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RESUMEN

Se revisan las investigaciones recientes realizadas por nuestro grupo de investiga-
dores sobre enterotoxemia de las alpacas en el Perú. Estudios microbiológicos y
moleculares demostraron que la mayoría de las cepas aisladas fueron de Clostridium
perfringens y estas contienen únicamente el gen cpa de la toxina α (C. perfringens
genotipo A) y solamente el 0.4% tienen genes cpa y cpb de las toxinas α y β  (genotipo
C). En análisis paralelo, se encontró que el 8.5% de los genotipos A contenían,
adicionalmente, el gen cpb2, pero ninguna cepa tenía el gen cpe de la enterotoxina. Estos
resultados evidencian que las exotoxinas secretadas, y no las endotoxinas (cpe), serían
los probables factores de virulencia clostridiales en la enterotoxemia de la alpaca.
Adicionalmente, en el análisis histopatológico de intestinos infectados, el 30.6% de las
muestras presentó abundantes estructuras parasitarias inmaduras correspondientes a
Eimeria macusaniensis, afectando la mucosa y epitelio de las glándulas crípticas intes-
tinales, sugiriendo a las infecciones coccidiales como uno de los posibles factores
desencadenantes o predisponentes de la enterotoxemia. Estos resultados microbiológicos
permitieron diseñar, preparar y mejorar una vacuna convencional inactivada que contie-
ne, mayoritariamente, componentes bacterianos y exotoxinas A, Aβ2 y C aislados de
casos fatales de la enfermedad. Desde su introducción en una empresa alpaquera del sur
peruano en 2001, la vacuna ha logrado reducir progresivamente los índices de mortalidad
por enterotoxemia de 19.5% (2000, sin vacuna) hasta alcanzar tasas menores al 5% en
2006.
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ABSTRACT

The results of our recent research work on enterotoxemia in Peruvian alpacas are
presented. Microbiological and molecular analyses found that the majority of the isolates
corresponded to Clostridium perfringens and contained the cpa coding gene for α  toxin
(A genotype) while 0.4% contained both the cpa and cpb genes of the α and β toxins (C
genotype). A parallel study revealed that 8.5% of the genotype A isolates also had cpb2,
but the cpe (enterotoxin) gene was absent in all cases. These results highly suggest that
the exotoxins secreted by C. perfringens are the virulent factors in enterotoxemia, rather
than the endogenous enterotoxin. Additionally, an histopathological study of intestinal
samples from fatal cases showed that 30.6% had abundant immature structures of Eimeria
macusaniensis affecting deep mucosa and cryptic gland epithelia, primarily in the jejune
and ileum, suggesting that eimeriosis is likely a triggering or predisposing factor for the
development of enterotoxemia. The microbiological studies allowed the design and
progressive improvement of an inactivated enterotoxemia vaccine containing primarily
the bacterial component plus exotoxins of types A, Aβ2 and C isolated from natural fatal
cases of the disease. During six years of field tests in southern Peru, the vaccine has
steadily reduced specific neonatal mortality rates due to enterotoxemia from 19.5% (2000,
without vaccine) to less than 5% in 2006.

Key words: Clostridium perfringens, genotyping, vaccine, enterotoxemia, alpaca

INTRODUCCIÓN

El Perú tiene más de cuatro millones de
alpacas (Vicugna pacos) y es el primer pro-
ductor de esta especie en el mundo. La alpa-
ca, desde su domesticación en los Andes cen-
trales, hace 7000 años, cumple un rol impor-
tante en la economía rural (Wheeler, 1995),
pues más de 250 000 comunidades campesi-
nas localizadas por encima de los 3800 msnm
dependen de la crianza de la alpaca como su
principal o única fuente de ingresos. Estudios
arqueológicos han demostrado la ocurrencia
de alta mortalidad neonatal durante el proce-
so de domesticación y, al parecer, este pro-
blema sigue vigente, limitando seriamente la
adecuada explotación de la alpaca en am-
bientes climáticos extremos como los Andes
peruanos (Wheeler, 1995).

En el Perú, las enfermedades infec-
ciosas inciden negativamente en el desa-
rrollo de la industria alpaquera, y la
enterotoxemia es todavía la principal causa
de altas mortalidades, particularmente en ex-
plotaciones alpaqueras del sur peruano
(Ameghino y DeMartini, 1991). A pesar que

la enterotoxemia tiene un gran impacto ne-
gativo en la explotación alpaquera en el país,
se conoce muy poco sobre la patogenicidad
de la infección bacterial y sobre los mecanis-
mos, de existir, desencadenantes de la enfer-
medad.

El Agente Causal

Es ampliamente aceptado que la
enterotoxemia, la infección más devastadora
en las poblaciones neonatas, es usualmente
causada por Clostridium perfringens tipo A
y raramente por el tipo C (Moro, 1987). La
enfermedad, descrita inicialmente a media-
dos del siglo pasado, se caracteriza por pre-
sentaciones epizoóticas en los Andes perua-
nos, en forma cíclica cada 4-5 años, con mor-
talidades de hasta 70%, afectando principal-
mente crías de 2 a 9 semanas de edad
(Ameghino y DeMartini, 1991; Ramírez,
1991). La presentación clínica de la enfer-
medad corresponde a una toxemia fatal pro-
ducto de una enteritis hemorrágica o necrótica
selectiva del yeyuno e íleon (Ramírez et al.,
1985; Moro, 1987; Ameghino y DeMartini,
1991; Palacios et al., 2006).
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La bacteria es un bacilo gram positivo,
anaerobio facultativo, móvil y formador de
esporas. Forma parte de la flora bacteriana
del suelo y tracto intestinal de animales y el
hombre, y tiene la capacidad de producir va-
rias enfermedades en animales y el hombre
(Hatheway, 1990; Songer, 1996). A este agen-
te se le ha dividido tradicionalmente en cinco
tipos, basados en la habilidad de producir una
o más de las cuatro toxinas mayores (α, β, ε
e y ). El tipo A produce solamente la toxina
α; el B, toxinas α, β y ε; el C, toxinas α y β;
el D, toxinas α y ε; y el tipo E, las toxinas α
y  (Hatheway, 1990; Petit et al., 1999). La
tipificación convencional de las cepas depen-
día de la actividad biológica de las toxinas
producidas por inoculaciones parenterales en
animales de laboratorio; sin embargo, en la
actualidad se cuentan con pruebas mole-
culares más rápidas, dependientes de la de-
tección de los genes productores de las res-
pectivas toxinas.

Los métodos de tipificación genotípica
se realizan en una sola prueba (PCR múlti-
ple), capaz de amplificar cualquiera de las
toxinas mayores, incluyendo toxinas secun-
darias, tales como la enterotoxina (cpe) y una
nueva variante denominada β2. La detección
de los genes codificantes de todas estas toxi-
nas permite tipificar y subtipificar las cepas
bacterianas aisladas de casos patológicos.

A pesar de que existe concordancia en
aceptar que el tipo A es la principal causa de
la enfermedad, todavía persisten discrepan-
cias sobre si la toxina α es la única respon-
sable de las alteraciones patológicas fatales.
Por mucho tiempo se especuló que la
enterotoxina (cpe), endotoxina producida du-
rante la fase de esporulación, era la respon-
sable de la enfermedad (Ramírez, 1987); pero
estudios recientes, tienden a implicar prefe-
rentemente a las exotoxinas clásicas (Prehn
et al., 1999) y, tal vez, a la toxina variante 2
de la patogenicidad bacterial y patologías in-
testinales (Bueschel et al., 2003).

Identificación de Genes de Toxinas
Clostridiales

Durante las campañas de parición de
2005 a 2007 en ganaderías alpaqueras de los
Andes peruanos, se logró aislar 234 cepas de
C. perfringens de 132 alpacas neonatas
muertas por enterotoxemia (Pérez, 2006;
Rosadio et al., 2008). Los animales provinie-
ron de 22 fundos/hatos de los departamentos
de Puno (n=60 muestras), Arequipa (n=36),
Cusco (n=31) y Huancavelica (n=5). Todos
estos aislados correspondieron a Clostridium
basados en la morfología de colonia, patro-
nes hemolíticos, coloración Gram y pruebas
de catalasa negativa. Estas cepas fueron so-
metidas a caracterizaciones bioquímicas, de-
mostrando que 219 cepas mostraron activi-
dad enzimática (positivos a la reacción de
Nagler) asociada a producción de toxina alfa,
y el 87% (190/219) redujo el sulfito en Agar
Triptosa Sulfito Cicloserina (TSC) enriqueci-
do con yema de huevo, característica del C.
perfringens (Tilball et al., 1999).

Análisis moleculares posteriores (Pérez
2006; Rosadio et al., 2008), realizados en 1-3
colonias de cada aislado positivo, revelaron
que 223/224 (99.6%) de las cepas contenían
únicamente el gen cpa codificante de la toxi-
na α (C. perfringens genotipo A) y solamen-
te una de estas cepas (0.4%) fue positiva a
la presencia de ambos genes (cpa y cpb)
codificantes de las toxinas α y β, que corres-
ponden al genotipo C. En un análisis paralelo
en todas estas cepas se detectaron genes de
toxinas secundarias (subtipificación), indican-
do que el 91% de los aislados pertenecientes
al genotipo A no tenían genes codificantes de
la cpe ni el gen variante cpb2. Las 19 res-
tantes (8.5%) mostraron, además, la presen-
cia del gen cpb2 pero negativos al gen cpe.
La cepa perteneciente al genotipo C fue la
única cepa positiva al gen cpe pero negativo
para el cpb2. Estos resultados evidencian que
las exotoxinas secretadas, y no las endotoxinas
(cpe), serían los probables factores de viru-
lencia clostridiales productores de fatalida-
des en la enterotoxemia de la alpaca.
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La evidencia de que más del 90% de
los aislados correspondieron al C. perfrin-
gens genotipo A, subtipo cpe-vocpb2-vo (cpe
y cpb2 negativos) (Pérez, 2010), indican que
la sola expresión del gen cpa (toxina α), sea
tal vez suficiente para el establecimiento y
desarrollo de la enfermedad. Similares evi-
dencias patológicas se describen en enteritis
necrótica en pollos y cerdos (Kanakaraj et
al., 1998; Engström et al., 2003; Gholamian-
dekhordi et al., 2005), enterotoxemia en cor-
deros y terneros (Dennisson et al., 2005;
Kalender et al., 2005) y gastroenteritis hemo-
rrágica en perros (Songer, 1996), demostran-
do la capacidad de la toxina α para producir
alteraciones intestinales fatales en animales
domésticos y en algunas especies de anima-
les silvestres (R. Rosadio, datos no publica-
dos).

La detección del gen codificante de la
toxina secundaria β2 demuestra la gran di-
versidad genética de la bacteria para produ-
cir toxinas potencialmente patogénicas. El gen
cpb2 ha sido identificado en animales domés-
ticos, incluyendo la alpaca (Bueschel et al.,
2003). En nuestro estudio (Rosadio et al.,
2008), 19/204 de las cepas genotipificadas
como tipo A contenían, además, el gen cpb2,
cepas denominadas como tipo A subtipo β2
toxigénico (cpe -vocpb2+vo). La potencial
patogenicidad de la toxina β2 no está bien
elucidada, pero ha sido descrita en diversas
patologías en varias especies de animales.
Este subtipo está presente en el 90% de ais-
lados en lechones padeciendo enteritis
necrótica (Garmory et al., 2000; Bueschel et
al., 2003); 50-75% en enterocolitis en potrillos
(Herholz et al., 1999; Garmory et al., 2000);
enterotoxemia en terneros, cabritos y cerva-
tos (Manteca et al., 2002; Dray, 2004;
Embury-Hyatt et al., 2005), y en la disentería
hemorrágica en corderos (Gkiourtzidis et al.,
2001). Asimismo, se encontró en el 41.6%
(15/36) de cepas aisladas de crías de un hato
del sur del país con historia de brotes de
enterotoxemia durante los años previos a la
toma de muestras (R. Rosadio, datos no pu-
blicados). Esto sugiere que la toxina β2 po-
dría ser uno de los factores que utilizaría la

bacteria para producir fatalidades entéricas
neonatales.

La escasa detección de cepas conte-
niendo el gen cpe cuestiona el rol de la
enterotoxina en la patogénesis de la enfer-
medad. Durante décadas se propuso que el
C. perfringens tipo A utilizaba la enterotoxina
(cpe) como factor patogénico para el desen-
cadenamiento de la enfermedad (Ramírez,
2001). Se especulaba que la bacteria durante
la fase de esporulación intraintestinal activa-
ba la producción toxigénica desencadenando
la infección fatal en los animales. Sin embar-
go, las infecciones por C. perfringens pro-
ductores de enterotoxina en hospederos
inmunocompetentes se asocian, generalmen-
te, con diarreas esporádicas, autolimitantes o
profusas, productos de alteraciones en la per-
meabilidad intestinal atribuidas a esta toxina
(McClane, 2000; Sparks et al., 2001). Esta
sintomatología es distinta a la patología clási-
ca de la enterotoxemia en alpaca, que se ca-
racteriza en la fase terminal, donde se obser-
van constipaciones intestinales y, a veces, dia-
rrea.

La casi nula detección del cpe en ce-
pas aisladas en animales con enterotoxemia
durante cuatro años de muestreos, ha permi-
tido sugerir a las exotoxinas como posibles
factores de virulencias causantes de los cam-
bios patológicos asociados con la enferme-
dad. El rol de exotoxinas en la patogenicidad
de la enfermedad se sustenta, además, en los
ensayos exitosos de campo de una vacuna
inactivada convencional. La vacuna diseña-
da [componentes bacterianos más exotoxinas
(anacultivo) sin presencia de la enterotoxina]
ha logrado reducir tasas de mortalidad gene-
ral y específica de la enterotoxemia (Yaya y
Rosadio, 2005).

Si bien es cierto que la tecnología
molecular ha logrado identificar a genes
codificantes de exotoxinas primarias y secun-
darias (cpa, cpb y cpb2), la caracterización
bioquímica y biológica de ambas toxinas to-
davía se encuentra en estudio, pero una gran
mayoría de estas cepas produce, in vitro,
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hemolisis incompleta y reacción positiva a
Nagler, demostrando claramente que la ma-
yoría de estos aislados expresan actividad
fosfolipasa, inherente a la expresión de la toxi-
na α.

 La caracterización bioquímica de 12
cepas ha demostrado variabilidad en la acti-
vidad fosfolipídica, observándose que la mi-
tad de estas cepas son productoras de alta
actividad fosfolipasa asociada con una bue-
na actividad de lecitinasas (Pérez, 2010). Al-
gunas de estas cepas son experimentalmen-
te patogénicas a ratones por inoculación oral,
y la toxina α, parcialmente purificada e in-
yectada por vía intraestinal, produce daño in-
testinal en ratones y conejos, pero fueron in-
capaces de producir lesiones similares en crías
de alpacas (Pérez, 2010). Estos resultados
evidencian que la enterotoxemia podría ser
un complejo patológico producto de
interacciones patológicas de infecciones pri-
marias de patógenos intracelulares (Ejem.
Eimeria spp o virus entérico), otras
extracelulares y toxinas clostridiales.

Posible Factor Desencadenante de la
Enterotoxemia

Desde que el C. perfringens tipo A es
parte de flora normal intestinal, se especula
la existencia de una variedad de poblaciones

bacterianas con diferentes habilidades para
expresar toxinas patogénicas. En este con-
texto, se señala la existencia de cepas
avirulentas y otras con diversos matices de
patogenicidad. Asimismo, la agresividad
patogénica podría depender del rápido creci-
miento bacterial y/o expresión del gen cpa,
así como al estado de la integridad intestinal.
Consecuentemente, es factible la posible exis-
tencia de factores biológicos y fisiológicos que
pueden alterar la salud intestinal y desenca-
denar una patología digestiva. En este esque-
ma, la búsqueda de patógenos intestinales en
edades tempranas, inicialmente infecciones
coccidiales, fue parte de los objetivos de nues-
tras investigaciones.

La identificación de posibles agentes
biológicos desencadenantes de patología in-
testinal se realizó en 108 intestinos (103 íleon
y 5 yeyunos) de animales muertos por
enterotoxemia. Los animales procedían de los
tres departamentos del sur peruano (Cusco,
Puno y Arequipa) (Rosadio et al., 2010). Los
estudios microscópicos revelaron cambios
patológicos en la superficie del lumen del
yeyuno e íleon. Se observó necrosis severa
asociada con acortamiento y fusión de las
vellosidades intestinales, así como congestión
difusa y hemorragia focalizada de la mucosa
(Cuadro 1; Figs. 1 y 2). En el 31% de las
muestras se observó presencia de abundan-

Cuadro 1. Asociación entre cambios histopatológicos y presencia de E. macusaniensis en el 
intestino delgado de animales muertos por enterotoxemia (2005-2008) 

 
Lesiones 2005 2006 2007 2008 Total 

Moderada a severa 
enteritis catarral 

1/5 1/2 2/13 1/1 5/21 (23.8%) 

Severa enteritis 
necrotizante 4/14 3/10 9/10 2/15 18/49 (36.7%) 

Enteritis hemorragia 
extensiva 4/9 0/5 5/17 1/4 10/35 (28.6%) 

Fuente: Rosadio et al. (2010)  
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Figura 1. Enteritis hemorrágica necrotizante extensiva con estructuras coccidiales inmaduras
(flechas) en un caso de enterotoxemia en alpaca neonata. Fuente: Rosadio et al.
(2010)

Figura 2. Enteritis necrótica mostrando acortamiento y destrucción de vellocidades asociado
con presencia de numerosas estructuras parasitarias (flechas) en un caso de
enterotoxemia en alpaca neonata. Fuente: Rosadio et al. (2010)
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tes estructuras parasitarias inmaduras corres-
pondiente a Eimeria macusaniensis, com-
prometiendo la mucosa y el epitelio de las
glándulas crípticas en yeyunos e íleon (Figs.
1 y 2). En los 108 casos se aisló C.
perfringens y la prueba de PCR múltiple
amplificó genes de la toxina α (tipo A) y en
19 de estos, adicionalmente, se detectó la pre-
sencia del gen cpb2 (Pérez, 2006).

La coexistencia de eimeriosis en casos
de enterotoxemia y diarreas fatales ha sido
previamente reportada (Rosadio y Ameghino,
1994; Palacios et al., 2006); de allí que la
identificación de estructuras parasitarias si-
milares asociadas a cambios patológicos in-
testinales en el 30% de los casos estudiados,
permiten indicar que las infecciones por
Eimeria podrían ser uno de los factores
desencadenantes o predisponentes para el
establecimiento de la enterotoxemia de la al-
paca.

El C. perfringens y algunas especies
de Eimeria, en forma independiente, pueden
establecerse y causar infecciones agudas
fatales en animales neonatos; pero la coexis-
tencia de ambos patógenos en el ambiente
intestinal puede resultar en un aumento de
las capacidades patológicas de cualquiera de
estos agentes o uno de ellos predisponer la
mayor capacidad infectiva del otro. En esta
posible interacción, el Clostridium parecería
no ser el agente predisponente a infecciones
eimeriales, pues la destrucción de los
enterocitos podría reducir la población celu-
lar necesaria para mantener una adecuada
replicación coccidial. Sin embargo, los efec-
tos citopáticos inherentes a la multiplicación
coccidial, podría muy bien facilitar los
nutrientes necesarios para iniciar la multipli-
cación bacterial y subsecuente producción y
absorción de toxinas potencialmente
patogénicas.

No se ha encontrado información sobre
la posible interacción entre Eimeria y
Clostridium en desórdenes intestinales en
alpacas; sin embargo, infecciones coccidiales
permiten el desarrollo clostridial para desen-

cadenar enteritis necrótica en pollos
(Hermans y Morgan, 2003). En aves, se co-
noce que las infecciones coccidiales estimu-
lan la proliferación de C. perfringens en el
intestino (Arakawa y Ohe, 1975; Kimura et
al., 1976; Dykstra y Reid, 1978), donde el
drenaje de proteínas plasmáticas producto de
la coccidiosis facilitarían ciertos factores de
crecimiento para el desarrollo del C.
perfringens (Van Immerseel et al., 2004).
Adicionalmente, cambios de pH de conteni-
do intestinal pueden promover el crecimiento
del C. perfringens, pues el bajo pH, en con-
diciones in vitro, inhibe el crecimiento bacterial
(Kmet et al., 1993) y en pH alcalino se
incrementa la producción de toxinas (Taylor
y Stewart, 1941). No se dispone de mucha
información al respecto en alpacas, pero el
pH en 51 muestras de intestinos afectados
fue de 6.8 comparado con pH de 5.8 en tres
muestras de intestino de alpacas muertas por
otras causas (Rosadio et al., 2010).

La asociación entre E. macusaniensis
y Clostridium en procesos enterotoxigénicos
han sido descritos en camellos (Kinne y
Wernery, 1998); sin embargo, las investiga-
ciones sobre la coexistencia de estos
patógenos merece ser ampliada, pues puede
ser responsable de una severa enteritis
hemorrágica necrotizante propia de la
enterotoxemia de la alpaca.

Ensayos Experimentales de Vacuna
Multivalente

Los resultados microbiológicos apoya-
ron el diseño, preparación y ensayo de una
vacuna convencional a base de cepas patogé-
nicas asociadas y aisladas de casos de
enterotoxemia (Yaya y Rosadio, 2005). La
vacuna inactivada tiene mayoritariamente
(80%) componentes bacterianos y sus
exotoxinas (sin enterotoxina) de cepas múlti-
ples (tipos A, A β 2, y C) aislados de alpacas,
mientras que el 20% restante son los tipos B
y D de origen ovino. La vacuna fue evaluada
en un ensayo de campo entre el 2001 al 2006
en una unidad de producción alpaquera del
departamento de Puno. La unidad de produc-
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ción presentaba historia de pérdidas eleva-
das por enterotoxemia, en un rebaño de 2000
crías anuales. El estudio contempló vacunar
a todas las hembras preñadas (dos dosis de
2.5 ml/dosis, vía s.c.) previo al parto y a to-
das las crías (una dosis de 2.0 ml, vía s.c.) a
los 10-15 días de edad en el primer año (2001)
y solamente a las crías en los años siguientes
(en el 2003 se vacunó solamente a las ma-
dres gestantes) (Rosadio et al., 2012).

La vacuna puede producir pequeñas
reacciones focalizadas en el lugar de inocu-
lación, pero sin inducir alteraciones sistémicas
(Yaya y Rosadio, 2005). La unidad de pro-
ducción reportó 37.4% de mortalidad gene-
ral y 19.5% de mortalidad específica a
enterotoxemia el año previo al inicio del pro-
grama de vacunación. La introducción de la
vacuna redujo la mortalidad total a 25.2, 23.7,
9.4, 12.1, 15.1 y 14.3% en los años 2001 a
2006, y la mortalidad neonatal debido a
enterotoxemia a 7.2, 9.1, 1.0, 0.1, 2.1 y 3.9%
para los años 2001 a 2006. Similares reduc-
ciones de mortalidad debidas a la enferme-
dad se han experimentado en fundos comu-
nales y privados con la inclusión de la vacuna
dentro de los calendarios sanitarios (D. Cas-
tillo, comunicación personal). El éxito de la
vacuna convencional (anacultivo) tiende a
apoyar, indirectamente, al posible rol de la
exotoxinas en la patogénesis de la enferme-
dad y descartando, a su vez, a la toxina cpe
(Yaya y Rosadio, 2005).
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