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Inducción Secretoria de IgG, con toxina de Clostridium perfringens Tipo A para la reducción de

mortalidad por enterotoxemia en crías de Alpacas

Secretory induction of IgG, toxin of Clostridium perfringens type A for the reduction of mortality

due to enterotoxemia in offspring of Alpacas
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En el IVITA Marangani FMV-UNMSM, con el objetivo de producir inducción secretoria de IgG, con toxina de Clostri-

dium perfringens Tipo A, para reducir la mortalidad por enterotoxemia en crías de alpacas. Se preparó un toxoide a partir

de muestras de intestino de crías de alpacas con enterotoxemia positivos a C. perfringens tipo A., fueron analizadas

empleando medios de cultivo diferenciales en anaerobiosis, la morfología microscópica mostro bacilos Gram (+) cortos.

Bioquímicamente se caracterizó lecitinasa +, catalasa -, hidrólisis gelatina +, H2S +, fermentación glucosa +, lipasa -,

indol –, crecimiento aerobio –, urea -, nitratos +, movilidad -, esculina – y gas +. Se administró 2 mL de toxoide a madres

preñadas al noveno y décimo mes  de gestación y a crías 2 mL del toxoide a los 10 días de nacidas distribuidos en 4

grupos: 1) madres-crías vacunadas, 2) madres no vacunadas-crías vacunadas, 3) madres vacunadas-crías no vacunadas y

4) madres y sus crías no vacunar. No se presentaron casos de mortalidad por enterotoxemia, el porcentaje de morbilidad

fue: 15%, 15%, 25% y 30% para los grupos 1, 2, 3, y 4 respectivamente. Los resultados confirmaron que la administra-

ción del toxoide preparado a base de cepas de Clostridium perfringens tipo A indujo mayor protección en los grupos 1 y

2 que en los grupos 3 y 4. Se sugiere vacunación masal a hembras preñadas y crías del hato de alpacas de acuerdo a lo

realizado en el grupo 1. Se concluye que el toxoide induce la protección contra enterotoxemia.

© 2018. Journal of the Selva Andina Animal Science. Bolivia. Todos los derechos reservados.

Palabras clave:

Alpacas,
Crías,
Clostridium perfringens,
enterotoxemia,
toxina. Abstract

J. Selva Andina Anim Sci.
2018; 5(2):56-64.

In

In the IVITA Marangani FMV-UNMSM, with the aim of producing secretory induction of IgG, toxin of Clostridium

perfringens type A, to reduce mortality due to enterotoxemia in offspring of alpacas. Prepared a toxoid from young

alpacas intestine samples with positive enterotoxemia to C. perfringens type a. were analyzed using culture media

spreads in anaerobic, microscopic morphology showed bacilli Gram (+) short. Biochemically characterized lecithinase +,

hydrolysis, catalase - gelatin +, H2S +, glucose fermentation +, lipase - indole-, aerobic growth-, urea-, nitrate +, mobili-

ty-, esculin - and gas +. Was administered 2 mL of toxoid to mothers pregnant for the ninth and tenth month of gestation

and young 2 mL of toxoid 10 days after born divided into 4 groups: 1) vaccinated mother- young, 2) mothers not vac-

cinated young vaccinated, 3)  vaccinated mothers-unvaccinated young, and 4) mother s and their offspring do not vac-

cinate. There were no cases of enterotoxemia mortality, morbidity was: 15%, 15%, 25% and 30% for groups 1, 2, 3, and

4 respectively. The results confirmed that the administration of toxoid prepared from strains of Clostridium perfringens

type A induced greater protection in groups 1 and 2 that in groups 3 and 4. Mass vaccination is suggested to pregnant

females and young from the herd of alpacas according to what has been done in Group 1. It is concluded that toxoid

induces protection against enterotoxemia.
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Introducción

La enterotoxemia es una enfermedad que genera

elevadas tasas de morbi-mortalidad neonatal, oca-

sionando grandes pérdidas a productores alpaqueros

del país. El control de la enterotoxemia se basa

principalmente en la higiene, manejo de los anima-

les, que en escasas ocasiones, se realiza la vacuna-

ción.1-3 En el mercado nacional, se dispone de una

vacuna a base de anacultivo del agente, Clostridium

perfringens, formalizadas y adsorbidas en hidróxido

de aluminio, la que genera una respuesta inmune

sistémica, inicialmente la vacuna estuvo conforma-

da por cepas aisladas de casos de enterotoxemia en

80% de ovinos (tipos A, B, C y D), 20 % de una

cepa Tipo A (Cepa Moro) aislada de casos similares

en alpacas.4

A partir de 2003, las cepas ovinas fueron remplaza-

das progresivamente por cepas patogénicas aisladas

de alpacas. En el 2005, 80% fueron cepas corres-

pondientes a los tipos A, β2 y C, manteniendo el
20% restante cepas tipos B y D de origen ovino5, la

presencia de C. perfringens genotipo A subtipo β2-

toxigénico aislados de casos de enterotoxemia de

alpacas, evidencian la posible participación de esta

toxina en la etiopatogénesis de la enfermedad, como

los principales factores de virulencia asociados en la

enterotoxemia de las crías de alpacas.6

En este sentido, se ha demostrado la eficacia de

inmunógenos en otras especies animales derivados

de bacterias patógenas intestinales, brindando resul-

tados promisorios. Estudios recientes señalan la

evidencia del efecto in vitro de los antígenos clos-

tridiales, sobre la respuesta inmune, más aún deter-

minaron que los derivados de C. perfringens son los

más potentes estimulantes, dentro del género Clos-

tridium.7 Por otro lado, muchas enfermedades son

manejadas a través de la estimulación de una res

puesta intestinal eficaz, y actualmente se están con-

tinuando estudios de manejo de enfermedades cau-

sadas por toxinas, a través del tratamiento oral, co-

mo es el caso de los estudios para la modulación de

la respuesta frente a las toxinas de Clostridium teta-

ni en roedores8 y en crías de alpacas.9

La habilidad protectiva del anacultivo en la entero-

toxemia de las alpacas se ha descrito desde los estu-

dios iniciales de la enfermedad en el Perú10 y en

Chile.11 Este tipo de vacuna es muy utilizada en

programas de control de la enfermedad en países

que han comenzado con la crianza intensiva de al-

pacas en el resto del mundo.12 Los toxoides son

excelentes biológicos, ampliamente usados en la

protección contra el complejo enterotoxigénico en

explotaciones ovejeras de muchos países, incluyen-

do el Perú.13 En alpacas la enfermedad afecta a las

crías entre la segunda y tercera semana de edad14,

periodo crítico que debe ser protegido por los anti-

cuerpos maternales de la madre vacunada antes del

parto.15

La vacunación exclusiva de crías también reduce

sustancialmente los índices de mortalidad neonatal.

Sin embargo, es posible que la aparente protección

contra la enfermedad obtenida al vacunar a las crías

sea debido a la presencia de anticuerpos maternales

residuales provenientes de madres vacunadas el año

anterior16 o de anticuerpos provenientes de una

campaña anterior con elevada mortalidad por ente-

rotoxemia, es de allí que surge el concepto, de la

denominada ciclicidad de los brotes enterotoxigéni-

cos en las explotaciones alpaqueras, la ciclicidad,

puede explicarse por la presencia de protección por

anticuerpos en el hato después de brotes naturales

de la enfermedad.4
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Los animales sobrevivientes de brotes epizoóticos

mantendrían niveles de anticuerpos en cantidades

suficientes para proteger al rebaño por un determi-

nado número de años. La disminución progresiva de

la cantidad y calidad de anticuerpos en el hato y en

los individuos del hato, incrementarían la suscepti-

bilidad a nuevos desafíos de campo. En este contex-

to, mantener programas de vacunación con cobertu-

ras mayores al 80% ayudaría a reducir los brotes

epizoóticos de la enfermedad en estos animales.4

En la actualidad se ha participado en investigacio-

nes con el fin de caracterizar ciertos componentes

anatómicos, fisiológicos e inmunológicos del tracto

intestinal de las alpacas, producto de estas investi-

gaciones, se han determinado la dinámica linfoide

en el tracto intestinal de crías de alpacas17-19, la ciné-

tica de expresión de IgA en crías de alpacas20-22,

expresión de péptidos antimicrobianos en mucosa

intestinal de crías de alpacas.23,24

Con ese fin, el presente estudio busca una respuesta

de protección inmune a las crías provenientes de las

madres a través del calostro y evaluar el efecto de la

administración de toxoides derivados de Clostri-

dium perfringens tipo A y cómo responden los indi-

viduos tratados a un reto experimental con la cepa

causante de la enterotoxemia, determinando la pre-

sencia o no de agentes que producen diarreas en

crías de alpacas, esto a fin de brindar una visión de

una nueva estrategia de control de la enfermedad

con el propósito de reducir la mortalidad de las crías

de alpacas por enterotoxemia.

Materiales y métodos

Lugar de estudio. Se realizó en el rebaño del Institu-

to Veterinario de Investigaciones Tropicales y de

Altura (IVITA) Marangani y Laboratorios de Mi-

crobiología del IVITA Marangani, de la Facultad de

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos durante la época de parición

del 2015, localizado en el distrito de Maranganí

departamento de Cusco a 15° latitud Sur y 70° lon-

gitud Oeste, a una altura de 3600-4200 msnm. Pre-

senta dos periodos estacionales marcados, uno seco

(Abril a Noviembre) y otro de lluvia (Diciembre a

Marzo), el promedio de precipitación pluvial anual

es de 953 mm, presenta temperaturas máximas que

varían entre 13 y 19 °C y temperaturas mínimas que

varían entre -5 y 1.9 °C (SENAMHI 2014).

Animales. Se utilizaron 80 madres gestantes de al-

pacas y sus respectivas crías de la parición 2015 del

rebaño de La CICAS La Raya-UNSAAC, cuya ali-

mentación es a base de pasto natural de manera

extensiva de las 8 am hasta a las 5 pm con rotación

periódica de la zona de pastoreo, los animales fue-

ron divididos en 4 grupos de 20 animales cada uno,

en forma aleatoria de la siguiente manera:

1). Madres vacunadas y sus crías vacunadas. MV-CV

2). Madres no vacunadas y sus crías vacunadas. MnV-CV

3). Madres vacunadas y sus crías no vacunadas. MV-CnV

4). Madres no vacunadas y sus crías no vacunadas. MnV-CnV

A las madres de los grupos 1 y 2 se aplicaron 2 mL

de toxoide al noveno y décimo mes de gestación.

A las crías de los grupos 1 y 3 se le aplicó 2 mL del

toxoide a los 10 días de nacida.

Preparación del toxoide de cepas de campo de

Clostridium perfringens Tipo A. De 10 casos clíni-

cos de enterotoxemia de crías de alpacas muertas se

aislaron cepas de Clostridium perfringens del con-

tenido intestinal, los Clostridios, inicialmente se

cultivaron en caldo tioglicolato (Merck) durante 48

h a 37 °C en jarras de anaerobiosis con sistemas de

bolsas de generación de gas GasPak EZ, de las cua-

les se tomó una alícuota y se cultivó en agar cerebro

corazón adicionando 10% de sangre de ovino desfi-

brinada en las mismas condiciones de anaerobiosis,

el resultado de este sembrado se cultivó en el medio
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de caldo carne (Cooked Meat Broth-Sigma Aldrich)

para conservar las cepas en estado vegetativo. Los

aislados fueron sembrados en agar yema de huevo

durante 24 a 48 h a 37 °C en anaerobiosis. En los

medios de cultivo se verificaron las reacciones de

las bacterias encontradas y fueron reactivadas en

caldo tioglicolato.6 De las colonias obtenidas en los

cultivos se realizaron tinciones de Gram para verifi-

car las características morfológicas de las bacterias

encontradas además de pruebas bioquímicas para su

tipificación.

Del cultivo reactivado en agar sangre se tomó una

ansada para sembrarlo en caldo tioglicolato utiliza-

do para la preparación del toxoide que fue inactiva-

do con formaldehido al 1% a las 24 h de incubación,

se dispenso en frascos de 100 mL, se guardaron

refrigerados a 4 °C hasta la aplicación a madres y

crías, para verificar la protección del toxoide en

crías de alpacas contra enterotoxemia.

Comparación de la presencia de Clostridium per-

fringens en animales vacunados con los no vacuna-

dos y diagnóstico de la enfermedad. Se tomaron

muestras de heces diarreicas de animales enfermos

por enterotoxemia en horas de la mañana antes de

salir al pastoreo y se analizó de acuerdo al protocolo

para detección de C. perfringens tipo A6 y de otras

bacterias y parásitos que causan diarreas en crías de

alpacas. El diagnóstico se realizó mediante la pre-

sentación de signos en los animales enfermos como

diarreas, depresión, postración y análisis de mues-

tras en el laboratorio.

Determinación de la protección de las crías. Se

registraron los datos de mortalidad y morbilidad de

cada grupo, así  como la asociación entre el control

y los animales tratados.

Generar un modelo de control para reducir la mor-

talidad de crías por enterotoxemia en alpacas. Me-

diante los resultados entre grupos por la presencia o

no de agentes causantes de diarreas se creara un

protocolo de vacunación contra la enterotoxemia.

Resultados

Preparación del toxoide de cepas de campo de

Clostridium perfringens Tipo A. A la observación de

Clostridium perfringens del contenido intestinal de

crías de alpacas de los 10 casos clínicos de entero-

toxemia sembrados en los medios diferenciales de

agar sangre, agar yema de huevo, caldos de tioglico-

lato y carne se observan reacciones como doble

hemolisis (alfa y beta hemólisis), lecitinasa (halo

opaco alrededor de la colonia) y gases positivo res-

pectivamente.

A La morfología microscópica de los cultivos obte-

nidos en caldo tioglicolato, agar sangre, caldo carne

y agar yema de huevo de los 10 casos clínicos de

enterotoxemia de las crías de alpacas fueron positi-

vos a Clostridium perfringens, observándose bacilos

Gram positivos, anchos y cortos con “apariencia de
ladrillo”.
A partir de los cultivos puros se realizó la caracteri-

zación bioquímica cuyos resultados son: lecitinasa

+, catalasa -, hidrólisis gelatina +, H2S +, fermenta-

ción glucosa +, lipasa -, indol –, crecimiento aerobio

–, urea -, nitratos +, movilidad -, esculina – y gas +.

Por las características morfológicas de las colonias

de los medios de cultivos diferenciados, las tincio-

nes de Gram y las reacciones bioquímicas se identi-

ficaron cultivos puros de Clostridium perfringens

tipo A productores de toxina alfa y se preparó un

toxoide a base de estas cepas.

Comparación de la presencia de Clostridium per-

fringens en animales vacunados con los no vacuna-

dos y diagnóstico de la enfermedad. En tres crías de

los grupos 1 y 2 solo presentaron signos de diarreas

verdosas oscuras, a los análisis de heces observó
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Eimeria sp, siendo la presencia de las Eimeria sp.

en el grupo 2 a los 15 días y en grupo 1 a los 18 días

de nacidas, en el grupo 3, las crías presentaron sig-

nos de decaimiento y diarreas, aislándose de las

heces diarreicas verdosas y amarillentas a partir de

los nueve días Escherichia coli y a partir del día 15

de nacidas Eimeria sp. En el grupo 4 seis crías pre-

sentaron decaimiento dolor y diarreas cremosas

amarillentas y grises desde los siete días de nacidas

aislándose Clostridium perfringens y E. coli y a

partir del día 15 se observó Eimeria sp.

En la tabla 1 se puede observar el resumen de la

presentación por grupos de los signos, muestras,

tiempo de vida de la toma de muestra con los resul-

tados y el diagnostico de los agentes encontrados.

Determinación de la protección de las crías. No se

presentaron casos de mortalidad, los porcentajes de

morbilidad fueron 15%, 15%, 25% y 30% para los

grupos 1, 2, 3, y 4 respectivamente. Resultado que

confirma que la administración del toxoide prepara-

do a base de cepas de Clostridium perfringens tipo

A indujo mayor protección en los grupos 1 y 2 que

en los grupos 3 y 4.

Modelo de control para reducir la mortalidad de

crías por enterotoxemia en alpacas. Un protocolo

sugerido de acuerdo a los resultados es una vacuna-

ción masal a todas las hembras preñadas y a las

crías del hato de alpacas de acuerdo a lo realizado

en el protocolo del grupo 1.

Tabla 1 Comparación de signos, muestras, tiempo de muestras agentes encontradas en los grupos de madres-crías
vacunadas y no vacunadas

Grupo (N
20) n Signos Muestras Heces y color Obtención muestras Días Resultados Dx

1. MV-CV 3 Diarreas Verdosas oscuras 18 a 25 Eimeria sp.

2. MnV-CV 3 Diarreas Verdosas oscuras 15 a 25 Eimeria sp.

3. MV-CnV 5 Decaimiento y Diarreas Verdosas y Amarillentas 09 a 25 E. coli, Eimeria sp.

4. MnV-CnV 6 Decaimiento, Dolor y diarreas
Cremosas, amarillentas y

grises
07 a 25

C. Perfringens, E. coli e
Eimeria sp.

Madres vacunadas y sus crías vacunadas MV-CV, Madres no vacunadas y sus crías vacunadas MnV- CV, Madres vacunadas y sus crías no vacunadas. MV-CnV,
Madres no vacunadas y sus crías no vacunadas MnV-CnV.

Discusión

La enterotoxemia es una enfermedad infecciosa

aguda que afecta a las crías de alpacas dentro el

primer mes de vida. La enfermedad es caracterizada

por presentar un cuadro de toxemia generalizado en

el animal debido a la acción de las toxinas del Clos-

tridium perfringens tipo A14, la presentación clínica

de la enfermedad corresponde a una toxemia fatal

producto de una enteritis hemorrágica o necrótica

selectiva del yeyuno e íleon.10,1

El diagnóstico de la enfermedad en crías de alpacas

se efectúa ocasionalmente en situaciones de campo

a la presentación de brotes. La confirmación de

laboratorio se lleva a cabo por procedimientos di-

rectos, como recuento en cultivo o amplificación del

gen de la enterotoxina por PCR y por métodos indi-

rectos de identificación de la toxina en heces me-

diante ELISA o aglutinación pasiva reversa por

látex (APRL). Las técnicas de PCR se muestran

muy útiles, pero pueden quedar fuera de la rutina de

muchos laboratorios. Los métodos de detección

antigénica pueden resultar más sencillos. Si bien se

dispone de información sobre el empleo de métodos

comerciales para la detección de otras toxinas de

Clostridium los datos relativos al rendimiento de los

kits destinados a la investigación de la toxina de C.

perfringens son escasos.6
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Durante las campañas de parición de 2005 a 2007

en ganaderías alpaqueras de los Andes peruanos, se

logró aislar 234 cepas de C. perfringens, basados en

la morfología de colonia, patrones hemolíticos, co-

loración Gram y pruebas de catalasa negativa. Estas

cepas fueron sometidas a caracterizaciones bioquí-

micas, demostrando que 219 cepas mostraron acti-

vidad enzimática (positivos a la reacción de Nagler)

asociada a producción de toxina alfa, y el 87%

(190/219) redujo el sulfito en Agar Triptosa Sulfito

Cicloserina (TSC) enriquecido con yema de huevo,

característica del C. perfringens. La gran mayoría

de estas cepas produce, in vitro, hemolisis incom-

pleta y reacción positiva a Nagler, demostrando

claramente que la mayoría de estos aislados expre-

san actividad fosfolipasa, inherente a la expresión

de la toxina α  proveniente de Clostridium perfrin-

gens tipo A.25

Análisis moleculares realizados en colonias de cada

aislado positivo, revelaron que 223/224 (99.6%) de

las cepas contenían únicamente el gen cpa codifi-

cante de la toxina α (C. perfringens genotipo A) y

solamente una de estas cepas (0.4%) fue positiva a

la presencia de ambos genes (cpa y cpb) codifican-

tes de las toxinas α y β, que corresponden al genoti-

po C. En un análisis paralelo en todas estas cepas se

detectaron genes de toxinas secundarias (subtipifi-

cación), indicando que el 91% de los aislados perte-

necientes al genotipo A no tenían genes codificantes

de la cpe ni el gen variante cpb2. Las 19 restantes

(8.5%) mostraron, además, la presencia del gen

cpb2 pero negativos al gen cpe. La cepa pertene-

ciente al genotipo C fue la única cepa positiva al

gen cpe pero negativo para el cpb2. Estos resultados

evidencian que las exotoxinas secretadas, y no las

endotoxinas (cpe), serían los probables factores de

virulencia clostridiales productores de fatalidades en

la enterotoxemia de la alpaca.25

En base a esta información los resultados mostraron

que los microorganismos recuperados a partir de las

muestras de intestino obtenidas de crías de alpacas

con signos característicos de enterotoxemia como

cólicos, distención abdominal, diarrea, y analizados

empleando medios de cultivo enriquecidos y dife-

renciales fueron positivos para C. perfringens, lle-

gando a obtenerse aislamientos productores de toxi-

nas alfa confirmados en su género y especie por

morfología macroscópica observándose al crecer en

agar bajo condiciones anaerobias colonias caracte-

rísticas con forma de huevo frito, de aspecto rugoso

y de color blanco, la morfología microscópica mos-

tro bacilos Gram (+) con espora ovalada subtermi-

nal para los aislamientos. Las colonias obtenidas en

agar sangre mostraron hemolisis positiva beta y alfa

lo que indica una hemolisis completa de los glóbu-

los rojos producida por la toxina alfa (α) y en agar
yema de huevo se observó alrededor de las colonias

una zona opalescente característica donde la acción

de la toxina hace que el lípido P de la yema de hue-

vo se descomponga en un componente insoluble y la

lecitina en fosforilcolina y diglicerido.

Esta descomposición de la lecitina hace que se ob-

serve este color claro ya que la lecitina actúa como

un agente estabilizante en la emulsión proteína y

grasa la cual se rompe por acción de la toxina alfa

(α) La caracterización bioquímica de 12 cepas de C

perfringens ha demostrado variabilidad en la activi-

dad fosfolipídica, observándose que la mitad de

estas cepas son productoras de alta actividad fosfo-

lipasa asociada con una buena actividad de lecitina-

sas.6 La producción de las toxinas posiblemente este

también asociada a la composición del medio de

cultivo donde la carne incluida en el medio aporta

proteínas libres solubles en agua que induce al mi-

croorganismo a producir las toxinas. La producción
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de gas (H2 y CO2) en medio de carne fue un indicio

de su metabolismo anaerobio.

Los resultados confirmaron que la administración

del toxoide preparado a base de cepas de Clostri-

dium perfringens tipo A, probablemente indujo

protección en los animales de los grupos de alpacas

madres crías ya que aparentemente neutralizó la

toxina alfa (α) que produciría el Clostridium per-

fringens tipo A en crías de alpacas con enterotoxe-

mia.

El estudio permite obtener cepas de C. perfringens

tipo A, a partir de muestras de animales con entero-

toxemia que al ser bien caracterizadas, pueden em-

plearse para la elaboración de toxoides que inducen

protección contra las enfermedades producidas por

este microorganismo a nivel de campo y que el to-

xoide sería específico para la zona de donde se

realizó el aislamiento.

Los resultados obtenidos llevan a concluir que me-

diante aislamientos de cepas de campo se puede

obtener un toxoide para inducir la producción de

defensas (IgG) como como una alternativa para

reducir la enterotoxemia en crías de alpacas.
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