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RESUMEN

Se determind la edad de produccion de concentraciones adecuadas de
lgG de camélido (> 1000 mg/dL) en crias de alpaca (Vicugna pacos) en el
Centro de Investigacidn de Camélidos Sudamericanos CICAS “La Raya”
durante los meses de marzo a julio, se utilizaron 20 animales recién
nacidos, 10 con acceso libre al calostro de su madre (grupo 1) y 10
alimentados con calostro de bovino (grupo 2), el monitoreo fue desde el
dia de nacimiento hasta los cuatro meses de edad. Mediante la técnica de
inmunodifusion radial simple, se encontraron concentraciones promedio
de IgG en suero de 397,284 mg/dL, 360,878 mg/dL, 431, 008 mg/dL,
379,153 mg/dL, 497, 865 mg/dL, 889,014 mg/dL, 1444,935 mg/dL,
1863,717 mg/dL y 2086,633 mg/dL a los 2, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y
120 dias respectivamente, para el grupo 2; mientras que 3165,237 mg/dL,
1483,118 mg/dL, 1240,814 mg/dL, 1035,778 mg/dL, 717,639 mg/dL,
527,523 mg/dL, 932,568 mg/dL, 1195,951 mg/dL y 1368,578 mg/dL, para
los mismos dias respectivamente, en el grupo 1. Se evalué ademas la
influencia del peso al nacimiento sobre el inicio de produccién de niveles
adecuados de 1gG, resultando esta no significativa (p<0,05), pero existe
una clara interaccion (p<0,01) entre ambos factores (peso al hacimiento y
edad de la cria). En conclusion se determiné que las crias de alpaca
inician la produccién de IgG en niveles de concentracién adecuados (>
1000 mg/dL) a partir de los 79 dias de vida, ajustandose esta produccion
a una tendencia lineal polinémica cuadratica (p<0,01), considerandose
entonces desde esta edad altamente reactiva a la exposicion de

antigenos.

Palabras clave: camélidos, inmunologia, inmunoglobulina G.



ABSTRACT

It was determined the age of production of suitable level of de IgG (> 1000
mg/dL) in newborn alpaca (Vicugna pacos) in the Investigation Center of
South american Camelids CICAS “La Raya” between March to July, was
utilized 20 animals, 10 with free availability to mother colostrum (group 1)
and 10 feeding with bovine colostrum (group 2), the evaluation was since
de the birth until four month. Serum IgG concentration was measured by
use of single radial immunodiffusion assay. Mean serum IgG
concentration was 397,284 mg/dL, 360,878 mg/dL, 431, 008 mg/dL,
379,163 mg/dL, 497, 865 mg/dL, 889,014 mg/dL, 1444,935 mg/dL,
1863,717 mg/dL y 2086,633 mg/dL at 2, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 and
120 days of age respectively to group 2; while 3165,237 mg/dL, 1483,118
mg/dL, 1240,814 mg/dL, 1035,778 mg/dL, 717,639 mg/dL, 527,523
mg/dL, 932,568 mg/dL, 1195,951 mg/dL y 1368,578 mg/dL, to seem days
respectively, to group 1. The body weight at birth influence over the levels
of IgG was evaluated, it was not significative (p<0,05). But there is an
interaction between weight at birth and the age to begin to produce owner
IgG (p=<0,01). The newborn alpacas, develop suitable levels of serum IgG
concentration (> 1000 mg/dL) since 79 days of age, fitting up this
production to a quadratic polynomial linear tendency (p<0,01), considering

since this age highly reactive to exposition of antigens.

Key word: camelids, immunology, IgG.
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INTRODUCCION

Los camélidos del viejo mundo Camelu§ dromedarius y Camelus
bactrianus; y los camélidos del nuevo mundo, llama (Lama glama) y
alpaca (Vicugna pacos) junto con sus ancestros silvestres guanaco (Lama
guanicoe) y vicufia (Vicugna vicugna), respectivamente; son las tnicas
especies sobrevivientes de la familia Camelidae. A pesaf de la
importancia econdémica de estas especies en sus paises de origen, su
sistema inmunologico recién ha ocupado el interés de los investigadores
en los ultimos 15 afios (Herrera, 2008),. sin embargo, el verdadero
potencial econdmico de esta especie no se expresa a cabalidad., pues
se encuentra limitada por diversos factores, éntre ellos, el alto indice
dge mortalidad neonatal 15 - 80%, 'reduciendo_ ccnsiderabierﬁente los
beneficios de esta actividad ganadera y una gran pérdida d_e'nuestro

valioso material genético (Ramirez, 1989) (Gafnica & Bravo, 2001).

Para prevenir enfermedades infecciosas se emplean medidas de
higiene y manejo adecuado, entre otras, la ingestion de calostro dentro

de las primeras 12 horas de vida (Ameghino & De Martini, 1991).

Debido a que el principal objetivo de la vacuna es proveer una
inmunidad efectiva que se traduzca en mantener niveles adecuados

de anticuerpos especificos y linfocitos memoria para una posterior



activacién rapida ante un nuevo contacto éntigénico (Roitt, 1994), y
considerando qu'e en el neonato la reaccidén inmunitaria es inhibida por
los anticuerpos maternos, la vacunacien de estos se hace
insatisfactoria, pudiendo esta inhibicidon persistir- durante meses,
depéndiendo de la cantidad de anticuerpos transferidos y de la vida

media de las inmunoglobulinas participantes (Tizar, 2001).

Los rumiantes al nacimiento nacen hipﬁgammaglobulinémicos o
agammaglobulinémicos, sin embargo las cria:s' de_bovinos son capaces
de producir IgG enddgeno durante las 3 primeras semanas de vida,
pero a niveles poco significativas, pero también se evidencia que los

fetos de bovino tienen una limitada capacidad de producir IgG (t)every,
Davis, & Larson, 1979). Asi mismo considerando que los porcinos
también comparten el mismo tipo de placenta que los rleiantes, bajo
condiciones‘normales nacen libres de inmuﬁoglobulinas, con ningun
tipo de actividad de anticuerpos; pero aéi mismo los fetos de esta
especie son capaces de montar una reaccién: inmune si son expuestos

a estimulos antigénicos en el utero (Redman, A1979).

Por otro lado la adquisicion y absorcién de adecuados niveles de

inmunoglobulina del calostro es esencial para la salud del neonato.
!

Maximos niveles de IgG sérica en neonatos |actantes es alcanzado a

}
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las 06 horas (Pachari M, 2008), bajando luego eétos valores de 24,52
a 8,8 mg/mL, considerandose concentraciones sobre los 10 mg/mL
indicadores de transferencia pasiva exitosa. Las concentraciones de
IgG declinan después de 2 a 5 semanas y hay un marcado incremento
entre los 1 y 2 meses, hecho que indica que el sistema inmune del

neonato ha comenzado a madurar (Wernery, 2001).

La concentracién de IgG puede ser estimada mediantes varias
técnicas, incluidas la determinacién de proteinas totales, y globulinas,
turbidométrico de sulfato de zinc, precipitacién en sulfato de sodio,
aglut‘inacién en latex, coagulacﬁén | en glutaraldehido, ELISA,
inmunoturbidométrico e inmunodifusién radial simple (Hutdhison,
Salman, Garry, Johnson, Collins, & Keefe, 1995). De todas estas
técnicas, la mas utilizada paré la determinacién de concentraciones de
IgG es la de inmunodifusion rédial simple (SRID), para algunos
estudios estés kits fueron elaborados en los mismos laboratorios,
estandarizados y calibrados con IgG de bovino y equino disponibles
comercialmente. Luego se utilizaron kit estandarizados disponibles
comercialmente, una de las desventajas de esta técnica, es que es
| considerada muy'poc.as veces, por ser muy costosa, adicionalmente al
largo tiempo asociado para generar resultados, que generalmente es

de 24 a 48 horas, pero la mayor ventaja de esta técnica, es que



permite la cuantificacion de las concentraciones de 1gG, siendo esta la
mas recomendada para trabajos de investigacién que busquen
cuantificar las concentraciones de IgG (Weaver, Tyler, Marion,

Wallace, Nagy, & Holle, 2000).

Teniendo en cuenta estos aspectos, se tiene que hay un
desconocimiento del verdadero tiempo después del parto, en que las
crias de alpaca empiezan a sintetizar sus propios anticuerpos (IgG) a

niveles adecuados >1000 mg/dL (Wernery, 2001).

Por tanto es posible la presencia de anticuerpos (IgG) propios en |
suero de crias de alpaca en concentraciones adecuadas (>1000
mg/dL) antes del mes de edad, asi como- la existencia de alguna
relacion entre la edad y el peso al nacimiento de la cria y eI. inicio de

produccién de IgG propio.

Determinar la edad de la cria al inicio de produccidén de niveles
adecuados de IgG en suero y relacionar el peso al nacimiento y la
~ edad de la cria con el inicio de la produccién de niveles adecuados de
IgG en crias de alpaca, fueron los objetivos de la investigacion.

Al determinar el periodo en que las crias de alpaca alcanzan la

madurez inmunoldgica y sean capaces de producir niveles adecuados

de anticuerpos y por tanto refractarias a la aplicacidon de vacunas,



debido a que la inmunidad materna ha desaparecido, se podran
establecer programas de vacunaciéon adecuados, sin temor a la

interferencia de la inmunidad materna.

Con el présente trabajo de investigacién se buscd contribuir con el
conocimiento sobre inmunologia en camélidos sudamericanos,
enfatizando la relacidon entre las enfermedades infecciosas (entero
toxemia, colibacilosis, etc.), que afectan a las crias de alpaca y el
desarrollo de la inmunidad propia, contribuyéndose indirectamente en
la sanidad, ya que los resultados podran servir para el establecimiento
de programas de vacunacion en crias contra las principales

enfermedades infecciosas.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Aspectos inmunolégicos
1.1.1. Desarrollo del sistema inmunitario

_EI desarrolio del sisterﬁa inmunitario en el feto de los
mamiferos sigue un patron constante. El timo es el primer 6rgano
linfoide en formarse, seguido de cerca por los érganos linfoides
secundarios. Los linfocitos B se desarrollan poco después de la
aparicion del bazo y los ganglios linfaticos, pero los anticuerpos
‘casi hunca se encuentran sino hasta la Ultima paﬁe de la vida fetal,
cuando mucho. La capacidad del feto de reaccionar a los antigenos
se desarrolla rapidamente luego de que apareéen Ioé organos
linfoides, pero no todos los antigenc_:s tienen fa misma capécidad de
estimular a este tejido en el feto. El sistema inmunitario se forma en
una serie dé etapaé, cada una de las cuales permite al feto
reaccionar a mas antigenos. Estos pasos son dirigidos por un:

~incremento gradual en el uso de mutaciones somaticas para
incrementar la diversidad de los anticuérpos. La capacidad de
montar inmunoreacciones de tipo celular se desarrolla al mismo 4

tiempo que la produccion de anticuerpos (Tizar, 2001).



Durante las diez primeras semanas de edad los cerdos
sufren cambios en su sistema inmunitario. En la etapa de lactancia
los lechones son protegidos pasivamehte} de los agentes externos

I
por medio del calostro y la leche de la cerda mientras maduran sus

¥

¥

. . i .
sistemas de defensa; se sugiere que durante la lactancia, los
lechones tienen un sistema inmune deprimido, pues poseen bajas

concentraciones de linfocitos T y B, asi como niveles elevados de

substancias inmunosupresoras como cortisol y alfafetoproteina. Sin
embargo, los lechones producen anticuerpos como respuesta a la
. inoculacién parenteral con antigenos inactivados después de los 10
dias de edad y pueden ser inmunizados con virus de la fiebre
porcina clasica desde el primer dia de edad (Gonzales, lCisneros,

Vega, & Morilla, 1993).

1.1.2. Ontogenia de la respuesta inmurie

Ei sistema' inmunitario de los mamiferos no es totaimente
funcional durante [a vida fetal ni aun en el momento del nacimiento.
La maduracion es gradual v se completa en un periodo cuya
duracion varia en cada especie animal. El mecanismo por el cual
los fetos o0 los neonatos adquieren la capacidad de generar

diversidad inmunologica pareceria ser controlado genéticamente y



no estar basado en alteraciones somaticas durante la ontogenia. Si
esto es asi, cada especie animal seguiria un preciso patrén
genético que determina el momento del desarrollo en el cual
adquiere la cépacidad de responder a un determin‘ado antigeno. Se
ha demostrado que en la mayoria de las especies de mamiferos la
respuesta inmunoldgica es deficignte durante los primeros dias
después del nacimiento, ya sea por que el animal es inmaduro para
responder o porque hay mecanismos de supresion que ho existen

en el-animal adulto (Galassi & Nota, 1987).

El momento en el cual los animale§ adquieren competencia
inmunoldgica difiere para cada especie y ésté ligado en gran
medida a las caracteristicas fisico-quimicas del antigeno utilizado.
A este respecto es interesante mencionar que los estudios
realizados por Kim et al (1966), quienes trabajando en condiciones
experimentales severas, con cerdos extraidos prematuramente del
utero materno por tantd libres de gérmenes, comprobaron que eran
capaces de montar una respuesta inmunolégica cuando se les

estimulaba con antigenos apropiados.

Por el contrario en el pollo y el conejo, si bien se observan
- diferencias ligadas al antigeno, la madurez inmunoldgica parece

adquirirse en todos los casos varias semanas después del



nacimiento (Freund, 1930) (Sterzl & Trnka, 1957); Spear (197.3),"
trabajando con ratones de distintas cepas, demostraron que, si bien
las células T y B se desarrollan tempranamente en el bazo, la

respuesta inmunoldgica es deficiente durante las primeras cuatro

semanas después del nacimiento.

La presencia de gamma globulinas en la sangre en
cantidades especificas para cada especie animal mamifera, se
puede interpretar como indicacion de que el sistema protectivo del
organismo estd suficientemente desarrollado para producir
anticuerpos (Honigman, Gomes, Abrué Martins, & Lombardo,

1987).

De acuerdo a los analisis hechos por Wehméyer en sueros
de animales no vacunados, la capacidad de‘ 'prodUccién de
gammaglobulinas aumenta a la par de la edad del animal. Este
aumento es lentamente progresivo y en terneros de 8 meses de
edad alcanza los niveles del limite ﬁormal mas bajo del ganado
adulto (2 anos de edad) (Honigman, Gomes, Abrue Martins, &

Lombardo, 1987).

En fetos de ovinos, entre los 120 a 150 dias de gestacion,

linfocitos de Ié serie T y B pueden ser identificados en niveles
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comparables a animales adultos (Raghunathan, Miller, Wuest, &

Faust, 1984).

Se evidencia ademas que fetos de porcinos, a los 74 dias
post concepcion Ya son inmUnocompeténtes, la produccion de
anticuerpos endégenos es inhibida si éste recibe anticuerpos de la
misma especificidad en las secrecionés de la marrana, las '
inmunoglobulinas producidas por {os nefonatos porcinos n'o son
detectables sino hasta los 10 dias debidd al consumo del calostro
materno rico en inmunoglobulinas, asi rﬁismo en esta especie la
principal inmunoglobulina producida a esta temprana edad es la de

tipo M (Wilson, 1974) (Gonzales, Cisneros‘, Vega, & Morilla, 1993).

1.1.3. Placentacién en camélidos sudamericanos

La placentaciéon en camélidos es dé tipo difusa epiteliocorial
(Van!eénep; 1964)(Ghazi, Oryan, & F;ourmirzali, 1994}, que
previene la trahsferencia de inmundglobulifnas durante la vida fetal.
Entonces . los camélidos tienen que ' preveer el paso de
inmLmogIobuiinas mediante el calostro, uina falla en este pasaje
- ocasionaria una elevada mortalidad dé:- neonatos ' (Mc Guire,
Poppie, & Banks, 1975)(Rea, Tyler, & Haneock, 1996). La medicion

de la concentracién de inmunoglobulina'é. es recomendada para
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prever el riesgo de enfermedad en animales sanos (White,
Pearson, & Davidson, 1983) y para evaluar animales enfermos

(Blood, Henderson, & Radostis, 2002).

La morfologia de la placenta en alpacas fue ampliamente
estudiada pdr ser de importancia en el aspecto reproductivo,
Steven et al. (1980) y Fowler y Olander (1990), demostraron la
naturaleza epiteliocorial y difusa de‘v la placenta de alpacas y llamas,
respectiVamente, enfatizando ademas la morfologia similar en
algunos aspectos con el cerdo, yegua y caméiidbs del viéjo mundo

(Olivera, Douglas, Leiser, Jones, & Bevilacqua, 2003).

En alpacas fue observado que Ja superficie uterina no
presenta las tipicas areas carunculares éimilares a lo descrito en
otros rumiantes como la vaca, oveja y cabra. Lé distancia entre las
micro-vellosidades del feto y la superficie materna aparece }mucho
mas corta que otras especies de ungulados, esto se supone debido
a la adaptacion a grandes alturas. Por este tipo de placenta, las
retenciones de placenta en alpacas es muy rara y tipicamente tiene
capilares maternos y fetales que invaden el epitelio y el trofoblasto,
esto ocurre a lo largo de I_a interfase materno fetal, este tipo de

placenta es ligeramente similar en yeguas y cerdas, pero las
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membranas fetales de los camélidos tienen caracteristicas
particulares, muy largas células que contienen un ntcleo largo y
numerosos nucléolos en el trofoblasto, esto también fue encontrado

en bactrianos y dromedarios. Otra caracteristica que comparte con

:J

i

las placentaé epiteliocoriales es la lpresfencia de aureolas en la

| i
superficie del corion, como se encuentra en la cerda, yegua,

pecaries y camélidos (lturrizaga, Verec!ilwia, Santos, Bombonato,

Teixeira, & Miglino, 2007). l!

1.1.4. Inmunoglobulina G

La inmunoglobulina G (IgG) es una proteina encontrada en
adultos en concentrac;iones normales de 900 mg/dL a 2400 mg/dL.
Este es aproximadamente el 20% dev la ﬁ)roteina total encontrada
éh el plasma o suero sanguineo. La IgG tiene una vida promedio
de 23 dias. Esta contribuye en la inmuhidad contra bacterias, virus,
parasitos, aIgunos hongos y conﬁo anticuerpos de actividad tisular._
La IgG es Capaz de activar el sistema del complemento. Una vez
expuesté a un . antigeno las células memoria se desarrollan y
eia_boran anticuerpos especificos contra el antigeno identificado. En
el hombre la lgG es transferida hacia el feto a través de la placenta,

- en los equinos, vacunos, ovinos y camélidos la 1gG no puede pasar
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a traves de la placenta debido a la conformacion multicapa de la
misma, pasando éste Unicamente a través del calostro. Por esto es
que las crias deben de tener acceso al calostro durante las 24
primeras horas de vida. Esta IgG trasferida de manera pasivé por la
madre‘esté presente hasta que él neonato tenga la capacidad de

formar su propia IgG (Jorgensen D. , 1991).

1.1.5. Tipos de lgG en camélidos

En la leche de los mamiferos se encuentran los tres tipos
princibales de ihmunoglobu[inas (igs) humorales: 1gG, IgM e IgA.
Esta ultima en la forma dimérica secretora. La concentracion en
que se encuentran cada uno de los tipos de Igs depende de varios
factores,. entre ellos el estadio de la lactacién y el tipo de
transferencia neonatal de anticuerpos de la madre a la cria
{placentaria, éalostral 0 mixta). La esfructura basica de las Igs
consta de cuatro cadenas polipeptidicas, dos pesadas (H) y dos
- ligeras (L), unidas generalmente por puentes disulfuros. También
se sabe que todas las inmunoglobulinas presentan un cierto grado
de glicosilacion. De acuerdo a los hallézgos efectuados hasta
ahora existe en la sangre de algunos camé[idds un tipo adicionai de

IgG, la IgG de cadenas pesadaé (igGh) (Hamers- Casterman et al.,

«
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1993; Van der' Linden, et al., 2000; Muyldermans, 2001). Esta
Ultima esté constituida por dos cadenas H solamente, con un peso
total aproximado- de unos 90 KDa. A este tipo de IgG, carente de
cadenas L, solamenté se la ha encontrado en la sangre de camello,
dromedario y llama (Hamers- Casterman et al., 1993; Nguyen et al, -
2000) y actualmente fue determinada la presencia de las misrﬁas
en la leche de los camélidos sudamericanos, llama (Lama glama),
alpaca (Lama pacos), vicuﬁa (Vicugna vicugna) y guanaco (Lama

guanicoe) (Medina, Fernandez, Sagd, Rebuffi, & Yapur, 2004).

1.2. Almacenamiento y usc del calostrc en exceso

El calostro puede ser refrigerado (4°C) por una semana sin que
pierda su Vcalidad. Por su parte el calostro se pue;de congelar y almacenar
hasta bor un afno sin que pierda actividad o disminuyé el contenido de IgG
(Davis & Drackiey, ‘1 998). El calostro almacenado, cuando se va a
 suministrar a los neonatos, se puede descongelar ya sea en agua tibia (45
~ 50°C) o en horno de microondas, con el cuidado de no sobrecalentarlo,
va qué eso podria dégradar las inmunoglobulinas y otras proteinas dando
como resultado un calostro de baja calidad (Elizondo, 2007). El
congelamiento y descongelamiento del calostro no destruye los

anticuerpos. El calostro congelado puede ser descongelado, calentado y
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utilizado en la ternera recién nacida cuando hay una preocupacion acerca
de la efectividad en la transferencia de inmunidad del calostro de la madre

(Wattiaux, 2001).

Este sera el caso cuando el calostro:

° Es delgado y aguado;

° Contiene sangre;

? Proviene de un cuarto infectado con mastitis;

° Proviene de una vaca que ha sido comprada recientemente
o novilla a primer parto;

° Proviene de una vaca que fue ordefiada antes del parto o

tuvo un goteo severo antes del parto.

1.3. Utilizacion de calostro de vaca y cabra en camélidos

sudamericanos

El calostro de vaca para la suplementacibn de camélidos
sudamericaﬁds se elige por diversas razones. Este es muy accesible, se
han encontrado muchos virus en comun que .infectan tanto camélidos
como vacunos, y se puede evidenciar la presencia de IgG de vaca en
neonatos alimentados con calostro de vaca, hasta los dos meses de
edad. Es posible también la utilizacion de calostro de cabra para la
. alimentacibn de crias de camélidos (AI-BQsadah, 2007), se ha

monitoreado la absorcidén de IgG del calostro de vacunos y camélidos
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mediante pruebas de inmunodifusién radial, llegéndose a la conclusion

que es factible la utilizacién de calostro de vaca (Jorgensen D. , 1998).

La administracion de calostro bovino y caprino puede ser
considerada en camélidos neonatos cuando no es posible conseguir
calostro de camélido. Sin embargo es necesaria la evaluacién de la

 utilizacion de las mismas para combatir infecciones (Al-Busadah, 2007).

Las concentraciones de IgG en el calostro de carhellos, bovinos y
caprinos son de 116 000, 9 800 y 9 600 mg/dL respectivamente.

Neonatos alimentados con calostro de vaca y cabra se mostraron

saludables después de la administraciéon del mismo, siendo la eficiencia -

" aparente de absorcién de 35,1% para calostro de camello, 32,1% para

calostro de bovino y 31,3% para calostro de cabré(Al-Busadah, 2007).

1.4. Cuantificacion de IgG en camélido

La valoracién"del estatus de la inmunidad pasiva en camelidos
neonatos es esencial para considerar la pronta administracion de IgG.
Existen muchos métodos utilizados para medir la transferencia pasiva,
tales como turbidométrico con sulfato de zinc y precipitacion en sulfato de
sodio (disponibles comercialmente por New World camels: LlaAmva-STM,

VMRD Inc., Pullman, WA, USA), ninguno de estos dos métodos indica la
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concentracion de IgG. Para medir la concentracién exacta de IgG se
utiliza la Inmunodifusién radial simple (SRID), este es el Unico método
para poder calcular las concentraciones exactas de IgG. Este método esta

disponible comercialmente para camélidos sudamericanos:
]

~ Kit para IgG de llama (Triple J. Farms, Recimond, WA, USA)y llama
vet-RID (Bethyl Laboratories, Montgomery, TXj USA). Hutchison et al.

(1995) compard esto's kits con plasma de 528 llamas y encontré que cada

kit provee diferencias significativas en cuanto a niveles de IgG en plasma

comparado con otros métodos.

Bourke (1996) estudio la aplicacion de ftres métodos para
determinar el estatus de IgG en llamas neonatas; turbidométribo con .
sulfato de zinc, proteina totél y globulina. Este eétudio indicd que los tres
métodos pueden ser utilizados pafa evaluar . los _niveles de IgG en

cameélidos neonatos.

Es posible también la utilizacion de prueba de inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA), fue utilizado recientemente para cuantificar la
IgG en plasma de camélidos, representa una importante herramienta para
preveer la falta de transferencia_ pasNa (Huelsebusch, 1999; Erhard et al.,

1999).



CAPITULO !l

MATERIAL Y METODOS

2.1. Material

2.1.1. Ubicacién

El trabajo de investigacidon denominado “Determinacion del
tiempo de produccién de IgG en crias de alpaca (Vicugna pacos)’,
se llevd a cabo en las instalaciones del Centro de Investigacion de
Camélidos Sudamericanos (CICAS) La Raya de la Universidad

Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

CICAS La Raya esta ubicado a 14° 28’ 42,59 de latitud sur
y 71° 01" 41,55" de longitud oeste, a una altura que varia de 4 000
a 5 000 msnm. La Raya, esta clasificada como una zona de vida
sub alpina muy himeda con precipitaciones ciclicas con niveles

maximos en enero y minimos en los meses de junio a agosto.
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llustracion 1: Vista satelital de CICAS La Raya

2.1.2. Poblaciéon y muestra
Se tuvo una poblacién de 300 crias de alpaca raza huacaya

machos, considerando que la poblacidbn de madres al inicio de la

N
—

paricibn fué de 600 animales, y la proporcién de nacimiéntes
machos/hembras (50/50), habiendo 300 crias machos y 300 crias

hembras.

Asi mismo para la investigacion se utilizé una muestra de 20
animales (crias de alpaca de raza Huacaya), provenientes de la

punta de paricién (Yanamayo) que consta de 600 madres al inicio
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de la paricion, cabe sefialar que se utilizaron solo machos y en el
numero indicado de crias debido a la poca disponibilidad de los
mismos y al material de investigacién escaso y, a que las hembras

son protegidas por ser futuros vientres.

2.1.3. Equipo y material para el trabajo de campo

¢ Botas de hule,

e Couler,

¢ Guantes descartables,

¢ Jeringas de 50 ml,

e Vacutainer de 10 ml,

e Agujas hipodérmicas (21 G x 17),
¢ Algodén,

o Alcéhol. yodado,

e Bolsitas plasticas de 50 mi,
e Calostro de vaca,

o Bozales para crias,

e Aretes de plastico.

2.1.4 Equipo y material para el trabajo de Iaborgtorio

¢ Micropipeta de 5 i,

¢ Vialesde6 ml,
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e Placas de inmunodifusion ra;dial sir%ple con anticuerpos para
IgG, J

e Regla milimetrada calibrada en 0,1 mm,

e Centrifuga Garver Manufacturing In;c. modelo #224,

3
&

¢ Congeladora marca LG.

2.2. Tipo de investigacion

Debido a que para el presente trabajo de investigacién se realiz6 la
descripcién de la realidad tal como se presenta éTn una situacién “espacio |
—~ tiempo” dado (descriptivo) y se buscd ademas la asociac;ién o relaciéon
ehtre variables, sin establecer relaciones causalés (analitico), el presente

trabajo de investigacion fue Analitico- Descriptivo.

2.3. Métodos

2.3.1. Método -

| Para la determinacién de la concentracién de 1gG en el
suero de Ias. crias 'de alpaca se apl-‘icé el principio dé la
inmunodifusién radial simple que fue desa;lrrollado por trabajos de
Fahey y McKelvey (1965), Mangini et al (1 965); Que indican que
hay.es'pecificidad de las proteinas en suero y otros fluidos, y
dependen de la reaccion de cada una de éstas con su anticderpo

~ especifico.
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Cuando los pozos que contienen los anticuerpos contra IgG
son llenados con el antigeno (suero de crias), hay una
precipitaéién y se desarrollan anillos que indican la reaccién
después de las 10 a 20 horas a temperatura ambiente. El diémetro
del anillo (mm) y el logaritmo (base 10) de la concentracidn proteica
son relacionadas en una tendehcia lineal. Utilizando referencias
estandar, la concentracidn de muestras desconocidas puede ser

medida.
2.3.2. ‘Obtencién de la muestra

Para la obtencion de la muestra se tuvo en cuenta, la
aleatoriedad con que se realizaron los partos diarios, se obtuvieron
'Ias 20 crias machos segun fueron nac':ieﬁdo, el orden en qué se
'torharon en cuenta para el tipo de 'cal.ostrb al gue tuvieron acceso
fue de acuerdo a una tabla aleatoria generada en el programa
estadistico Minitab Inc. versién. 14 (Anexo 1). Esto con la finalidad

de evitar sesgos en el estudio.

2.3.3. Asignacién de tratamientosr

Una vez determinado el orden aleatorio de los animales, diez
de las veinte crias (grupo 2) recibieron calostro de vaca las

primeras 36 horas de vida, con restriccion del calostro de su madre,
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las seis primeras horas se les brindé 10 ml de calostro de vaca

cada media hora, luego cada 2 horas hasta las 36 horas; las otras

10 erias (grupo 1) tuvieron acceso libre al balostro de su madre.

\
H

2.3.4. Procedimientos para el primer objetivo

(a) Trabajo de campo

Una vez obtenida la muestra seguiin:el método ya descrito, se

registro los 'datos respectivos, como fecha y hora de nacimiento,
numero de arete y fecha de nacimiento de la madre; a cada cria
se aplicd uno de los dos tratamientcs establecidos segln el .
protocolo descﬁto anteriormente; la extraccién de sangre de las
crias de alpaca fue obtenida por venipuncién yugular a lés 48
horas de nacimiento; 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120 dias. Para
tal efecto se utilizd agujas bara extraccidon de sangre de 21 G x

1" y tubos con separador de suero debid;amehte rotulados.

(b) Trabajo de gabinete

La obtencion del suero de crias de alpaca se hizo por
centrifugacién de la sangre (3500 rpm por 6 minutos), luego de
obtenido el suero se congelé a -18 °C hasta el andlisis en Ia
placa de inmudifusion radial, previo descongelamiento de las

~ muestras de suero con dos horas de anticipacion.
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Para la determinacion de las concentraciones de los sueros

muestra:

1. Se depositaron en cada pozo 5 uL de suero anotando la

posicién de cada uno con la identificacion de la cria en estudio.

2. Se anoto la hora de finalizado el llenado y luego se tapo el
disco y se lievd sobre una superficie plana y a temperaturé

ambiente.

3. Luego de 10 a 20 horas ya se noto la reaccidn de Ag-Ac

debido a la presencia de anillos sobre los pozos del disco.

A las 24 horas se tomod lectura de los didmetros de los anillos-

con la regla calibrada en milimetros (mm).

2.3.5. Procedimientos para el ségundo objetivo
(a) Trabajo de campo
Se toméd los pesos al nacimiento conjuntamente con el
pastor encargado, verificando asi mismo con el registro de
campo. Para tal efecto se pesé a las crias luego de la

desinfeccidn del ombligo posterior al nacimiento.
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(b} Trabajo de gabinete

Una vez obtenido los pesos al nacimiento y las
concentraciones de IgG de los 48 h, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y
120 dias; se analizaron los datos para determinar si existe
alguna relacién entre esta variable y la concentracion de 1gG en

suero, sin considerar el factor edad.

2.3.6. Método y técnica de recoleccién de datos

Una vez procesados los sueros en las placas de
inmunodifusion radial simple, segun la técnica ya indicada, se
utilizaron las “Tablas de valores de referencia para la
determinacion cuantitativa de diametros de placas de
inmunodifusiéon radial” (Anexo 6 y 7) para calcular las
concentraciones de IgG en suero de cada cria, obteniéndose asi
las concentraciones de IgG en mg/dL para cada muestra, midiendo
el diametro de cada reaccion en milimetros, los datos obtenidos

para el calculo de las concentraciones son los siguientes:
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Tabla 1: Diametros de reaccién en placa de inmunodifusion radial simple para sueros del
grupo 1

Nimero: Madre Fec.Nac, Cria Fec,Nac. HN 2dias 15dias 30dias 45dias 60dias 75dias 90dias 105dias 120dias.

1 [HO500{ feb-02 |H3104| 10-mar |09:29| 8 6 6 51 5 4 5 6 &
2 |HOOO| dic-99 |H3106| 12-mar |09:36| 10 5 5 > 5 3,5 5 6 7
3 HOO034| dic-04 {H3108( 12-mar (10:30{ 8 75 7 7 7

4 |H0904| ene-06 [H3111| 16-mar |10:15 7 7,5 7 6 4 5 5 5,5 5,5
5 |HOBL1| mar-98 |H3123| 21-mar |09:15| 11 7,5 6,3 7 55 4 6 7 15
6 |HO171| ene-05 |H3124| 21-mar |09:30| 11 7 6,1 6 5 4 6 55 55
7 |S0009| ene-04 [H3127| 23-mar [11:50( 9 7 7 b 5 5 5 5 5
] HO881| mar-96 |H3129| 26-mar |12:00| 11 7,3 7 7 45 5,5 6 6 5,5
9 H0172| ene-04 |H3136| 26-mar [0%:57 9 6 5,5 4,5 55 6 6 6,5 6

10 |HO329| ene-98 (H3138| 26-mar |09:00f 95 | 7,5 7 6 6 6 75 7,5 7,5

Elaboracién propia.
* Las medidas de los diametros es en milimetros (mm).

Tabla 2: Diametros de reaccién en placa de inmunodifusion radial simple para sueros del
grupo 2 (IgG bovino)

Nimero Madre N Cria FN2 HN 2dias 15dias 30dias 45dias 60dias 75dias 90 dias 105 dias 120.dias

1 [HO379| feb-02 |H3109| 12-mar [08:00] 4 | 4 0 0 0 0 0 0 0
2 |nowa7| dic02 |H3110| 12-mer fom00( 53 | 45 | 4 [ 35 | | ol |
3 |H0491| mar-04 |H3113| 16-mar [0830| 5 | 45 | 4 | 35 | 4 | 35| © 0 0
4 |Ho084| ene-01 |H3126] 23-mar |08:50| 51 | 45 | 4 4 0 0 0 0 0
5 |H0522| mar-04 [H3133| 26-mar |10:14| 6 5 4.8

6 |HO152| feb-01 |H3134| 26-mar |11:05| S | 5 | 45 o

7 |H0348| feb-01 [H3139( 26-mar (08:00( 6 | 45 | 42 [ 4 | 35 [ O 0 0 0
8 (HO283| ens-04 [H3140| 26-mar |08:20] 55 | 4,5 4 4 4 0 0 0 Q
9 |H0037| dic-03 |H3142| 26-mar [09:00] 6 | 45 | 4 | 55 | 35 | O 0 0 0
10 [HOL77| ene-04 |H3144| 26-mar {07:00{ 6 | 45 ' R

Elaboracién propia.
* Las medidas de los didmetros es en milimetros (mm).




27

Tabla 3: Diametros de reaccién en placa de inmunodifusion radial simple para sueros del
grupo 2 (IgG camélido)

ero adre g ¢1d (ta [} dlas 45 qid b0 dis fllas 90 dia Do dia U aia

1 HO379| feb-02 [H3109| 12-mar |09:00| 5,5 5 55 45 5 6 7 6,5 7
2 H0147| dic-02 |H3110| 12-mar {00:00| O 4 4 4 ! ‘ )

3 |HO491| mar-04 |H3113| 16-mar |00:00| 35 4,9 4,5 3,5 4 5 5,5 5,5 6
4 |HOO084| ene-01 |H3126| 23-mar [00:00| O 4 4 4.5 4 55 6 6,5 7
5 |HO522| mar-04 |H3133| 26-mar [ HN | 4 4 4 '

6 HO152| feb-01 |H3134| 26-mar [08:00| 5 5 5 ]

7 HO348( feb-01 |H3139( 26-mar 08:00] 4 3,5 4 4,5 55 7 8 8,5 10
8 HO283( ene-04 |H3140| 26-mar (08:30| 3,5 3,5 4 4,5 5 55 7 7,5 7
9 |HO0037| dic-03 |H3142| 26-mar |08:50| 6,5 6 6 3,5 5 5 6,5 7 6

10 [HO177} ene-0d |H3144| 26-mar |10:14| 4 4

Elaboracion propia.
* Las medidas de los diametros es en milimetros (mm).

En el grupo 1, el analisis de los sueros se realizé solo en
placas de inmunodifusion radial con antigenos para IgG de
camélido, con el fin de obtener una curva de tendencia de
concentraciones de IgG en suero en condiciones normales, sin
importar el origen de esta IgG, ya sea de la madre (absorbido por el

calostro) o los producidos por la propia cria.

Para el grupo 2 (crias alimentadas con calostro de bovino),
el analisis de los sueros se realizd en placas de inmunodifusién
radial con antigenos para IgG de camélidos y en placas de
inmunodifusidén radial con antigenos para IgG de bovino. En este
caso los valores obtenidos en las placas con antigeno de IgG de

camélidos indicaran los niveles de IgG de camélido producidos por
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la propia cria, ya que estos fueron restringidos de calostro de
camélido. Mientras que los valores obtenidos en las placas con
antigeno de lIgG de bovino, indicaran la absorcién de IgG bovino

por las crias de alpaca mediante el calostro de bovino.

2.3.7. Instrumentos
Los datos obtenidos se almacenaron en hojas de campo y

gabinete, denominadas y disefiadas para tal fin como sigue:

Registro de asignacion de tipo de calostro (Anexo 2).
Registro de tabulacion de datos de laboratorio (Anexo 3y 4).

Registro de nacimientos.

A 0w N~

Registro de pesos (Anexo 5).

2.3.8. Método y técnica de analisis de détos

El analisis de los datos obtenidos (concentraciones de IgG
en crias de alpaca y peso al nacimiento) se realizé con el uso del
paquete estadistico Minitab Inc. versién 4, previa verificécién de

los datos obtenidos de campo y gabinete.

- Para eli primer objetivo, el analisis de los datos se hizo a base
de estadistica descriptiva, calculando las principales medidas de
tendencia central, y elaborando una curva de tenden;:ia con los
niveles de IgG alcanzados; ademas se realizd el anélisis de

regresion polinomial entre las variables edad de la cria y
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concentracion de IgG en suero de |las mismas, utilizandose para

tal fin el siguiente modelo polinomial:

Y:bo'f'b]Xu.an'f'E

Donde:

Y. Variable respuesta (Concentracion de 1gG en suero).
bo. Intercepto.
by Coeficiente de regresion.

X. Variables independiente (edad de la cria).

&:Error residual (0,01).

- Para &l segundo objetivo, ée realizé el analisis de correlacién
entre las variables peso al nacimiento y edad de la cria,
buscando algun tipo de interaccidén ‘entre las mismas con
respecto a la concentracion de IgG en suero de las crias
utiizandose también el deelo polinomial antes descrito,
realizandose asi mismo el andlisis de varianza para determinar
su significacién.

2.4. Limitaciones del estudio |

Pese al apoyo brindado por la administracion del CICAS‘LaI Raya
con respecto a la disponibilidad de animales y material de laboratorio la
unica limitacién encontrada fue el ndmero de_ animales, que se ajustan al

material de laboratorio por ser este de escaso y elevado valor econémico.



CAPITULO Il

RESULTADOS

3.1 Determinacién de la edad al inicio de >' produccién de niveles .
adecuados de IgG de las crias de aipaca. ‘
Para obtener los resultados del objetivo especifico 1, se tuvo que realizar

tres analisis previos:

1. Determinar las concentraciones normales de IgG de camélido en
crias que tuvieron acceso al calostro de sus madres.

2. Determinar las concentraciones de IgG de camélido en crias
alimentadas an calostro de vacuno.

3. Determinar las concentraciones de IgG de bovino en crias que

fueron alimentadas con calostro de vacuno.
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3.1.1. Concentraciones de IgG de camélido para el grupo 1

Tabla 4: Medidas de tendencia central para el grupo 1

| Medida de :

tendenclia 2dias | 15dias | 30dias | 45dias | 60dias | 75dias | 90 dias | 105 dias | 120 dias

central

Media(mgidl) |  3165237] 1483118 1240814 1035778] 717839 507523 932568| 1195951| 1306578
Medla ajustada ‘ '

maldL} 31437770 15491920 1148010 1006602]  740052] ~ 562857| 750504| 1284045| 1355676
Error tipico 3353260 1417050 1148760  132835]  120706) 11777) 144877|  ATIAT8] 198822
Dasviacion :

estandar- 1080305 448306 3632600  419428] 384933  365332] 4348321  514433] 596467
Varianza de fa . 188

muestra | 1124438.404] 201050354 131964641 175920011| 148173374{ 133467 795] 905406 264 641 617 | 355772569
MinimojmgldL}| 1534615 583481 583481 3021031  200870| 69782 583481 584008 678300
MaximofmodL)| 44513300 1842546] 1550443 15504430 1612816] 10266721 1923575] 22408000 2240800]

Elaboracion propia.

En la ‘tabla 4 se observa las principales medidas de

tendencia central y de dispersion desde los 2 hasta los 120 dias de

edad con respecto a los niveles de IgG (mg/dL) de camélido, para

el grupo 1. Donde se obtuvo 3165,237 mg/dL y 1368,578 mg/dL de -

IgG  respectivamente como valores promedio, observandose

ademas que a los 75 dias este valor es minimo con una

concentracién de 527,523 mg/dL de IgG de camélido.

Y
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Figura 1: Valores de 1gG de camélido para el grupo 1
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En la figura 1 se observa la tendencia normal de las
concentraciones de IgG de camélido para crias de alpaca que
tuvieron acceso normal al calostro de su madre, nétese que a las
48 horas de vida se tiene un valor promedio de
3165,237+1060,395 mg/dL, concentracion elevada debido a la
buena absorcién de IgG del calostro de la madre; asi mismo estas
concentraciones inician una caida para llegar hacia el dia 75 con
un valor de 527,523 + 365,332 mg/dL, lo que nos indica que la
inmunidad conferida por la madre mediante el calostro ya esta
guedando sin efecto. A partir de esta edad la concentracién inicia
su aumento, llegandose a tener valores de 1368,578 + 198,822
mg/dL hasta el final del estudio (120 dias), estabilizandose asi con

los valores de concentracion de IgG en suero en animales adultos.
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Figura 2: Nube de puntos para concentracion de IgG de grupo 1

e

U

-2

E’ o

S

e

8 ° ¢ ©

o : o)

e g )

=) o @ o o <@ 2

o4 : )
S @ © o

) o

oo
4 ovooo
80 060

» Elét;;);al.ciéﬁ brﬁbia.

En la figura 2 se observa la nube de puntos con los valores de
concentracion de IgG en suero, observados de los 2 a 120 dias, con la
finalidad de trazar la linea de tendencia que se ajuste mejor a los
valores obtenidos para el grupo 1; ajustandose estos datos a una linea

de tendencia polinomial de grado 5, segun el modelo lineal:

y = -5E-06x° + 0,001x"* - 0,182x> + 9,627x° - 244,5x + 3596
Donde:
y : Concentracion de IgG (mg/dL).

X . Edad (dias).
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Figura 3: Curva de regresion para edad vs concentracién de igG en el grupo 1
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En la figura 3 se observa la linea de régresiéh para los resultados
del grupo 1, realizandose para dicha regresién el analisis de vai‘ianza
(tabla 5), la cual result6 altamente significativa (p<0,01), indicando eso
gue la linea de tendencia propuesta se ajusta correctamente a los

valores encontrados:

Tabla 5: Anélisis de varianza para regresion edad vs concentraciéon de IgG en el grupo 1

FdeV g.l.]  sc ™ £E | P |Sig
Regresion 5 45459268| 9091854|30,20]0,000|**
Error residual | 80 24085 118 301 064
Total . 85 69 544 386

= (p=0,01)

Elaboracion propia.
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3.1.2. Concentraciones de IgG de camélido para el grupo 2

Tabla 6: Medidas de tendencia central para concentraciones de IgG de camélido para el

Elaboracién propia.

grupo 2

Medida de

tendencia 2d 15d | 30d | 45d | 60d | 75d 90d 105d | 120d

central
Media(mgidL) 307,284| 360,878] 431,008| 379.153] 497,865 889014 1444035 1863717 2086633
?M,mjusma 400,538 347000 363979{ 465338| 651076 o21,194) 1275601 1714508 2237824
mg/di.
Errortiplco 120.671 93763] 101574 83718] 93781 148415 206,914 203,726 486,041
Desviacion 411,005 296506  304,722) 221,497 229,667 363,542 506,833 719480 ' 1190,553
estandar ‘
Varlanzadela | 165025236| 87015,875| 92855.200| 49 061,070| 52 746,820] 132 162,082| 256 870,511 517 651,042 1417 416,667
muestra _
Minimo{mg/dL) 0000  60762| 198328 69.782| 220,870 583,481 809,130 940,800 1228,300
Méximo{ma/dL) | 1278485| 1026672 1026672 795004 795004 1850443 2055765] 3040800  4428,300

En la tabla 6 se observa las principales' medidas de

tendencia central y de dispersion de las concentraciones de IgG de

camélido en suero de crias de alpaca, observados en el grupo 2,

notandose un incremento gradual de 397,284 411,005 mg/dL a las

48 horas hasta '2086,633 + 1190,553 mg/dL. a los 120 dias, con

vélores de 0 mg/dL y 1278,485 mg/dL como minimo y maximo para

las 48 horas mientras que 1228,300 mg/dL y 4428,300 mg/dL. como

-minimo y maximo respectivamente para los 120 dias de edad.
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Figura 4: Valores de IgG de camélido para el grupo 2
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En la figura 4 se observa la linea de tendencia de los valores
de concentracion de IgG de camélido en suero de crias de alpaca,
donde se evidencia un claro incremento desde las 48 horas hasta
el final del estudio (120 dias). Observandose ademas que entre los
75 y 90 dias las crias de alpaca ya alcanzan concentraciones de

IgG en suero sobre los 1000 mg/dL.
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Figura 5: Nube de puntos para concentracién de IgG de camélido para el grupo 2
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En la figura 5 se observa la nube de puntos con los valores
de IgG obtenidos, con la finalidad de trazar la linea de tendencia
gue se ajuste mejor a los valores obtenidos para el grupo 2;
ajustandose estos datos a una linea de tendencia polinomial

cuadratica, segun el modelo lineal:
y = 0,187x% - 7,306x + 414,3

Donde:

y : Concentracién de IgG (mg/dL).

x . Edad (dias).
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Figura 6: Curva de regresién de edad vs concentraciones de igG de camélido en‘el grupo 2
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Elaboraci6n propia.

En la figura 6 se observa la linea de regresion para la
concentracion de 1gG de camélido del grupo 2, réalizandose para
dicha regfesién el analisis de varianza (tabla 7), la chal resultd
altamente significativa (p<0,01), lo cual nos indica que los valores
de concentraciones de IgG en suero de crias de alpaca para el
'grupo 2 se ajustan correctamente aé la linea de regresion
establecida. Calculéndose entonces que a partir de los 79 dias de
edad se alcanzan concentraciones de IgG de camélido superiores

¢

a 1000 mg/dL.



39

Tabla 7: Analisis de varianza para regresion edad vs IgG de camélido en el grupo 2

FdeV gl SC cm .r F P Sig.
Regrésién _ | 2 . 25082595 12541 297(49,64|0,000|**
Error residual 63 15917 066 252 652
Total 65 40999 661 |
= (p<0,01) — ( i;

Elaboracion propia ‘
I
h
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- 3.1.3. Concentraciones de IgG de boviro para el grupo2

Tabla 8: Medidas de tendencia central para valores de IgG de bovino en suero de crias de
alpaca para el grupo 2

tedida de
tendencia 2d i5d 30d 45d 60d 75d 90d |105d | 120d
central ’
Media(mg/dL) 646,738 277 441 126,880 128,992 24,606 0,000 0,000| 0,000 0,000
" [ Media ajustada ,

(mg/dL) 608,364 342,455 147,203 45,305 0,358 11.965 25,723 | 23,233 0,000
Error tipico 90,622 34,944 38,725 93,134 15,562 0,000 0,000 | 0,000 0,000
Desviacién ]
estandar 286,572 110,501 116,175 246,410 38,119 0,000 0,000 0,000 0,000
Varianza de la ‘ _
muestra 82 123,336 | 12 210,498 | 13 496,659 | 60 717,769 | 1 453,039 0,000 0,000 0,000 0,000
Minimo{ma/dL) 73,817 73,817 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Maximo{mg/dL) 926,695 457,612 374,030 681,493 73,817 0,000 0,000 { 0,000 0,000

Elaboracién propia.

En la tabla 8 se observa las principales medidas de teridencia

céntral y dé dispéersion de las concentraciones dé 1gG dé bovino én suero

de crias de alpaca desde los 2 hasta los 120 dias de edad para el grupo

2, donde se aprecié que los valores decrecen de 646,738 +286,572 mg/dL

a 0 mg/dL a los 75 dias de edad, para permanecer con este valor hasta

finalizado el estudio (120 dias), lo cual nos indicaria que las IgG de bovino

tienen un tiempo aproximado de vida entre 45 a 60 dias en suero de crias

de alpaca.
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Figura 7: Nube de puntos para concentraciones de IgG de bovino en el grupo 2

"~ Eiaboracion propa.

En la figura 7 se observa la nube de puntos elaborada con las
concentraciones de IgG de bovino en suero, con la finalidad de trazar la
linea de tendencia que se ajuste mejor a los valores obtenidos de
concentracion de IgG de bovino (mg/dL) para el grupo 2; ajustandose
estos datos a una linea de tendencia polinomial cubica, segun el modelo

lineal:
y = -0,001x% + 0,329%° - 25,70x + 658,4

Donde:
y : Concentracién de IgG (mg/dL).

x : Edad (dias).
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Figura 8: Curva de regresién para edad vs concentracidn de IgG de bovino en el grupo 2
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Elaboracion propia.

En la figura 8 se observa la linea de regresién bara la edad y

- concerjtracién' de IgG de bovino en suero, observandose una
tendencia a disminuir alcanzandose valores de 646,738 mg/dL a los 2
dias y 24,606 mg/dL a los 60 dias, a _partir dé ahi se observa valores

~ de 0 mg/dL de los 75 a los 120 dias de edad', realizandose para dicha
regr_esién el andlisis de varianza (tabla 9), la cual resulto altamente
significativa (p<0,01), lo cual nos indica que.la linea de tendencia se

ajusta correctamente a los valores encontrados:
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Tabla 9: Analisis de varianza para la regresion edad vs concentracion de IgG de bovino en
tratamiento experimental

FdeV g.l. |sC c™m F P Sig.
Regresidn 3 3114127| 1038042|44,36/0,000|""
Error residual 62 1450 895 23402

Total 65 4565 022

** (p<0,01)

Eiaboracién propia.



44

3.2. Relacioén entre el peso al nacimiento y el inicio de ia produccién

de niveles adecuados de IgG.

Figura 9: Peso al nacimiento para crias de alpaca (Vicugna pacos)
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Elaboracién propia.

En la figura 9 se observa la comparacion de pesos al nacimiento

para las crias de alpaca, no encontrandose diferencia significativa a la

prueba t (p<0,01), observandose un promedio de 8,15+1,132 kg en el

grupo 1y de 7,751,034 kg para el grupo 2.



45

Tabla 10: Medidas de tendencia central para peso al nacimiento

o

Medida de tendencia Grupo 1 Grupo 2
Media (kg) 8,15 7,75
Error tipico 0,358 0,327
Desviacién estandar 1 ,132 1,034
Varianza de la muestra 1,281 1,069
Minimo (kg) '6 6,5
Maximo (kg) 10 9,5
cv ' 14% 13%

Prueba F (0,01) 0,792 | NS
Prueba t (0,01) , 0,318|NS

Elaboracién propia.

En la tabla 10 se observa las principales medidas de tendencia
central para el peso al nacimiento de ambos grupos, con valores minimos
de 6 kgy 65 kgy mAéximos de 10 kg y 9,5 kg para los grupos 1y 2

" respectivamente.
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Tabla 11: Analisis de varianza péra regresién de Interaccién peso nacimiento y edad de
produccién de IgG de camélido en crias de alpaca

FdeV g- 1. SC m 'J F p sig.
Regresion 3 27518175 . 9172 ?25 42,1810,000
x . sk
I
Error residual 62 13481 486 217 443
}l
Total | 5 | 40999661 |
- |
*(p=0,01) '

Elaboraci6n propia. : ' ‘

En la tabla 11 se observa el analisis de varianza para la interaccion
entre peso al nacimiento y edad de la cria sobre la produccion de niveles
adecuados IgG de camélido en suero de crias alpaca, resultando
altamente significatiVa (p<0,01), ésta interaccidn se buscd teniendo en
cuenta que el peso al nacimiento independientemente no tiene ningtin tipo
de influencia (p<0,05) sobre la produccién de niveles adecuados de IgG

en suero.
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Figura 10: Interaccion peso nacimiento y edad de produccion de IgG de camélido en crias de alpaca

Elaboracién propia.

En la figura 10 se observa la interaccion entre los variables peso al
nacimiento y edad de la cria sobre la produccion de concentraciones
adecuadas de IgG (mg/dL), el valor R? encontrado fue de 0,671, el cual
nos indica que la variacién de la produccién de 1gG en niveles adecuados
depende del 67,1 % de la variacion de la interaccion de estas dos
variables sobre las concentraciones finales de IgG de camélido en suero
de alpacas cria, ajustandose al modelo de correlacion cuadratico
siguiente:

Donde:
y : Concentracién de IgG (mg/dL).

X1 : Edad (dias).
X2 : Peso nacimiento (kg).



CAPITULOIV -

DISCUSION

4.1 Determinacion de la edad de la cria al inicio de produccion de
niveles adecuados de IgG

Los valores promedio de IgG en suero obtenidos de cri.as de alpaca
del grupo 1 fueron de 3165,237+1060,395 mg/dL a las 48 horas, siendo
mayores a los obtenidos por Garnica y Bravo (2001) ,Weaver y otros
(2000a y 2000b) , due obtuvieron valores lde 2652,87+759 mg/dL,
1655+1197 mg/dL yA 176211153 mg/dL respectivamente; estas diferencias
- posiblemente tengan origen a que Garnica y Bravo (2001) realizaron su
invéstigacién en otra zona y el nimero de animléles utilizados fue mayor,
mientras que Weaver y oftros (200()5 y 20005) utilizarbn la técr]ica de
turbidométrico de sulfato de‘ sodio, siendo esta prueba poco sensible a
cbmparacién dé la cuantificacion que se logra cchIn la inmunodifusion radial

en placa.

Asi mismo los valores minimos de 31534,615 mg/dL fueron
superiores a los encontrados por Garmendia'.,: y Otros (1987) de 500
mQIdL, pero valores maximos 4451,330 mg/dL }ueron relativamente mas
bajos que los hallados por los mismos invest%gadores, siendo este de

5300 mg/dL, para los dos basos también fueron a las 48 horas, esta

£
i
!
!

i
]



49

diferencia posiblemente se deba a que para la realizacion de este trabajo
elaboraron sus propias placas de inmunodifusién, muy aparte del nimero

de animales utilizados que fue mayor.

Para las concentraciones de IgG en suero de crias de alpaca para
‘el grupo 2, se obtuvo una concentracién promedio a las 48 horas de
397,2841+411,005 mg/dL, siendo estos supericres a los reportados por
Garmendia y McGuire (1987), Bravo (2003), Weaver (2000a), Gamica y
Bravo (2001) de 300 mg/dL, 0 mg/dL, <144 mg/dL y O | mg/dL
respectivamente. Esta diferencia en casi todos los casos, se deberia que
—en Ié mayoria de trabajos no se consideraban como significativos valores
de IgG en suero, menéres a 144 mg/dL, quedando abierta la posibilidad
de que la cria al momento del nacimiento ya tenga concentraciones bajas
de 1gG, por haber sido expuestas a antigenos dentro del Gtero de la
madre, como son reportados en otras especies como bovinos y cerdos,

Devery (1979) y Wilson (1974) respectivamente.

Concentraciones superiofes a 1444,935+506,833 mg/dL a partir |
del dia 90 son comparables con concentraciones en suero de animaies

adultos de 900 mg/dL a 2400 mg/dL reportados por Jorgensen (1991).

La concentraciones de IgG de bovino en suero de las crias de

alpaca alimentadas solo con calostro de vacuno, de los dias 2, 15 y 30
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fueron de ‘646,7381286,572 mg/dL, 277,M1i110,501 mg/dL vy
126,880+116,175 mg/dL respectivamente, siendo estos inferiores a los .
reportados en crias de camello por Al-Busadah (2007) con valores
promedio de 24001220 mg/dL, 1100+70 mg/dL y 800+60 mg/dL para los

mismos dias, se deberia a la especie utilizada.

Finalmente la edad aproximada de produccibn de niveles
adecuados de IgG de camélido en crias de alpaca fue de 79 diaé; y
teniendo en cuenta'que el sistema inmunologico de los mamiferos no es
totalimente funcional durante la vida fetal ni aun en el momento del
nacimiento y que la maduracion es gradual y sg completa en un periodo
cuya duracién varia en cada especie animal, este resultado es inferior al
reportado por Honingman y otros (1987) en bovinos donde recién se
alcanza a Ips 8 meses de edad la concentracion minima de 19G en suero
de un animal adulto; similar al réportado por Gonzales (1993) para cerdos
donde hasta las 10 semanas aun el sistema inmune esta én proceso de
~maduracion; y superior a los reportado por Galassi y Nota (1987) en ratas
donde la madurez inmunolégica se alcanza entre las 4 a 5 semanas de

edad.
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4.2 Relacion entre el peso al nacimiento y el inicio de la produccion

de niveles adecuados de IgG

El peso al nacimiento de 8,15 kg y 7,75 kg para los grupos 1y 2

respectivamente fue similar al encontrado por Bustinza (1988) de 8,36 kg.

El efecto del peso al nacimiento sobre la edad de inicio de produccion de
niveles adecuado de IgG de camélido resulté no significativo, similar

resultado fue reportado por Garmend_ia y otros (1987).

La igualdad de resultadds con respecto a la no influencia del peso
al nacimiento sobre las concentraciones de IgG de camélido en las crias
. de alpaca, se deberia a que la méduracién del sistema inmune no
 dependeria del peso de nacimiento de la cria, sino mas bien de la
exposicion tehprana de la misma, a agentes o antigenos que incentiven
la reaccion inmunoldgica, asi mismo esta reaccién se vera retrésada por
el efecto que ejerce la inmunidad pasiva transferida por la madre

mediante el calostro.



CAPITULO V

CONCLUSIONES -

|
Se e\)idencia que las crias de a_lpéca ya téenen concentraciones de
igG al momento de! nacimiento, aunlque estas no _resulten
significativas (397,284 mg/dL) para una adecuada proteccion ‘contra
agentes éxternos, calculéndose ademas que la edad a la que se

alcanza concentraciones adecuadas de IgG (<1000 m/dL) en suero es

aproximadamente a partir de los 79 dias.

No se ha encontrado evidencia (p<0,05) que determine la influencia
del peso al nacimiento sobre la produccién de IgG propias en crias de
alpaca a niveles adecuados (>1000 mg/dL), pero si hay evidencia
altamente significativa (p<0,01) para el efecto de la interaccion entre
el peso al nacinﬁiento y la edad sobre la produccion de IgG propias en

las crias de alpaca.



CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

1. Realizar trabajos de investigacién para esclarecer si es pqsible la
transferencia en Gtero de'lgG de la madre a la cria de alpaca, o
determinar si el siétéma inmune de los fetos ya inician la
produccion de Ac en el Ultimo tercio de la gestacién, cosa que

justificaria la presencia de IgG antes del consumo de calostro.

2. Realizar trabajos de investigacién para determinar el periodo de
maduracion de la inmunidad celular en crias de alpaca, aportando

de esta manera al conocimiento sobre inmunidad en alpacas.

4

3. Establecer programas de vacunacién tehiendo en cuenta que la
inmunidad materna tiene una duracion aproximada de 45 a 60 dias
como minimo y que las crias de alpaca se encuentran
inmunologicamente maduras a los 79 dias aproximadamente, esto

con el fin de evitar la interferencia materna.
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ANEXO 1

Tabla aleatoria para asignacién de tipo de calostro

O NCIOCOh WON =

Randomized table
Numero de corrida Tipo de calostro
' Alpaca
- Alpaca
Alpaca
Vaca
Vaca
Alpaca
Vaca
Alpaca
9 : ' Alpaca .
10 Alpaca
11 ‘ ' Vaca
12 Alpaca
13 Vaca
14 Vaca
156 Alpaca
16 Alpaca
17 , Vaca
18 Vaca
19 - Vaca
20 - ~ Vaca

Fuente: Minitab Inc. Version. 14.



ANEXO 2

Registro de asignacién de tipo de calostro

Nro.| Cddigo | Fec. Cédigo Fec. Hora | Tipo Observaciones
madre Nac cria Nac. calostro
1| HO500 feb-02 | H3104 10-mar 09‘:29 Alpaca | Ninguna
2| Ho001 dic-99 | H3106 12-mar| 09:36|Alpaca |Ninguna
3| HO034 dic-04 | H3108 12-mar| 10:30|Alpaca | Neumonia (02-05-09)
4| H0904 ene-06 [H3111 16-mar| 08:00 | Vaca Ninguna
5{HO0611 mar-98 | H3123 21-mar| 08:00{Vaca Ninguna
6|HO171 ene-05 | H3124 21-mar| 10:15]Alpaca |Ninguna
7 | S0009 ene-04 H3127 23-mar|{ 08:30|Vaca Ninguna
8 | HO881 mar-96 | H3129 26-mar| 09:15]Alpaca |Ninguna
9| H0172 ene-04 | H3136 26-mar| 09:30|Alpaca | Ninguna
10| HO329 ene-98 [ H3138 26-mar| 11:50 Alpéca Nihguna
11| HO379 feb-02 [ H3109 12-mar| 08:30|Vaca Ninguna
12 | HO147 dic-02 | H3110 12-mar| 12:00|Alpaca Enterotoxemia {20-04-09)
13} HO491 mar-04 | H3113 16-mar 10:14 | Vaca Ninguna
14|H0084 | ene-01|H3126 | 23-mar| 11:05|vaca  |Ninguna
15} H0522 mar-04 | H3133 26-mar| 09:57|Alpaca | Coccidiosis (18-04-09)
16| H0152 feb-01 | H3134 26-mar| 09:00[Alpaca | Neumonia (21-04-09)
17| H0348 feb-01 | H3139 26-mar| 08:00 | Vaca Ninguna
18 | HO283 ene-04 | H3140 26-mar| 08:20|Vaca Ninguna
19} H0037 dic-03 | H3142 26-marj 09:00)Vaca Ninguna
20| HO177 ene—O4 H3144 26-mar|{ 07:00|Vaca Enterotoxemia (10-04-09)

* Elaboracién propia.




ANEXO 3

Registro de tabulacién de datos de laboratorio (calostre de alpaca)

Lectura Lectura Lectura Lectura Lectura Lectura Lectura | Lectura Lectura
Nro. Nro. Fec. Hor. sangre sangre sangre sangre sangre sangre sangre sangre sangrg
Nro. Madre | Cria | Nac Nac. {48 h) (15 d) (30 d) {45 d} (60 d) (75 d) {90 d) (105 d) {120 d)

' g G eG lgG IgG lgG leG . IgG IgG gG
Camélido | Camélido | Camélida | Camélido | Camélido | Camélido | Camélido | Camélido | Camélido

=

HO500 | H3104 10-mar 09:23 2141,903 | 1026,672 | 1026,672| 624,174 | 583,481 220,870 583,481 | 1055594} 1228,300

HOO01 (H3106 12-mar 08:36} 3595,393 | 583,481 | 583,481 583,481 583,481 69,782 ( 583,481 | 1055,594 | 1878,300

HO034 | H3108. 12-mar 10:30 | 2141,903 | 1842,546 | 1550,443 | 1550,443 | 1612,816 0,060 0,000 0,000 0,060

HO904 | H3111 16-mar 10:15 | 1534,615 | 1842,546 | 1550,443 | 1026,672 | 220,870 | 583,481) 583,481 805,130 940,800

HO611 | H3123 21-mar 09:15 | 4451,230 | 1842,546 | 1175,342 | 1550443 | 755,004 | 220,870 | 1026,672 | 1612,816 ; 2240,800

HO171 [H3124 21-mar | - 09:30( 4446,585 | 1550,443 | 1075,423 | 1026,672 | 583,481 220,870 |1026,672| 80%,130| 940,800

SO00S | H3127 23-mar 11:50 | 2820,162 | 1550,443 | 1550,443 | 1026,672 | SEB3,481| 583,481 | 583,481 584,098 | 678,300

Ho881 | H3129 26-mar 12:00 | 4451,330 | 1723,288 | 1550,443 | 1550443 | 392,103 | 795,004 | 1026,672 | 1055,594 | 940,800

HO172 | H3136 26-mar 09:57 | 2839,726 | 1026,672 | 795,004{ 392,103 | 795,004 | 1026,672 | 1055,594 | 1540,800 | 1228,300

B\Dmummhww

HO329 | H3138 26-rmar 09:00 | 3212,409 | 1842,546 | 1550,443 | 1026,672 | 1026,672 | 1026,672 | 1523,575 | 2240,800 | 2240,800

Obs. La concentracian de 1gG es mg/dL.

* Elaboracidn propia. .




ANEXO 4

Registro de tabulacion de datos de laboratorio (calostro de vaca)

' ' Lectura Lectura Lectura

Nro Nro Fec Lectura Lectura sangre (15 d) Lectura sangre (30 d) | sangre Lectura
Nro. ' L . Hor. Nac. | sangre (48 h) | sangre (48 h) B sangre (15 d) g sang sangre (45 d)
Madre |Crfa | Nac. Ig G Camélido | Ig G Vaca leG Ig G Vaca le G (30d) | G camélido

8G & Camélido | © Camélido  |lgGVaca | B

1|H0379 |H3109 | 12-mar|  08:00 795,004 73,817 583,481 73,817 795,004 | 0,000 392,103
2[HO147 |H3110 | 1z-mar|  08:00 0,000 589,382 220,870 255,053 220,870 73,817 220,870
3|HO49% |H3113 | 16-mar|  08:30 583,481 257,612 392,103 255,053 392103| 73,817 69,782
4|HO084 |H3126 | 23-mar|  08:50 0,000 500,682 220,870 255,053 220,870 | 73,817 392,103
5|H0522 |H3133 | 26-mar|  10:14 220,870 926,695 220,870 457,612 198,328 | 374,030 0,000
6|H0152 |H3134 | 26-mar|  11:05 583,481 457,612 583481|  457,612|  583,481| 255,053 0,000
7|H0348 |H3139 | 26-mar|  08:00 220,870 926,695 69,782 255,053 220,870 | 143,753 392,103
8|H0283 |H3140 | 26-mar|  08:20 69,782 681,493 69,782 255,053 220,870| 73,817 392,103
9|HO037 |H3142 | 26-mar|  09:00 1278,485 926,695 | 1026672 255,053 |  1026,672| 73,817 795,004
10| HO177 | H3144 | 26-mar|  07:00 220,870 926,695 220,870 255,053 0,000| 0,000 0,000

Obs. La concentracién de IgG es mg/dL.

* Elaboracién propia.

ContlinGa en pagina siguiente...




ANEXO 5

Registro de pesos de crias de alpaca

Nro. Codiga | peso nacimiento Peso vivo (kg)

cria 15d 30d 45d 60d 75d 90d 105d 120d
3 H3104 S 11 12,5 17,5 20,5 21,5 25 26 28
2 H3106 10 12 12,5 13,5 15 17 20 21,5 24
3 H3108 8 10 11,5 10,5 Murié
4 H3111 ) 11 12,5 14 15,5 17,5 20 22 23
5 H3123 8 10 11,25 13 15 16,5 18 . 19,5 20,5
6 H3124 6 8,5 10,75 12 15 17 18 21 21,5
7 H3127 7 9 11,5 13 15 16 17,5 18,5 18,5
8 H3129 7,5 8,5 9,25 10 12 13 14 16 17
9 H3136 8,5 12 11,5 12 13,5 15 16 17,5 19
10 H3138 8,5 10 11 14 15 16 18 20 22
11 H3109 7,5 11,5 12 13 15 16,5 18 19 22
12 H3110 9,5 10,5 8 Murid
13 H3113 8 9 11 13 15 16 17 18,5 19
14 H3126 6,5 7 7,5 8 9 11 12 13 14
15 H3133 7 9,5 Murié ‘
16 H3134 6,5 7,5 Murid |
17 H3139 9 10 10 13 9 12 13,5 14 15
18 H3140 7 10 11 12 13 14 16 18,5 19
19 H3142 8 9 11 13 14,5 16 16,5 17 18,5
20 H3144 8,5 "~ 10 Murio

* Elaboracidn propia.




ANEXO 6

Tabla de valores de referencia para la determinacién cuantitativa de
didmetros de placas de inmunodifusién radial de IgG de bovino
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ANEXO 7

Tabla de valores de referencia para la determinacion cuantitativa de
diametros de placas de inmunodifusion radial de 1gG de camélido
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ANEXO 8

llustracion de material de laboratorio

Material utilizado en laboratorio para determinar la concentracién de IgG

en suero:

(1) Viales con suero de crias de alpaca,

(2) Puntas para micropipeta,

(3) Micropipeta de 5L,

(4) Disco de inmunodifusion radial simple con
anticuerpos anti 1gG.

(5) Ficha de anotacién de radios de reaccion.
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ANEXO 11

llustracién de punta de paricion (Yanamayo)
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ANEXO 12

llustracion de calostro de vaca




ANEXO 13

llustracidn de administracion de calostro de vaca




ANEXO 14

llustracion de venipuncién yugular




