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RESUMEN

La crianza de los camélidos sudamericanos (alpacas) es una actividad de gran importancia
socioeconomica para las familias alto andinas del Peru, por su gran aporte de carne con alto valor
proteicoy su fibra de gran demanda en mercado textil, sin embargo, esta especie sufre elevadas
mortalidades con pérdidas econdmicas al criador por agentes bacterianos y parasitarios.
Escasos estudios se han validado cientificamente en este especie, asi mismo existen bacterias
celuloliticas en las alpacas con potencial degradador de la celulosa que pueden ser
aprovechadas para producir indculos de bacterias ruminales en la alimentacion de rumiantes,
desde esa percepcion el libro de capitulo denominado: Evidencias de microorganismos de
importancia clinica en alta montana de camélidos sudamericanos, Huancavelica-Peru, que es
resultado de trabajos de investigacion titulados: Resistencia antibidtica de Salmonella spp,
Escherichia coli aisladas de alpaca (Vicugna pacus) con y sin diarrea; Efecto de Escherichia coli'y
Salmonella spp en el crecimiento y mortalidad de crias de alpacas (Vicugna pacus);
Caracterizacion de neumonias en alpacas (Vicugna pacus) en comunidades altoandinas de
Huancavelica, Pery; Bacterias fibroliticas aisladas de rumen de alpaca, ovino y vacuno con
capacidad biodegradadora de celulosa; Toxicidad de macroquistes de Sarcocystis aucheniae H.
wild en ratones domésticos (Mus musculus). Que contienen aportes cientificos de algunos
microorganismos que afectan en la salud animal y otros pueden tener aplicaciones
biotecnoldgicas (biofermentadores, biodegradadores, catalizadores bioldgicos) en camélidos
sudamericanos y otros rumiantes.

Palabras Clave: alpaca, bacterias entéricas, fibroliticas, microrganismos, microbiota,
patdgenos.



SARCOCYSTIS AUCHENIAE H.
ICOS (Mus musculus)




Evidencias de microorganismos de importancia clinica en alta montafa de camélidos sudamericanos, Huancavelica-Pert

1. TOXICIDAD DE MACROQUISTES DE SARCOCYSTIS AUCHENIAE H. Wild EN
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DOMESTIC MICE (Mus musculus)

Victor Carhuapoma De la cruz
Universidad Nacional Huancavelica Peru

yachayruacc@hotmail.com
) https://orcid.org/0000-0002-4330-6099

Nicasio Valencia Mamani

Universidad Nacional Huancavelica Peru
valenciangss@gmail.com

© https://orcid.org/0000-0002-9408-7770

Victor Guillermo Sanchez Araujo
Universidad Privada del Norte

victor.sanchez@unh.edu.pe
2 https://orcid.org/0000-0002-7702-0881

Resumen

El protozoo Sarcocystis aucheniae es el agente causal de la sarcocistosis de los camélidos
sudamericanos (SAC) y las infecciones se caracterizan por la presencia de quistes en los
musculos que son similares en tamafio y apariencia a los granos de arroz, no obstante estan
demostrados suinactivacion de la toxina de Sarcocystis, de ahi se diserta en el presente capitulo
la determinacion de la toxicidad del indculo lisado de Macroquistes de Sarcocystis aucheniae
(LMSA) en ratones caseros (n=36), a concentraciones de 5y 10% (0, 50 y 100 ug de proteina por
gramo de p.v.) y a dosis de 0.5y 1.0 ml. Para contrastar la toxicidad de los inoculos se evalud la
temperatura rectal, frecuencia respiratoria y tasa de supervivencia; asi como alteraciones
macroscopicas e histopatoldgicas en higado, rifidn, corazén y pulmon. Todos los ratones

tratados murieron entre las 4 y 20 horas de la inoculacidn, presentando hipotermia, disnea y

Toxicidad de macroquistes de sarcocystis aucheniae h. wild en ratones domésticos (mus musculus)
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bradipnea. El rindn y el higado fueron los 6rganos mas afectados, mostrando severa hiperemia,
degeneracion tisular e hiperplasia. Los ratones del grupo testigo no presentaron alteraciones
visibles ni muerte. Los resultados evidenciaron toxicidad y letalidad del indculo lisado de

Macroquistes de Sarcocystis aucheniae en los ratones.

Palabras clave: Sarcocystis, Macroquistes, indculo, raton, letalidad.

Abstract

The protozoan Sarcocystis aucheniae is the causative agent of sarcocystosis of South
American camelids (SAC) and infections are characterized by the presence of cysts in the
muscles that are similar in size and appearance to rice grains, However, their inactivation of
Sarcocystis toxin has been demonstrated, hence the determination of the toxicity of the
inoculum lysate of Sarcocystis aucheniae macrocysts (LMSA) in house mice (n=36), at
concentrations of 5 and 10% (o, 50 and 100 pg of protein per gram of p.v.) and at doses of o, 50
and 100 pg of protein per gram of p.v.). v.) and at doses of 0.5 and 1.0 ml. To contrast the toxicity
of the inocula, rectal temperature, respiratory frequency and survival rate were evaluated, as
well as macroscopic and histopathological alterations in liver, kidney, heart and lung. All treated
mice died between 4 and 20 hours after inoculation, presenting hypothermia, dyspnea and
bradypnea. The kidney and liver were the most affected organs, showing severe hyperemia,
tissue degeneration and hyperplasia. Mice in the control group showed no visible alterations or
death. The results showed toxicity and lethality of the inoculum lysate of Sarcocystis aucheniae

macrocysts in mice.

Keywords: Sarcocystis, macrocystis, inoculum, mouse, lethality

Toxicidad de macroquistes de sarcocystis aucheniae h. wild en ratones domésticos (mus musculus)
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1.1. Introduccion

La crianza de los camélidos domésticos (alpacas y llamas) es una de las actividades de
mayor importancia e impacto en el desarrollo socioecondmico de la poblacion altoandina en el
Peru. Se tiene el caso de Huancavelica, donde el 74% de la poblacién vive en la zona rural y el
85% se dedica a esta actividad (Salva et al., 2009). La carne de camélidos es rica en proteinas,
correspondiendo 21.3% a la carne de alpacay 24.8% a la carne de llama; ademas, contienen poca
grasay presentan un bajo contenido de colesterol (Saadoun y Cabrera, 2008).

Los camélidos de las zonas altoandinas se ven afectados por diversas enfermedades,
entre ellas el parasitismo causado por Sarcocystis aucheniae (Guerrero et al., 2004; Uzuriaga et
al., 2008). El género Sarcocystis incluye especies altamente patdgenas para bovinos, ovinos,
camélidos, caballos y cabras (Sam et al., 1998); ademas, se le encuentra parasitando animales
silvestres como tejones, ratas, bufalos y monos, entre otros (Sam et al., 1998). La infeccion
causada por S. aucheniae se traduce en importantes pérdidas econdmicas de la produccion
alpaquera derivada no solo por la disminucidn de la productividad animal, sino por la pérdida del
valor comercial del animal y por los decomisos de las carcasas (Saadoun y Cabrera, 2008).

Mansilla (1993), sostiene que las sarcosistiosis es una enfermedad zoondtica parasitaria,
donde las formas larvarias del parasito se localizan en los muUsculos y sistema nervioso central,
sin aparente reaccion del animal infectado. Se presume que ocurre la ruptura de algunos quistes
en algun momento de la infeccion con probable liberacion de productos toxicos, pero no hay
informacion cientifica sobre este en los procesos de sarcocistiosis cronica (Godoy et al., 2007).
La actividad neurotdxica fue demostrada por Hiepe et al. (1981), denominando al producto
como sarcocistina. Este producto ha sido considerado como una endotoxina de accion en
musculo cardiaco y tejido nervioso gastrointestinal (Franklin et al., 2003). Estudios preliminares
utilizando proteina de bradizoitos de Macroquistes sonicados (5 mg/ ml) de S. aucheniae
demostraron su accion letal en conejos (Sam et al., 1988; Jurado, 2009). Asimismo, existen
evidencias de trastornos gastroentéricos en personas que consumieron carne cruda infectada

con S. aucheniae y S. hominis (Lesk, 2000).

Toxicidad de macroquistes de sarcocystis aucheniae h. wild en ratones domésticos (mus musculus)
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1.2.

Los antecedentes mencionados no reportan sobre la concentracién y la dosis letal del
efecto de extractos de Sarcocystis en cobayos, ratas y conejos. Tampoco se dispone de
informacion sobre el efecto bioldgico de S. aucheniae a nivel celular (histopatologia) ni existen
estudios en ratones domeésticos, llamados también caseros (Mus musculus), hospederos
intermediarios del parasito. Debido a esto, se planted el presente estudio con el objetivo de
determinar el grado de toxicidad del indculo de lisado de Macroquistes de S. aucheniae en

ratones caseros.

Metodologia

El presente estudio se realizo por un periodo de seis meses, en el Laboratorio Central de
Investigacion, Area de Sanidad Animal, Universidad Nacional de Huancavelica, ubicado cerca de
la ciudad de Huancavelica, Peru. La zona se encuentra a 3780 msnm, con temperaturas de 15 a
18°Cyde8as°C.

Se obtuvieron Macroquistes de S. aucheniae de alpacas infectadas naturalmente y que
fueron sacrificadas en el camal local. Se recolectd la zona muscular del cuello y se llevo al
laboratorio. La carne fue fileteada y con pinzas y bisturi se extrajeron Macroquistes enteros que
fueron sometidos a solucion salina fosfatada (PBS) y conservados a 4 °C. El lisado de
Macroquistes (LMS) se obtuvo mediante el método descrito por Céspedes (2013) y Sam et al
(1988).

Se utilizaron 36 ratones domeésticos (Mus musculus) machos, de 4 a 6 meses de edad, con
peso promedio de 150 g y provenientes de las zonas altoandinas de la comunidad de Santa
Barbara, Huancavelica. Los ratones fueron instalados en jaulas y desparasitados. Luego fueron
inoculados, via subcutanea, con un lisado de Macroquistes de S. aucheniae en dosis de 0.5y 1 ml
con una concentracion de 100, 50 y o pg de proteina de Macroquistes por gramo de peso vivo
para los tratamientos 1, 2 y 3, respectivamente (n=12 ratones por tratamiento). En el grupo

testigo se inyectd Unicamente suero fisiologico.

Toxicidad de macroquistes de sarcocystis aucheniae h. wild en ratones domésticos (mus musculus)



Evidencias de microorganismos de importancia clinica en alta montafa de camélidos sudamericanos, Huancavelica-Pert

Las evaluaciones se realizaron a los 4, 8, 10, 12 y 20 horas pos inoculacion. Se registro la
temperatura rectal con un termometro digital, la frecuencia respiratoria con ayuda de un
estetoscopio, y el porcentaje de supervivencia. Se sacrifico un ratdn por tratamiento en cada
periodo de evaluacidn mediante incision primaria, segun Aluja (2002). El protocolo fue
certificado por el Comité de Etica de Educacion y Ciencias de la Salud para la Investigacion de la
Universidad Nacional de Huancavelica con resolucidon N° 0691-2014-CECSI-UNH. En la
necropsia se tomaron muestras de pulmodn, higado, rindn y corazédn para el examen
histopatoldgico. Los tejidos fueron tenidos con hematoxilina-eosina. Se hicieron cortes de 4-5
micras de espesor y la lectura histopatoldgica se hizo en microscopio optico, segun Vilca et al
(2013).

Se utilizé el disefio completamente al azar y la prueba de Tukey (p< 0.05) para la

comparacion de medias. Los datos se procesaron en el programa de SAS v. 7.

1.3. Resultados

Los ratones sometidos al tratamiento 1, con indculo 10% y a dosis 1 ml, presentaron una
mayor toxicidad y mortalidad al lisado del indculo de Macroquistes, presentando temperatura
corporal disminuida y alteracion en la frecuencia respiratoria, llegando a morir entre las 4y 6 h
de la inoculacidn (Tabla 1). Los ratones del tratamiento 2 con indculo 5% y a dosis 0.5 ml,
presentaron los efectos toxicos y mortalidad a partir de las 8 a 10 h de la inoculacion, muriendo
dentro de las 20 horas de la inoculacidon. En ambos tratamientos se observo inestabilidad,
anorexia, postracion y diarrea intensa. Los ratones del tratamiento 3 (testigo, inoculados con

suero fisioldgico) no presentaron signos clinicos de toxicidad.
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Tabla 1. Toxicidad y letalidad de dos concentraciones y dos dosis del lisado de Macroquistes de
Sarcocystis aucheniae en ratones domeésticos (n=12 por tratamiento).

Tratamientos Dosis Frecuencia respiratoria Temperatura Supervivencia
(Resp/min) rectal (%)
0

T1 - In6culo10% 0.5 ml 64,2 + 2,0 19,5+ 2,3 0
1.0ml 31,3 £3,5° 10,1 £ 1,3 0

T2 - In6culo 5% 0.5ml 116,3 +£2,5° 32,8 £3,3° 0
1.0ml 1423 £1,2° 39,2 £0,8° 0

T3 — Suero fisiologico 0.5 ml 156,4 +1,8° 38,1 +£0,8° 100
1.0ml 155,3 £ 2,6° 38,1 +0,1° 100

abe Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)

Los ratones de los tratamientos 1 y 2 que recibieron el indculo presentaron diversas
alteraciones morfologicas e histopatoldgicas, tales como congestion, necrosis, alteraciones
vasculares y degeneracion celular. Asimismo, en los rifones hubo presencia de tumefaccion
turbia del epitelio tubular cortical renal y severa congestion e hinchazén aguda del epitelio de
los tubulis, en el higado se aprecio congestion y pérdida de la citoarquitectura trabecular, en
tanto que en pulmones y corazon se observo alteraciones morfoldgicas como incremento de
tamafno y cambio de color tisular. En suma, el rifndn y el higado fueron los 6rganos mas
afectados. Por otro lado, los ratones del tratamiento testigo no presentaron alteraciones

evidentes (Tabla 2).

Tabla 2. Alteraciones morfoldgicas (%) de érganos internos de ratones inoculados con un lisado

de Macroquistes de Sarcocystis aucheniae (n=12 por tratamiento).

Tratamientos Dosis Higado Rifién Corazo6n Pulmon
T1 - Inéculo10% 0.5ml 24,3 42,0 14,0 12,5
1.0ml 22,4 41,5 10,2 16,4
T2 - In6culo 5% 0.5 ml 145 34,6 8,9 12,3
1.0ml 16,8 36,2 10,8 14,4
T3 — Suero fisioldgico 0.5ml 0 0 0 0
1.0ml 0 0 0 0
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1.4. Discusion

Los signos de toxicidad y letalidad encontrados en los ratones domésticos por efecto de
la inoculacion del LMS fueron compatibles con los reportados por Sam et al (1998) y Granados
et al. (2007). Las alteraciones clinicas y hallazgos histopatoldgicos observados en los
tratamientos 1y 2 se deben a las propiedades hemoliticas, hemaglutinantes y neuroparalizantes
de los Macroquistes (Franklin et al., 2003).

El tiempo de supervivencia por efecto del indculo fue similar a las 12-27 h observadas por
Vilca et al. (2013) al inocular conejos inoculados con lisados de Macroquistes obtenidos de carne
de alpaca sometida a procesos de ahumado y curado.

Los signos clinicos y las alteraciones histopatoldgicas en los ratones de los grupos
tratados fueron similares a los observados en el estudio de Sam et al (1998) utilizando extractos
de S. aucheniae en conejos a dosis de 5o mg/ml, asi como en otros trabajos (Leguia et al., 1990;
Mansilla, 1993; Céspedes et al., 2013). Las lesiones en rifiones e higado fueron similares con el
reporte de Céspedes et al (2013).

El mayor grado de lesiones observado en rifidn e higado fue consecuencia de la actividad
neurotoxica, que altera las membranas celulares y libera mediadores inflamatorios que

producen hipertermia (Lesk, 2000; Godoy et al., 2007).

1.5. Conclusiones
El indculo de lisado de Macroquistes de Sarcocystis aucheniae fue toxico y letal para los
ratones domeésticos, quienes no sobrevivieron por mas de 20 horas de la inoculacion; asi mismo,

el mayor grado de lesiones histopatoldgicas se observé en el rifdn y el higado.
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Resumen

A nivel mundial, el problema de resistencia a antibioticos es considerado de prioridad
sanitaria publica y veterinaria. Por ello en el presente capitulo se evalud la presencia de
resistencia antibidtica frente a Salmonella sp., y Escherichia coli provenientes de crias de alpacas
con y sin diarrea. La investigacion fue de tipo descriptivo transversal multiple. Se recolectaron
300 muestras de heces por hisopado rectal de crias de alpacas entre 10 a 60 dias nacidas con 'y
sin cuadros diarreicos provenientes de Comunidades Campesinas de Huancavelica-Peru. La
presencia de Escherichia coli y Salmonella spp. Se identificoé mediante pruebas bioquimicas la
susceptibilidad antibacteriana por método Kirby Bauer y se evaluaron 8 antibidticos usuales del
mercado veterinaria. El 200% de muestras con diarreas fueron positivas a Escherichia coli, 40,0%
Salmonella spp., 20% Escherichia coli-Salmonella spp. y muestras sin diarrea 57,0% positivas a
Escherichia coli, 24,0% Salmonella spp., 19.0% E. coli-Salmonella spp. Las cepas de Escherichia
coliy Salmonella spp. fueron resistentes a Ampicilina (10,4+ 0,3), (9,3 0,2); Novomicina (11,1+
0,2), (11,2+ 0,1); Tetraciclina (8,2+ 0,1), (9,2+ 0,3); Penicilina (9,1+ 0,4), (12,2% 0,3); Gentamicina
(10,2 0,4), (10,2% 0,3) provenientes de muestras con diarrea y en muestras sin diarrea
resistentes a Gentamicina (10,3 0,1), (8,2+ 0,1); Tetraciclina (9,2 0,4), (8,2 0,4); Ampicilina
(11,2% 0,1), (9,3t 0,2); Penicilina (10,2+ 0,4), (10,1t 0,3). Las cepas de Salmonella spp., y
Escherichia coli aisladas de crias de alpacas con y sin diarreas evidencian resistencia

antibacteriana a multiples antibioticos usados en la veterinaria.

Palabras clave: Alpaca, Salmonella spp, Escherichia Coli, resistencia antibiotica.

Abstract

Globally, the problem of antibiotic resistance is considered a public health and veterinary
priority. Therefore, in this chapter we evaluated the presence of antibiotic resistance against
Salmonella sp. and Escherichia coli from alpaca offspring with and without diarrhea. The
research was of a multiple cross-sectional descriptive type. Three hundred stool samples were

collected by rectal swabbing from alpaca calves between 10 and 60 days old with and without
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diarrhea from rural communities of Huancavelica-Peru. The presence of Escherichia coli and
Salmonella spp. was identified by means of biochemical tests for antibacterial susceptibility by
Kirby Bauer method and 8 usual antibiotics in the veterinary market were evaluated. 100% of
samples with diarrhea were positive to Escherichia coli, 40.0% Salmonella spp., 20% Escherichia
coli-Salmonella spp. and samples without diarrhea 57.0% positive to Escherichia coli, 24.0%
Salmonella spp, 19.0% E. coli-Salmonella spp. The strains of Escherichia coli and Salmonella spp.
were resistant to Ampicillin (120.4%+ 0.3), (9.3 0.2); Novomycin (11.1+ 0.2), (11.2+ 0.1);
Tetracycline (8.2+ 0.1), (9.2+ 0.3); Penicillin (9.1 0.4), (11.1+ 0.3); Gentamicin (10.1+ 0.4), (10.2+
0.3) from samples with diarrhea and in samples without diarrhea resistant to Gentamicin (10.3+
0.1), (8.2% 0.1); Tetracycline (9.2 0.4), (8.2% 0.4); Ampicillin (11.2+ 0.1), (9.3% 0.2); Penicillin
(10.2+ 0.4), (10.1% 0.3). The strains of Salmonella spp. and Escherichia coli isolated from alpaca
calves with and without diarrhea showed antibacterial resistance to multiple antibiotics used in

veterinary medicine.

Keywords: alpaca, Salmonella spp., Escherichia coli, antibiotic resistance.

2.1. Introduccion

La crianza de alpacas para las familias alto andinas del Peru es una actividad de gran
importancia socioecondmica, ya que aportan carne de alto valor proteico con bajo contenido de
colesterol, y su fibra de gran demanda en mercado nacional y mundial (Rosadio et al., 2012;
Siuce et al., 2015). Mas del 85% de la crianza de alpacas en el Peru estd distribuida en las
Comunidades Campesinas y en pequenos productores que viven en condiciones de extrema
pobreza y con carencias de asesoramiento técnico, afrontando grandes pérdidas econdmicas
por problemas patoldgicos y elevadas mortalidades por etiologias parasitarias, bacterianas y
virales (Lucas et al., 2016). Las elevadas tasas de mortalidad en las crias de alpacas llegan de 12
a 50%, principalmente a causa de problemas diarreicos enteropatdgenos de Escherichia coli'y
Salmonella spp. (Ramirez, 1990; Rosadio et al., 2012), y la resistencia de los antibacterianos

frente a Escherichia coli y Salmonella spp. es de preocupacion mundial por las serias
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repercusiones que implica en la salud publica y la produccion animal, concebidos por
condiciones del uso inadecuado e indiscriminado de los antibacterianos (Yagui, 2018).

Desde el enfoque en la produccion animal, el uso de los antibidticos se ha incrementado
rapidamente, generando un riesgo de bacterias resistentes (Centeno et al., 2018), debido a que
estas bacterias posiblemente sufrieron modificaciones genéticas de su mecanismo de residencia
como inactivacion enzimatica, receptores alterados y transporte del antibidtico alterado, lo cual
hacen la permanencia de genotipos bacterianos resistentes a Escherichia coli y Salmonella spp.
y un agravante mayor es que existen escasos estudios orientados a la producciéon animal que
posiblemente podrian estar relacionados con lo reportado en la salud humana (Schwarz et al.,
2017).

La Salmonella spp. y Escherichia coli son patdgenos de importancia clinica en la Salud
Animal en los andes del Peru, por ser el agente causal de patologias que cursan con disfuncion
intestinal, generando el complejo diarreico neonatal en las alpacas, lo cual hace complejo su
tratamiento terapéutico (Silvera et al., 2012; Rosadio et al., 2012).Diversos estudios reportan un
aumento de la resistencia antimicrobiana y minimas posibilidades de sensibilidad a diferentes
antibiodticos frente a microrganismos patégenos de Salmonella spp. y Escherichia coli en las
especies de aves, porcinos, cobayos, bovinos y animales de silvestria como los monos,
generando grandes pérdidas del valor genético y socioecondmicas en los criadores (Oha, 2012;
Medina et al., 2017; Siever, 2018).

No existen estudios relacionados sobre el uso de antibidticos en el area de veterinaria
frente a Salmonella spp. y Escherichia coli provenientes de crias de alpacas con y sin
enteropatias diarreicas, a pesar de que mundialmente Peru constituye una actividad de gran
importancia para el mercado textil y carnico, siendo estos microrganismos de importancia
clinica emergentes en la produccidn de alpacas. Se presume que pueden existir casos de cepas
con fenotipos de resistencia similares en alpacas a las que existen en las especies de pollos,
porcinos, bovinos y especies domésticos (Ortiz, 2011), lo cual posibilitaria que el uso de

diferentes antibidticos antibacterianos en el tratamiento terapéutico en las crias de alpacas con
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2.2.

enteropatias diarreicas (La salmonelosis y Escherichia coli) no sean eficaces en las comunidades
de zonas alto andinas del Peru.

Ante los aspectos sostenidos, nace la necesidad de evaluar la resistencia antibidtica de
Salmonella spp. y Escherichia coli en crias de alpacas con y sin enteropatias diarreicas, lo cual
permitird en un futuro que se implementen acciones para la reduccion del uso de
antimicrobianos; de igual forma, prevenir la generacion y diseminacion de bacterias resistentes
a los antibidticos a través una aplicacion de buenas practicas sanitarias y del buen uso de

antimicrobianos.

Metodologia

Para la investigacion se muestrearon por conveniencia y segun el teorema del limite
central un total de 300 muestras de crias de alpacas con cuadros diarreicos y 300 muestras de
crias sin cuadros diarreicos de raza Huacaya, en edades comprendidas entre 10 a 60 dias de
nacidas sin distincion de sexo, debido a que no se conocid la poblacidn de natalidad de crias
porque es progresivo y temporal. Se tomaron en cuenta 6 Comunidades Campesinas alpaqueras
de Huancavelica-Peru, ubicadas por encima de los 4 200 msnm, con temperaturas que oscilan
entre de 5,6 a 8,5 °C. La actividad se llevd a cabo entre los meses de enero a marzo de 2018, de
igual forma se tomaron en cuenta el acta de autorizacion comunal y el consentimiento
informado por los duefios de los rebafos bajo estudio.

Las muestras fueron recolectadas por triplicado por animal muestreado mediante el
hisopado rectal en criobales estériles suspendidos en medio de transporte Stuart (bufer
peptonada) en horarios de madrugada (6.00 am a 7.30 am) sin la presencia de rayos solares y
con eficiente manejo de bioseguridad, rotulados y registrados (Carhuapoma et al., 2018), y
fueron transportados en un medio refrigerante a temperatura 8-12 °C (caja tecnopor con hielo
bioldgico) al Laboratorio de Salud Animal (Area de Microbiologia) de la Universidad Nacional de

Huancavelica- Peru, para proceder a los estudios bacterioldgicos.
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El aislamiento de los microorganismos enteropatdgenos presentes en las muestras de
hisopados rectales se realizo en un pool de indculos (triplicado muestreado), en tubos con tapa
rosca enriquecidas con caldo de infusion cerebro corazén (BIH), haciendo grupos de 300 indculos
sin cuadros diarreicos y 300 inodculos con cuadros diarreicos e incubados a 37 °C/24. Los inoculos
enriquecidos se sembraron independientemente por agotamiento en medios selectivos de agar
MacConkey y Eosina azul de metileno (EMB) para Escherichia coli y Salmonella-Shigella (SS),
Xilosa lisina desoxicolato XHD para Salmonella spp., incubandose a 37 °C/48 h en referencia ala
norma ISO 6579:2002.

Para la dptima identificacion y diferenciacion de las cepas de Salmonella spp. vy
Escherichia coli se realizd la caracterizacion microscopica (coloracion Gram) y macroscopica
como: forma, consistencia y elevacion (Murcia, 2018). Las colonias sospechosas se inocularon
en medios de agar Hierro tres azucares (TSI), Lisina (LIA), Citrato de Simmons (HS4), sulfuro-
indol-motilidad (SIM), catalasa y Voges Proskauer e se incubaron a 37°C |/ 24 horas. Los
resultados obtenidos fueron cotejados mediante el Manual of Systematic Bacteriology
(Bergey’'s, 2008) y el Manual de Procedimientos de Laboratorio Zurita2o13 para su
identificacion.

En referencia a los resultados del aislamiento, se seleccionaron cultivos positivos a
Escherichia coli (300), Salmonella spp. (120) provenientes de muestras con diarreas y Escherichia
coli(272), Salmonella spp. (72) sin diarreas; a partir de ello se prepararon pool de indculos madre
para Escherichia coli, Salmonella spp. y se replicaron a 320 indculos independientemente para
cada microrganismo en estudio enriquecidas en caldo infusion Cerebro Corazén (BIH) e
incubados a 37 °C /22 horas (Carhuapoma et al., 2018).

La sensibilidad antibidtica se realizéo mediante el Método de Kirby Bauer, para ello se
cultivaron cepas de Escherichia coli y Salmonella spp. con un hisopo estéril de manera
homogénea en placas Petri con Agar Mueller Hilton, para un total de 320 cultivos por cada
microrganismo distribuidos a 40 cultivos por antibidtico como repeticiones (observaciones de
independencia de sensibilidad por antibidtico en estudio), con la finalidad de uniformizar el

estudio, quedando los siguientes grupos: con enteropatias diarreicas, Escherichia coli (n=320[40
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2.3.

repeticiones / antibiotico]); Salmonella spp. (n=320 [40 repeticiones/antibiotico]); sin
enteropatias diarreicas, Escherichia coli (n= 320 [40 repeticiones [ antibiotico]); Salmonella spp.
(n=320 [40 repeticiones /antibiotico]).

Los discos antimicrobianos se colocaron de manera independiente incubandose a 37
°C/24 horas, se probaron los antibidticos mas utilizados en el mercado farmacéutico veterinario
( A-Gentamicina (3opng), B-Novomicina (5pg), C-Tetraciclina(3opg), D-Enrofloxacina(iopg), E-
Ampicilina(zopg), F-Amikacina(3o pg), G- Ceftriaxona (3opg) y H- Penicilina(zopg)), posterior a
ello se leyeron los halos de inhibicion del crecimiento y los resultados se interpretaron en
referencia a los puntos de corte propuestos por el manual de European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2018).

La prevalencia de microrganismos de Escherichia coliy Salmonella spp. presentes en crias
de alpacas con y sin diarreas se realizé mediante la comparacidon de medias y la distribucion de
frecuencia (estadistica descriptiva), a través de una investigacion descriptiva transversal
multiple. Con el fin de determinar la sensibilidad antibiodtica entre antibidticos y microrganismos
se realizo el analisis de varianza y la prueba de Tukey (P< 0.01) mediante el disefio de arreglo

factorial multiple de 8*2, utilizando el programa SPSS v. 20.

Resultados

De un total de 300 muestras analizadas de crias de alpacas con diarreas, se encontraron
positivos el 100% (300/300) a Escherichia coli, 40,0% (120/300) Salmonella spp. y 20% (120/300)
asociados a Escherichia coli-Salmonella spp. con mayor porcentaje de presencia de Escherichia
coliy Salmonella spp. De igual forma, 300 muestras evaluadas de crias de alpacas sin presencia
de diarreas se encontraron positivos en 57,0% (172/300) a Escherichia coli, 24,0% (24/300) a
Salmonella spp.y 19,0% (56/300) asociados a E. coli-Salmonella spp. (Tabla 1), apreciandose con
menor prevalencia de Escherichia coli y Salmonella spp. a las muestras de crias de alpacas con

diarreas.
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Tabla 1. Distribucion porcentual de Escherichia coli y Salmonella spp. asociada de
Escherichia coli-Salmonella spp., aislados de muestras con diarreas (n= 300) y sin diarreas (n=

300) en crias de alpacas.

Tipos de Escherichia coli Salmonella spp E. coli-Salmonella spp
muestras ) N % % p N % % P N % %
(+) () (+) () (+) () (+) () (+) () (+) )
Condiarrea 30 0 100 0 120 180 40 60 60 0 20 0
Sindiarrea 179 128 57 43 72 228 24 76 56 224 19 81

Leyenda: P (+) Positivo, N (-) Negativo.

Los microrganismos patogenos de Escherichia coliy Salmonella spp. encontrados en las
muestras rectales de crias de alpacas con enteropatias diarreicas demostraron diferencias
estadisticas (P < 0.01)de diametros de halos de inhibicion de resistencia frente a los antibidticos
de Gentamicina, Novomicina, Tetraciclina, Ampicilina y Penicilina; demostrando
multiresistencia antibiotica para ambos microrganismos, mientras que se observé sensibilidad
antibidtica en ambos microrganismos en los antibidticos de Enrofloxacina, Amikacina y
Ceftriaxona, demostrando didmetros de halos inhibicion dentro del rango de los estandares

sensibilidad (Tabla 2), de un total de 8 antibioticos evaluados.

Tabla 2. Medias y desviacion estandar de resistencia antibiotica de Escherichia coli (n=

320) y Salmonella spp. (n=320) provenientes de crias de alpacas con diarreas.

Tipos N Cepas de Escherichia Coli N Cepas de Salmonella sp
antibioticos

320 S | R 320 S | R
A- GENTAMICINA 40 0,0 00 10,1+ 0, 42 40 0,0 16,2£0,18  10,2+0,3
B- NOVOMICINA 40 0,0 0,0 11,1£0,2° 40 00 16,4+ 0,5 11,240,1°
C- TETRACICLINA 40 0,0 16,240,220  82+0.1% 40 00 15,140,280  92+03%®
D- ENROFLOXACINA 40 20,2+ 0,3 16,1+ 0,6° 00 40 19,3+ 0,1b 14,3£0,1° 0,0
E- AMPICILINA 40 0,0 14,1£01% 10,4+ 0% 40 00 16,2+ 0,2% 9,3+ 0,2°
F- AMIKACINA 40 23,10, 4° 0,0 0,0 40 19,1+ 0, 42 0,0 0,0
G -CEFTRIAXONA 40 21,3+0, 3° 15,2+ 0,2 00 40 23,3+0, 3¢ 00 00
H -PENECILINA 40 0,0 0,0 9,1+ 0,4%° 40 0,0 0,0 11,140, 3

a.b.c syperindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica a la prueba de Tukey
(P<0.01).
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2.4.

La Escherichia coliy Salmonella spp. aisladas de muestras de heces de crias de alpacas sin
enteropatias diarreicas presentaron diferencias significativas (P < 0.01) de resistencia antibidtica
frente a Gentamicina, Tetraciclina, Ampicilina, Penicilina y Novomicina, y fueron sensibles a

Novomicina, Enrofloxacina, Amikacina y Ceftriaxona (Tabla 3).

Tabla 3. Medias y desviacion estandar de resistencia antibidtica de Escherichia coli (n=

320) y Salmonella spp. (n= 320) provenientes de crias de alpacas sin diarreas.

Tipos N Escherichia Coli N Salmonella spp
antibidticos

320 S | R 320 S 1 R
A- GENTAMICINA 40 0,0 16202°  10,3%0. 12 40 0,0 17,2+ 0,22 8,2+ 0,1°
B- NOVOMICINA 40 22,1403 14,4+ 05 00 40 00 14,4+ 0,2 10,3+0,3
C- TETRACICLINA 40 00 16,240,220 92+ 04% 40 00 16,240,482+ 04%®
D- ENROFLOXACINA 40 20,2+ 0,3% 15,2+0,20 00 40 20,1£02% 14,3 02b 00
E- AMPICILINA 40 00 152+03% 11,2401 40 00 17,1 0,4% 9,3+ 0,3°
F- AMIKACINA 40 22,1%0,40  142+0,3% 00 40 21,1+0, 4° 00 00
G -CEFTRIAXONA 40 203+0,3  16,2+0,1% 00 40 22,3+ 0, 3° 00 00
H -PENECILINA 40 0,0 0,0 10,2+ 0, 42 40 0,0 0,0 10,1+ 0, 3°

a.b.¢ Syperindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica a la prueba de
Tukey (p<0.01). S Sensible, I Intermedio, R Resistencia.

Discusion

Los altos indices de prevalencia de Escherichia coli (100%,57%), Salmonella spp.
(40%,19%) y la asociacion Escherichia coli-Salmonella spp. (20%, 19%) en las muestras rectales
de crias de alpacas con y sin enteropatias diarreicas se deben posiblemente a que los
productores de alpaca no estan realizando un uso terapéutico eficiente y de manera
responsable, y se asume que esto podria estar relacionado al uso de productos antibacterianos
de mala calidad, lo cual hace dificil el control patoldgico, incrementando su incidencia. Lo
anterior coincide con lo reportado por Carhuapoma et al. (2018) y Carhuapoma et al. (2019),
ademas las prevalencias de estos microrganismos patdgenos bacterianos estarian muy

relacionados a animales que nacen con bajos niveles inmunoldgicas y de madres con
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condiciones caquécticas, lo cual les hace que sean muy susceptibles a Escherichia coli y
Salmonella spp., siendo una patologia de importancia clinica en la crianza de alpacas (Rosadio
etal., 2012).

Lucas et al. (2016) identificaron Escherichia coli (8,0%), coronavirus (53,3%), rotavirus
(36,6%), Salmonella spp. (18,3%) y asociados de bacterias y parasitos 23,3%, virus y bacterias
11,7% vy triples asociados 38,3% en crias de alpacas con cuadros diarreicos. De igual forma,
Moralesy col., (2017), aislaron Escherichia coli 47.78% en alpacas con diarrea y 58,33% sin diarrea,
mientras que Chuquizuta et al (2017) detectaron Escherichia coli (40,84%), Salmonella spp.
(39.27%) en cuyes gazapos muertos, y Carhuapoma et al. (2018) encontraron la presencia de
Escherichia coli en 80% en crias de alpacas con diarreas. Carhuapoma et al. (2019) reportan
presencia de Escherichia coli y Salmonella spp. 12% en machos y hembras, asociados de
Escherichia coli-Salmonella spp. en un 10%, para un total de 104 crias con diarreas; los resultados
encontrados en este estudio resultan ser de mayor prevalencia en ambos microrganismos frente
a los reportados.

Cebra et al. (2003), mencionaron que la salmonela en diarreas de alpacas no es una causa
comun, pero Whitehead y Anderson, (2006) detectaron diversas especies de Salmonela en
animales con casos de diarreas; posteriormente, Lucas et al (2016) y Carhuapoma et al. (2019)
manifiestan que la presencia de salmonela en cuadros diarreicos en alpacas es muy frecuente en
rebafios mixtos (aves, cuyes, porcinos). Lo anterior indica que esta bacteria es facultativa, lo cual
hace que su ciclo de transmision epidemioldgica sea muy viable y su patogenia sea frecuente en
los animales domésticos, asi como en las crias de alpacas.

Zambrano et al. (2013) identificaron Salmonella spp. en 23,5% y 32,4% en muestras de
superficie corporal e hisopado cloacal en pollos de engorde. De igual forma, Salvatierra et al
(2015) presenciaron Salmonella spp. 6,3 + 2,4% en carcasas del vientre y 1,8% en sub-muestras
de piel de cabeza en porcinas, y Talavera et al. (2011) reportaron el 1,34% de Salmonella del
grupo B (Typhimurium) en muestras de higados de pollo para la venta. Los resultados
encontrados en la investigacion son similares con algunos reportados, pero difieren a otros

debido a que se encontraron mayor porcentaje Enteropatogenos de Escherichia coli, Salmonella
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spp. y de Escherichia coli-Salmonela spp. en crias de alpacas; por ello, la existencia de Salmonella
spp. Y E. coli-Salmonela spp. se debe a agentes causales de patologias que cursan con disfuncion
intestinal, generando el cuadro diarreico agudo neonatal en las alpacas (More et al., 2011;
Mancera et al., 2004; Ruiz et al., 2014) por ser la Salmonela un potencial de infeccidon que
pertenece a la familia enterobacteriaceae (Tacchini et al., 2010; Rios, 2012) y al existir muy pocos
estudios de casos clinicos de infestacion de salmonelosis en alpacas, a pesar de que esta
patologia zoonodtica es de importancia clinica para la salud publica y se presume que podria estar
presentes en los serovares Typhimurium e Enteritidis, debido a las caracteristicas bioquimicas,
macromicroscopicas, la colonizacion y a las manifestaciones clinicas visualizadas en el estudio.

La multi-resistencia antibidtica presentada por Escherichia coliy Salmonella spp. frente a
los antibacterianos de Gentamicina, Tetraciclina, Ampicilina, Penicilina y Novomicina,
evidencian que los antibidticos probados posiblemente sufrieron modificaciones de su
mecanismo de accidon como: inactivacion enzimatica de antibidticos, impermeabilidad de la
membrana o pared celular, expulsion por mecanismos activos del antibiotico y modificacion del
sitio blanco del antibidtico en la bacteria, como se reporta en la literatura, lo cual reduce las
opciones terapéuticas (Mancera et al., 2004; Schwarz et al., 2017; Rios, 2012; Gatica y Rojas,
2018).

Ademas, las altas tendencias de resistencia de 8 antibidticos probados en el estudio
estarian relacionados a la aplicacion deficiente y el uso inapropiado de los antibidticos que
vienen practicando los productores de alpacas en sus rebafnos, ademas de la masiva distribucion
irresponsable de farmacos por los programas nacionales fomentados por profesionales no
calificados, lo cual hace la tendencia progresiva de resistencia antibidtica en forma bidireccional
entre el humano y el animal. Lucas et al. (2016), reportan que la Salmonella spp. y Escherichia
coli serian posiblemente resistentes a los antibacterianos de primera linea como la Fosfomicing,
Enrofloxacina, Ciprofloxacina, Gentamicina, Oxitetraciclina, Penicilina, Ceftazidima y
Trimetoprim sulfametoxazol porque son de uso mas frecuente en veterinaria e
indiscriminadamente desde muchos afios atras en las especies de bovinos, pollos, gorrinos y

cuyes, por ello no seria recomendable el uso como antibiodticos de primera eleccion para el
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tratamiento del complejo diarreico en las crias de alpacas sin antes realizar las pruebas de
susceptibilidad en laboratorios (Pinto et al., 2010; Siuce et al., 2015; Carhuapoma et al., 2019).
Barbozay Suarez, (2012), encontraron resistencia antibidtica en un 30% en Gentamicina,
Norfloxacina y Tetraciclina en Salmonella spp. aisladas de casos de Tifosis aviar. Cordero et al
(2002), reportaron multi-resistencia en 84.4% a Tetraciclina, Gentamicina, Ampicilina y
Amikacina en bacterias Gram positivas y negativas de 11 antibidticos probados, y Fuente et al.,
(2015) encontraron una resistencia del 91% en cepas de Salmonella spp. a Ampiciling,
Nitrofurantoina y 55% a Cefalotina y Cloranfenicol, mientras que Quesada et al (2016)
reportaron multi-resistencia de Salmonella spp. a los antibidticos de acido Nalidixico,
Estreptomicina, Tetraciclina, Cloranfenicol, Ampicilina, Trimetoprim/sulfametoxazol,
Gentamicina, Ciprofloxacina y Cefalosporinas. Estos reportes resultan similares a los resultados
encontrados en este estudio, ya que coinciden casi con todos los antibioticos estudiados y estos
mismos comportamientos de resistencia se pueden generar en los animales de sangre caliente
(Castillo et al., 2014), por ello, la resistencia antibidtica de Salmonella spp. y Escherichia coli
podria ser una alarma epidemioldgica en el campo veterinario (Rivera et al., 2012), ocasionados
por falta de practica en las pruebas de sensibilidad en los laboratorios antes de realizar los
tratamientos en los animales y por la deficiente capacidad de conocimiento farmacoldgico de
técnicos operarios y médicos veterinarios (Barboza y Suarez, 2012; Carhuapoma et al., 2018).
La sensibilidad antibidtica demostrada por las cepas de Escherichia coliy Salmonella spp.
aisladas de hisopado rectales de crias de alpacas con y sin enteropatias diarreicas frente a los
antibacterianos de Enrofloxacina, Amikacina, Novomicina y Ceftriaxona, se debe a que
posiblemente lo antimicrobianos no fueron de uso prolongado o indiscriminado en los rebafos
(Carhuapoma et al., 2018), y que posiblemente no hayan generado la modificacion de sus
mecanismos de accion antibiotica, asi como los genes de DNA girasa y topoisomesasa IV
(Romeu Alvarez et al., 2012; Lee et al., 2003; Ruiz et al., 2014; Schwarz et al., 2017). De igual
forma, Barrios et al (2016) encontrd la Escherichia coli sensibles a Trimetoprim (98%),
Gentamicina (95%) y fosfomicina (88%), Ciprofloxacino (85%), Ceftadizina (79%) y resistente a

Nitrofurantoina (85%) provenientes de crias de alpacas sanas y enfermas, resultados que
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difieren con los resultados reportados en este estudio; por lo tanto, segun los resultados
encontrados en el estudio los 4 antibacterianos (Enrofloxacina, Amikacina, Novomicina y
Ceftriaxona) que resultaron sensibles podria permitir ser especificos en el uso terapéutico de

alpacas con y sin enteropatias diarreicas.

2.5.  Conclusiones

Los aislamientos de Salmonella spp. y Escherichia coli de crias de alpacas con y sin
cuadros de diarrea mostraron multi-resistencia a los antibioticos mas usados del mercado
farmacéutico-veterinario, y solo 4 antibioticos resultaron susceptibles. Por lo tanto, se deben
realizar estudios comparativos en las zonas altas andinas alpaqueras del Peru para la prevencion

y diseminacion de la resistencia antibacteriana.
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Resumen

La diarrea en crias de alpacas continua siendo una de las principales causas de mortalidad,
principalmente ocasionados por bacterias entéricas. Pese a los avances en las Ultimas décadas

en el manejo y prevencion de diarrea, sin embargo, no estan demostrados si estas bacterias
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pueden influir negativamente en los parametros productivos en esta especie de ahi en el capulo
se oriento a evaluar el efecto de Escherichia coliy Salmonella spp en el crecimiento y mortalidad
de crias de alpacas (Vicugna pacos). Se seleccionaron 104 crias de alpacas Huacaya con procesos
diarreicos y con edad promedio de 10.0 + 2 dias, peso de 9.6 + 0.5 kg y altura a la cruz de 85.0 +
0.5 cm. Se tomaron muestras de hisopados rectales y se cultivaron en medios de cultivo
selectivos de agares MacConkey, EMB, SS, XHD y BIH, y se hicieron pruebas bioquimicas. Con
base a los resultados positivos a E. coli y Salmonella spp se seleccionaron 8o crias que fueron
distribuidas en cuatro grupos: Gi, E. coli (n=23); G2, Salmonella spp (n=17); G3, E. coli -
Salmonella spp (n=12); G4, Testigo (n=28), positivos a uno o a los dos gérmenes y tratados con
tetraciclinas. Los animales fueron pesados y medidos (altura a la cruz) a las 4 y 8 semanas del
estudio y la mortalidad fue registrada. El peso y la talla corporal fueron mas afectados en Gz, G2
y G3 que en G4 (p < 0.01). Asimismo, la tasa de mortalidad fue mayor en G1, G2 'y G3 que en G4
para ambos sexos. Salmonella spp y E. coli se evidenciaron como agentes patdgenos negativos

para el crecimiento y mortalidad en crias de alpacas con diarrea.

Palabras clave: alpaca, diarrea, crecimiento, mortalidad.

Abstract

Diarrhea in alpaca calves continues to be one of the main causes of morbidity and
mortality, mainly caused by enteric bacteria. Despite the advances in the last decades in the
management and prevention of diarrhea, however, it has not been demonstrated whether these
bacteria can negatively influence the productive parameters in this species. The aim of this study
was to evaluate the effect of Escherichia coli and Salmonella spp on the growth and mortality of
alpaca (Vicugna pacos) offspring. A total of 104 Huacaya alpaca calves with diarrheic processes
were selected with an average age of 10.0 + 2 days, weight of 9.6 + 0.5 kg and height at the
withers of 85.0 + 0.5 cm. Rectal swab samples were taken and cultured on MacConkey, EMB, SS,
XHD and BIH selective agars culture media, and biochemical tests were performed. Based on

the positive results for E. coliand Salmonella spp, 8o offspring were selected and distributed into
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four groups: Gz, E. coli (n=23); G2, Salmonella spp (n=17); G3, E. coli - Salmonella spp (n=12); G,
Control (n=28), positive for one or both germs and treated with tetracyclines. The animals were
weighed and measured (height at withers) at 4 and 8 weeks of the study and mortality was
recorded. Body weight and body size were more affected in G1, G2 and G3 than in G4 (p < 0.01).
Also, the mortality rate was higher in G1, G2 and G3 than in G4 for both sexes. Salmonella spp
and E. coli were evidenced as negative pathogens for growth and mortality in alpaca pups with

diarrhea.

Keywords: alpaca, diarrheal, increase, mortality

Introduccion

Las elevadas tasas de mortalidad por causas infecciosas en las alpacas (Vicugna pacos),
especialmente en sus crias, son uno de los factores limitantes para el desarrollo econémico de
las actividades pecuarias en la zona altoandina (Rosadio et al., 2012b). Las pérdidas de crias de
alpacas por causas de enteritis infecciosa bacteriana se generan dentro de los primeros cuatro
meses de vida, alcanzando cifras que superan el 50% de mortalidad (Siuce et al., 2015); donde
Clostridium perfringens, Escherichia coli enteropatdogena y Salmonella spp se encuentran
usualmente involucradas como agentes causales en el denominado complejo bacterodiarreico
neonatal (Mamaniy Huanca, 2011).

Este sindrome cursa con disfuncion intestinal, usualmente asociado a diarrea, debido a
la sobre estimulacion de la funcion secretora de las criptas epiteliales (salmonelosis,
colibacilosis), incremento de la permeabilidad (enteritis clostridial) e hipermotilidad (Siuce et al.,
2015). La salmonelosis en la alpaca no ha sido muy estudiada, pero los reportes existentes
permiten presumir que Salmonella spp estaria asociada a la enteritis infecciosa bacteriana (Oha,
2012).

Estos agentes bacterianos generan un impacto econdmico negativo al productor,
impidiendo el crecimiento sostenido de la actividad alpaquera al disminuir la produccion neta de

animales y la cantidad de animales que contribuyan con la variabilidad genética. Los casos
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clinicos en las crias de alpacas se presentan con deshidratacion progresiva, acidosis, postracion,
perdida de peso y muerte (Ortiz, 2011). No obstante, no se dispone de trabajos cientificos que
determinen su nivel de participacion en el complejo diarreico neonatal con respecto a los
parametros productivos (crecimiento, ganancia de peso vivo, supervivencia) de la alpaca.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de E. coliy Salmonella spp sobre el
crecimiento y mortalidad de crias de alpacas. Asimismo, identificar las bacterias

enteropatogenos presentes.

3.2 Metodologia

El estudio se realizéd en el predio «Rumi Huasi» del sector de Huamanrazu de la
Comunidad Campesina de Santa Barbara, en Huancavelica, PerU. La zona esta situada entre
4200y 4500 msnm, con temperatura promedio anual de 5.6 °C. Los estudios bacterioldgicos se
realizaron en el Laboratorio Central de Investigacién, Area de Salud Animal, de la Universidad
Nacional de Huancavelica. La fase de campo tuvo una duracion de dos mesesyy se realizd durante
las épocas de lluvias (febrero-marzo). Se seleccionaron 104 crias de alpacas Huacaya, sin
distincion de sexo, con edad promedio de 10.0 + 2 dias, peso de 9.6 + 0.5 kg y altura a la cruz de
85.0 + 0.5 cm. Todos los animales seleccionados ingresaron al estudio preliminar con cuadros

clinicos de diarrea entre 3y 8 dias (tabla 1).

Tabla 1. Crias de alpacas con enteropatias diarreicas positivos a Escherichia coli,

Salmonella spp y E. coli— Salmonela spp (n=104).

Patégeno Machos Hembras

n % n %
Escherichia coli 19 12,2 18 11,6
Salmonella spp 18 11,6 17 11,0
Escherichia coli — Salmonella spp 16 10,3 16 10,3
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Se recolectaron muestras de heces por triplicado de las 104 crias. Las muestras fueron
tomadas por el método de hisopado rectal y suspendidas en medio de transporte Stuart. Se hizo
un pool con las tres muestras de cada animal, las cuales fueron cultivadas en medios selectivos
de agar: MacConkey y eosina azul de metileno (EMB) para E. coli y Salmonella-Shigella (SS),
xilosa lisina desoxicolato XHD para Salmonella spp y enriquecidas con caldo de infusion cerebro
corazon (BIH). Para la identificacion y diferenciacion de las cepas se realizo la caracterizacion
morfoldgica (forma elevacion, margen) y microscopica (coloracion Gram), asi como pruebas
bioquimicas convencionales (agar-hierro-triple azucar [TSI], agar de hierro de lisina [LIA],
sulfuro-indol-motilidad [SIM] y catalasa).

Con base a los resultados de laboratorio, se seleccionaron las crias positivas a E. coli,
Salmonellasppy E. coli- Salmonella spp (n=104 crias; Cuadro 1) alas 72 horas de la identificacion
bacterioldgica. Para la evaluacidon de peso y talla solo se consideraron los animales que
sobrevivieron al proceso diarreico, quedando los siguientes grupos: Gz, E. coli (n=23 [13 machos
y 10 hembras]); G2, Salmonella spp (n=17 [9 machos y 8 hembras]); G3, E. coliy Salmonella spp
(n=12 [6 machos y 6 hembras]); G4, Testigo tratado, E. coli, Salmonella sppy E. coliy Salmonella
spp (n=28 [14 machos y 14 hembras]).

Todos los animales fueron desparasitados con un anticoccidiostatico (Toltrazuril) y
puestos en cuarentena en potreros reservados para este proposito al inicio del estudio. Los
animales del grupo testigo (G4) fueron tratados con tetraciclinas via i. m. a dosis 1 ml/10 kg de
peso vivo durante tres semanas con el fin de controlar la diarrea.

El peso, talla corporal (altura a la cruz) y mortalidad fueron registrados semanalmente y
por ocho semanas. Las mediciones de campo se hicieron en las mafianas utilizando una balanza
circular de 100 kg de capacidad y una cinta métrica. El porcentaje de mortalidad se calculd
dividiendo el numero de crias muertas entre el total de crias, expresado en forma porcentual.
Para las evaluaciones de peso y talla corporal se consideraron a los animales que sobrevivieron
durante el estudio. El protocolo fue certificado por el Comité de Etica de Educacién y Ciencias

de la Salud para la Investigacion de la Universidad Nacional de Huancavelica con resolucion N.©
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0724-2015-CECSI-UNH. Los datos fueron analizados mediante el analisis de varianzay la prueba

de Tukey (p<o.05), utilizando el programa SPSS v. 20.

Resultados

Las crias de los grupos G1, G2 y G3 ganaron menor peso que aquellas del grupo G4
(testigo) durante las 8 semanas del estudio, tanto en hembras como en machos (p<o.01; Tabla
2), siendo la asociacion E. coli - Salmonella spp, las que causaron un mayor efecto negativo en el
peso corporal. Similar tendencia fue observada a las cuatro semanas de evaluacion en ambos
SEXOs.

Tabla 2. Peso corporal (kg) de 8o crias de alpacas® con enteropatias producidas por E. coli y

Salmonella spp (medias y desviacion estandar).

Grupos Hembras Machos
Inicial 4 semanas 8 semanas Inicial 4 semanas 8 semanas
G1-E. coli 9,6+1,0% 11,3+1,22 14,3+1,4° 9,9+1,22 11,7+1,32 16,2+1,3°
G2 - Salmonella 9,5+2,0 10,2+1,42 13,4+1,5° 10,2+1,3? 12,4+1,3? 14,6+1,2°
G3-E. coli - 9,2+1,8? 11,2+1,6° 12,6+1,4° 9,9+1,42 11,9+41,22 13,4+1,4°
Salmonella
G4 - Testigo? 9,4+1,82 13,2+1,5° 16,7+1,4° 9,8+1,42 14,8+1,2° 18,4+1,4¢

a abc gyperindices diferentes dentro y entre columnas indican diferencia estadistica
(p<0.01); 1 23 crias en G1, 17 en G2, 12 en G3y 28 en Gg;2 Positivas a E. coli, Salmonella o ambas

y tratadas con tetraciclinas.

La talla de las crias de los grupos Gi1, G2 y G3 a las ocho semanas fue menor en
comparacion con las crias de G4 (testigo) en ambos sexos (p<0.01; Tabla 3). Similar tendencia
fue observada a las cuatro semanas de evaluacion. El porcentaje de mortalidad fue

significativamente mayor en G1, G2 y G3 con relacion a G4 (testigo) en ambos sexos (Tabla 4).
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Tabla 3. Talla corporal (altura a la cruz) de 8o crias de alpacas® con enteropatias producidas por

E. coliy Salmonella spp (medias y desviacion estandar).

Grupos Hembras Machos
Inicial 4 semanas 8 semanas Inicial 4 semanas 8 semanas
G1-E. coli 59.0+1.3%  64.0+1.2% 70.0+1.1° 60.0+1.12 65.0+1.2% 71.0+1.3°
G2 - Salmonella 60.0+1.4%  65.0+1.4° 68.0+1.52 61.6+1.32 66.0+1.3° 69.0+1.2°
G3-E. coli — 58.0+1.28  61.0+1.3° 67.0+1.4° 62.0+1.42 66.0+1.2° 68.0+1.1°
Salmonella
G4 - Testigo? 61.0+1.0°  72.0+1.2¢ 85.0+1.1¢ 63.0+1.22 78.0+1.2¢ 84.0+1.1¢

a abe Syperindices diferentes dentro y entre de columnas indican diferencia estadistica (p<o.01);
*23 criasen G1, 17 en G2, 12 en G3y 28 en Gy; ? Positivas a E. coli, Salmonella o ambas y tratadas

con tetraciclinas.

Tabla 4. Mortalidad (%) en 104 crias® de alpacas con enteropatias producidas por Escherichia coli

y Salmonella spp.

Grupo Macho Hembra
G1 - E. coli 14,3 23,1
G2 - Salmonella 23,1 33,3
G3 - E. coli - Salmonella 45,5 45,5
G4 - Testigo? 6,7 6,7

* 27 crias (Muertos: 1 macho y 3 hembras) en Gz, 25 crias (Muertos: 4 machos y 4 hembras) en
G2, 22 crias (Muertos: 5 machos y 5 hembras) en G3, y 30 crias (Muertos: 1 macho y 1 hembra)

en Gy ;? Positivas a E. coli, Salmonella o ambas y tratadas con tetraciclinas.

3.4 Discusion

Los resultados de laboratorio indicaron mayor presencia de E. coli, Salmonella spp y la
asociacion E. coli - Salmonella spp en las crias de alpacas con enteropatias diarreicas en ambos
sexos. La elevada prevalencia de estos patdgenos se deberia al proceso de colonizacién de las

bacterias por su mecanismo de accion de intracelulares facultativos que ocurre en animales de
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sangre caliente (di Conza et al., 2012) y por el deficiente control sanitario en los rebafios
alpaqueros (More et al., 2011), donde se liberan las bacterias al medio ambiente (en especial al
suelo, agua y pastos) cuando son expulsadas por via fecal, constituyendo un riesgo de infeccion
entérica (Rosadio et al., 2012b).

Lucas et al. (2016) identificaron E. coli en el 8%, Salmonella spp en el 18.3% (104/132) y
asociacion de bacterias y parasitos en el 23.3% de 60 crias de alpacas de 1 a 2.5 meses de edad
con cuadros mortales de diarrea; siendo estos resultados mayores a los del presente estudio,
donde se encontro positivos al 12% (18/104) de los machos y 11% de las hembras (17/104). Asi
mismo, Morales (2017) logro aislar E. colien el 47.8% (43/90) de alpacas con diarreay en el 58.3%
(35/60) sin diarrea, en tanto que Chuquizuta y Morales (2017) aislaron E. coli en el 40.8% y
Salmonella spp en el 39.3% de gazapos muertos en una granja de cuyes de crianza intensiva. Las
elevadas tasas de prevalencia de E. coli y de Salmonella spp estarian relacionadas al uso
innecesario y/o aplicacion prolongada de antibioticos, asi como a la aplicacion de dosis
incorrectas (Carhuapoma et al., 2018).

El mayor efecto negativo en el peso corporal encontrado en las crias del grupo G3 (E. coli
— Salmonella spp) y G2 (Salmonella spp) se debe a que estas bacterias son enterohemorragicas;
de alli que causan deshidratacion progresiva, acidosis, postracion, pérdida de peso y muerte
(Ortiz, 2011). Ademas, ocasionan una disfuncidn intestinal asociada a diarrea y
sobreestimulacion de la funcion secretora de las criptas epiteliales (Rosadio et al., 2012b). Los
animales pierden el apetito y dejan de consumir la leche materna (Pinto et al., 2010). En
condiciones de buena salud, las crias de alpacas alcanzan a tener pesos que oscilan entre 18y 20
kg y talla corporal de 8o cm a los 2 meses de edad (Cuenca, 2012).

El mayor efecto negativo de la asociacion E. coli — Salmonella spp podria significar que
las cepas enteropatogénicas eae y bfp de E. coli estarian asociandose a la capacidad de adherirse
a los enterocitos, inicialmente en forma laxa, a través del producto bfp y, posteriormente, en
una forma mas fuerte que elimina (cepillado) las microvellosidades intestinales a consecuencia
de la proteina timina codificada por el gen eae (Rosadio et al., 2012b). Esto favoreceria el cuadro

diarreico y alteracion de temperatura corporal por estimulacion de las criptas epiteliales
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(Salmonella, colibacilosis) (Mamani et al., 2009). Ademas, la asociacion E. coli— Salmonella spp
podrian generar procesos neumonicos en neonatos y crias de alpacas (Ortiz, 2011), lo cual
generaria una menor ganancia de peso y talla de los animales (Valencia et al., 2015), como se
observd en los grupos G2 y G3. Estos resultados concuerdan con el estudio de Cuenca (2012).
Por otro lado, las crias de Gg4 presentaron un desarrollo corporal dentro de los margenes
esperados.

Silvera et al. (2012) llegaron a detectar en cuadros diarreicos de alpacas a las cepas stx-
positivas de E. coli, las cuales producen infecciones intestinales a través de las verocitotoxinas.
Esto estaria contribuyendo a disminuir el apetito y, consecuentemente, el menor peso y talla
corporal de las crias. Por otro lado, se conoce que las crias hembras serian mas sensibles frente
a las cepas stxpositivas de E. coli (Pando, 2011). No se dispone de reportes cientificos de la
influencia negativa de la patogenicidad de Salmonella spp en los procesos fisiopatoldgicos,
metabdlicos y de desarrollo en las crias de alpacas (Chiok, 2012; Dionisio, 2012; Lucas et al.,
2016), pero se presume que estos procesos estarian afectados por Salmonella sppy, por lo tanto,
estarian directamente asociados al bajo peso y talla, asi como a la alta mortalidad, tal y como
ocurre en otras especies domésticos (Gallegos, 2013).

La alta tasa de mortalidad ocurrida en los grupos que presentaban la asociacion E. coli—
Salmonella spp y solo Salmonella spp podria confirmar a estos agentes dentro de los principales
agentes potencialmente productores de diarreas en alpacas neonatas y crias (Mamani et al.,
2009; Rosadio et al., 2012a) y estarian asociados a casos esporadicos y brotes de diarrea
generando colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico (Jurea et al., 2015), lo cual
ocasiona enfermedad extraintestinal severa, caracterizada por anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia y falla renal aguda (Moredo et al., 2012 ). Las tasas de
mortalidad encontradas por enteropatias fueron similares a otros reportes de la literatura

cientifica (Gallegos, 2013; Valencia et al., 2015).
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3.5 Conclusiones

Crias de alpacas con enteropatias diarreicas evidenciaron altos porcentajes de
positividad a Escherichia coli, Salmonella spp y a la asociacion E. coli - Salmonella spp.
La asociacion Escherichia coli - Salmonella spp afectd significativamente el peso y talla

corporal e incrementd la mortalidad en crias de alpacas con enteropatias diarreicas.
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Resumen

Las patologias neumonicas son de importancia clinica en crianza de alpacas en los paises
latinoamericanos como el caso de Pery; sin embargo, el conocimiento de tipos neumonicosy las
causas bacterianas es muy limitado. El presente capitulo es producto de la investigacion que
consistio en caracterizar las neumonias y las bacterias causantes de neumonias en neonatos de
alpacas muertas en comunidades altoandinas de Huancavelica, PeryU. Pare el estudio se
considero una muestra de 365 crias muertas de alpacas menores de 45 dias de edad, procedentes
de 10 comunidades; se tomaron hisopados traqueales en 216 de ellas para estudios
microbioldgicos con buffer peptonada por resultar casos de neumonias. La identificacion
macroscopica de neumonias se hizo mediante el test foto documentador. Para estudios
microbioldgicos los hisopados nasales fueron cultivado en agar Colombia enriquecidas con
sangre de alpaca para cepas de Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica; mientras para
el Streptococcus pneumoniae en agar Infusion Cerebro Corazén suplementadas con sangre de
alpaca e identificadas mediante caracterizacion morfoldgica, microscopica, reacciones
bioquimicas y optoquina. Se encontraron 59,8% de mortalidad por neumonia y 40,2% por otras
causas, caracterizandose neumonia por inflamacion 55,1%; 44,9% por lesidon y subtipos:
Exudativa 9,5%, Supurativa 3,8%, Proliferativa 42,3%, Lobar 17,8%, Intersticial 26,6%,
aislandose cepas de Streptococcus pneumoniae 43,7%, Mannheimia haemolytica 14,9%,
Pasteurella multocida 20,9%, asociadas con Streptococcus pneumoniae-Pasteurella multocida
10,7%. Por lo tanto, se evidencio una alta frecuencia de tipos, subtipos de neumonias asociados
a bacterias Gram (+) como causales de neumonias en crias de alpaca con predomino en tres

comunidades altoandinas de Huancavelica, Peru.

Palabras clave: Neumonias, inflacion, lesion, bacterias, alpaca.

Abstract

Pneumonic pathologies are of clinical importance in alpaca breeding in Latin American

countries such as Peru; however, the knowledge of pneumonic types and bacterial causes is very
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limited. The present chapter is the result of research that consisted of characterizing pneumonias
and the bacteria causing pneumonias in neonates of dead alpacas in high Andean communities of
Huancavelica, Peru. For the study, a sample of 365 dead alpaca calves under 45 days of age from
10 communities was considered; tracheal swabs were taken from 216 of them for microbiological
studies with buffer peptonada to find cases of pneumonias. Macroscopic identification of
pneumonias was made by means of the photo-documentation test. For microbiological studies,
nasal swabs were cultured on Colombia agar enriched with alpaca blood for Pasteurella multocida
and Mannheimia haemolytica strains; while for Streptococcus pneumoniae on Brain Heart Infusion
agar supplemented with alpaca blood and identified by morphological and microscopic
characterization, biochemical reactions and optokine. We found 59.8% mortality due to
pneumonia and 40.2% due to other causes, characterizing pneumonia by inflammation 55.1%;
44.9% by lesion and subtypes: Exudative 9.5%, Suppurative 3.8%, Proliferative 42.3%, Lobar
17.8%, Interstitial 26.6%, isolating strains of Streptococcus pneumoniae 43.7%, Mannheimia
haemolytica 14.9%, Pasteurella multocida 20.9%, associated with Streptococcus pneumoniae-
Pasteurella multocida 10.7%. Therefore, a high frequency of types and subtypes of pneumonias
associated with Gram (+) bacteria as causative of pneumonias in alpaca calves with predominance

in three high Andean communities of Huancavelica, Peru, was evidenced.

Keywords: Pneumonia, inflation, injury, bacteria, alpaca

4.1 Introduccion

La crianza de alpacas es fuente de ingreso econdmico de importancia para los
productores alpaqueros de las comunidades andinas (Carpio, 1991), resultando la fibra de esta
especie como un recurso indispensable para el criador por su alta demanda en la industria textil,
pues es considerado como fibra especial (Morales et al., 2017). Asi mismo las prendas elaboradas
son calificadas como articulos de lujo en el mercado internacional (Rosadio et al., 2012), y su
carne es conocida por su alto contenido proteico con bajo colesterol (Cirilo et al., 2012;
Carhuapoma et al., 2020); por ello esta actividad es un componente indispensable para la

economia de las familias de la zona altoandinas del Pert (Carhuapoma et al., 2020).
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A pesar de las bondades presentadas en esta especie, existen multifactores que la
predisponen a diversas enfermedades infecciosas respiratorias, tales como los cambios bruscos
de microclimas extremos (Rosadio et al., 2011), el transporte, largos recorridos de pastoreo,
hacinamiento, manejos inadecuados en las actividades productivas (sanitario, reproductivos,
esquila), estrés y deficiencias inmunoldgicas (Svensson et al., 2003; Carbonero et al., 2011).
Dentro de estas patologias que mas afectan a las crias de alpacas con mayor frecuencia en la
época de invierno (época de paricion), esta la neumonia en sus distintas presentaciones clinicas
que no estan reportadas y validadas cientificamente en la perspectiva etioldgica,
sintomatoldgica y diagndstica como del tratamiento y control (Cirilo et al., 2012; Guzman et al.,
2013), resultando en altos indices de mortalidad neonatal en alpacas, trayendo como
consecuencia grandes pérdidas economicas y de valor genético (Cirilo et al., 2012; Morales et
al., 2017), y en muchos casos los criadores suelen abandonar la actividad por resultar en una baja
rentabilidad econdmica (Sicha et al., 2020; Carhuapoma et al., 2020); siendo el agente patégeno
responsable la Pasteurelosis de virulencia clinica (Zanabria et al., 2000; Cozens et al., 2019), pero
en las alpacas dicho patdgeno no esta muy estudiado cientificamente como otras especies
domeésticas (Rosadio et al., 2011; Ramirez et al., 2012), lo cual hace muy complejo su tratamiento
y control.

Existen reportes que indican que la Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica y
Streptococcus pneumoniae suelen ser agentes responsables de procesos neumanicos en especies
domeésticas, tomando parte de la cavidad oral, tracto respiratorio, gastrointestinal (Boukahil y
Czuprynski, 2018), logrando colonizarse exponencialmente en pulmonesy alveolos y afectando
principalmente a animales inmunocomprometidos (Cirilo et al., 2012), desarrollando
manifestaciones clinicas de diferentes tipos y sub tipos neumodnicos en bovinos, ovinos,
porcinos, y aves con tendencias altas de mortalidades (Carbonero et al., 2011).

Se reportaron 2 sub-tipos de neumonia de manera superficial en camélidos
sudamericanos, especialmente en alpacas, y se observd Pasteurella multocida como agente
bacteriano involucrado en procesos neumonicos (Rosadio et al., 2011; Cirilo et al., 2012; Rimac

et al., 2017), y que posiblemente formarian parte del microbiota nasal, como ocurre en otros
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animales domésticos (Rosadio et al., 2012; Rimac et al., 2017). Sin embargo, existen escasos
estudios sobre la caracterizacion de casos neumonicos, tipos, subtipos y la identificacion de los
agentes bacterianos, ocasionando altos casos de mortalidad en alpacas. En ese sentido, el
objetivo de este estudio es caracterizar las neumonias y bacterias causantes de neumonias en
alpacas neonatos muertas en comunidades altoandinas de Huancavelica Peru, con el fin de
obtener mayor conocimiento de neumonias y sus agentes etioldgicos para que se puedan
desarrollar estrategias de control, prevencion y minimizar mortalidades de alpacas, mejorando
las condiciones socioecondmicas del criador de las zonas alto andinas, en vista que la crianza de

alpacas resulta indispensable para su subsistencia.

Metodologia

Area de Estudio: Los estudios de campo fueron de caracter convivencial entre los meses
de enero a marzo del 2020 en las comunidades altoandinas de Pastales Huando, Cachimayo,
Sacsamarca, Astobamba, Pucapampa, Asociacion Lachocc, Santa Barbara, Carhuancho,
Choclococha y Matipaccana de Huancavelica Peru, situadas entre 4200 y 5200 msnm, con
temperatura promedio anual de 5 - 8 °C; previo a ello se obtuvieron la autorizacion comunal y el
acta de consentimiento informado del criador. Los estudios bacterioldgicos se realizaron en el
laboratorio de Salud Animal, en el area microbiologia de la Universidad Nacional Huancavelica-

Peru.

Caracterizacion de neumonias: Se recolectaron 365 crias muertas de alpacas Huacaya
aparentemente por causas de neumonia con edades menores de 45 dias de nacidas y menores
a 12 horas post mortem sin distincion de sexo, excluyendo a animales con tratamientos
farmacoldgicos. Se realizo necropsia independiente in situ a las 364 crias muertas de alpacas,
segun la técnica de necropsia en animales domésticos (Aldrete, 2002) bajo estricta medida de
bioseguridad. La caracterizacion de casos de neumonia, tipos y subtipos neumonicos se realizd

mediante inspeccion y visualizacidn macroscépica de lesiones y procesos inflamatorios anato-
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patolégicos de estructura de pulmones, considerando alteraciones a nivel de lobulos,
parénquimas internos, cambio de morfologia (color y/o consistencia, apariencia y distribucion
del exudado), focos hemorragicos a través del uso del Test foto documentador de patologias
neumonicas (Pijoan et al., 1999), registrando en fichas de registros segun corresponda:
neumonia reaccion inflamatoria (exudativas, bronconeumonias supurativas, neumonia
fibrinosa, neumonia proliferativa) y neumonia difusion de lesion (bronconeumonia, neumonia
lobar, neumonia intersticial, neumonia embdlica, neumonia granulomatosa), como se muestran

enlaFigura1:a, byc.

Figura 1. Caracterizacion de casos de neumonia en crias de alpacas. a) Neumonia

proliferativa. b) Neumonia Lobular. ¢) Neumonia intersticial.

Estudios bacterioldgicos: Se tomaron 216 muestras de liquidos traqueales mediante
hisopado traqueal (Schaefer et al., 2012) en frascos estériles con bufer peptonada al 5% (20ml)
de crias muertas positivas a neumonias de 10 comunidades altoandinas de Huancavelica-Peru
(Figura 2: 3, b y ¢, con estricta bioseguridad. Se rotularon y transportaron en un Termo Porta

Vacunas atemperadas entre 8 - 10°C con hielo bioldgico (Gel Pack) al Laboratorio de Salud
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Animal: area de microbiologia-Universidad Nacional Huancavelica, para su estudio

microbioldgico.

Muestra

recolectada

Figura 2. Toma de muestras por hisopado traqueal en alpacas: a) Ubicacion de muestreo.

b) Muestreo traqueal. ) Muestra recolectada.

Aislamiento e identificacion bacteriana: Las 216 muestras de hisopados traqueales
positivas a neumonias fueron inoculadas de manera independiente en caldo TSA (Triptonga
Soya Agar) e incubadas a 37°C por 5 horas. Luego, se sembraron por agotamiento de manera
individual en Agar Base Columbia para Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica en Agar
de Infusion Cerebro Corazon (BIH), ambos enriquecidos con sangre de alpaca desfibrinada
estéril al 5% (SAD), adicionando Gentamicina (0,75 pg/mL) como inhibidor de microrganismos
y se incubaron a 37°C por 24 horas en procesos aerdbicos (Avril et al., 1990; Moore et al., 1994).
Para el cultivo de Streptococcus pneumoniae se utilizd Agar Infusion Cerebro Corazén (BIH)

enriquecido con sangre de alpaca desfibrinada estéril al 5% (SAD), afiadiendo Gentamicina (0,75
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4.3

pg/mL)y se incubd a 37°C por 48 horas en condiciones anaerobicas en Jarra Gaspar, adicionando

Anaerocult® P (Moore et al., 1994).

Se identificaron las cepas de Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica y
Streptococcus pneumoniae, mediante sus caracteristicas macroscopicas (forma, color, borde,
elevacion y consistencia), microscopica (tencion Gram), hemolitica (B hemolitica, a hemolitica,
y hemolitica), pruebas bioquimicas (TSI, LIA, SIMON, SIM), Catalasa (Fegan, Blackall y Pahoff,

1995) y prueba de susceptibilidad a optoquina (Rosadio et al., 2012).

Analisis estadistico: La investigacion fue de caracter descriptivo con enfoque corte
transversal prospectivo (Campbell y Stanley 1995). La frecuencia y la relacion de los casos
mortalidades de crias de alpacas, los tipos, subtipos de neumonia y bacterias neumdnicas, se
determinaron entre la cantidad de animales diagnosticados positivos frente al total crias de
alpacas evaluados mediante la prueba de Chi cuadrado (p<o.05), atreves del paquete estadistico

SPSS Vers. 21.0 y expresandose los resultados en frecuencias porcentuales.

Resultados

En la investigacion se encontro un 59,8% de mortalidad por neumonia entre las 10
comunidades. De ese total se encontraron 3 comunidades con mayor mortalidad por causa de
neumonia, arrojando la comunidad de Choclococha un 10,0%, Pucapampa 8,3%, Carhuancho
7,6% (Tabla 1), apreciandose una relacion entre las causas de mortalidad y comunidad (p =,000)

con un nivel de significancia segun el analisis de Chi cuadrado (p < o,05).
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Tabla 1. Frecuencia de mortalidad de crias de alpacas (Vicugna pacos) por causas de

neumonia en las Comunidades altoandinas de Huancavelica-Peru (n = 365).

Comunidad Mortalidad por Mortalidad por
Neumonia otras causas
F % F %
Pastales de Huando 24 7,0 7 2,0
Pucapampa 31 8,2 5 14
As. Lachocc 21 6,1 17 4,5
Santa Barbara 26 7,1 9 2,4
Sacsamarca 15 4,1 27 7,3
Astobamba 12 3,3 20 5,4
Cachimayo 14 3,7 20 54
Carhuancho 28 7,6 10 2,5
Choclococha 35 10,0 8 2,2
Matipaccana 10 2,7 26 7,1
Total 216 59,8 149 40,2

Leyenda: F= Frecuencia de mortalidad; % = porcentaje de mortalidad.
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Tabla 2. Frecuencia de tipos de neumonia en crias de alpacas (Vicugna pacos) en

comunidades altoandinas de Huancavelica-Peru (n = 216).

Comunidad Tipos de Neumonia
Neumonia por Inflamacién Neumonia por lesion
F % F %
Pastales de Huando 18 8,4 6 2,8
Pucapampa 26 12,0 5 2,3
Lachocc 8 3,7 13 6,0
Santa Barbara 10 4,6 16 7,4
Sacsamarca 12 5,6 3 14
Astobamba 8 3,7 4 19
Cachimayo 6 2,7 8 3,7
Carhuancho 16 7,4 12 5,6
Choclococha 12 5,6 23 10,6
Matipaccana 3 1,4 7 3,2
Total 119 55,1 97 449

Leyenda: F=Frecuencia de casos, % = porcentaje de casos.

Se identificaron tipos de neumonias inflamatorias y subtipos por lesion, siendo exudativa
9,5%, supurativa 3,8%, proliferativa 42,3% y lobar 17,8%, Intersticial 26,6%; evidenciandose en
3 comunidades (Pastales Huando, Carhuancho, Choclococha) con altos indices de casos de 5
subtipos de neumonias (Tabla 3), encontrando relacién entre subtipos de neumonia vy

comunidad con nivel de significancia (p =,000), segun el analisis de Chi cuadrado (p < 0,05).
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Tabla 3. Frecuencia de subtipos de neumonia en crias de alpacas (Vicugna pacos) en

comunidades altoandinas de Huancavelica-Peru (n = 216).

Sub Tipos de Neumonia

] Neumonia por Reaccion Inflamatoria Neumonia por Difusion de Lesion
Comunidades Exudativa  Supurativa Proliferativa Lobar Intersticial

F % F % F % F % F %
Pastales de Huando 4 18 2 0,9 12 5,6 2 0,9 4 1,8
Pucapampa 2 0,9 3 14 21 9,7 1 0,5 4 18
A. Lachocc 1 0,5 1 0,5 6 2,7 3 1,4 10 4,6
Santa Bérbara 1 0,5 - - 9 4,2 8 3,6 8 3,6

Sacsamarca 3 1,4 1 0,5 8 3,6 3 1,4 - -

Astobamba - - 1 0,5 7 3,2 4 1,8 - -

Cachimayo - - - - 6 2,7 8 3,6 - -
Carhuancho 4 1,8 - - 12 5,6 3 14 9 4,2
Choclococha 4 1,8 - - 8 3,6 5 2,3 18 8,3
Matipaccana - - - - 3 1,4 2 0,9 5 2,3
TOTAL 19 9,5 8 3,8 92 4,3 39 17,8 58 26,6

Leyenda: F= Frecuencia de mortalidad de crias de alpacas, % = porcentaje de mortalidad de
crias de alpacas.

De un total de 216 muestras cultivadas se aislaron cepas de Streptococcus pneumoniae
43,1%, Mannheimia Hemolitica 14,7%, Pasteurella Multocida 20,5% y Streptococcus pneumoniae-
Pasteurella Multocida (10,4%) con predominancia asociada doble; observando en las
comunidades de Pucapampa, Pastales Huando y Choclococha altas prevalencias de cepas
independientes y asociadas, y el resto de comunidades con menor prevalencias (Tabla 4; Figura
3: 3, b y ¢), hallando la relacion entre agentes bacterianos y la comunidad (p =,000) segun el

analisis de Chi cuadrado (p < 0,05).
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Tabla 4. Frecuencia de agentes bacterianos neumonicos presentes en crias de alpacas (Vicugna
pacos) en las Comunidades de Huancavelica-Peru (n = 216).

Comunidades Agentes bacterianos neumoénicos
Streptococcus Mannheimia Pasteurella  Streptococcus Streptococcus Mannheimia
pneumoniae Hemolytica Multocida Pneumoniae- pneumoniae- Hemolytica-
Mannheimia Pasteurella Pasteurella
Hemolytica Multocida Multocida
F % F % F % F % F % F %
Pastales Huando 14 6,3 0 - 7 372 0 - 3 1,3 0 -
Pucapampa 15 6,9 0 - 11 50 0 - 5 2,3 0 -
A. Lachocc 8 3,7 9 4,2 0 - 4 19 0 - 0 -
Santa Béarbara 12 55 10 4,6 0 - 4 1,9 0 - 0 -
Sacsamarca 4 1,9 3 1,3 3 13 2 0,9 2 0,9 1 0,5
Astobamba 3 1,3 5 2,3 0 - 4 19 0 - 0 -
Cachimayo 7 3,2 0 - 5 2,3 0 - 2 0,9 0 -
Carhuancho 11 5,0 5 2,3 4 1,9 3 1,3 2 0,9 3 1,3
Choclococha 16 74 0 - 12 55 0 - 7 2,8 0 -
Matipaccana 4 1,9 0 - 3 13 0 - 3 1,3 0 -
Total 94 437 32 14,9 45 20,9 17 7,9 23 10,7 4 1,9

Figura 3. Bacterias aisladas de crias de alpacas con casos de neumonia (S-1, P-1y M-1):

a) Cepa S-1: a-hemodlisis. b) Cepa P-1: P. Multocida. ¢) M-1: B-hemodlisis.
a) b) )

U
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4.4 Discusion

El estudio reporta 59,8% mortalidad de crias de alpacas por causas de neumonia en 10
comunidades altoandinas de Huancavelica-Peru, resultando 3 comunidades con alto indices de
casos neumonicos, que estarian implicados por modificaciones constantes de microclimas
extremos (nevadas prolongadas, granizada, lluvias contantes), caminatas largas por pastoreo,
manejos inadecuados en actividades ganaderas (Mamani et al., 2009), y aspiraciones del liquido
amniotico al momento del parto, o de leche por falsas degluciones (Mamani et al., 2009),
resultando en factores predisponentes determinantes para cuadros nemonicos en animales
domeésticos (Guzman et al., 2013).

Las neumonias son de importancia clinica en la produccion de alpacas; sin embargo,
existen escasos estudios. Asi, Mamani et al. (2009) reportaron 31,12% de neumonias en alpacas,
Manchego et al (1998) encontraron mortalidades por neumonia en crias de alpacas con
tendencias ciclicas e irregulares en épocas lluviosas en enero (9,5%), febrero (17,5%), marzo
(2,2%). Alvarez (2011) report6 48,1% de mortalidad en bovinos por CRB. Los resultados del
estudio suelen ser ligeramente superiores a los anteriores; por lo que pareciera que los criadores
no practican estrategias adecuadas de manejo sanitario en crias de alpacas.

Los tipos y subtipos de neumonia son tipicos en vacunos, porcinos y cobayos (Goncgalves
et al.,, 2001; Boukahil y Czuprynski, 2018); reportandose en el estudio tipos de neumonia:
Inflamacion 55,1%, lesion 44,9%; subtipos de neumonia: exudativa 9,5%, supurativa 3,8%,
proliferativa 42,3%, lobar 17,8% e Intersticial 26,6%, observando tendencias altas en 3
comunidades; cifras que difieren a las reportadas por Guzman et al. (2013) quienes encontraron
11 casos de neumonia multilobar asociados a pleuritis fibrinosa y edema pulmonar en alpacas
tuis. Cirilo et al. (2012) encontraron 3 casos de bronconeumonia fibrino-necrotizante supurativa,
10 casos de bronconeumonia supurativa en alpacas neonatas; en otras especies Ramirez (2015)
reportd 8% de neumonia intersticial, 6,3% de bronconeumonias supurativas cronica, 12,2% de
bronquitis mucopurulentas en vacunos; por su parte, Guerrero (2011) hallé 48.6% de neumonia

intersticial en cuyes con predominancias en machos adultos.
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Los altos casos de tipos y subtipos de neumonias encontrados en alpacas neonatos
estarian ligados a cambios extremos de microclimas en comunidades altoandinas (Rosadio et
al., 2011; Rimac et al., 2017), falla completa o parcial de transferencia y bajos niveles de
inmunoglobulinas en el calostro (Rimac, 2016; Lucas et al., 2016), favoreciendo la proliferacion
masiva de bacterias neumodnicas (M. Hemolytica, P. Multocida y S. pneumoniae) que segregan
Lipo poli sacarido (LPS), leucotoxina extra celular (Lkt) mediadores de citocinas
proinflamatorias, procuagulantes hemorragicos y necrosis tumoral alfa (TNF-a) en pulmones de
animales domésticos (Kumar et al., 2009; Highlander, 2001), originando lesiones tisular
infamatorio en pulmones de crias alpacas, por lo que resulta complejo el tratamiento
farmacoldgico y en muchos casos sin éxito (Gongalves et al., 2001; Singh et al., 2011).

En el estudio se reportaron S. pneumoniae 43,7%, M. Hemolitica 14,9%, P. Multocida
20,9%, asociados dobles entre 10,7% y 1.9%. Resultados que difieren a Rimac et al (2017),
quienes aislaron 24 cepas de P. Multocida de 46 pulmones de alpacas neonatos de edades 1-2
meses con neumonia. De igual forma, Cirilo et al (2012) en 22 muestras aislaron 11 casos
positivos de P. Multocida, 7 de M. Hemolitica en neonatos de alpacas con neumonias agudas,
resultados que difieren con Pijoan, Aguilar y Morales (1999), quienes aislaron P. Multocida en 34
casos, Salmonella spp. en 12 casos y Staphylococcus spp. en 7 casos en becerros con neumonia.
Tocqueville et al (2017) encontraron P. Multocida con carga 105, 107 y 108 en porcinos
neumonicos; Gamal et al (2016) encontraron 5 aislados de P. Multocida KMT1 en oveja con 94%
de homologia a bufalo, y con respecto a S. pneumoniae diferimos a todos los reportados,
resultando como el primer caso reportado en alpacas cuya virulencia estaria originado por genes
PM 2.5, luxA-E, ST615 (Herbert et al., 2018; Chen et al., 2020; Panagiotou et al., 2020).

La P. multocida, M. haemolytica'y S. pneumoniae forma parte de la microbiota de cavidad
oral, tracto respiratorio, gastrointestinal en animales domeésticos y salvajes (Boukahil y
Czuprynski, 2018), siendo las dos primeras bacterias frecuentes en alpacas (Cirilo et al., 2012;
Rimacetal., 2017); no obstante, S. pneumoniae si es frecuente en humanosy roedores (Sandgren
y col., 2005), lo cual justifica la presencia de P. multocida, M. haemolytica encontradas en el

estudio y su virulencia estaria influenciada por serovares 10, 11, 12,15 de genes toxA, tbpA, pfhA
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de baja diversidad genética (Rimac, 2016; Rimac et al., 2017), y al uso excesivo e indebido de
antimicrobianos promotores de crecimiento a posibilidades de resistencia antibacteriana
(Carhuapoma et al., 2018; Carhuapoma et al., 2020), promoviendo los procesos de colonizacion
y reactividad cruzada a infecciones subclinicas en el animal (Diaz et al., 2017), conduciendo a las
fallas respiratorias y a la muerte progresiva en crias de alpacas.

El estudio muestra que es necesario realizar estudios de caracterizacion de cuadros
neumonicos y su etiologia para entender la importancia clinica y lograr una intervencion
terapéutica eficaz y oportuna para una produccidn sostenible de alpacas y otros animales

domeésticos.

4.5 Conclusion

Se evidenciaron altos indices de neumonias de diferentes tipos y subtipos asociados a
bacterias neumodnicas como Mannheimia Hemolitica, Pasteurella Multocida y Streptococcus
pneumoniae en neonatos muertos de alpacas. De igual forma, se observa que tres comunidades

altoandinas presentan tendencias altas de neumonias asociados a bacterias Gram (+).
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Resumen

Las bacterias ruminales celuloliticas se utilizan en la alimentacidn de rumiantes por su
capacidad biodegradable de forrajes fibrosos. Sin embargo, existen escasos estudios en alpaca,
ovino y vacuno si constituyen fuentes de microrganismos degradadores de celulosa para
aplicaciones en biotecnologia alimentaria. En este capitulo disertamos como se aisld y evaluo el

potencial degradador in vitro de la celulosa de las bacterias ruminales celuliticas de alpaca, ovino
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y vacuno. Se recolectaron muestras de liquido ruminal de ochos especimenes de alpaca, vacuno
y ovino del matadero municipal de la localidad de Huancavelica — Peru, ubicado a 3820 metros
sobre el nivel del mar en Peru. Las muestras ruminales fueron cultivadas en medios con
carboximetilcelulosa, enriquecidos con caldo infusion cerebro corazon en condiciones aerdbicas
y anaerobicas hasta lograr desarrollo de colonias bacterianas. Luego se realizé la caracterizacion
microbioldgica, bioquimica y analisis de produccion de celulasas de cada aislado bacteriano
usando el método de coloracion de rojo Congo y se evalud el didmetro de los halos (mayor a 10-
14 milimetros (mm)) de degradabilidad de celulosa. Se encontré bacterias celuloliticas
Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus y Fibrobacter succinogenes con alta capacidad de
degradabilidad de celulosa (halo mayor a 14 mm). Este hallazgo indica que los liquidos ruminales
de alpaca, vacuno y ovino son excelentes fuentes de bacterias productoras de celulasas con alta

capacidad degradadora de celulosa.

Palabras clave: Alpaca, biotecnologia, bacterias, celulasas, celulosa

Abstract

Cellulolytic ruminal bacteria are used in ruminant feeding due to their biodegradable
capacity in fibrous forages. However, there are few studies in alpaca, sheep and cattle whether
they constitute sources of cellulose degrading microorganisms for applications in food
biotechnology. In this chapter we describe how the in vitro cellulose degrading potential of
cellulolytic ruminal bacteria from alpaca, sheep and cattle was isolated and evaluated. Ruminal
fluid samples were collected from eight alpacas, cattle and sheep specimens from the Municipal
slaughterhouse in the town of Huancavelica - Peru, located at 3820 meters above sea level in
Peru. Ruminal samples were cultured in media with carboxymethylcellulose, enriched with brain
heart infusion broth under aerobic and anaerobic conditions until the development of bacterial
colonies was achieved. Then the microbiological, biochemical characterization and cellulase
production analysis of each bacterial isolate was performed using the Congo red staining

method and the diameter of the halos (greater than 10-14 millimeters (mm)) of cellulose
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degradability was evaluated. Cellulolytic bacteria Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus
albus and Fibrobacter succinogenes with high capacity for cellulose degradability (halo greater
than 14 mm) were found. This finding indicates that alpaca, cattle and sheep ruminal fluids are

excellent sources of cellulase-producing bacteria with high cellulose degrading capacity.

Keywords: Alpaca, biotechnology, bacteria, cellulases, cellulose.

5.1 Introduccion

En el Pery, el faenado de alpaca (Vicugna pacos), ovino (Ovis orientalis aries) y bovino (Bos
taurus) en los mataderos municipales se ha incrementado por el crecimiento poblacional del
consumidor, y producen cerca de 3.500 kilogramos (kg) de contenidos ruminales semanales,
siendo depositados en los basureros municipales, aguas residuales y pocas veces tratados (Arcos
et al., 2004; Moralesy Gonzales,2014; Vargas et al., 2020), implicando la proliferacion de olores
putrefactos, presencia de moscas (Musca domestica); ocasionado la contaminacidon ambiental
en toda sus dimensiones, constituyéndose en una amenaza para la salud publica y un problema
global para el ecosistema (Li et al., 1993; Arcos et al., 2001).

Estudios preliminares reportan que, en los contenidos ruminales de vacuno estan
presentes bacterias celuloliticas entre el 1y 5% de la flora ruminal (Vasta et al., 2019), siendo los
Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes y Fibrobacter
succinogenes elongata especializados en degradar la celulosa a partir de plantas fibrosas
originando los hidratos de carbono poliméricos a compuestos sencillos como los acidos grasos y
alcoholes a través de un complejo enzimatico celuldsico y por la excrecion de celulasas
extracelulares (Handique et al., 2017; Mitsumori, 2018; Ren et al., 2019).

Hasta la actualidad, las bondades benéficas presentadas por estas bacterias celuloliticas
no son aprovechadas para producir indculos de bacterias ruminales en la alimentacion de
rumiantes debido a sus complejas propiedades metabolicas para el crecimiento y aislamiento
optimo in vitro (Loaiza 2017; Nyonyo et al., 2014), anadiéndose a ello escasos reportes de su

potencial degradador de la celulosa en condiciones de laboratorio.
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5.2

Por todo lo antes expuesto, el objetivo de la presente investigacidn consistio en aislar y
evaluar el potencial degradador in vitro de la celulosa por las bacterias ruminales celuliticas de
alpaca, ovino y vacuno, para producir biomasa de cepas puras biodegradadoras de celulosa y
aprovechar el liquido ruminal como activo bioldgico fuente de bacterias y enzimas para la

nutricion de rumiantes.

Metodologia

Recoleccion material bioldgico: Se recolectaron 8 muestras de liquido ruminal fresco en
envases estériles de 5o mililitros (mL) segun especie animal (alpaca, ovino y vacuno), teniendo a
la alpaca como especie comparativa principal de investigacion, haciendo un total 24 muestras,
sin distincion de edades y sexo, del matadero municipal de Huancavelica — Peru, siendo
rotuladas y trasladadas en un contenedor térmico (Termo porta vacuna, Mod.KST, Marca
Thermos, China), con hielo bioldgico al laboratorio de Salud Animal, area de Microbiologia de la
Universidad Nacional de Huancavelica — Peru, para su estudio microbioldgico; previo a ello se
tramitaron autorizaciones para el ingreso y recogida de muestras del matadero, a través de la

Municipalidad Provincial de Huancavelica-Peru.

Cultivo y aislamiento de bacterias ruminales: Los liquidos ruminales de cada especie
animal (alpaca, ovino y vacuno) fueron filtrados con el fin de retener los materiales flotantes, a
partir de ello se tomaron 2 mL de liquidos ruminales de manera independiente por especie
animal. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas de 10:1 a 10:5 en agua peptonada
buferada al 0,12 % [10], y fueron cultivadas por agotamiento en agar carboximetilcelulosa (CMC)
anadiéndose aserrin al 1 % y suplementadas con sangre desfibrinada de alpaca al 5 %, para la
obtencidn de cepas anaerobias de Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus e incubados
37°C durante 48 horas (h) en condiciones de anaerobiosis colocandose los cultivos en Garra de
Gaspar, adicionandose Sachet de Anaerocult® C como inhibidor de oxigeno y para los aerobios
de Fibrobacter succinogenes, Fibrobacter succinogenes elongata, incubados 37°C durante 48 h en
condiciones aerdbicas, repitiéndose los cultivos 3 veces hasta presenciar colonias separadas que

poseen alto grado de morfologias similares en una extension realizada (Londoiio et al., 2012).
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Identificacion de bacterias ruminales: La identificacion R. flavefaciens, R. albus, F.
succinogenes 'y F. succinogenes elongata, se realizaron mediante sus caracteristicas
macroscopicas (forma, color, borde, elevacion y consistencia), microscopica (grupo y tincion
Gram) y pruebas bioquimicas de Triple Sugar Iron Agar (TSI), Agar Lisina- Hierro (LIA), Agar
citrato de Simmons (SIMON), Sulfide Indole Motility (SIM), Voges-Proskauer y Catalasa
(Teather y Wood 1982).

Capacidad degradativa de bacterias ruminales: Para evaluar la capacidad de la actividad
celulitica cualitativo, las cepas de R. flavefaciens, R. albus, F. succinogenes y F. succinogenes
elongata, fueron seleccionadas las cepas que fueron positivas en los cultivos primarios, a partir
de ellos fueron cultivados de manera independiente por repique en medios de Agar selectivo de
CMC, suplementados con aserrin al 1 % e incubados a 37°C por 72 h y siendo coloreadas todas
las bacterias crecidas con reactivo rojo Congo al 0,1 %, dejandose en reposo a 30 minutos y
lavados con solucion de NaCl a 12 molar (M) a chorreo y luego fueron cubiertos con acido acético
al 2 % por 10 segundos, con el fin de apreciar la eficiencia de la capacidad degradativa de la
celulosa y apariciones de halos desarrollados (Suardiaz et al., 2004).

Las bacterias se considero segun la cantidad y el diametro de los halos de degradabilidad
de celulosa desarrollados en el cultivo, desarrollandose la medicion matematica de la
disposicion de didmetro de la zona clara dividido entre el diametro de la colonia (Sonia y
Kusnadi2o1s), mediante el uso de Vernier Digital (Calibre digital electronico IP54 de acero
inoxidable-China) y categorizadas a escalas valorativas: Baja degradabilidad (halos < 10
milimetros (mm), moderada degradabilidad (halos 11-13 mm), alta degradabilidad (= 14 mm) en
referencia a lo disertado de Russell et al., (2009), considerandose los grupos: Bacterias
aerobicas: CR alpaca: [N =36 halos; F. succinogenes (n = 24 halos), F. succinogenes elongata (n =
12 halos)]; CR ovino: [N =32 halos; F. succinogenes (n = 8 halos), F. succinogenes elongata (n = 24
halos)]; CR vacuno: [N = 40 halos; F. succinogenes (n = 28 halos), F. succinogenes elongata (n = 12
halos)] y bacterias anaerdbicas: CR alpaca: [N = 28 halos; R. flavefaciens (n = 16 halos), R. albus
(n =12 halos)]; CR ovino: [N = 20 halos; R. flavefaciens (n = 12 halos), R. albus (n = 8 halos)]; CR

vacuno: [N =12 halos; R. flavefaciens (n = 4 halos), R. albus (n = 8 halos)].
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Analisis estadistico: La investigacion fue de tipo descriptivo, observacional, prospectivo-
transversal, los datos fueron procesados mediante paquete estadistico SPSS Vers. 20.0 (Zarco,

2011) e interpretados mediante comparacion de frecuencias.

5.3 Resultados

De un total de 24 muestras (liquido ruminales) estudiadas, se obtuvieron presencia de
bacteria aerobica de F. succinogenes 87,5 % en vacunos y 75,0 % en alpaca, mientras que, F.
succinogenes elongata presentaron en 5o,0 %; 87,5 % en alpaca y ovino: asi mismo se
encontraron alta prevalencia de bacteria anaerdbica de R. flavefaciens (75 %) en alpaca y ovino

y R. albus (37,5 %) en liquido ruminal de alpaca (Tabla 1y 2, Figura 1).

Tabla 1. Frecuencia de bacterias aerdbicas celuloliticas ruminales en alpaca, ovino y

vacuno (N = 24).

Gruposde  Must. Fibrobacter succinogenes Fibrobacter succinogenes elongata
estudios Est.
Positivo Negativo Positivo Negativo
Fr. % Fr. % Fr. % Fr. %
LRA 8 6 75,0 2 25,0 4 50,0 4 50,0
LRO 8 3 37,5 5 62,5 7 87,5 1 12,5
LRV 8 7 87,5 1 12,5 3 375 5 62,5

Fr. = frecuencia; LRA = liquido ruminal de alpaca; LRO = liquido ruminal de ovino; LRV =

liquido ruminal de vacuno.
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Tabla 2. Frecuencia de bacterias celuloliticas ruminales anaerobias de alpaca, ovino y

vacuno (n= 24).

Gruposde  Must. Ruminococcus flavefaciens Ruminococcus albus
estudios Est.
Positivo Negativo Positivo Negativo
Fr. % Fr. % Fr. % Fr. %
LRA 8 6 75,0 2 25,0 3 37,5 5 62,5
LRO 8 6 75,0 2 25,0 2 25,0 6 75,0
LRV 8 1 12,5 7 87,5 2 25,0 6 75,0

Fr. = frecuencia; LRA = liquido ruminal de alpaca; LRO = liquido ruminal de ovino; LRV =

liquido ruminal de vacuno.
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Figura 1. Bacterias aisladas de tres liquidos ruminales: alpaca (1), vacuno (2) y ovino (3),
en medio BHI.
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Las cepas de F. succinogenes provenientes de muestras de alpaca y ovino presentaron
alta capacidad degradativa celuloliticas (70,8 y 50,0 %) y F. succinogenes elongata en vacuno y
alpaca (50,0 y 43,8 %), igualmente se encontro alta capacidad degradativa en R. flavefaciens
provenientes de alpacay ovino (62,2 'y 50,0 %) y R. albus provenientes de alpaca (66,7 %) siendo

inferiores en cepas de otras especies de estudio (Tabla 3 y4; Figura 2).

Tabla 3. Capacidad degradativa de bacterias celuloliticas ruminales aerdbicas en alpaca
(N =36 halos), ovino (N = 32 halos) y vacuno (N = 40 halos). La tabla esta en fotografia cambiar

en la editable.

Grupos  Total Fibrobacter Total Fibrobacter
de Halos Succinogenes Halos succinogenes elongata
estudios
BAIO MODERADO ALTO BAJO MODERADO ALTO
Frec % Fre % Frec % Frec %9 Frec ] Frec %
LRA 2% 3 135 4 187 17 798 12 4 250 1 63 7 438
LRO 8 ©o 60 4 5,0 4 500 24 2 71 11 333 11 39,3
LRV 26 4 143 20 m4 4 143 12 1 83 5 47 6 500

Frec. = frecuencia; LRA = liquido ruminal de alpaca; LRO = liquido ruminal de ovino; LRV

= liquido ruminal de vacuno.

Tabla 4. Capacidad degradativa de bacterias celuloliticas ruminales aerdbicas en alpaca

(N =28 halos), ovino (N = 20 halos) y vacuno (N = 12 halos).

Gruposde  Total Ruminococcus flavefaciens Total Ruminococcus albus
estudios Halos Halos
BAJO MODERADO ALTO BAJO MODERADO ALTO
Frec % Frec % Frec % Frec % Frec % Frec %
LRA 6 1 42 5 333 10 625 12 0 00 4 333 8 667
LRO 12 1 83 5 417 6 500 8 7 875 00 00 1 125
LRV 4 1 125 3 375 0 00 8 0 00 6 750 2 250

Frec. = frecuencia; LRA = liquido ruminal de alpaca; LRO = liquido ruminal de ovino; LRV

= liquido ruminal de vacuno.
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(2) (2) (3)

Figura 2. Produccion de celulasas por bacterias ruminales de alpaca (1), ovino (2) y alpaca (3)

5.4 Discusion

Los resultados demuestran alta frecuencia de bacterias aerdbicas de F. succinogenes, F.
succinogenes elongata en los liquidos ruminal de alpaca, vacuno y ovino, observandose en el
liquido ruminal de alpaca mayor biomasa, similar comportamiento encontrado en bacterias
anaerdbicas como R. flavefaciens en liquidos ruminales de alpaca y ovino, mientras que el R.

albus se aprecio con mayor incidencia en el liquido ruminal de alpaca.

Las prevalencias altas de bacterias celuloliticas ruminales encontradas en liquidos
ruminales de alpaca, vacuno y ovino en el estudio estarian relacionadas a la presencia de genes
rRNA 16S, que resultan codificar enzimas esenciales para hidrolizar la pared celular de las
plantas fibrosas (Cai et al., 2010; Nyonyo et al., 2014), resultando ser como precursores para el
masivo desarrollo de microorganismos ruminales (Huang et al., 2012; Guerreiro et al., 2021;

Tolve et al., 2021).
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Por otro lado, el consumo de alimentos con altos contenidos de carbohidratos
estructurales (fibrosos) resultan ser fuentes de bacterias celuloliticas tal como suelen ocurrir en
vacunos, ovinos (Mateo et al.,, 2002), y siendo la alpaca camélido rumiante de presentar
fisiologia metabolica especializada de segregar mucosa glandular que permite la secrecion de
tamponadores que contribuyen con la saliva en la mantencion de un pH favorable para la accion
de microorganismos celuloliticos como las bacterias de F. succinogenes, F. succinogenes

elongata, R. flavefaciensy R. albus (Vasta et al., 2019)..

En un estudio realizado por Guerrero (2021), se identificaron cepas de R. flavefaciens, R.
albus, F. succinogenes y F. succinogenes elongata en contenidos ruminales de bovinos, y
Aihemaiti et al (2013) aislaron 84 cepas celuloliticas del liquido ruminal de ovejas, vacas y
camellos (Camelus bactrianus Linnaeus), de los cuales encontraron 37 cepas Gram negativasy 3
cepas Gram positivas, con predominancias de Stenotrophomonas maltophilia, Ochrobactrum,
Sphingobacterium, Microbacterium, Paracoccus y Pseudomonas, mientras que Arcos et al,,
(2004) encontraron diferencias estadisticas (P<o,05) en crecimiento microbiano de F.
succinogenes en vacunos de engorde; asi mismo, Ramirez (2019), logrdé cuantificar bacterias
celuloliticas ruminales con una correlacion positiva (0,826; P = 0,000) provenientes de vacunos
de pastoreo a través de la técnica de recuento de células en placa. Los resultados encontrados
en el estudio resultan ser similares a algunos reportados en los parrafos anteriores y difieren con

los otros, pero existen escasos estudios orientados a liquidos ruminales en alpacas.

La excelente capacidad degradativa de celulosa demostrada por las bacterias
celuloliticas provenientes de alpaca confirman que estan presentes los 3 genes B-1,4-glucanasas
(celulasas), que son precursores para la degradacion eficaz de la celulosa natural y la generacion
de enzimas potencialmente para metabolizar (hemi) celulosa (Londofio et al., 2012; Koeck et al.,
2014), asi mismo se hace entender que, las bacterias aisladas del liquido ruminal de alpaca suelen
ser mas especializadas para degradar eficientemente la celulosa, posiblemente a la presencia de
mayor numero de genes de B-1,4-glucanasas y a su habitat en un estilo de pastoreo completo

con diversidad de pastos como alimento exclusivo, por lo que el rumen de la alpaca puede
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albergar una flora microbiana distinta de la de otros rumiantes debido a su dieta de

componentes de fibra, ya que la dieta puede resultar un factor determinante.

Otro estudio demostré que las bacterias celuloliticas de rumiantes y no rumiantes tienen
limitaciones para la digestion de celulosa por efectos de interacciones de matriz entre
biopolimeros de pared celular, baja superficie del sustrato y la penetracion limitada de microbios
celuloliticas inmoviles (Mba Medie et al., 2012), pero estas bacterias son altamente adaptativas
por ser organismos mesofilos mas activos (Veeresh y Jin 2014; Ren et al., 2019 ), por lo que, las
bacterias encontradas en el estudio modificaron genéticamente sus limitaciones digestivas,
atribuyéndose ser eficientes en la digestion de celulosa in vitro (Wang et al., 2017; Russell et al.,
2009 ), los carbohidratos vegetales resultaron fuente de energia para rumiantes (Tolve et al.,

2021), como se han apreciado en el estudio.

En un estudio reciente, realizado por Srivastava et al (2021) demostraron que, las
bacterias celuloliticas y hemiceluloliticas del rumen de camello suelen ser excelentes
bioprocesadoras celuldsicas a partir de residuos agricolas para la obtencion de biocombustibles;
y Mateo et al (2002) afirman, que en un cultivo de bacterias ruminales degradadoras de aserrin,
un incremento en su degradacion in vitro, del 21y 59,7 %. Arcos et al (2001) encontraron a F.
succinogenes aislados de bovinos en pastoreo con mayor capacidad degradativa de pared celular

de Bouteloua repens (Navajita rastrera) que la cepa de referencia F. succinogenes ATCC 19169

(13,77 vs. 7,94 %0).

Asi mismo, Ossa et al (2001) ratificaron que, las cepas de R. flavefaciens nativos (bovinos
en pastoreo) presentan mayor degradacion de pared celular que la cepa de referencia R.
flavefaciens ATCC 19208 (11,09 — 12,87 % vs. 6,83 %), mientras que Sanchez y Cobos (2016)
demostraron actividad heterofermentativa celuldsicas con baja capacidad de degradacion de
MS. Ramirez (2019) reporta alta degradabilidad cinética de materia seca (MS) y proteina cruda
(PC) (P>0,05), a efectos de contenidos ruminales en caprinos criollos alimentados con dietas
integrales de forrajera moringa; (Moringa oleifera Lam). Por otra parte, estudio realizado en

Ecuador, Loja y Ashqui (2019) obtuvo mejores coeficientes de digestibilidad in situ de la MS del
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mani forrajero “(Arachis pintoi)” a diferentes edades de corte en bovinos, estos reportes
coinciden con los resultados encontrados en el presente estudio, haciendo hincapié que los
animales en pastoreo suelen presentar bacterias celuloliticas con alto potencial degradador de
la celulosa al digerir biodiversidad de forrajes fibrosos; por entonces, seria valioso producir
inoculos de bacterias ruminales que permitan la incorporacion exitosa en alimentos fibrosos en

la alimentacion de los rumiantes.

5.5 Conclusiones

Los liquidos ruminales de alpaca, vacuno y ovino mostraron ser excelentes fuentes de
bacterias celuloliticas (R. flavefaciens, R. albus, F. succinogenes y F. succinogenes elongata) y con
alta capacidad degradadora de celulosa; demostrando ser mas eficiente el contenido ruminal y
cepas de alpaca para aplicaciones biotecnoldgicas (tales como: biofermentadores,

biodegradadores, catalizadores biologicos) en camélidos sudamericanos y otros rumiantes.
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