliales del intestino delgado, mientras que E.
macusaniensis se localiza en las glandulas cripticas, es decir, en las
capas mas profundas de la mucosa (Leguia y Casas, 1999, Rosadio y

Ameghino, 1994).

Tabla 1.Eimerias notificadas en camélidos sudamericanos.

Especie Alpacas Llamas | Guanacos| Vicufas
E. alpacae + + + +
E lamae + + + +
E. macusaniensis + + + +
E. peruviana - + - -
E. punoensis + + + +
E. ivitaensis + - - -

Leguia, 1999; Castillo, 2006.
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2.2.1. Caracteristicas morfoldgicas

Ooquiste.

Las formas mas comunes de los ooquistes son las esféricas,
subesféricas y ovoides o elipsoidales y varian de tamafo segun la forma
y la especie. La pared de los ooquistes esta formada por dos capas y
generalmente es clara y transparente, con un contorno doble bien
definido. Ciertas especies presentan un micropilo en un extremo, que
frecuentemente es puntiagudo. Este micropilo puede estar recubierto por
un casquete y en ocasiones puede proyectarse de la pared quistica
hacia el exterior una estructura cupiliforme que es el casquete polar.

(Soulsby, 1987).

En el ooquiste esporulado presenta 4 esporocistos 0 esporoquistes
conteniendo cada uno 2 esporozoitos. Los esporozoitos tienen un

citoplasma granular y un nucleo central. (Soulsby, 1987).
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Tabla 2. Caracteristicas biométricas y morfoloégicas de ooquistes de
CamélidosSudamericanos.

Especie

Dimensiones
(um)

Forma

Caracteristicas

E. punoensis

19.9 x 16.4
(17-22x14-18)

Elipsoidal
a ovoide

dos membranas.
Micropilocon capsula micropilar
aplanada. Presencia de granulo(s)
polar(es). Cuerpo de Stieda apenas
perceptible. Residuo de esporoquiste
con pocos granulos en forma compacta
en el centro.

Pared con

E. alpacae

24.1x19.6
(22-26x18-21)

Elipsoidal

Pared con dos membranas. Micropilo
con capsula micropilar aplanada.
Presencia de granulo(s) polar (es).
Cuerpo de Stieda apenas perceptible.
Residuo de esporoquiste con pocos
granulos en forma compacta en el
centro.

E. peruviana

31.8x19.3
(27.9-
37.5x18-22.5)

Ovoide

Pared con dos membranas. Sin
micrépilo. Residuo de ooquiste en
forma de una masa redondeada y
compacta. Cuerpo de Stieda bien
perceptible. Presencia de algunos
granulosen los esporozoitos.

E. lamae

35.6x24.5
(30-40x21-30)

Elipsoidal
a ovoide

Pared con dos membranas.Micrépilo
con capsula micropilar prominente.
Presencia de granulo(s) polar (es).
Cuerpo de Stieda bien perceptible.
Residuo del esporoquiste con pocos
granulos en forma compacta en el
centro.

E. ivitaensis

88.8x51.86
(88-98x49-59)

Elipsoidal
truncado
en forma
de
micropilo

Pared con tres membranas. Membrana
media gruesa, naturaleza granular y de
color marron oscuro. Ausencia de
granulo polar. Esporoquistes con
cuerpo de Stieda apenas perceptible y
concentrado en la parte anterior.
Residuo de esporoquiste
irregularmente distribuido.

E. macusaniensis

93.6x67.4
(81-107x61-
80)

Ovoide
piriforme

Pared con tres membranas. Membrana
gruesa y granular de color marrén
oscuro. Esporoquistes con cuerpo de
Stieda apenas perceptible y distribuidos
homogéneamente. Residuo del
esporoquiste en forma de masa regular
en el centro.

Leguia, 1999.
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2.2.2.Ciclo biolégico de la eimeria

El ciclo de vida de las eimerias es similar en todas las especies, con
excepcion de la duracién de la misma y algunas particularidades. Se
describen tres fases: esporogonia, esquizogonia y gametogonia (Fowler,
1998). Es de ciclo directo y altamente especifico para cada especie
animal asi por ejemplo las eimerias de los camélidos no pueden infectar

a los ovinos u otra especie animal. (Hidalgo y Cordero, 1999).

Se ha estudiado parcialmente el ciclo de E. lamae y E. macusaniensis.
Los camélidos sudamericanos (CSA) se infectan al ingerir pasto o agua
contaminados con ooquistes esporulados conteniendo ocho (8)
esporozoitos, los cuales, luego de liberados en el estbmago, penetran
las células epiteliales o las glandulas cripticas del intestino (Leguia y
Casas 1999), ya sea en cualquiera de las 2 localizaciones el esporozoito
comienza a redondearse lo que da inicio a la reproduccion asexual o
esquizogonia. En muchas especies, el desarrollo tiene lugar por encima
del nucleo de la célula epitelial; en unas pocas por debajo de él y en
algunas especies de bovinos (E. alabanensis) y ovinos (E. ashata y E.

intrincata) la localizacién es intranuclear. (Soulshy, 1987).

En el caso de las eimerias de la alpaca los periodos patentes, como se

menciond anteriormente es variable de acuerdo a la especie (Cuadro 3).

Existe, sin embargo, pruebas de que el ciclo de ciertas especies de
Eimeria es mas complicado, algunos merozoitos pueden abandonar las
células epiteliales y penetrar en otras células del intestino o tejidos

adyacentes. En el caso de la Eimerias de bovinos, E. bovis se han
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hallado esquizontes en capilares linfaticos de las vellosidades
intestinales, gamontes de E. aurburnesis en células subepiteliales y
esquizontes de E. zuernii en la lamina propia, en ovinos se han
encontrado estadios extraintestinales de esquizontes en ganglios
mesentéricos de E. bakuensis (Hidalgo y Cordero, 1999). En el caso de
E. macusaniensis, también posee localizacion extraepitelial: quiliferos y
lamina propia en el intestino delgado y en algunos casos los
microgamontes también se localizan en quiliferos y lamina propia del

ciego y colon. (Palacios, 2004).

Estas localizaciones tendrian la finalidad de evadir la respuesta inmune
local o la acciébn de la quimioterapia y actuar como reservorios que
puedan reanudar el desarrollo cuando, por ejemplo, el sistema inmune
del hospedador se debilita, lo cual podria explicar la presencia de brotes
repentinos de coccidiosis en hospedadores inmunodeprimidos o
estresados, que se encuentran en alojamientos relativamente higiénicos

(Hidalgo y Cordero, 1999; Leguia y Casas, 1999).

Tabla 3.Periodo prepatente y patente reportados en Eimeria spp.de CSA.
(Palacios 2004).

PERIODO PERIODO
ESPECIE PREPATENTE PATENTE REFERENCIA
9 dias 7 dias Yrei, 1974
E. punoensis
10 dias 24 dias Foreyt y Longerquist, 1992
11 dias 9 dias Guillermo, 1975
E. alpacae
16 - 18 dias 9 dias Foreyt y Longerquist, 1992
E. lamae 15 - 16 dias 10 dias Guerrero et al., 1970
33 dias 48 dias Guerrero et al., 1972
E. macusaniensis 32 - 36 dias 48 dias

Rohbeck et al., 2003

37 - 40 dias 20 - 23 dias
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2.2.3.Patogenia

En otras especies de Eimeria spp. se ha realizado la descripcién de la
patogenia, la cual es originada por la destruccion de las células
epiteliales en diferentes partes del intestino, al generar una accion
traumatica, tal es el caso de E. necatrix que afecta a los pollos, van
Doorninck y Becker (1957) han visto que inicialmente, los esporozoitos
invaden el epitelio intestinal en la punta de las microvellosidades, y de
alli son ingeridos por macrofagos y transportados por ellos a través de
la lamina propia de las vellosidades, hasta alcanzar el epitelio de las
profundidades de las glandulas de Lieberktiihn, lo cual podria suceder en
las eimerias reportadas en alpacas que se localizan en esta zona. A este
nivel, abandonan a los macrofagos y entran en las células epiteliales,
para experimentar su desarrollo posterior. Hidalgo y Cordero, 1999
mencionan que dicha alteracion o destruccion va a depender del nimero
de ooquistes ingeridos, potencial de reproduccion de las especies
implicadas, efecto de la sobrepoblacién o multitudinario (crowding factor)
y la localizacién exacta del parasito ademas agregan que las eimerias
gue se desarrollan subepitelialmente provocan lesiones méas graves de
tipo hemorragica que las que parasitan las células epiteliales. Ademas,
los esporozoitos apenas generan accion traumatica, sin embargo;
trofozoitos, esquizontes y gametos se alimentan del citoplasma de la
célula y ocasionan ruptura de las células invadidas. Los esquizontes
destruyen el revestimiento epitelial, a veces en amplios tramos entéricos,
dejando al descubierto la propia de la mucosa, en eimerias que afectan a

ovinos se ha calculado que la infeccion a partir de un solo ooquiste
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puede originar 107 gametocitos y esto representa la destruccion de unos

2mm de intestino delgado. (Hidalgo y Cordero, 1999).

Las eimerias pueden atacar las células epiteliales de la vellosidad o de
las criptas y en algunos casos una sola especie de eimeria, dependiendo
de la fase de su desarrollo, puede afectar ambas poblaciones celulares
(Hidalgo y Cordero, 1999). En alpacas, la E. lamae, E. alpacae, E.
punoensis, parasitan las células epiteliales de la vellosidad intestinal,
siendo la mas patogena E. lamae (Guerrero et al., 1970b) donde el
namero de generaciones de merontes y gamontes provocan lesiones
necréticas en el apice de las vellosidades (Guerrero et al., 1970a), E.
macusaniensis parasita las criptas de Lieberkuhn causando lisis y
necrosis de la misma (Guerrero et al., 1967; Rosadio y Ameghino, 1990),
E. ivitaensis, también se ubica en las criptas y sus formas endbégenas
causan necrosis y regeneracion celular (Palacios, 2004) y es muy
probable que a medida que las células se van desprendiendo del
extremo apical de las vellosidades, estas no seran sustituidas por
nuevas células procedentes de la cripta debido a la afeccion parasitaria

a la que estan siendo sujetas. (Palacios, 2004).

La continua pérdida celular determina una hiperplasia del epitelio de la
cripta de Lieberkuhn las cuales en cuestion de dias reconstruirdn la
vellosidad dafada (Jubb et al., 1990). Algunas lesiones peculiares de
ciertas eimerias como es el caso de E. bakuensis en ovinos, ejerce
accion mitdgena sobre el epitelio de las criptas, o que explica la
formacion de estructuras papiloides, sin causar destruccion importante

de las células de las criptas y sin consecuencias clinica notables, lo que
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sugiere una buena adaptacion de la especie a su hospedador. (Hidalgo y

Cordero, 1999).

Las infecciones por una sola especie de eimeria son muy raras, por lo
gue todas las alteraciones son consecuencia de la presencia de dos o
mas especies (Guerrero et al., 1970b, Hidalgo y Cordero, 1999). Se ha
observado bajo condiciones de campo, que la asociacibn mas patdgena
la constituye E. lamae y E. macusaniensis, en donde la primera parasita
y destruye los enterocitos de las vellosidades las cuales no podran ser
reemplazadas por nuevas células procedentes de la cripta debido a la
necrosis y atrofia producida por las formas enddgenas de E.
macusaniensis (Guerrero et al. 1970b). Todas estas alteraciones
conllevan a que se genere la malabsorcion, debido a que la capacidad
digestiva y de absorcion de la de la mucosa esta reducida a causa de la
disminucion de la superficie de las vellosidades y del nimero de células
absorbentes, asi como la menor capacidad de las células restantes,
cuya diferenciacion es incompleta. El contenido digestivo y las
secreciones digestivas normales no serdn absorbidas y sufren
degradacion bacteriana y fermentacion en el intestino. Esta degradacion
determinara en un aumento de la osmolaridad del contenido intestinal,
con lo que el liquido es atraido hacia la luz intestinal por el gradiente
osmatico resultante, asi como pérdidas significativas de Na, K, Cl, HCO3
lo que conduce al final en una acidosis (Hidalgo y Cordero, 1999).
Debido a las alteraciones descritas en el intestino delgado, el contenido
gue pasa por el intestino grueso es cualitativamente anormal y su

volumen sobrepasaria la capacidad de absorcibn de este tramo
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intestinal; de tal manera que gran parte del contenido digestivo
fermentado y los liquidos producidos por este son eliminados en forma
de heces acuosas caracteristicas de la enfermedad (Hidalgo y Cordero,

1999).

Todo el cuadro mencionado anteriormente se puede complicar cuando
existen infecciones bacterianas que aprovechan el dafio causado en la
mucosa intestinal dejando puertas de entrada abiertas en las lesiones,
como sucede en el caso de la enterotoxemia, lo cual ha sido observado
por diversos investigadores (Londofie et al., 2006; Palacios, 2006;
Pérez, 2006), quienes han reportado la asociacion patoldgica de la
presencia de estadios (sexuales, asexuales y esporogonicos) de

eimerias en casos fatales de enterotoxemia.

2.2.4 Lesiones

Las lesiones macroscopicas se concentran en el intestino delgado,
principalmente en el ileon para el caso de E. lamae, con formaciones
hemorragicas de aspecto nodular en la serosa, pero en el extremo distal
las hemorragias se tornan petequiales. La mucosa se muestra
severamente congestionada y engrosada en la regiéon del ileon
(Guerrero et al.1970b). En el caso de E. macusaniensis las aéreas de
congestion y hemorragia circunscritas se concentran en el yeyuno e
ileon, llegando a observarse micronodulaciones blanquecinas que se
proyectan hacia la valvula ileocecal. (Rosadio y Ameghino, 1989, 1990,

1994).
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Las lesiones microscopicas descritas para E. macusaniensis consisten
en el acortamiento y fusion multifocal de vellosidades, presencia masiva
de diferentes estadios protozoales, observandose destruccion del
epitelio de revestimiento de la cripta, con lesiones necroticas moderadas
a severas (Rosadio y Ameghino, 1989, 1990, 1994). Se caracterizan por
edema, infiltracion eosinofilica y mononuclear y necrosis epitelial tanto
en vellosidades como de criptas (dependiendo de la especie). En el caso
de E. macusaniensis las lesiones mas severas se localizan en yeyuno
medio y yeyuno final e ileon, parasita el ciego y parte del colon
ascendente, ademas para E. ivitaensis en el yeyuno final e ileon.

(Palacios, 2004).

Se ha identificado estadios (sexuales y asexuales) pertenecientes a E.
macusaniensis, ubicados profundamente en la mucosa intestinal,
asociada a Clostridium perfringens, observandose cambios patologicos
caracterizados por severa enteritis necrotica difusa aguda 42.9% (3/7),
severa enteritis necroética supurativa difusa aguda en 28.5%(2/7), severa
enteritis no supurativa difusa aguda en 14.3% (1/7)y severa enteritis

hemorragica difusa aguda 14.3% (1/7). (Pérez, 2006).

2.2.5. Signos clinicos

Al infectar experimentalmente a una cria de alpaca con cien (100) y otra
con cien mil (1000,000) ooquistes esporulados de E. lamae, en el primer
caso no se observo presencia de signos clinicos y en el segundo el
animal murié el mismo dia que el parasito se hizo patente después de

haber presentado signos como diarrea, deshidratacion, anorexia y
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anemia (Guerrero et al.1970b). Sin embargo, en la infeccién natural por
Eimeria existe desde muy temprana edad, a los 15 dias de nacidos
(Melo y Hurtado, 1985). Los signos observados son diarrea, que algunas
veces puede faltar sobre todo al inicio de la infeccion, fibra quebradiza,

caquexia, deshidratacién, coélico. (Guerrero y Leguia, 1987).

Se ha observado, bajo condiciones de campo y en forma experimental,
gue la E. lamae y E. macusaniensis constituyen una asociacion
altamente patdégena, ya que la primera destruye el epitelio intestinal y la
segunda causa atrofia y necrosis de las glandulas cripticas. De acuerdo
a la intensidad de la infeccién puede producirse retardo en la capacidad
regenerativa y/o curativa del epitelio, o la perdida completa de su
capacidad funcional, predisponiendo al animal a morir por
deshidratacion, acidosis o invasion bacteriana secundaria. El raspado de
areas lesionadas, examinado al microscopio, permite detectar
abundantes estadios enddgenos del parasito. La coccidiosis se presenta,
generalmente, en forma subclinica, con o sin diarreas ligeras. En casos
clinicos, el signo mas caracteristico es una diarrea ligeramente
sanguinolenta y fétida, deshidratacion, disminuciébn del apetito,
abundante sed, coélicos, pérdida de peso, debilidad, postracién y muerte.

(Leguia, 1999).

2.2.6.Epidemiologia

2.2.6.1. Factores relacionados al parasito

Los CSA comparten la misma fauna parasitaria pudiendo cualquier

especie de Eimeria spp. afecta tanto a la alpaca, llama, guanaco o
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vicuiia (Guerrero, et al.,1970). Sin embargo, solamente E. peruviana que
afecta a llamas ha demostrado tener especificidad por su hospedero
como se vio en varios estudios de prevalencia llevados a cabo en
crianzas asociadas entre llamas y alpacas (Pelayo, 1973). En alpacas se
ha observado en infecciones naturales, que la asociacion entre E. lamae

y E. macusaniensis constituye la mayor patogenicidad.

2.2.6.2. Factores relacionados al hospedero

Las crias de alpacas son muy susceptibles a la eimeriosis clinica, se ha
observado que pueden infectarse a partir de la segunda semana
incrementando significativamente la eliminacion de ooquistes en las
ocho semanas siguientes (Melo y Hurtado, 1985; Rojas, 1990). Los
adultos son considerados como portadores asintomaticos que van a ir
eliminando los ooquistes junto con las heces para infestar pasturas
(Guerrero y Leguia, 1987). La gravedad de la infeccion dependeréa de los
ooquistes ingeridos. Si son pocos no presentan signos clinicos y las
infecciones reiteradas originan infeccién sin enfermedad. La ingestién de
gran cantidad de ooquistes puede causar enfermedad y muerte incluso
en adultos (Hidalgo y Cordero, 1990). Los animales que logran
recuperarse de la infeccion desarrollan inmunidad contra las mismas
especies infectantes, pero no una inmunidad absoluta y los animales
adultos recuperados se reinfectan continuamente, aunque en menor
grado y adquieren una infeccién leve. La inmunidad puede bajar en
condiciones de estrés y provocar la enfermedad (Guerrero y Leguia,

1987).
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Si bien la coccidiosis es generalmente un problema de animales jovenes
criados en confinamiento, en el caso particular de los CSA explotados en
forma extensiva, la enfermedad puede presentarse por los siguientes

factores:

. Introduccion de crias altamente susceptibles a ambientes

contaminados.

La paricibn y empadre se realiza todos los afios en los mismos
pastizales; esto produce una acumulacién gradual de ooquistes, a lo que
se adiciona la presencia de letrinas que proporcionan un microclima
favorable para el desarrollo y viabilidad de ooquistes. Por otro lado, el
estrés contindo de la paricion, lactacion y empadre ocasionan una
pérdida temporal de la inmunidad de las madres, que se traduce en un
incremento en la eliminacién de ooqusites y una mayor susceptibilidad

del animal a las reinfecciones.

Si consideramos que la paricion abarca un periodo variable de tiempo
(enero a marzo en explotaciones organizadas y diciembre a abril en
pequefios criadores) el riesgo de infecciones masivas sera mayor en los
animales que nacen en los ultimos meses de la paricibn. Se ha
observado que las crias pueden infectarse a partir de la segunda
semana de edad, incrementandose significativamente la eliminacion de
ooquistes en las 8 semanas siguientes. (Melo y Hurtado, 1985; Rojas,
1990). Resulta evidente que las crias, que, durante las seis primeras
semanas, adquieran infecciones subclinicas, pero actian como

multiplicadoras, eliminando millones de ooquistes, que incrementan
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peligrosamente el potencial de infeccion de las pasturas, pudiéndose
producir brotes clinicos en las crias que nacen a mediados o al final de

la paricion.

. Estrés del destete que se realiza al final de la época seca, en la
cual los pastos son deficientes en cantidad y calidad,

presentandose la enfermedad por estrés nutricional.

. Concentracion de animales en espacios reducidos durante
ciertas faenas como esquila, dosificacion, bafos, etc., que
producen no solo un estrés social, sino que favorecen una mayor
contaminacion de pastizales (Leguia y Casas, 1999). Animales
infectados en forma subclinica o clinica desarrollan una inmunidad
relativa, la cual es especifica para cada especie de coccidia.

(Leguia, 1999).

Diagnostico

Se puede tomar como base:

. Signos clinicos.
. Antecedentes epidemiolégicos.
. Examen parasitoloégicos de heces. Hallazgo de abundante

cantidad de ooquistes no esporulados, los cuales, pueden estar
ausentes al inicio de la enfermedad, es decir durante la fase

asexual.
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. Examen post mortem. Observacion y evaluacion de las lesiones

anatomopatoldgicas.

Es importante realizar un diagnostico diferencial con la enterotoxemia
gue puede producir hasta el 50% de mortalidad en crias, generalmente
en buenas condiciones de carnes, entre la primera y segunda semana
post nacimiento, a diferencia de la coccidiosis que se presenta
gradualmente entre las 4 a 8 semanas de edad y los animales que
mueren muestran sintomas de deshidratacién y desnutricion (Leguia,

1999).

2.2.7Prevalencia

Aun cuando se han notificado altas tasas de prevalencia (30% al 100%)
en alpacas (Guerrero et al., 1970a), llamas (Pelayo, 1973), guanacos
(Hurtado et al.,, 1985) y vicufias (Chavez et al., 1982) y con cierta
frecuencia se informa brotes clinicos (Leguia y Casas, 1999), se
desconoce la real importancia de la coccidiosis en el complejo entérico

neonatal y mortalidad de crias.

Guerrero et al., en 1970c evalu6 160 muestras fecales de alpacas
provenientes de Puno y Cuzco, hallando un 58% de animales positivos a
coccidias, encontrdndose las siguientes especies: E. macusaniensis
25%, E. punoensis 20%, E. alpacae 16.9% y E. lamae 15.6%. La mayor
prevalencia de coccidias correspondié a crias menores de 2 meses de
edad (90%) y con carga de 1 016 ooquistes por gramos de heces;
considerdandose las especies mas importantes E. lamae y E.

macusaniensis.
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Melo y Hurtado (1985), al evaluar 78 crias de alpacas para determinar la
infeccion parasitaria desde el nacimiento hasta el destete, hallaron que
la infeccion parasitaria ocurre a partir de los 16 dias de edad
aproximadamente y la mayor infestacion se observo entre los 40 y 91
dias de edad. Las primeras coccidias halladas fueron E. lamae y E.
alpacae seguido luego por E. punoensis y E. macusaniensis. La coccidia
gue ocasion0 mayor carga parasitaria fueron E. lamae seguido de E.
alpacae, E. punoensis y E. macusaniensis los mismos que disminuyeron

conforme avanzaba la edad.

De la evaluacion de 391 crias de alpacas procedentes de 15
comunidades de Puno, se obtuvo una prevalencia de 19.43% para E.
punoensis, 14.26 % para E. alpacae y 12.65% de E. macusaniensis

(Martinez, 1992).

De un estudio realizado a 84 crias de alpacas, en el departamento de
Junin, se hallé que el 90% de animales resultaron positivos a una o0 mas
especies de Eimerias. La prevalencia por especies fue: 82% para E.
punoensis, 73% E. alpacae, 65% E. lamae y 11% E. macusaniensis. Se
encontraron infecciones mixtas hasta 4 especies de Eimerias, siendo la
mas frecuente formada por 3 especies E. punoensis — E. alpacae - E.
lamae (42%) y finalmente la E. lamae fue la especie que obtuvo la mayor
carga parasitaria con 6 629 ooquistes, seguida de E. alpacae 1 141, E.

punoensis 1 045 y E. macusaniensis 7. (Romero, 1992).
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2.3. ENTEROTOXEMIA DE LAS ALPACAS

2.3.1.Etiologia

La enterotoxemia de las alpacas también conocida como diarrea bacilar
o enfermedad de Moro es causada por las toxinas de C. perfringens
(Moro, 1971; Moro, 1987), siendo mayormente el tipo A el mas
involucrado (Moro, 1971; Ramirez et al., 1985; Ramirez, 1987,
Moro, 1987; Ramirez, 1988; Ramirez y Ellis, 1988; Ramirez, 1989a;
Ramirez, 1989b), aunque se reporta también el tipo C (Moro, 1971;
Moro, 1987) en la sierra sur del Peru (Moro, 1971; Moro, 1987). Mientras
gue en Chile y en EEUU han sido reportados los tipos Ay B, (Prehn et
al., 1999) y los tipos A (Fowler, 1998), C (Fowler, 1998; Whitehead y
Anderson, 2005) y, posiblemente, el D (Fowler, 1998), respectivamente,

en casos de enterotoxemia en alpacas.

2.3.2. Epidemiologia

La enterotoxemia de las alpacas se presenta en forma de brotes
epizodticos durante la época de paricidn, y esté relacionada a factores
climaticos (principalmente abundantes lluvias) y deficiencias en el
manejo e higiene del hato (Moro, 1987; Ramirez et al., 1985; Ramirez,

1991; Ameghino y De Martini, 1991; Bustinza, 2000).

La enfermedad ocasiona elevadas tasas de mortalidad neonatal en
alpacas. En pequefios (comunidades alpaqueras) y grandes (centros
experimentales y grandes empresas alpaqueras) hatos alpaqueros,
reportandose tasas anuales de mortalidad neonatal por la enfermedad

de 0.6 a 48.9% en la estacion experimental “La Raya” en Puno durante
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1973-1979 (Ramirez et al.,, 1985), de 5.1 a 25.8% en doce fundos
alpaqueros de Puno en 1974 (Bustinza, 2000), y un estimado de 70% en
medianos criadores alpaqueros en Cusco en 1980 (Ramirez et al.,

1985).

La enterotoxemia afecta principalmente a las crias de alpacas entre los 3
a 80 dias de edad, siendo més vulnerables entre las 2 a 3 semanas de
edad (Moro, 1987; Ramirez et al., 1985; Ameghino y De Martini, 1991,
Fowler, 1998; Bustinza, 2000). Este periodo coincide con el dramético
descenso de los niveles de gammaglobulina de 1.4 mg/mL al nacimiento
a 098, 0.76 y 0.79 mg/mL a los 8, 15 y 22 dias, respectivamente
(Ramirez et al., 1985). Asimismo, se ha observado que las crias en
buena condicion corporal son mas susceptibles a desarrollar la
enfermedad (Ramirez et al., 1985; Moro, 1987; Ameghino y De Martini,
1991; Bustinza, 2000). Esto presumiblemente debido a su ingesta

prematura de forraje contaminado del entorno.

Por otro lado, la época de paricion en los camélidos sudamericanos
dada durante los meses de Enero a Marzo, periodo de intensa
precipitacion fluvial, sumada al hacinamiento de los animales
favorecerian a la presentacion de epizootias de enterotoxemia, debido a
gue la alta humedad del suelo propician la presencia, multiplicacién y
modificacion biolégica de esporas a células vegetativas de C.
perfringens. Asimismo, la extrema variacion entre temperaturas maxima
(14° C) y minima (3° C) durante el dia que soportan las crias de alpacas

en el altiplano generan un gran estrés en ellos (Ramirez et al., 1985).
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2.3.3. Patogenia

La principal via de ingreso del C. perfringens es la oral. Es probable que
las crias ingieran una masiva cantidad de esporas y/o células
vegetativas de clostridios (Ramirez et al., 1985). Posteriormente, en el
lumen intestinal un ligero pH alcalino y el incremento de carbohidratos en
la dieta (cambio de dieta, inicio de consumo de forraje) (Ramirez y Ellis,
1988) o una excesiva ingestion de leche (Ameghino y De Martini, 1991)
generarian un ambiente 6ptimo para la multiplicacion y/o esporulacion
del C. perfringens y la sintesis de la(s) toxina(s) responsable(s) del
cuadro fatal (Ramirez y Ellis, 1988; Ameghino y De Martini, 1991; Pérez,
2006). Hasta el momento, no se conoce cual(es) es(son) el(los)
factor(es) de virulencia de C. perfringens responsable(s) de la

enfermedad.

Inicialmente, la Cp-PLC fue considerada como el principal factor de
virulencia involucrado en cuadros enterotoxémicos por C. perfringens
tipo A (Moro, 1987). Sin embargo, estudios realizados por Ramirez
(1987) mostraron la produccién de CPE por algunas cepas de C.
perfringens tipo A aislados de casos de enterotoxemia en alpacas,
dichas cepas mostraron escaza capacidad de produccion de Cp-PLC in
vitro. Asimismo, ensayos en intestino ligado en llamas inoculadas con
cepas enterotoxigénicas esporuladas provocaron la acumulacién de
fluidos y la formacién de gas, asi como la aparicién de algunos signos
clinicos (postracién, ligera lagrimaciébn y congestion de mucosas),
consiguiendo ser evidenciada serolégicamente la CPE en el contenido

intestinal. Todo esto llevo a concluir al autor que la CPE es el principal
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factor de virulencia involucrado en el desarrollo de la enfermedad

(Ramirez, 1987; Ramirez, 1988; Ramirez y Ellis, 1988).

No obstante, recientes estudios moleculares de cepas aisladas de casos
de enterotoxemia de alpacas muestran la escasa presencia del gen cpe,
poniendo en cuestion la participacion de la CPE como el factor de
virulencia esencial para la enfermedad (Pérez, 2006). Ademas, la
actividad biologica de la CPE se encuentra asociada con diarreas
profusas, esporadicas y autolimitantes en individuos
inmunocompetentes, y no con enteritis necroéticas y/o hemorragicas que
cursan sin diarreas como los tipicos cuadros descritos de enterotoxemia
en alpacas (Moro, 1987; Ameghino y DeMartini, 1991; Palacios, 2004).
Con todo lo mencionado anteriormente, la participacion de la CPE ha
sido descartada y han empezado a buscar nuevos factores de virulencia

de C. perfringens.

Asi, se ha reportado la presencia de C. perfringens genotipo A subtipo
B2toxigénico en casos de enterotoxemia de alpacas (Pérez, 2006). Este
subtipo ademas de tener el gen cpa posee el gen cpb2, evidenciando
una posible participacion de la toxina B2 en la etiopatogénesis de la
enfermedad. Similares hallazgos han sido reportados por investigadores
estadounidenses, quienes detectaron la presencia del gen cpb2 en
18.6% (8/43) de los C. perfringens aislados de alpacas con problemas
entéricos (Bueschel et al., 2003; Ellis, 2006). La presencia de la toxina
B2 viene siendo asociada con problemas entéricos en diferentes
animales, principalmente en enteritis necrética en cerdos vy tiflocolitis en

caballos (Bueschel et al.,, 2003, Garmory et al., 2000; Herholz et al.,
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1999), asi como con cuadros de enterotoxemia en terneros, cabras y
venados (Manteca et al, 2002; Embury-Hyatt et al., 2005; Dray, 2004) y

disenteria hemorragica en corderos (Gkiourtzidis et al., 2001).

Por otro lado, Luna (2009) ha aislado cepas de Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) y enteropatégena (EPEC) en el 21% (5/24) y
25% (6/24) de casos enterotoxemia de alpacas, sugiriendo la
participacion de la shigatoxina e intima de E. coli en la patogenia de la
enfermedad. Asimismo, Rosadio et al. (2009) han reportado una
asociacion de la enfermedad con Eimeria macusaniensis, encontrandose
la presencia del parasito en 31% (33/108) de los casos. Probablemente,
el dafio producido por la coccidia en la mucosa intestinal facilitaria la

proliferacion de C. perfringens y sus toxinas.

2.3.4. Signos clinicos

La muerte sUbita puede ser muchas veces el Unico signo encontrado.
Los signos clinicos y su intensidad dependeran de la cantidad de toxinas
presentes en el organismo. Las crias afectadas muestran depresion,
anorexia, permanecen postradas y alejadas de su madre con las orejas
dirigidas hacia atras, los ojos cerrados y los miembros estirados. El
cuadro progresa y las crias aparecen con los miembros anteriores
estirados, la cabeza apoyada sobre el suelo, el abdomen distendido y la
emision de quejidos, posiblemente debido al dolor abdominal. Algunas
ingieren abundante cantidad de agua (polidipsia) y otras desarrollan
apetito depravado (polifagia) que se manifiesta por la ingestién de arena,

piedrecillas, etc. del suelo. La temperatura tiende a ser normal, pero a
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veces sobrepasa los 40° C, y suelen echarse ventralmente en los
arroyos y charcos de agua. La temperatura disminuye notablemente
(hipotermia) en el estado agonico. El cuadro toxémico en su etapa final,
se acompafia de alteraciones nerviosas tales como convulsiones y
opistotonos. Finalmente, el animal entra en coma y muere (Ramirez et
al., 1985; Moro, 1987; Ameghino y De Martini, 1991; Ramirez, 1991;

Fowler, 1998; Bustinza, 2000).

2.3.5. Lesiones anatomopatoldgicas

Frecuentemente el animal externamente muestra una carcasa en buena
condicion muscular y con el abdomen distendido por la presencia de gas
en intestinos. El tejido subcutaneo puede estar congestionado y
presentar hemorragias petequiales (Ramirez., 1991; Fowler, 1998). En
cavidad toracica, la trdquea y los bronquios con contenido espumoso,
algunas veces acompafiado de ingesta. Los pulmones aparecen
congestionados y edematosos (Ameghino y De Martini, 1991; Ramirez,
1991; Fowler, 1998). Los nodulos linfaticos toracicos de tamario
incrementado y hemorragicos (Ramirez, 1991; Fowler, 1998). El timo se
presenta congestionado y con hemorragias petequiales en su superficie
(Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994; Fowler, 1998). En cavidad
toracica y en saco pericardico frecuentemente existe presencia de
abundante exudado seroso claro y ligeramente viscoso (Ramirez, 1991,
Fowler, 1998). En corazén, las arterias coronarias se encuentran
dilatadas y las auriculas presentan petequias en su superficie (Moro,
1987; Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994; Ramirez, 1991; Fowler,

1998).
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Al explorar la cavidad abdominal, es perceptible un olor desagradable y
caracteristico a la enfermedad (Ameghino y De Martini, 1991; Ramirez,
1991). Los intestinos estan distendidos con fluido acuoso, cuyo color
varia de acuerdo al tipo de ingesta, pudiendo ser blanquecino,
amarillento, verdoso y plomizo (Moro, 1987; Ramirez, 1991). El intestino
delgado, particularmente yeyuno e ileon, se encuentra congestionado
(Moro, 1987; Ameghino y De Martini, 1991; Fowler, 1998) y hemorragico

(Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994).

En el intestino grueso se presentan hemorragias focales con zonas de
impaccion conteniendo heces duras (Oha, 1994). Las placas de Peyer
se encuentran inflamadas, siendo méas notorias en el intestino grueso
(Ameghino y De Martini, 1991; Fowler, 1998). Los ganglios linfaticos
mesentéricos, aparecen incrementados de tamafio, congestionados y/o
hemorragicos (Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994; Ramirez, 1991;
Fowler, 1998). En el estbmago glandular, la mucosa puede estar
congestionada o hemorragica (Ameghino y De Martini, 1991; Fowler,

1998).

El bazo, a veces, aumentado de tamafio (Moro, 1971; Moro, 1987;
Ameghino y De Martini, 1991). El higado aparentemente normal, pero
algunas veces congestionado (Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994;
Ramirez, 1991). En los rifiones es posible observar congestién de la
corteza renal (Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994; Fowler, 1998) vy,
a veces, hemorragias petequiales en su superficie (Oha, 1994). La vejiga
generalmente se encuentra distendida debido a la acumulacién de orina

como consecuencia de su pardlisis. El encéfalo se presenta
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severamente congestionado y es notorio el acumulo de liquido

cefalorraquideo entre las meninges (Ramirez, 1991; Fowler, 1998).

Palacios (2004) caracteriz6 las lesiones entéricas de cuadros clinicos
compatibles con la enfermedad describiendo las siguientes lesiones
anatomopatologicas: enteritis catarral (100%) en duodeno; enteritis
hemorragica (46.7%), panenteritis hemorragica (26.7%) y enteritis
necrotica (16.6%) en yeyuno; enteritis necrética (56.6%), enteritis
hemorragica (20%) y enteritis fibrinosa (13.3%) en ileon; tiflitis catarral
(40%), tiflitis necrotica (26.7%) vy tiflitis fibrinosa (13.3%) en ciego; y
colitis catarral (63.3%), colitis necroética (30%), colitis hemorragica (10%)

y colitis fibrinosa (16.7%) en colon.

2.3.6. Lesiones histopatolégicas

Palacios (2004), describe las siguientes lesiones histopatolégicas:
enteritis necroética (90%) y enteritis catarral (10%) en duodeno; enteritis
necrotica (60%), panenteritis necrotica hemorragica (20%), enteritis
necrotica hemorragica (13.3%) (Figura 1 B) y panenteritis necrotica
supurativa (6.7%) en yeyuno; enteritis necrética (70%), enteritis
fibrinonecrotica (13.3%), panenteritis necrética hemorragica (Figura 1 A)
(6.7%), enteritis necrética supurativa (6.7%) y panenteritis necrotica
supurativa (3.3%) en ileon; tiflitis necrética (46.7%), tiflitis muconecrético
(20%), tiflitis fibrinonecrético (13.3%), tiflitis catarral (10%), tiflitis
mucocatarral (6.7%) y tiflitis necrética hemorragica (3.3%) en ciego;
colitis necrética (46.6%), colitis muconecrotica (20%), colitis catarral

(16.7%) y colitis necrético hemorragico (6.7%) en colon.
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Figural.Lesiones histopatoldgicas en intestino delgado de alpacas muertas por
enterotoxemia. A, severa enteritis hemorragica difusa aguda. B, severa enteritis
necrética hemorragica difusa aguda (10X-Tincion H.E.). Tomado de Pérez,

2006.

Oha (1994), describe lesiones histopatoldgicas en diferentes érganos,
encontrando congestion pericardica aguda (86.67%) y pericarditis aguda
(13.33%); congestion miocéardica (53.33%), miocarditis hemorragica
(40%) y miocarditis aguda (6.67%); timitis hemorragica (46.47%),
congestion timica (33.33%) y timitis fibrinosa (20%); ileitis regional
hemorragica (100%); colitis catarral aguda (53.33%) Yy colitis
hemorragica (47.67%); congestion hepatica aguda (40%) y colangitis
supurativa (13.33%); hipoplasia nodular mesentérica (40%) y linfadenitis
mesentérica hemorragica (60%); nefritis tubular degenerativa (56.67%),
nefritis hemorragica (36.67%), pielonefritis supurativa (3.33%) vy
degeneracion grasa (3.33%); congestion vesical (53.33%) y cistitis

catarral aguda (46.67%).
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2.3.7. Diagnéstico

Para el diagnoéstico de la enterotoxemia de las alpacas se deben tomar
en cuenta los siguientes criterios: i) identificar la magnitud del problema
en el campo mediante la identificacion de las caracteristicas
epidemiologicas de la mortalidad de las crias enfermas y muertas, ii) los
signos clinicos vy iii) las lesiones anatomo-histoldgicas; iv) efectuar el
reconocimiento de esporas y/o bacilos en frétices directos del contenido
intestinal (ileon y yeyuno) tefiidos con coloraciones especificas
(Ramirez, 1988; Ramirez y Ellis, 1988; Ramirez, 1989a; Ramirez, 1990);
v) el aislamiento de C. perfringens y su caracterizacion toxigénica
(genotipificacion) y vi) la identificacion de otros agentes infecciosos,
como E. coli y E. macusaniensis, que pudieran estar agravando la
presentacion de la enfermedad (Pérez, 2006, Rosadio et al., 2009, Luna

2009).
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[I. MATERIALES Y METODOS

3.1. MEDIO EXPERIMENTAL

3.1.1. Localizacién

El trabajo de investigacion fue ejecutado en el Centro de Investigacion y
Produccion “La Raya” de la Universidad Nacional del Altiplano, ubicado
en el distrito de Santa Rosa, provincia de Melgar y Region de Puno,
situado entre 4,200 a 5,500 m, corresponde al ambito ecoldgico de puna
hameda, durante el afio presenta 2 épocas bien definidas, noviembre a
abril corresponde a la época de lluvias y los meses de mayo a octubre a
la época seca, con temperatura maxima de 14.13°C, minima de -
10.18°C, temperatura promedio de 5.56°C, la precipitacion pluvial anual

con 725 mm y una humedad relativa de 61.83% (SENAMI, 2012).

3.1.2. Caracteristicas de la zona del trabajo

El laboratorio del Centro de Investigacion y Produccion “LA RAYA”; fue
acondicionado adecuadamente para llevar acabo la investigacion
experimental, con la instalaciéon de un ambiente para el quir6fano, otro
para analisismicrobiolégico, un ambiente para el aislamiento del
Clostridium perfringens, asi mismo otros ambientes para el estudio

hematoldgico y bioguimico.
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3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

3.2.1. Material experimental

Se utilizaron 45 crias de alpacas aparentemente sanas de la raza
huacaya entre machos y hembras, con pesos superiores a 7.0 Kg al
nacimiento, y animales muertos con signos de enfermedad hemorragica
enterotoxica. Los animales fueron mantenidos en condiciones de
alimentacion y manejo similares. Las crias nacidas en la campafia de
paricion 2015, fueron divididas en 9 grupos de 5 animales, tomando en

cuenta desde la primera a novena semana de edad.

3.2.2. Materiales y equipos de trabajo

Para la instalacion del quir6fano

. Equipo de anestesia inhalatoria
. Monitor multipardmetro

. Electrocardiégrafo

. Bombas de infusién

. Mesa quirdrgica

. Bomba de aspiracion

. Bandas de sujecién

. Campos operatorios

. Compresas quirargicas
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. Suero fisiolégico
. Solucion dextrosa
. lodopovidona
. Clorhexidina
. Instrumental quirdrgico
. Anestésicos
. Otros materiales quirdrgicos (hilos de sutura, etc.)

Para el aislamiento del Clostridium perfringens.

. Gradillas.

. Tips.

. Agua peptonada.

. Agar TSC.

. Peptona de carne.

. Polimixina B.

. Anaerocultivo.

. Autoclave.

. Balanza 1 — 100g.

. Estufa de incubacion.
. Micropipetas 10 - 20 microlitros.
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. Micropipetas 10 — 100 microlitros.
. Jarra de anaerobiosis x 2.5L.
. Vortex.
. Horno microondas.
. Placas Petri.
. Mechero bunsen.
. Anza de siembra.
. Tubos falcon de 45ml.
. Tubos x 15ml.
. Guantes estériles.
. Probeta.
. Otros.

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Recolecciéon de muestras

Procedimiento:

Los animales fueron evaluados clinicamente a través de un examen
fisico mediante constantes clinicas como son: frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria, pulso, temperatura, hemograma, perfil hepatico y
renal, uroandlisis y electrocardiografia para determinar la apariencia

clinica normal (fig. 1 y 2 del anexo).
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Se procedio a la preparacion del paciente para la intervencionquirdrgica
gue fueron divididas en 4 etapas, una de premeditacion, induccion,
mantenimiento y recuperacion, seguida la induccion, se colocé al animal
en posicionde cubito dorsal, para realizar la desinfeccion y embrocacion
de la zona ventral, esto se realizO con soluciones de clorhexidina y
iodopovidona (fig. 3 del anexo), seguidamente se pasO a realizar la
colocacién de los campos operatorios, con la ayuda de pinzas de campo
a nivel ventral (fig. 4 del anexo), fueron anestesiados con midazolam,

propofol, isoflurano y fentanilo (fig. 5 del anexo).

De los 45 animales; 25 fueron anestesiados mediante un equipo de
anestesia inhalatoria y 20 mediante anestesia general, durante todo el
tiempo de intervencionquirdrgica se fue monitoreando las constantes
clinicas cada 5 minutos (fig. 6 del anexo), para evitar complicaciones
durante las intervenciones quirirgicas. Las muestras fueron obtenidas a
través de una laparotomia medial y una enterectomia por medio de
unainciso puncionante mesentérica de cuatro a cinco mm de longitud en
duodeno, yeyuno e ileon (fig. 7 del anexo). El contenido intestinal se
extrajo por medio de una canulaestéril por aspiracioén con una jeringa de
10ml; utilizando el mismo procedimiento en los animales muertos (fig. 8

del anexo).

Luego se tom6 una biopsia de 4mm de la mucosa del duodeno, yeyuno
e ileon en animales aparentemente sanos y muertos por
sindromehemorragico enterotoxico, para determinar la presencia de
Eimeria spp. Mediante histopatologia (fig. 9 del anexo). Después se

suturo la herida quirargica del intestino con un patrén de Cushing y los
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planos musculares y piel por medio de suturas de Ford, simple

interrumpida e intradérmica. (fig. 10 del anexo).
3.3.2. Aislamiento del Clostridium perfringens

Una vez extraido el contenido intestinal, para el aislamiento del
Clostridium perfringens, se procedio a realizar diluciones seriadas
decimales; 10! hasta 10® empleando como dilutor agua peptonada al
0.1% (fig. 11 del anexo), esto en tubos de falcon de 15 ml, usando a la
vez un mechero bunsen, para mantener un areaestéril durante la
siembra (fig. 12 del anexo), a partir de las diluciones se sembré 1 ml de
inoculo en agar triptosa sulfito cicloserina TSC y polimixina B, medio de
cultivo selectivo y diferencial por el método de siembra por incorporaciéon
(fig. 13 del anexo), con el respectivo rotulo del numero de dilucién, lugar
anatomico y fecha de muestra. La incubacion se realizo en una estufa de
laboratorio a 37°C por 24 horas en jarras de anaerobiosis (fig. 14 y 15

del anexo).
3.3.3. Cuantificacion del Clostridium perfringens

La cuantificacion se realiz6 seleccionando aquellas placas cuyo
crecimiento de colonias sulfito reductoras de color negro propias del
Clostridium perfringens, se encuentren entre 30 y 300 colonias (fig. 16
del anexo). Los resultados se reportaron en log UFC/mL de muestra.
Para obtener namero total por mL de muestra, se usO la siguiente

formula:

log10UFC _ Nro de colonias x (dilucion)™
g B Inbculo
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3.3.4. ldentificacién de la presencia de Eimeria spp

Cada segmento de biopsia intestinal fue fijado en formalina al 15% para
su evaluacion histopatoldgica. Los cortes se realizaron de 4 a 5 micras
de grosor coloredndose con Hematoxilina-Eosina, Azul de toluidina,
Giemsa, Tricromico de Shorr y Ziehl-Neelsen. Se evaluo para identificar
la presencia de estructuras coccidiales inmaduras. Ademés, se
evaluaron las alteraciones macroscopicas y microscoépicas del intestino
que fueron categorizadas en una escala de 0 a 3 (0: ningun cambio; I:
leve; 2: moderado; 3: severo). También se determind la morfologia de
las vellosidades en relacion con su largo y profundidad de las criptas

como un parametro de la salud intestinal.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

3.4.1. Tamafio de muestra

Para cuantificar el Clostridium perfringenslas muestras fueron extraidas
del duodeno, yeyuno e ileon por aspirado a través de una laparotomia
medial, y en los animales muertos al momento de realizar la necropsia.
Para determinar la presencia de Eimeria spp. Se obtuvo una biopsia
insicional de 4 mm de la mucosa de duodeno, yeyuno e ileon en
animales aparentemente sanos y muertos por sindrome hemorragico

enterotoxico.

Se conformd un grupo de 45 animales plenamente identificados, a los
cuales se aleatorizaron para luego ser distribuidos en 9 grupos que

correspondieron a 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, y 56 dias de nacidos.
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Adicionalmente se consideraron aquellos animales muertos en el mismo

periodo de tiempo (desde la primera a novena semana de vida).

El tamafio de la muestra para cada grupo se determiné a través de la

siguiente formula:

252
n=(Zua +ZB)?

Dénde:
n: Numero de animales en cada grupo

d: Diferencia esperada como verdadera entre grupos detectable como

importante.

S: Desviacion estandar del promedio de las observaciones asumiendo

homogeneidad de varianzas y similar desviacion estandar entre grupos.

(Zat+ ZB): Nivel de significancia @=0.05 y poder de la prueba del 80% y

dos colas (7.85).

Se asume una desviacion estandar de 4.4 (Si et al., 2007) y un nivel mas
bajo de 8logiy UFC/mI de Clostridium intestinal encontrados en aves,

ovejas y cabras (Si et al, 2007; Songer y meer, 1996):

n=4.75

n =5 animales por grupo o 45 animales aparentemente sanos.
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3.4.2. Definicién de variables

Para la cuantificacion del Clostridium perfringens la escala de medicion
de la variable ser& cuantitativa de tipo continua cuya unidad de medida
sera logio de las Unidades Formadora de Colonia por g de muestra
(log1oUFC/g). Para la identificacion de la presencia de Eimeria spp.
Seconsideré una escala de variable cualitativa nominal dada por la
presencia o0 ausencia de estructuras parasitarias tipo Eimeria. Las
lesiones encontradas en la superficie intestinal se considerén como
variables de tipo cualitativas ordinales (ningun cambio, leve, moderado y

severo).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion del Clostridium perfringens

Tabla 4.Cuantificacion de Clostridium perfringens en el intestino delgado de

Universidad
Nacional del
Altiplano

crias de alpacas sanas desde la primera hasta la novena semana de edad.

Segmento intestinal (log UFC/ml)

Grupo n Duodeno Yeyuno fleon
X +DS X+ DS X +DS
1 5 1.879 £ 3.342 5.811 +4.248 8.443 + 4.837
2 5 1.973+£4.411 2.576 + 3.899 3.159 + 3.702
3 5 3.546 = 4.037 6.158 = 3.186 6.788 = 2.522
4 5 4.231 +4.152 5.638 £ 5.749 5.408 £ 5.521
5 5 2.119+2.101 2.799 £ 2.973 6.669 = 3.875
6 5 1.601 = 2.233 1.463 £ 2.011 5.626 +4.723
7 5 1.771 £ 2.428 2.640 £ 2.417 6.607 + 2.922
8 5 1.381 = 2.059 2.200 £ 2.197 4,979 £1.081
9 5 5.015+1.578 2.358 £ 2.416 3.625 + 2.958

De las 45 crias de alpaca muestreadas; se pudo observar un crecimiento
bacteriano en alpacas a partir de la primera hasta la novena semana de edad

de evaluacioén en los tres segmentos anatébmicos, duodeno, yeyuno e ileon.

En el grupo correspondiente a la primera semana de edad, de los cinco
animales pertenecientes a este grupo, se encontré establecimiento del C.
perfringens a partir del tercer dia en dos, cuatro, y cinco crias en el duodeno,
yeyuno e ileon respectivamente, indicando que la colonizacion del C.
perfringens ocurre a muy temprana edad.En la segunda semana de edad, se

ha observado una ligera disminucidon en cuanto a la poblacibn microbiana
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ubicada en los segmentos de yeyuno e ileon, por otra parte, desde la tercera, a
la séptima semana se mantiene en cantidades similares, descendiendo durante
la octava y novena semana en el ileon, caso contrario a lo que ocurre durante
este periodo en yeyuno e ileon, muestran que a partir de la cuarta semana se
mantiene en niveles mas bajos, aumentando en duodeno durante la ultima

semana.

Se ha encontrado una mayor cantidad de C. perfringens en el ileon
disminuyendo conforme finaliza el intestino, siendo menor la cantidad de C.
perfringens en el duodeno; a partir del duodeno (1.9 log UFC/mL), aumentando
en yeyuno (5.8 log UFC/mL) y siendo completa la presencia bacteriana a nivel

del ileon (log 8.4 UFC/mL).

En los tres segmentos intestinales las log UFC/mL aumentan claramente desde
los 21 a 35 dias, alcanzando sus promedios mas altos en la cuarta semana en
duodeno (4.2 log UFC/mL), tercera semana en yeyuno (6.2 log UFC/mL) y en el

ileon (6.8 log UFC/mL durante la tercera semana.

Comparando estacolonizacionen cada segmento intestinal desde la primera a
novena semana de vida, se encontré diferencias(p = 0.001352), en
consecuencia, el crecimiento del C. perfringens estd relacionado a la
coexistencia de eimeriosis en casos de enterotoxemia y diarreas fatales,
reportdndose que la enterotoxemia es la enfermedad mas devastadora que
afecta a la poblacion de alpacas, provocando tasas de mortalidad de hasta
70% en crias alpacas (Ramirez, 1991). La principal lesién evidenciada es un
proceso necrotico y/o hemorragico a nivel de yeyuno e ileon, que desencadena

un proceso toxémico seguido de una muerte subita en la mayoria de los casos
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(Moro, 1987; Ameghino y DeMartini, 1991). Recientes estudios moleculares del
agente causal (C. perfringens) descartan la participacion de la CPE, la toxina 3,
la toxina € y la toxina 1 en la patogénesis de la enterotoxemia en alpacas, pero
si sugieren la participacion de la Cp-PLC y, en algunos casos, la toxina 32

(Pérez, 2006).

Sear y Kaper (1996), clasifican a las toxinas entéricas bacterianas en
enterotoxinas, citotoxinas y toxinas con actividad neural. Asi una enterotoxina
es capaz de estimular un flujo de secrecion intestinal en uno o mas modelos
intestinales sin necesidad de tener evidencia histolégica de dafio intestinal o
evidencia de injuria a células no-eritrociticas en pruebas in vitro. En base a
esto, se evidencio que la Cp-PLC (Pp.Cp-PLC), ademéas de sus actividades
lecitinasa, hemolitica, citotoxica, de agregacion plaquetaria y letal, se comporta

como una enterotoxina.

La absorcion de agua en el tracto digestivo ocurre como consecuencia de
gradientes osmoéticos generados por la absorcién activa de iones y otros
solutos y también por hidrostasis pasiva o fuerzas osmdéticas (Ganong, 1989).
La habilidad de una toxina para reducir la absorcion activa de iones puede
ademas reducir la absorcion de agua, conduciendo a un flujo de secrecién
intestinal (Sear y Kaper, 1996). Experimentos empleando un sistema in vitro de
actividad enterotoxica (Camaras de Ussing Chamber) para medir la red de flujo
de agua transepitelial en intestino de ovino revelan que la CpPLC provoca una
inhibicion significativa de la absorcion intestinal de agua (Miyakawa y Uzal,
2005). Asimismo, otro estudio, indica que la Cp-PLC no solo provoca secrecion
electrogénica de aniones, probablemente debida a la estimulacion de secrecion

de cloruros, sino que también disminuye el cotransporte electrogénico
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Na+t/glucosa de la mucosa hacia la serosa en intestino delgado de pollos
(Rehman et al.,, 2006). Aunque estos parametros no fueron evaluados en

nuestro estudio esto también estaria sucediendo en el ileon de conejo.

Otros estudios, en ileon de ratas indican que la Cp-PLC deteriora la funcion de
la barrera mucosa e incrementa la permeabilidad del intestino a indeseables
moléculas o patdégenos por activacion de fosfolipasa A2 (Otamiri, 1989). Asi,
esta activacion del metabolismo fosfolipidico también seria evidenciado por el
incremento de la concentracion de Ca2+ por Cp-PLC desencadenando

contracciones del ileon. (Sakurai et al., 1990).

La capacidad de produccion de Cp-PLC fue establecido en base a sus niveles
de actividad lecitinasa, pues el analisis de las secuencias del gen plc (Cp-PLC)
muestra alta homologia y similaridad entre los diferentes tipos (A-E) de C.
perfringens, asi como aislados de animales con o sin enfermedad, sugiriendo
que la variacién en la actividad fosfolipasa entre las diferentes cepas no es
debida a una mutacién en la region codificante de plc sino en una regién
extragénica (Katayama et al., 1993; Tsutsui et al., 1995; Sheedy et al., 2004;
Effat, 2008). En todos los cinco tipos toxigenicos de C. perfringens, el gen plc
es situado en el mismo locus, cerca al origen de replicacidon y entre dos
operones de rRNA. Esta localizacién es importante pues no solo es el primero
en ser replicado sino que también es el segmento mejor conservado del

genoma. (Rood y Cole, 1991).

Hauschild et al. (1968). no pudo prevenir la acumulacién de fluidos provocada
por la inoculacion de cultivo de C. perfringens tipo A cpe-cpb2- en las asas

intestinales ligadas mediante la inyeccion con anti-Cp-PLC, poniendo en
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cuestion la participacion de la Cp-PLC en la produccion de lesiones.
Similarmente Timbermont et al. (2009) evaluardn la capacidad de producir
lesiones entéricas en asa intestinal de pollos por cepas de C. perfringens con
diferentes capacidades de produccion de Cp-PLC y cepas aisladas de pollos
enfermos y sanos encontrando que solo las cepas aisladas de pollos enfermos,
independiente de la capacidad de produccion de Cp-PLC, fueron capaces de
generar lesiones entéricas, concluyendo que la Cp-PLC no jugaria un rol

principal en la produccion de lesiones entéricas por C. perfringens tipo A.

Timbermont et al. (2009). también inocularon sobrenadantes de cultivos de C.
perfringens aislados de enterotoxemia de terneros, con alta capacidad de
produccion de Cp-PLC, en asas intestinales de pollo no encontrando lesiones
entéricas en éstas. Solamente encontraron lesiones en asas intestinales
desafiadas con cepas de C. perfringens aisladas de pollos enfermos.
Sugiriendo la presencia de factores de virulencia especificas a huésped en
cepas de C. perfringens. Estos hallazgos proporcionan una explicacion a la
ausencia de lesiones entéricas (caracteristicas a enterotoxemia de alpacas)
provocadas por los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en

alpacas en el modelo de asa intestinal ligada en conejos.

Al parecer, después de todo lo mostrado, la Cp-PLC per se no seria el factor de
virulencia responsable del las lesiones entéricas encontradas en casos de
enterotoxemia de alpacas, ni su interaccion con otros factores de virulencia. No
obstante, no se descarta su participacion a nivel sistémico, en donde su
actividad toxica es mas compatible y sugerida con el cuadro descrito de
desordenes multiorganicos en enterotoxemia de alpacas. Asimismo, no se

descarta la participacion de la Cp-PLC en la exacerbacion de la lesiones
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entéricas posteriores a los dafios iniciales provocados por E. macusaniensis
(Rosadio y Ameghino, 1994, Palacios et al., 2006; Rosadio et al., 2009) o
shigatoxinas de E. coli (Luna, 2009) reportados ya en alpacas con cuadros de

enterotoxemia en alpacas.

Identificaciéon de la presencia de Eimeria spp. en el intestino delgado de

crias de alpacas por histopatologia.

En el estudio por histopatologia no se reportépresencia de eimerias en el tracto
intestinal de crias de alpaca, segun literatura citada se puede encontrar

eimerias mediante métodoscoproparasitologicos.

Las infecciones tempranas sugieren exposiciones de las crias en los primeros
dias post nacimiento y tal vez durante lactaciones en condiciones insalubres
y/o al inicio prematuro del consumo de pastos. Esta situacion permitiria que las
crias que nacen al inicio de la campafia de paricibn actien como animales
amplificadores eliminando grandes cantidades de ooquistes e incrementando el
potencial de contaminaciones a las pasturas, asi como las posibilidades de
infecciones y reinfecciones sobre todo para las crias que nacen posteriormente
y particularmente en los meses mas humedos y temperados (febrero/marzo) en

los andes. (Rosadio et al., 2010).

El ciclo infectivo de las diferentes especies de coccidia persiste en el medio
ambiente por innumerables factores, pero fundamentalmente por animales
cronicamente infectados (Leguia y Casas, 1999) y el continuo uso de canchas
contaminadas en pariciones pasadas. En este contexto, los animales
portadores contribuirian a la permanente contaminacion de la pastura

aumentando la eliminacibn de ooquistes producto del continuo manejo

69

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO £ Nacional del

estresante que se encuentran sometidas sobre todo las alpacas gestantes. Las
alpacas gestantes desde mediados de noviembre se exponen a actividades
estresantes que se inician con la esquila, traslado posterior (inicios de
diciembre), por varias horas, hasta la “canchas” de pariciones y terminar con el
estrés de paricion y empadre simultaneo a que son sometidos anualmente
(Rojas 1990). Todas estas practicas, deben llevar a la pérdida temporal de la
inmunidad innata en estos animales que puede reflejarse en un incremento en
la eliminacion de ooquistes y consiguiente contaminacion de pasturas. Esto
ocasionaria infecciones tempranas en las nuevas poblaciones de crias que a
Su vez actuarian como replicadoras de ooquistes para toda la campafa de
paricion. El ciclo infectivo se completa con el microclima favorable para el
desarrollo, viabilidad y maduracién de los ooquistes propios de los meses mas
hamedos (diciembre a marzo) que coincide con la paricién de las alpacas en

los Andes peruanos. (Leguia y Casas 1999, Romero 1992).

CO - RELACION ENTRE Clostridium perfringens y Eimeria spp.

Se pudo determinar que el Clostridium perfringenspareceria no ser el agente
predisponente a infecciones eimeriales, pues la destruccién de los enterocitos
podriareducir la poblacién celular necesaria para mantener una adecuada
replicacion coccidial. Sin embargo, los efectos citopaticos inherentes a la
multiplicacion coccidial, podria muy bien facilitar los nutrientes necesarios para
iniciar la multiplicacion bacterial y subsecuente produccién y absorcion de

toxinas potencialmente patogénicas.

No se ha encontrado informacién sobre la posible interaccion entre Eimeria

spp. YyClostridium perfringens en desordenes intestinales en alpacas; sin

70

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

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

embargo, infecciones coccidiales permiten el desarrollo clostridial para
desencadenar enteritis necroética en pollos (Hermans y Morgan, 2003). No se
dispone de mucha informacion al respecto en alpacas, pero el pH en 51
muestras de intestinos afectados fue de 6.8 comparado con pH de 5.8 en tres
muestras de intestinos de alpacas muertas por otras causas (Rosadio et al.,

2010).

Otros factores como la contaminacion ambiental también pueden incrementar
la poblacion microbiana, aunque Clostridium perfringens es un habitante normal
del intestino, cepas virulentas del entorno puede desplazar cepas resistentes
de Clostridium perfringens en el intestino (Timbermont L, 2009), o plasmidos de
transferencia que contiene un gen que codifica la toxina a las cepas Clostridium
perfringens residente en las vias intestinales, convirtiendo estas cepas

residentes en potenciales enteropatdégenos (Brynestand et al., 2009).
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V. CONCLUSIONES

- La cantidad promedio del Clostridium perfringens desde la primera a
novena semana de edad en duodeno es 1.9log UFC/ml, en yeyuno
5.8log UFC/ml, e ileon log 8.4 UFC/mI alcanzando niveles elevados a los
21 a 31 dias correspondientes a 4.2 log UFC/ml en duodeno, 6.2 log

UFC/ml en yeyuno y 6.8 log/ml en ileon.

- Se ha podido establecer, que el lugar de mayor colonizacién del
Clostridium perfringens, es el ileon, seguido del yeyuno y finalmente en
el duodeno, durante las primeras semanas esto en el caso de las criasde
alpacas aparentemente sanas. En el caso de las crias muertas con
aparentes sintomas de enterotoxemia presentaron mayor colonizacion

en el duodeno seguido de ileon y finalmente yeyuno.

- Se pudo establecer claramente que la presencia de eimerias no tiene
ninguna posible interaccion con la presencia de Clostridium perfringens

en el tracto intestinal de las crias de alpacas.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar una réplica de este trabajo de investigacion en distintos centros
de produccién de alpacas, puesto que se tiene poca 0 ninguna

informacion en crias de alpacas.

Realizar mas estudios sobre las posibles interacciones y coexistencia
entre la eimeriosis y el Clostridium perfringens; esto recomendable

puesto que existe escasa informacion al respecto en alpacas.

Generar el menos estrés posible en las alpacas durante su pastoreo,
empadre, destete y demas faenas, para asi tener un mejor manejo y

baja mortandad por clostridium perfringens en el CIP. LA RAYA.
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PANEL FOTOGRAFICO

Figura 1. Evaluacion de constantes clinicas.

Figura 2. Evaluacion de constantes clinicas.
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Figura 4. Procedimiento quirdrgico.
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Figura 5. Extraccion de contenido intestinal.
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Figura 7. Diluciones de contenido intestinal.
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Figura 9. Incorporacion de TSC al inoculo.
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Figura 11. Rotulo.
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Figura 12. Incubacion en estufa.

Figura 13. Cuantificacién de colonias.
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Figura 14. Identificacion de eimerias por histopatologia.

Figura 15. Identificacion de eimerias por histopatologia.
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Figura 16. Identificacion de eimerias por histopatologia.

Figura 17. ldentificacion de eimerias por histopatologia.
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Tabla 5.UFC/ml muestra de intestino de crias de alpaca aparentemente sanas.

UFC/m| MUESTRA DE INTESTINO DE CRIAS DE ALPACA

Nro. Edad en DUODENO | YEYUNO

Semanas

1 3 1200 18000 300000
2 3 0 100 20
3 3 10 2100 238000
2 3 0 0 290
5 3 0 1100 5200
6 7 0 60 110
7 7 0 0 0
8 7 0 0 10
9 7 19200 6560 0
10 7 0 0 6600
11 14 0 3800 31000
12 14 10 20 3100
13 14 8800 38800 40
14 14 0 40 510
15 14 570 200 280
16 21 530 240 6600
17 21 0 0 0
18 21 0 0 0
19 21 220 24000 280
20 21 13200 304000 300000
21 28 40 50 4600
22 28 0 0 100
23 28 100 0 110
24 28 0 1200 300000
25 28 10 20 20
26 35 0 0 0
27 35 0 0 10
28 35 30 50 860
29 35 100 30 920
30 35 0 0 208000
31 42 0 0 3800
32 42 0 60 50
33 22 70 90 11000
34 42 100 100 5310
35 22 0 0 20
36 49 0 0 430
37 49 0 50 30
38 49 0 10 160
39 49 10 0 350
40 49 100 120 90
41 56 90 10 10
42 56 540 220 0
43 56 20 0 80
44 56 80 60 30
45 56 1000 0 3100
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Tabla 6.UFC/ml muestra de intestino de crias de alpaca muertas con sindrome
enterotoxico hemorragico.
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UFC/mI MUESTRA DE INTESTINO DE CRIAS DE ALPACA
Edad en
Nro. YEYUNO ILEON
Semanas
1 3 500000 11000 13300
2 3 0 1000 10
3 7 50300 0 10020
4 7 0 0 290
5 14 0 0 5200
6 14 9000 1360 110
7 21 0 0 0
8 28 300 200 10
9 35 29200 70 700
10 56 0 0 2500
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