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PREVALENCIA E IDENTIFICACION MOLECULAR DE Clostridium perfringens
TIPO D EN HECES DE CAPRINOS CRIOLLOS (Capra hircus) MENORES DE
UN ANO Y CON SIGNO CLINICO DE DIARREA DEL DISTRITO PAPAYAL,
TUMBES

Bachiller: Gabriela Raguel SUCAPUCA SANTOS

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es determinar la prevalencia y la
identificacion molecular de Clostridium perfringens tipo D en heces de caprinos
criollos (Capra hircus) del distrito Papayal, Tumbes. Es de tipo descriptivo,
observacional, transversal y analitico. Se trabajé con 50 animales menores de 12
meses y con sintomatologia de diarrea como tamafio de muestra. Se utilizo técnicas
moleculares: aislamiento y purificacion bacteriana utilizando el medio de cultivo
Robertson cooked meat; extraccion de ADN con el Kit de Purificacion de ADN
microbiano  on el programa SPSS y la prueba Chi-cuadrado para la estadistica
inferencial. Los resultados fueron: la prevalencia de Clostridium perfringens tipo D
fue del 10%, encontrandose 6% en animales de 1-4 meses, 4% en animales de 5-
8 meses y no se encontré en animales de 9-12 meses. Segun la presencia de
diarrea se encontré una prevalencia de 2% en animales enfermos y 8% en animales
sanos. Se concluye que la prevalencia de Clostridium perfringens tipo D es de 10
% y que no existe predisposicion por la edad y signos clinicos de diarrea en los
animales de estudio.

Palabras clave: Clostridium perfringens tipo D, PCR, Identificacion molecular,
Ganado caprino.



PREVALENCE AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF CLOSTRIDIUM
PERFRINGENS TYPE D IN FECES OF CREOLE GOATS (CAPRA HIRCUS)
UNDER ONE YEAR OF AGE AND WITH SIGN OF DIARRHEA FROM THE
PAPAYAL DISTRICT, TUMBES

Bachelor: Gabriela Raquel Sucapuca Santos

SUMMARY

The objective of this work is to determine the prevalence and molecular
identification of Clostridium perfringens type D in Creole goat (Capra hircus) feces
from the Papayal district, Tumbes. It is descriptive, observational, cross-sectional
and analytical. We worked with 50 animals under 12 months and with symptoms of
diarrhea as a sample size. Molecular techniques were used: bacterial isolation and
purification using the Robertson cooked meat culture medium; DNA extraction with
the PureLink™ Microbial DNA Purification Kit; Polymerase chain reaction (PCR),
with specific primers for Clostridium perfringens type D; the amplicons were taken
to agarose gel electrophoresis, to observe the positive samples. The statistical
analysis was carried out with the SPSS program and the Chi-square test for
inferential statistics. The results were: the prevalence of Clostridium perfringens
type D was 10%, being 6% in animals 1-4 months old, 4% in animals 5-8 months
old and not found in animals 9-12 months old. According to the presence of diarrhea,
a prevalence of 2% was found in sick animals and 8% in healthy animals. It is
concluded that the prevalence of Clostridium perfringens type D is 10 % and that
there is no predisposition due to age and clinical signs of diarrhea in the study
animals.

Keywords: Clostridium perfringens type D, PCR, Molecular identification, Goats.
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INTRODUCCION

La enterotoxemia es una enfermedad con actividad letal, citotoxica y enterotoxica.
Se caracteriza por la presencia de lesiones morfoldgicas y fisiolégicas en el intestino
delgado de varios mamiferos causando diarrea en humanos y otros animales. (Niilo, 1973)

Uno de los patégenos bacterianos més prevalentes en el medio ambiente es
Clostridium perfringens, que puede aislarse de muestras de suelo, agua y también se
encuentra en la microbiota gastrointestinal de humanos y animales. Pero ocasionalmente
puede comportarse como un patégeno oportunista y desencadenar enfermedades como
gangrena gaseosa en ovinos y caprinos y disenteria en corderos, entre otras

enfermedades. (Morris & Fernandez-Miyakawa, 2009)

Es una bacteria Gram positiva, en forma de bacilo y anaerobio. Forma parte del
género Clostridium, compuesto por aproximadamente 150 especies. Algunas de estas
especies son altamente patégenas y ocasionan enfermedades, principalmente por la
sintesis de potentes toxinas extracelulares. Entre las especies patégenas mas conocidas
se encuentran Clostridium botulinum, que puede causar botulismo, Clostridium tetani, que
causa el tétanos, y Clostridium difficile, que est4 asociado con infecciones del tracto
gastrointestinal (Songer et al., 1996). Estas especies también pueden ser dificiles de
erradicar mediante la coccion u otros métodos de tratamiento térmico, ya que sus esporas

les permiten sobrevivir en el medio ambiente durante largos periodos de tiempo.

El Clostridium. perfringens se divide en cinco toxinotipos, es decir, A, B, C, D,y E
(Milton et al., 2017). Sobre la base de cuatro toxinas principales, como, alfa (cpa), beta
(cpb), épsilon (etx) e iota (itx), beta 2 toxina (cpb2) y enterotoxina (cpe), Las toxinas
especificas son responsables de los signos clinicos y un sindrome atribuible a cada tipo.
Las infecciones entéricas especificas de varias especies animales estan asociadas a
diferentes toxinotipos. (Ohtani & Shimizu, 2016)
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Es correcto mencionar que la toxina épsilon del Clostridium perfringens tipo D es el
toxinotipo méas patdgeno luego de las neurotoxinas tetanica y botulinica, y que es
sintetizada y secretada como una prototoxina de peso molecular de 32,7 kDa (Morris &
Fernandez-Miyakawa, 2009), que adquiere su maxima actividad biolégica tras sufrir un
clivaje proteolitico especifico. Es interesante mencionar que esta activacion es catalizada
por proteasas como la tripsina, la quimotripsina y una zincmetaloproteasa producida por C.
perfringens en la mucosa del sistema digestivo, y que el gen de esta toxina (etx) se
encuentra codificado en un elemento extracromosémico, un plasmido de gran tamafo.
(Songer, 1996). Esto le confiere a C. perfringens la capacidad de producir la toxina en
grandes cantidades y contribuye a su capacidad como patdgeno oportunista.

Generalmente, la tipificacion de las cepas de C. perfringens se ha descrito mediante
una prueba de neutralizacién de toxinas con los antisueros apropiados en animales de
laboratorio como cobayos También se puede utilizar un método basado en ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas) para tipificar aislados de C. perfringens. Sin embargo,
estos métodos a menudo requieren mucho tiempo y no siempre pueden identificar una
variedad de toxinas diferentes, lo que limita las opciones de subtipificacién (Hadimli et al.,
2012). Ademas, se requieren métodos de cultivo especiales para inducir la esporulacién,
lo que ayuda a identificar las cepas productoras de enterotoxinas. (Gajdacs, Spengler, &
Urbén, 2017)

Sin embargo, la genotipificacion de aislamientos de C. perfringens puede superar
este problemay se ha convertido en el estandar para la toxinotipificacién de C. perfringens.
Se han establecido protocolos de PCR, especialmente ensayos de PCR multiplex, para la

identificacion de los genes de toxinas simultdneamente. (Baums et al., 2004)

En los ultimos afios, el uso frecuente de la PCR y secuenciacién genémica ha
producido avances significativos en el aislamiento, identificacion y caracterizacién de
diversas micoorganismos, incluidas las especies de Clostridium (Woo et al., 2008). Estas
técnicas moleculares han permitido una identificacibn mas rapida y precisa de especies
bacterianas, asi como la identificacion de cepas patdgenas y sus factores de virulencia
asociados. Ademas, el uso de estas técnicas también ha favorecido a la compresion de la
base genética de la resistencia a los antibi6ticos y la evoluciobn de las poblaciones
bacterianas. En general, el mayor uso de técnicas moleculares ha mejorado en gran
medida nuestra capacidad para detectar y comprender las infecciones bacterianas

causadas por especies de Clostridium y otros patdogenos.
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El principal objetivo del presente trabajo de investigacion es determinar la
prevalencia e identificar molecularmente al Clostridium perfringens tipo D en heces de

caprinos criollos (Capra ircus) del distrito papayal, Tumbes.
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CAPITULO I. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Fundamentacién del Problema de Investigacion

La crianza de caprinos en el Peru esta asociada a pequefios productores con bajos
niveles de ingresos. Estos productores tienden a utilizar recursos marginales como restos
de cultivos, pastos naturales y arbustos para alimentar a sus cabras, lo que los convierte
en una fuente de proteina animal relativamente econémica.

La crianza de ganado caprino en el Per( se lleva a cabo principalmente en las
regiones costeras y montafiosas del pais y se encuentra en cantidades minimas en la zona
selvética. En la region costera, los departamentos con mas produccion son Piura, Lima e
Ica. En la regién montafiosa, la produccién se concentra principalmente en Ayacucho y
Huancavelica (GOmez et al., 2016). La ganaderia caprina esta dirigida principalmente a la
produccion de leche y carne para la elaboracion de queso. (MINAGRI, 2015)

Mientras que en la region Tumbes la crianza de ganado caprino es una practica
muy poco sustentable. Segun los reportes en el 2020 se logré alcanzar 35.3 toneladas de
peso vivo, teniendo un incremento minimo en el 2021 de 38.4 toneladas, con una variacién
de 8.9%. (INEI, 2021)

Gran parte de la crianza de caprinos esta orientado a un sistema extensivo,
adicionalmente la situacion del criador, el déficit de recursos para mejorar la produccion,
hacen que su tecnologia y fabricacion de productos sea deficiente y limitada,
comprometiendo directamente la comercializacién y demanda de sus productos. (Ortega,
2019)

Por otro lado. no cuentan con un sistema de manejo a nivel reproductivo, alimenticio
y sanitario; la mortalidad y morbilidad del ganado con agentes no conocidos por los
ganaderos hacen cada vez un reto su producciéon. Los agentes patégenos que afectan a
los caprinos son generalmente, parasitos, virus y bacterias; siendo estos ultimos comunes
causantes de mortalidad; también afectan la ubre, el rumen e intestino; el diagnostico
convencional es a nivel de cultivo microbiolégico y andlisis bioquimico, sin embargo, debido

a la mutacion constante de bacterias dichos resultados pueden dar falsos positivos.

La enterotoxemia en caprinos es una enfermedad infecciosa originada por la
bacteria Clostridium perfringens, vive normalmente en el tracto gastrointestinal de bovinos,
ovinos y caprinos. Es relativamente aerotolerante, formadora de esporas, no moviles y
Gram positivas (0.6-0.8x2-4 um). (Prescott, 2016)



Es una afeccion grave que afecta los intestinos y puede provocar la muerte subita
en las cabras. La enterotoxemia también se conoce como "enfermedad de comer en
exceso" porque a menudo ocurre cuando las cabras tienen acceso a una gran cantidad de
alimento o estan sometidos a cambios repentinos de regimenes de alimentacion esto hace
que las bacterias se multiplican rapidamente en su tracto digestivo, produciendo toxinas y
por consiguiente provocando toxemia, dafio en el sistema nervioso y shock al animal.

C. perfringens tipo D es responsable de una enterotoxemia altamente letal en
ovejas, cabras y otros rumiantes; es capaz de producir dos tipos de toxinas: enterotoxina
(CPA) y toxina la épsilon (ETX). (Mc Clane et al., 2006)

La identificacion de C. perfringens se ha basado en la administracion de
sobrenadantes bacterianos a animales de laboratorio. Sin embargo, la existencia de
técnicas moleculares, como la PCR, facilitan la deteccion de genes que codifican las
sustancias toxicas clave, como la toxina alfa, la toxina Beta, la toxina Epsilon y la toxina
lota. Esta técnica, a diferencia de la seroneutralizacion, es mas sensible para la
identificacion de los genotipos y subtipos de C. perfringens de manera temprana. (Uzal et
al., 1997)

En tal sentido, el presente trabajo esta orientado a la determinacién de la
prevalencia e identificacion molecular utilizando herramientas biotecnolégicas, tales como:
cultivo microbioldgico, extraccion de ADN y PCR (Reaccion de Cadena Polimerasa) de C.

perfringens tipo D en heces de caprinos criollos.

1.2. Formulacion del Problema de Investigacion
1.2.1. Problema General:

¢,Cual es la prevalencia de Clostridium perfringes tipo D en heces de caprinos

criollos (Capra hircus) del distrito Papayal, Tumbes?
1.2.2. Problemas Especificos:
¢La edad de los caprinos criollos (Capra hircus) del distrito Papayal, Tumbes es

un factor predisponente en la prevalencia de Clostridium perfringens tipo D?

¢El signo clinico de diarrea de los caprinos criollos (Capra hircus) del distrito
Papayal, Tumbes se encuentra relacionada a la prevalencia de Clostridium

perfringens tipo D?
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1.3. Formulacién del Objetivo
1.3.1. Objetivo General
Evaluar la prevalencia del Clostridium perfringens tipo D en heces de caprinos

criollos (Capra hircus) del distrito de Papayal, Tumbes.

1.3.2. Objetivos Especificos
Determinar si la edad de los caprinos criollos (Capra hircus) del distrito Papayal,
Tumbes es un factor predisponente en la prevalencia de Clostridium perfringens
tipo D.

Conocer si el signo clinico de diarrea de los caprinos criollos (Capra hircus) del
distrito Papayal, Tumbes se encuentra relacionada a la prevalencia Clostridium
perfringens tipo D.

1.4. Justificacion
Las malas practicas de manejo a nivel reproductivo, alimenticio y sanitario; la
mortalidad y morbilidad del ganado con agentes no conocidos por los ganaderos hacen

cada vez un reto la produccion caprina. (Consuelo & Rojo, 2003)

Del mismo modo, la enterotoxemia es una enfermedad importante de las cabras y
puede presentarse como un sindrome de muerte subita o como una diarrea cronica

culminando en la muerte o recuperacién espontanea.

Es causada por el Clostridium perfringens tipo D, que normalmente reside en el
estdbmago de los caprinos. Cuando ocurre un desequilibrio en el equilibrio fisiolgico, la
enfermedad puede presentarse, atacando a los cabritos mas gordos que estan préximos
al destete y a las cabras mas gordas. Cuando hay un cambio repentino en la alimentacion,
puede promover la multiplicacion de estas bacterias (Rosadio et al., 2012). Afectando

directamente la rentabilidad de la produccion caprina del pequefio productor.

Para disminuir el riesgo de enterotoxemia se requiere un manejo adecuado de la
dieta del animal y evitar la alimentacion en exceso, lo que puede causar trastornos

digestivos que conducen al desarrollo de la enfermedad.

El siguiente trabajo serd un aporte para determinar el agente infeccioso causal de
una de las patologias mas frecuentes en ganado caprino, y asi contribuir con el preciso

diagnéstico del Clostriidium perfringens.
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1.5.

Limitaciones

Se cuenta con el tiempo y las competencias para realizar el proyecto, sin embargo,

el recurso econoémico fue una limitante debido al costo de los insumos de laboratorio, del

mismo modo la distancia entre las unidades familiares de crianza de caprinos dificulto la

toma de muestra.

1.6.
1.6.1.

1.6.2.

1.7.
1.7.1.

1.7.2.

Formulacion de Hipotesis

Hipotesis General
Hi: Existe alta prevalencia de Clostridium perfringens tipo D en heces de caprinos
criollos (Capra hircus) del distrito de Papayal, Tumbes.

Ho: Existe baja prevalencia de Clostridium perfringens tipo D en heces de

caprinos criollos (Capra hircus) del distrito de Papayal, Tumbes.

Hipotesis Especifica

Hi: La edad de los caprinos criollos (Capra hircus) del distrito Papayal, Tumbes si
es un factor predisponente en la prevalencia de Clostridium perfringens tipo D

Ho: La edad de los caprinos criollos (Capra hircus) del distrito Papayal, Tumbes

no es un factor predisponente en la prevalencia de Clostridium perfringens tipo D

Hi: El signo clinico de diarrea de los caprinos criollos (Capra hircus) del distrito
Papayal, Tumbes si se encuentra relacionada a la prevalencia de Clostridium
perfringens tipo D

Ho: Hi: El signo clinico de diarrea de los caprinos criollos (Capra hircus) del distrito
Papayal, Tumbes no se encuentra relacionada a la prevalencia de Clostridium

perfringens tipo D

Variables

Variable Independiente

La edad de caprinos
Signos clinicos de diarrea

Variable Dependiente:

Prevalencia de Clostridium perfringens tipo D
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1.8. Definicion tedricay operacionalizacion de variables

1.8.1. Definicion teodrica

Clostridium perfringens: Es una bacteria moévil, que puede producir esporas. Este

microorganismo es capaz de producir fuertes exotoxinas que pueden dar lugar a cuadros

extremadamente toxicos.

PCR: Técnica molecular denominada Reaccién de la polimerasa en cadena.

1.8.2 Operacionalizacion de variables

Clostridium | Cualitativa _ Positivo=1
. . Nominal _ PCR
perfringens nominal Negativo =2

_ Tipo De Escala ) _
Variable _ o Categorias Indicador Instrumento
Variable | Medicion
Variable dependiente
Ficha de

registro para la
obtencién de
muestra
(Anexo n°2)

Variable independiente

Observacion
o 1-4 m=1
Cualitativa _ de la
Edad _ Ordinal 5-8m=2 o
ordinal Denticion
9-12 m =3
_ Observacion
Signo o
Cualitativa SIl=1 de la
clinico de Nominal
. nominal NO =2 Consistencia
diarrea
de las heces

Ficha de
registro para la
identificacion de

los positivos a
Clostridium
perfringens

(Anexo n°3)
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Hakan et al., (2023) en su trabajo titulado Caracterizacién molecular y Deteccion
de Clostridium perfringens, Paeniclostridium sordellii y Clostridium septicum de corderos y
cabritos con abomasitis hemorrdgica en Turquia™. Tuvo como objetivo investigar la
frecuencia y la presencia de genes de virulencia de Clostridium perfringens,
Paeniclostridium sordellii y Clostridium septicum en corderos y cabritos con abomasitis
hemorrdgica. Trabajaron con un total de 38 muestras de abomaso, recolectadas de
corderos y cabritos de 1 semana a 1 mes de edad entre 2021 y 2022. Las muestras fueron
evaluadas por histopatologia, cultivo y PCR. Sus resultados revelaron que C. perfringens
tipo A fue la especie detectada con mayor frecuencia (86,84 %), ya sea sola o0 en
combinacion con otras especies de Clostridium. El gen de la toxina beta2 (cpb2) se
encontré en tres de las muestras positivas de C. perfringens tipo A. Concluyen que la
vacunacion de animales prefiadas con vacunas de toxoides seria beneficiosa en cuanto a

la proteccion de los animales recién nacidos contra las infecciones por clostridios.

Mudassar et al., (2020) en su investigacion titulada: “"Prevalencia, caracterizacion
genotipica y fenotipica y perfil de resistencia a antibiéticos de Clostridium perfringens tipo
Ay D aislado a partir de heces de ovejas y cabras en Punjab, Pakistan™. El objetivo fue la
caracterizacion molecular de diferentes tipos de Clostridium perfringens junto con su perfil
de resistencia antimicrobiana. Trabajaron con un total de 399 muestras de heces de ovejas
y cabras en la provincia de Punjab, Pakistan durante un periodo de un afio utilizando una
técnica de muestreo aleatorio. Las muestras fueron evaluadas utilizando técnicas de
cultivo, pcr y susceptibilidad antimicrobial. Se detecté una prevalencia general mas alta de
C. perfringens (46,1 %) entre ovejas y cabras (sanas y enfermas). La mayoria de los
aislamientos se caracterizaron como tipo A (82%), seguido del tipo D (18%). Concluyen
gue se necesitan estudios de patogenia para comprender el papel de varias toxinas en la

causa de infecciones entéricas en ovejas y cabras.

Salik et al., (2017) en su trabajo titulado ~~Aislamiento, caracterizacién molecular y
prevalencia de Clostridium perfringens en ovinos y caprinos del Himalaya de Cachemira,
India™ El objetivo fue informar la prevalencia de Clostridium perfringens en ovejas y cabras

y caracterizarlas molecularmente con respecto a los genes de la toxina. Trabajaron con
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177 muestras (152 de ovejas y 25 de cabras) recolectadas de animales sanos, con diarrea,
y material mérbido de animales sospechosos de haber muerto por enterotoxemia. Los
aislados presuntamente positivos se confirmaron mediante PCR. Todos los aislamientos
confirmados fueron seleccionados para seis genes de toxinas, a saber; cpa, cpb, etx, cpi,
cpb2 y cpe utilizando una PCR multiplex. La amplificacion por PCR revel6 que, de 177
muestras, 125 (70,62%) resultaron positivas para C. perfringens, de las cuales 110
(72,36%) eran de ovejas y 15 (60%) de cabras. La prevalencia del toxinotipo D de C.
perfringens en corderos (56,16 %) y cabritos (46,16 %), seguido de 3,84 % en ovinos
adultos, mientras que estuvo ausente en muestras de caprinos adultos. Se concluy6 que
hubo una alta prevalencia de C. perfringens, incluso en corderos de un dia. Los toxinotipos

Ay D prevalecen tanto en ovejas como en cabras.

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Pezo et al. (2018) en su trabajo” Induccion Secretoria de IgG, con toxina
de Clostridium perfringens Tipo A para la reduccién de mortalidad por enterotoxemia en
crias de Alpacas’ en Cusco, Peru. El proyecto pretendia inducir IgG secretora con la toxina
tipo A de Clostridium perfringens para reducir la mortalidad por enterotoxemia en las crias
de alpaca. La metodologia consistié en preparar un toxoide a partir de muestras intestinales
de crias con enterotoxemia positiva para C. perfringens Tipo A. El toxoide se administré a
hembras gestantes al noveno y décimo mes de prefiez y a crias a los 10 dias de vida. Los
resultados mostraron que la administracion del toxoide indujo una mayor proteccion en los
grupos 1y 2 que en los grupos 3y 4, por lo que se concluy6 que el toxoide brinda proteccion

contra la enterotoxemia en alpacas.

Pérez, Maturrano & Rosadio (2012) en su investigacion “~“Genoatipificacion y
subtipificacion molecular de cepas de Clostridium perfringens aisladas en alpacas muertas
por enterotoxemia “"Lima, Perd. Su principal objetivo fue Genotipicar y subtipificar
molecularmente cepas de Clostridium perfringens aisladas a partir de alpacas muertas por
enterotoxemia. El proyecto utiliz6 47 muestras intestinales de alpacas recién nacidas
diagnosticadas con enterotoxemia en el afio 2005 y las procesaron mediante técnicas de
cultivo microbiano, extraccion de ADN y PCR. La investigacion encontr6 que 46 de 47
aislamientos (97,9%) correspondian al genotipo A, entre los cuales 13/46 (28,3%)
contenian adicionalmente el gen 32, mientras que las 33 muestras restantes (71,7%) eran
negativas para ambos genes secundarios. El estudio sugiere que las toxinas alfa y beta2
pueden estar involucradas en casos de enterotoxemia en alpacas, pero excluye la
enterotoxina. Esta investigacion proporciona informacion sobre las caracteristicas

moleculares de las cepas de Clostridium perfringens asociadas con la enterotoxemia, lo
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que puede informar el desarrollo de enfoques diagndsticos y terapéuticos efectivos para la

enfermedad en alpacas y otras especies susceptibles.

Rosadio et al. (2012) llevé a cabo su trabajo de investigacion titulado: ~ Avances
en el estudio de la patogénesis y prevencion de la enterotoxemia de las alpacas” La Molina
Lima, Perd. Tuvo como objetivo hacer un acopio de las investigaciones realizadas en Peru,
sobre la incidencia de enterotoxemia en alpacas. Describieron varios estudios que se
centraron en los aspectos microbiolégicos y moleculares de la enterotoxemia en alpacas,
y se encontré que C. perfringens es el principal agente causal. Los resultados de estos
estudios informaron el desarrollo de una vacuna inactivada convencional que contiene
toxoides tipo A y C, que ha demostrado reducir significativamente la mortalidad por
enterotoxemia en crias de alpacas en ensayos de campo. La declaraciéon describe
correctamente los componentes de la vacunay la tasa de éxito de la vacuna en la reduccion
de la mortalidad por enterotoxemia. Por lo tanto, se puede concluir que el desarrollo de una

vacuna ha tenido éxito en la reduccién de la incidencia de enterotoxemia en alpacas.

2.2. Bases Teodricas

2.2.1. Ganado caprino

Hace aproximadamente diez mil afios, en las regiones montafiosas de Iran, se llevo a cabo
la domesticacion de la cabra (Capra hircus). Estos animales herbivoros poseen una
alimentacién diversa y pueden consumir una mayor cantidad de especies vegetales en
comparacion con otros tipos de ganado. Las cabras salvajes actllan como portadoras de
enfermedades que afectan a las especies oriundas, siendo las que se encuentran en islas

las mas susceptibles a estos impactos. (Global Invasive Species Database, 2014)

2.2.1.1. Taxonomia
Reino: Animalia, Phylum: Craniata,Clase: Mammalia, Orden: Artiodactyla,
Familia: Bovidae, Género: Capra, Especie: hircus, Nombre cientifico: Capra hircus

Linnaeus, Nombre comun: Cabra doméstica ( Global Invasive Species Database, 2014)

2.2.1.2. Descripcion

Capra hircus es una especie que se caracteriza por poseer una conformacion
robusta, pezufias anchas y patas fuertes. Hay presencia de diversas razas, 1o que implica
variaciones en cuanto a su tamafo, que oscila entre 1.20 y 1.60 metros, y su peso, que va
desde los 25 hasta los 95 kilogramos. Ademas, presentan una amplia gama de colores en
su pelaje, que pueden ser claro, negro, café, blanco, manchado, entre otros. Tienen una

chiva debajo de la mandibula, un hocico largo y una cola de tamafio pequefio. En cuanto
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a los cuernos, pueden estar presentes o no, en los machos pueden llegar a medir hasta
130 centimetros de largo, mientras que en las hembras su longitud alcanza los 30
centimetros. (Alvarez Romero & Medellin, 2005).

2.2.1.3. Distribucion
Afganistan, Oman, Pakistan, Asia menor, Suroeste de Asia, Italia y la Peninsula de

los Balcanes (Alvarez Romero & Medellin, 2005).

2.2.2. Principales enfermedades del ganado caprino

2.2.2.1. Brucelosis

B. melitensis es el principal agente involucrado en la causa de la brucelosis en las
cabras, y también se considera que es uno de los agentes que desencadena la brucelosis

humana, también conocida como fiebre de Malta (Blasco, 2010).

La via de transmisiébn mas importante de esta enfermedad es a través de la boca,
que ocurre cuando los animales infectados ingieren alimentos o agua contaminados. Cabe
sefalar que B. melitensis se puede excretar en la leche y el calostro, lo que implica que la
mayoria de las infecciones latentes probablemente se adquieran a través del consumo de
estos productos (Blasco, 2010).

Los animales infectados presentan signos clinicos que son extremadamente
importantes econOmicamente. En las mujeres sexualmente activas, estos sintomas
incluyen disminucion de la fertilidad, abortos y disminucién de la produccion de leche. En
los hombres, estos sintomas incluyen orquitis y epididimitis. También se han reportado
casos de artritis (Lebre et al., 2014).

2.2.2.2. Clamidiasis

Las bacterias que causan la clamidia son la causa principal de la enfermedad
infecciosa y contagiosa conocida como clamidiasis. La especie que mas afecta a las vacas
se llama C. abortus; es una bacteria obligatoria intracelular que exhibe un ciclo de

desarrollo multicelular irregular (Essig & Longbottom , 2015).

Esta enfermedad se distingue por causar abortos espontaneos en las etapas finales
del embarazo o alrededor del momento del nacimiento de bebés débiles. La mayoria de
las veces, el aborto ocurre sin previo aviso, mientras que los cambios de comportamiento
y las secreciones vaginales que contienen una cantidad significativa de érganos fetales
pueden aparecer entre 24 y 48 horas antes de la perdida. (Essig & Longbottom , 2015).
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Como zoonosis, se ha informado que la clamidiasis afecta a mujeres embarazadas,
particularmente después del contacto con cabras infectadas. (Essig & Longbottom ,

2015).

2.2.2.3. Colibacilosis

Uno de los principales sintomas de la colibacilosis, enfermedad provocada por
Escherichia coli, es la diarrea en recién nacidos. Hay dos formas reconocidas de la
enfermedad: colibacilosis gastrointestinal y sistémica. (Garcia De Jalén, 2000)

La colibacilosis gastrointestinal se presenta en animales de dos y diez dias de edad.
El cabrito presenta debilidad, caquexia y deshidratacién. La diarrea es tipicamente de un
tono blanco casi liquido de color crema. Si los animales no reciben el tratamiento adecuado

y rapido, pueden morir dentro de las 12 horas posteriores a la apertura de las instalaciones

clinicas. (Garcia De Jalén, 2000)

La colibacilosis septicémica ataca a cabras entre dos y seis semanas de edad; la
bacteria coloniza la mucosa gastrointestinal o respiratoria y se propaga al torrente
sanguineo, provocando en los animales aumento de la temperatura rectal, meningitis y

artritis sin presentar diarrea. La fuente de transmisibn mas significativa es a traves de
cabritos infectados, siendo la transmision fecal-oral la mas comun. (Garcia De Jalon,

2000).

2.2.2.4. Enterotoxemia

En el afio 1970 se purificé y caracterizo la enterotoxina de Clostridium perfringens,
conocida como cpe por sus siglas en inglés (Hauschild y Hilsheimer, 1971); Desde
entonces, ha habido suficiente evidencia para apoyar la hip6tesis de que esta toxina es la
principal causa de intoxicacion alimentaria causada por CI. perfringens tipo A. En los
Estados Unidos, la segunda y tercera causa de intoxicacion alimentaria en humanos son
causadas por Cl. perfringens tipo A. (Satija y Narayan, 1980). Ademés, esta toxina esta
relacionada con el 5y el 15 % de los trastornos gastrointestinales humanos que no estan
causados por intoxicaciones alimentarias (Borriello et al., 1984). Un ejemplo de esto es la
diarrea inducida por antibiéticos. La enterotoxina, por otro lado, es importante en medicina
veterinaria ya que causa diarrea en una variedad de especies animales, incluidos cerdos,

ovinos, bovinos, equinos, aves y caninos. (Cornillot et al., 1995).

Las actividades letales, citotoxica y enterotOxica estan todas presentes en la

enterotoxina. La diarrea que se observa en humanos y otras especies animales es causada
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por dafio a su morfologia y fisiologia que ocurre en los intestinos de varios mamiferos.
(Miyakawa y Uzal, 2005).

A. Etiologia
Phylum Firmicutes
Clase Clostridia
Orden Clostridiales
Familia Clostridiaceae,
Genero Clostridium
Especie C. perfringens (Garrity et al., 2001)

Fue descubierto por primera vez en 1892 por Welch y Nutball utilizando muestras
de un cuerpo humano en descomposicion. Anteriormente conocida como C. welchii, esta
bacteria esta ampliamente distribuida como componente normal de la flora intestinal y
subcutanea de los animales de sangre caliente, especialmente del tipo A, mientras que los
tipos B, C, D y E son menos comunes en el tracto gastrointestinal y son ocasionalmente se
encuentran en el medio ambiente ((Joclik y Willett, 1991). MicroscGpicamente C.
perfringens es un bacilo grampositivo que a menudo se encuentra solo o en pares, rara vez
en cadenas, y tiene una capa de peptidoglicano que puede verse en frotis directos de

fluidos y tejidos corporales. (Brooks et al., 1998)

C. perfringens es un microorganismo que fermenta lactosa, glucosa, sacarosa
maltosa, y otros tipos de azlcares, ademas de ser un productor estricto de gases como
CO2 e hidrégeno, que suministra al ambiente donde ocurre el crecimiento anaerdbico
(Madigan et al., 2001). Hay informes que sugieren que la eimeriosis puede representar un
riesgo para desencadenar la infeccion. Esto se debe a que puede causar suficiente dafio
tisular en el intestino grueso para fomentar el crecimiento de C. perfringens. Ademas, se
sospecha que los patégenos de E. coli que causan la necrosis de las células epiteliales
también pueden fomentar un entorno favorable para el crecimiento acelerado del bacilo, lo

que lleva a la subsiguiente acelerada sintesis de toxinas (Luna, 2009).

C. perfringens se clasifica en cinco tipos A, B, C, Dy E. El Tipo A puede causar la
destruccién de las membranas epiteliales intestinales y se puede encontrar en el suelo y
en animales clinicamente normales (Bradford, 2010), mientras que los Tipos B, Cy D se
asocian comunmente con enteritis hemorragica, enterotoxemia necroética y enterotoxemia

clasica en bovinos, particularmente en terneros (Pineda et al., 2004). El Clostridium
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perfringens tipo E se encuentra principalmente en terneros, pero los estudios han
demostrado que puede estar presente en vacas adultas y causar enteritis hemorragica,
mastitis necrética y muerte subita (Redondo et al., 2013). Cada uno de estos producen

diferentes tipos de toxinas (Tabla 1).

Tabla 1. Tipificacion de C. perfringens basado en la sintesis de toxinas.

Tipo Toxinfl - :
Alfa Beta Epsilon Iota
A + - - -
B + + + -
C + + - -
D + - + -

(Benitez et al., 2022)

Por ahora, la virulencia de esta especie se debe a la produccion de toxinas, en las
que las bacterias sintetizan una serie de toxinas grandes y pequefias que intervienen en el

proceso de patogenicidad (Briolat y Reysset , 2002).

R

l.Opm

Figura 1. Ultra estructura de las esporas de Cl. Perfringens (Li et al., 2016).
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B. Tipos de Clostridium perfringens

Clostridium perfringens tipo A. Esta relacionado con la abomasitis bovina, produce una
0 mas toxinas nuevas vinculadas a las de otros organismos clostridiales, lo que puede
conducir a una enfermedad gastrointestinal grave (Nowell et al., 2012). Aunque los
mecanismos subyacentes de la enfermedad no se comprenden bien, se ha observado en
terneros, donde se manifiesta clinicamente como taquicardia abomasal y distension
abdominal. También se asocia a la presencia de inflamacion hemorragica necrosante
aguda. (Van et al., 2009)

Clostridium perfringens tipo B. La toxina beta es el factor de virulencia que causa la
enterocolitis hemorragica aguda en animales jovenes 0 rumiantes recién nacidos,
tipicamente en terneros menores de 10 dias (Simpson et al., 2018).

Clostridium perfringens tipo C. Debido a la accion de la toxina beta a nivel intestinal, la
enfermedad provoca enteritis necrética en animales neonatos de varias especies,
incluidos los bovinos. Esta toxina provoca una severa necrosis de la mucosa intestinal. Es
vital tener en cuenta que esta cepa en particular tiende a causar la muerte de los animales

en menos de 24 horas (Uzal, 2013).

Clostridium perfringens tipo D. Sintetiza una exotoxina potente denominada toxina
épsilon que se secreta inicialmente como una protoxina inactiva. Esta prototoxina se activa
en los intestinos mediante la accién de proteasas derivadas de C. perfringens. (Jones et
al., 2015).

Clostridium perfringens tipo E. Debido a la produccién de la toxina alfa e iota, en los
rumiantes se puede producir enteritis hemorragica o muerte séptica. Aunque no se sabe
mucho sobre la patogenia de las infecciones por C. perfringens tipo E, esta cepa se ha

aislado en terneros y en bovinos con enteritis. (Redondo et al., 2015)

C. Tipos de Toxinas
Toxina Alfa. Segin Consuelo y Rojo (2003), la Toxina Alfa es una fosfolipasa C o lecitinasa
C que tiene la capacidad de actuar sobre las membranas celulares, provocando hemolisis

y necrosis en las células afectadas (Maxie, Kennedy y Palmer's, 2016)

Toxina Beta. es una toxina que tiene la capacidad de formar agujeros en las membranas

celulares, lo que induce necrosis y, ocasionalmente, diversos efectos neurologicos. Aunque
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el mecanismo exacto aun no se comprende por completo. Es importante tener en cuenta
que esta toxina, que es rapidamente inactivada por la enzima tripsina, es extremadamente
sensible a su accion. Esta propiedad es crucial para comprender la patogenia de las

enfermedades relacionadas con las toxinas beta (Maxie , Kennedy, & Palmer’s, 2016)

Toxina lota. Es una toxina binaria que esti conformada por la toxina lota a y lota b. Al
igual que otras toxinas, es producida inicialmente al igual a una prototoxina inactiva y
requiere la activacion mediante enzimas proteoliticas para desencadenar su actividad
téxica. Esta activacion enzimatica es necesaria para que la toxina lota sea funcional y

ejerza sus efectos biolégicos. (Maxie , Kennedy, & Palmer’s, 2016)

Toxina Epsilon. Producida como una prototoxina relativamente inactiva, necesita ser
activada a traves de la digestion enzimatica. La tripsina, la quimotripsina intestinal y la
toxina lambda producida por la propia C. perfringens son las tres enzimas principales
responsables de la activacién de la prototoxina Epsilon. La toxina Epsilon es una toxina
formadora de poros que causa principalmente efectos neuroldgicos y respiratorios. Aunque
existe evidencia de que la toxina Epsilon puede tener un impacto directo en las neuronas
del cerebro, estos efectos se atribuyen principalmente a un aumento de la permeabilidad

vascular (Maxie , Kennedy, & Palmer’s, 2016).

Las cepas de C. perfringens son parte de la microbiota normal del medio ambiente y
del intestino de los bovinos. Sin embargo, ciertos factores, tales como cambios violentos
en la alimentacion o condiciones ambientales adversas, pueden perturbar el equilibrio de
la microbiota intestinal y favorecer la proliferacion excesiva de C. perfringens (Uzal F et al.,
2013). Es decir, es conocida por su gran cantidad de toxinas y enzimas cataliticas que
contribuyen a su virulencia. Estas bacterias producen una variedad de enzimas hidroliticas,
también conocidas como toxinas menores, que desempefian un importante rol para
desencadenar el ciclo patolégico en el animal. Siendo las siguientes enzimas: DNasa,
Hemolisina, Colagenasa, Neuraminidasa, Hialuronidasa, Ureasa y Proteasa (Figura 2.).
(Goosens et al., 2017).
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(b) Enzimas hidroliticas
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Figura 2. Clostriidium perfringens (Cerquetti 2015)

D. Cuadro clinico

Las bacterias ingeridas o las ya existentes en el intestino pueden multiplicarse
rapidamente y producir una gran cantidad de toxinas, que luego son absorbidas y provocan
una disminucién del peristaltismo intestinal cuando estos factores predisponentes estan
presentes. Los cambios en la dieta, como el exceso de alimentos consumidos, ya sean
altos en proteinas o energia, el estrés y la presencia de numerosos parasitos son factores
que pueden afectar el ambiente intestinal. Estas acciones modifican el entorno, dando
como resultado grandes areas de necrosis donde los clostridios encuentran un entorno

favorable para su crecimiento (Cervifio Lopez, 2000).

E. Signos clinicos

Una caracteristica notable de las enterotoxemias causadas por Clostridium perfringens
es la rapida progresion de la enfermedad. En muchos casos, los animales afectados
pueden parecer sanos y tener una buena condicion corporal antes de presentar los
sintomas. Sin embargo, una vez que aparecen los signos clinicos, la enfermedad puede

avanzar rapidamente (Maxie , Kennedy, & Palmer’s, 2016)

Los signos premonitorios pueden incluir decaimiento, fiebre, falta de coordinacion,
diarrea y convulsiones. Estos signos pueden ser indicadores de la presencia de toxinas en

el cuerpo del animal y de la progresion de la enfermedad. La muerte del animal puede
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ocurrir en un corto periodo de tiempo, a menudo dentro de las 5 horas siguientes a la

aparicion de los sintomas (Valgaeren et al., 2013)

El rapido progreso de la enfermedad es una caracteristica distintiva de las entero
toxemias causadas por C. perfringens y es crucial actuar rapidamente para controlar la

diseminacion, asi como también realizar un correcto tratamiento (Valgaeren et al., 2013)

2.2.3. PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa, también conocida como PCR para abreviar
(reaccion en cadena de la polimerasa), es una herramienta de biologia molecular creada
por Kary Mullis en 1986. (Bartlett & Stirling, 2003), todo el proceso de PCR se automatiza
utilizando un dispositivo llamado termociclador, que ayuda a calentar y enfriar los tubos de
reaccion para regular la temperatura requerida en cada etapa de la reaccion. La pared muy
delgada de los tubos de PCR que facilita una buena conductividad térmica, lo que permite

alcanzar rapidamente el equilibrio termodinamico. (Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989)

2.3. Bases Conceptuales o Definicion de Términos Béasicos

2.3.1. Identificacion molecular

Se centra en la estructura de los acidos nucleicos, como el ADN o el ARN, para
determinar la identidad de un organismo o una especie. Estas técnicas se centran en la
evaluaciéon de secuencias genéticas especificas o0 en la deteccion de marcadores
moleculares Unicos para cada organismo. (Ward & Roy, 2005)

El desarrollo de nuevas herramientas moleculares se ha visto facilitado por el
descubrimiento de la PCR, la clonacion, la secuenciacion y la tecnologia de deteccién de
fluorescencia, asi como por la accesibilidad a una gran cantidad de informacion en Internet.
Su uso ha aumentado considerablemente la capacidad de identificar y cuantificar muchas
bacterias emergentes, como Escherichia coli 0157, Helicobacter pylori y Campylobacter

sp (Palomino Camargo & Gonzalez Mufioz, 2014)

2.3.2. Clostridium perfringens tipo D

La enterotoxemia tipo D es una importante enfermedad infecciosa que afecta a los
rumiantes. pequefios en todo el mundo. Se desencadena después de la rapida
multiplicacién de C. perfringens tipo D en los intestinos, mayormente en respuesta a un
cambio dietético repentino, como la introduccién de un nivel superior de nutricidon. Toxina

Epsilon, una poderosa exotoxina producida por C. perfringens tipo D, se secreta como una
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prototoxina temporalmente inactiva y es activada en los intestinos por proteasas del animal
o de la C. perfringens. (Jones, Dagleish, & Caldow, 2015)

2.3.3. Ganado caprino

El conjunto de operaciones destinadas a la cria de Capra aegagrus hircus en
beneficio de la actividad humana se conoce como produccion caprina. (Global Invasive
Species Database, 2014).

2.4. Bases epistemoldgicas

La base epistemoldgica para el siguiente trabajo es el positivismo, donde nos indica
que todo concepto se obtiene a través de la experiencia y las hipétesis deben ser

contrastadas.
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CAPITULO lll. METODOLOGIA

3.1. Ambito

El estudio se realiz6 en caprinos de unidades familiares ubicadas en el distrito de
Papayal de la provincia de Zarumilla en la regién de Tumbes. El distrito de Papayal es en
efecto uno de los cuatro distritos que componen la provincia de Zarumilla, la cual se ubica
al norte de la region de Tumbes. Limita al norte con los distritos de Zarumilla y Aguas
Verdes, al este con Ecuador, al sur con el distrito de Matapalo y al oeste con la provincia
de Tumbes. (INDECI, 2008).

La identificacion molecular se efectué en las instalaciones del Laboratorio de
Biotecnologia Molecular del I.S.T.P 24 de Julio de Zarumilla, localizado en la provincia de
Zarumilla, departamento de Tumbes. Zarumilla esta ubicada a una altitud de
11 m.s.n.m., tiene una temporada de lluvias durante el verano y seca en el periodo de
invierno; no obstante, las precipitaciones estan en aumento por el calentamiento
global durante la estacion lluviosa. En Zarumilla, la T° media al afio es de 25.3 °C. La
precipitacion es de 421.2 mm al afio. (INDECI, 2008).

- o«
s

| o« N
Zarumilla m#

<

Tumbes
7 Papayal

Figura 3. Ubicacion del distrito de Zarumilla, region Tumbes (Google Maps, 2023)

31


https://es.wikipedia.org/wiki/M_s._n._m.

3.2. Poblacion

Los caprinos criollos de las unidades familiares, ubicados en el distrito de Papayal
es la poblacion en estudio, siendo una poblacién de 250 cabezas de ganado caprino, esta
informacién fue proporcionada por el presidente de la asociacién de técnicos agropecuarios

de Zarumilla (Tec. Agrop. Cesar Panta Moran, 2023).

3.2.1. Criterios de inclusion:
Animales menores de un afio de edad
Animales con signos de diarrea
Animales sin signos de diarrea

Animales machos y hembras

3.2.2. Criterios de exclusién
Animales mayores de un afio

Animales con tratamiento de antibiético

3.3. Muestra
50 caprinos de la raza criolla, fueron considerados como el grupo y el tipo de

muestreo sera no probabilistico selectivo y por conveniencia.
3.4. Nivel y tipo de estudio
3.4.1. Tipo de investigacion

Descriptivo y explicativo

3.4.2. Nivel De Investigacion

Observacional y Transversal

3.5. Disefio de investigacion.

No experimental

3.6. Método, técnica e instrumento

3.6.1. Método
Se utilizaron los métodos generales, tales como: deductivo, inductivo, analitico y

sintético. Asi como también el método cientifico.

3.6.2. Técnica
En el presente estudio se utilizaran diversas técnicas de microbiologia,

biotecnologia molecular y bioinformatica para la identificacion molecular de la bacteria.
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3.6.3. Instrumento
La ficha de registro para la toma de muestra (ANEXO 2) y ficha de registro para la
identificacion de los positivos a Clostridium perfringens (ANEXO 3), fueron los instrumentos

para la presente investigacion.

3.7. Validacién y confiabilidad del instrumento
Las herramientas e instrumentos que se utilizaron se evaluaron por profesionales

con conocimiento de la unidad de andlisis dentro de una poblacion de animales.

3.8. Procedimiento

3.8.1. Toma de muestra.

La recaudacion de las muestras de heces fue previa coordinacion con la asociacion
de productores de caprinos, con la finalidad de obtener sus permisos.

El muestreo se llevo a cabo teniendo en cuenta los criterios de exclusién y inclusion,
los datos obtenidos fueron registraron en la ficha de registro para la toma de muestra de
heces (ANEXO 2)

La toma de muestra se realizO de la manera mas aséptica para evitar la
contaminacién. Dichas muestras fueron colectadas directamente del recto utilizando
guantes estériles y fueron almacenadas en tubos eppendorf de 50 ml a una temperatura
de 4°c. de un total de 50 animales, para luego ser llevadas al Laboratorio, para su

respectivo procesamiento.

3.8.2. Aislamiento y purificacion bacteriana

Para el cultivo bacteriano se utilizé 1 gr de heces, luego se alicuot6é en un tubo de
15 ml con 10 ml de caldo Robertson’s Cooked Meat (RCM), cada muestra por separado.
El aislamiento bacteriano se realiz6 con una dilucion de 50 uL de muestra més 950 uL de
caldo RCM (dos veces).

Después del crecimiento de las bacterias, se realiz 4 purificaciones en placas Petri
(Medio agar RCM) empleando el método de estrias. Inmediatamente se selecciond una
UFC (unidad formadora de colonia) segun el tamafio, morfologia y color. Posteriormente
se vertié en un tubo eppendorf (1.5ml) el cual contenia 950 yL del medio de cultivo (caldo
RCM), y llevadas a incubacién a temperatura de 37°C durante 12 horas. Después de
reactivar la cepa bacteriana se procedié a tomar una alicuota de 50 ul del medio que
contenia la cepa y fueron llevadas a un nuevo tubo con el medio de cultivo (caldo RCM),

repitiendo el mismo procedimiento antes mencionado.
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3.8.3.

Extraccién de ADN gendmico bacteriano

El Kit de Purificacion de ADN microbiano PureLink™, fue utilizado para la extraccion

de ADN, las cantidades varian de acuerdo al tipo de muestra, segun las instrucciones del

fabricante.

3.8.4.

a. Preparado del lisado

Primero se midié 2 ml de cultivo microbiano, luego se adiciono en un tubo
Bead, seguido de 700 uL del Buffer Lisis (S1) y se vortexe6 hasta dispersar la
muestra en el liquido, después se afiadié 100 pL del buffer Lysis Enhancer (S2) y
se vortexed brevemente, incubandose a 65°C por 10 minutos para luego ser
centrifugado a 14,000 gravedades por 5 minutos, asi mismo se transfirié 400 uL del
liquido sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga, se afadié 250 uL Buffer
de Limpieza (S3) para ser vortexeado y centrifugado a 14,000 g por 2 minutos, 500
ML del liquido sobrenadante fue transferido otro tubo de microcentrifuga.

b. Unién del ADN ala columna

Se adicion6 900 uL de Buffer de Union (S4) y se agité brevemente, se tomo
700 pL de la mezcla de muestra en un conjunto de tubo de columna giratorio y fue
centrifugado a 14,000 gravedades durante 1 minuto. Se repiti6 los pasos hasta

terminar con la muestra restante.

c. Lavado y elucion del ADN

El tubo de columna se colocd en un microtubo de recoleccidn nuevo para
luego agregar 500 pyL de Buffer de lavado (S5), luego se centrifugé a 14,000
gravedades durante 1 min. Se desechd dicho flujo y nuevamente se llevo a la
centrifuga. La columna giratoria se colocé en un microtubo nuevo, se afadié 50 uL
de Tampdn de Elucién (S6), seguido de una incubacién a T° ambiente por 1 min
Posteriormente se llevé a la centrifuga el conjunto de tubo de columna giratorio a
14,000 gravedades durante 1 min, luego se descartado la columna y el ADN

purificado se queda en el tubo.

Reaccion en cadena polimerasa (PCR)
a. Cebadores o iniciadores:

Para el disefio de primers se realiz6 una blsqueda bibliografica utilizando la
pagina PubMed, de articulos de trabajos de investigacion. Con el fin de identificar
la secuencia de nucle6tidos de la toxina épsilon. Los primers se muestran en la
tabla 2.
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Tabla 2. Lista de nucle6tidos que conforman el primers para la toxina épsilon.

Epsilon | etx-F TTAGCAATCGCATCAGCGGT 688 bp | (Salik, et
etx-R TCTCTCCCCATTCACTTCCAC al., 2017)

A su vez se realiz6 la validacion de dichas secuencias con la herramienta
Primers-BLAST del centro nacional de informacion biotecnoldgica (NIH), Pubmed
(Anexo 4).

b. Procedimiento:

Para la amplificacion de la toxina épsilon se utilizo la técnica de PCR, usando el
ADN obtenido en el proceso anterior. El volumen final de los mix fue de 25 pL,
conteniendo: 2.5 L MgCI2 a 25mM, 2.5 pL de Buffer 10X (10 mM Tris-HCI, 50 mM
KCI, 16.2 yL Agua ultra pura, 0.5 yL dNTPs a 10mM, 0.6 pL Primer Forward, 0.6 uL
Primer Reverse, 0.1 yL Taq DNA polimerasa y 2 uL de ADN bacteriano.

El termociclador fue programado de la siguiente manera: 35 ciclos, t° de pre
desnaturalizacion 95°C/5 min; 35 ciclos de desnaturalizacién a 95°C /30 seg; la
etapa de hibridacién fue a 58°C/ 45 seg; polimerizacién 72°C/1 min y finalmente la
etapa de extension fue de 72°C/4 min (BIOMETRA UNO-Thermoblock).

3.8.5. Electroforesis

Los amplicones obtenidos de la PCR, se observaron utilizando la técnica de
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Fue preparado de la siguiente manera: se peso
al 1.5gr de agarosa y fue disuelto en 100 mL de TAE 1X, se someti6 a fuego bajo para diluir
por completo el gel, después se enfrid hasta llegar a una temperatura ambiental, para
adicionar 0.5 pg/mL Bromuro de Etidio, inmediatamente se vertié a la cubeta para su
solidificacion, finalmente una vez solidificado se retir6 cuidadosamente el molde. En una
superficie lisa los productos de la PCR (ADN microbiano) fueron mezclados con el azul de
Bromofenol que es un tapén de deposito, luego la mezcla fue depositada cuidadosamente
en la cubeta de electroforesis. La fuente de poder fue programada a 90 voltios/ 30 min. El
gel se observd en un equipo llamado transiluminador, los resultados observados fueron
anotados en la ficha de registro para la identificacion de los positivos a Clostridium
perfringens (ANEXO N°3)

Los residuos obtenidos en el proceso, fueron separados en funcién a su estado

(liquido, solido o gel), y desechados en su respectivo contenedor.
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3.9. Tabulacién y andlisis de datos estadistico

3.9.1. Tabulacion
La tabulaciéon consisti6 en procesar los datos acopiados para la variable

dependiente, con la finalidad de resolver las hipétesis planteadas.

3.9.2. Analisis de datos
Los datos estadisticos fueron procesados con el programa SPSS 24 y se utilizé la

prueba Chi-cuadrado(x?) para la estadistica inferencial.

3.10. Consideraciones éticas

El presente trabajo se realiz6 con una estricta consideracion del bienestar animal,
y tuvo en cuenta las cinco libertades que deben de tener los animales bajo control humano.
Libre de miedo y ansiedad; libre del dolor, lesiones y enfermedades; Libres para expresar
su comportamiento natural y tipico de su especie; libre de malestar fisico y psicolégico y
libre hambre, la sed y la desnutricion. (OMSA, 2023)

Por otro lado, se les inform6 a los propietarios el procedimiento del proyecto, asi

como también se les mencioné que los resultados no seran publicados sin su

consentimiento.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1. Estadistica descriptiva
Tabla 3.

Frecuencia de animales menores de 1 afio del distrito de Papayal -Tumbes.

Edad Frecuencia Porcentaje(%)
1-4 meses 27 54
5-8 meses 12 24
9-12 meses 11 22
Total 50 100
*Anexo 04

Gréfico 1

Porcentaje (%) de animales menores de 1 afio del distrito de Papayal -Tumbes

Porcentaje de edad en meses

9-12 MESES
22%

1-4 MESES
54%

5-8 MESES
24%

Interpretacion. En la tabla 01 y gréfico 01, se observa la frecuencia y porcentaje (%) de
animales menores de 1 afio muestreados en el distrito de Papayal —Tumbes, en el trabajo
se muestreo 50 animales, de la cuales 27(54%) fueron de 1 — 4 meses, 12(24%) fueron 5

— 8 mesesy 11 (22%) fueron de 9 — 12 meses.
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Tabla 4.
Frecuencia de animales con presencia de signos clinicos de diarrea en el distrito de

Papayal -Tumbes.

Signos De Diarrea Frecuencia Porcentaje %
Si 6 12
No 44 88
Total 50 100
*Anexo 5

Grafico 2.
Porcentaje (%) de animales con signos clinicos de diarrea en el distrito de Papayal-Tumbes

Porcentaje de animales con signos clinicos de diarrea

= Si = No

Interpretacion. En la tabla 2 y gréafico 2 se observa la frecuencia y porcentaje (%) de los
animales con presencia de signos clinicos de diarrea en el distrito de Papayal - Tumbes,
durante el periodo de evaluacion se muestreo 50 animales, de las cuales 6(12%)

presentaron signos de diarrea y 44(88%) no presentaron signos de diarrea.
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Tabla 5.

Prevalencia de Clostridium perfringens tipo D en caprinos criollos en el distrito de Papayal,

Tumbes.

Clostridiun perfringens

tipo D Frecuencia porcentaje(%)
Positivo 5 10
negativo 45 90
Total 50 100
*Anexo 6
Grafico 3.

Porcentaje (%) de animales positivos a Clostridium perfringens tipo D en el distrito de

Papayal-Tumbes

Porcentaje de animales positivo a Clostridium
perfringens tipo d

= Positivo = negativo

Interpretacion. En la tabla 3 y grafico 3 se observa la prevalencia de Clostridium
perfringens Tipo D en el distrito de Papayal- Tumbes, de las 50 muestras evaluadas 5(10%)
resultaron positivos y 45(90%) resultaron negativas.
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4.2. Estadistica inferencial

Tabla 6.
Prevalencia de Clostridium perfringens tipo D en caprinos criollos en el distrito de Papayal,

Tumbes. Segun la edad.

PREVALENCIA DE Clostridium

EDAD
perfringens Tipo D
1-4 MESES 6 %
5-8 MESES 4%
9-12 MESES 0%
p 0.396
*Anexo 7

Interpretacion: La prevalencia de Clostridium perfringens en animales 1 — 4 meses es 6
%, 5—8 meses esde 4% yde9-12 meses es 0%. No existiendo significancia estadistica
(p=0.396), por lo tanto, se acepta la hipotesis nula, es decir la enfermedad no tiene

predisposicion por la edad del animal.
Tabla 7

Prevalencia de Clostridium perfringens tipo D en caprinos criollos en el distrito de Papayal,

Tumbes. Segun la presencia del signo de diarrea.

PREVALENCIA DE Clostridium

Signos De Diarrea _ ,
perfringens Tipo D

Si 2%
No 8 %
p 0.562

Interpretacion: La prevalencia de Clostridium perfringens Tipo D en animales con signos
de diarrea es 2% y en animales que no presentaron diarrea es de 8%, No existiendo
significancia estadistica (p=0.562), por consiguiente, se afirma la hipotesis nula, es decir el
signo clinico de diarrea no esta relacionada con la presentacion de Clostridium perfringens

tipo D.
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CAPITULO V. DISCUSION

Salik et al., (2017) demostrd que la presencia del Cl. perfringens toxinotipo D (46,16 %) fue
superior a la del (15,38 %) Cl. perfringens toxinotipo A en caprinos jévenes. En cabras
adultas, el 58,33% eran portadoras del toxinotipo A, mientras que ninguna de las muestras
de cabras adultas revel6 la presencia del toxinotipo D de Cl. perfringens. Mientras que, en
la presente investigacion, se identificé una prevalencia de 6% en animales de uno a cuatro
meses de edad, 4% en animales de cinco a ocho meses de edad y no se encontrd positivos
en animales mayores de 8 meses. Por lo tanto, nuestros resultados nos indican que no se
encontr6 diferencia significativa del Clostridium perfringnes toxinotipo D con la edad del
animal. En estudios realizados por Mudassar et al., (2020), indicaron que C. perfringens
tipo D prevalece tanto en animales sanos como enfermos. Alrededor del 18% de los
aislamientos de ovinos y caprinos tanto sanos como enfermos pertenecen al tipo D de CI.
perfringens. Tal como se demostré en el trabajo realizado, en el que la prevalencia de
Clostridium perfringens Tipo D en animales con signos de diarrea fue de 2% y en animales
que no presentaron diarrea fue de 8%, No existiendo significancia estadistica (p=0.562),
por lo tanto, el signo clinico de diarrea no esta relacionada con la presentaciéon de
Clostridium perfringens tipo D. En los rumiantes, este toxinotipo normalmente esta presente
en el intestino, aunque diferentes estudios han aislado este tipo de Clostridium en menos
del 20% de los animales y en algunas granjas, no se encontré ningin toxinotipo tipo D
(Uzal F. , 2013).
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CONCLUSIONES

La enterotoxemia provocada por el Cl. perfringens tipo D es una de las enfermedades
frecuentes que ataca tanto al ganado caprino y ovino. El presente estudio demostré que Cl
perfringens toxinotipo D tiene una prevalencia del 10% en los caprinos criollos (Capra

hircus) del distrito de Papayal, Tumbes.

Diferentes estudios mencionan que el toxinotipo D del Clostridium perfringens es el
microorganismo que tiene mas prevalencia en caprinos jovenes, sin embargo, el presente
estudio concluyo que animales de 1 — 4 meses (4%) y 5 — 8 meses, (6%) pueden presentar

el toxinotipo D.

Asi mismo; el signo clinico de diarrea puede ser causado por diferentes microorganismos.
No obstante, se demostrd que tantos animales que presentan signos clinicos de diarrea
(2%) y los que no presentan ningun signo clinico de diarrea (8%), pueden presentar el
toxinotipo D del Clostridium perfringens.

Se concluye que, no existe significancia estadistica, consecuentemente, se confirma la

hip6tesis nula en ambos objetivos, eso significa que la edad y los signos clinicos de diarrea

no tiene predisposicion a la presentacion de la enfermedad.

42



RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar un mayor niamero de unida de estudio o disefio muestral
Utilizar métodos como kits de extraccién de ADN Gendmico directamente de las heces y
utilizar la técnica de Pcr multiplex para poder identificar los diferentes toxinotipos de

Clostridium perfringens.

Implementar la técnica PCR LAMP, que nos permitira la deteccion rapida de este

microorganismo y, por consiguiente, poder actuar a tiempo frente a la enfermedad.

Realizar investigaciones en hembras gestantes mediante analisis moleculares para

prevenir el nacimiento de crias con diferentes serotipos de Clostridium perfringens
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ANEXO N° 1 Matriz de consistencia

- OPERACIONALIZACION DE ESCALA DE :
PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES MEDICION CATEGORIA INDICADOR INSTRUMENTO
H. GENERAL
P. GENERAL O. GENERAL Hi: Existe alta prevalencia de
¢Cudl es la Determinar la Clostridium perfringens tipo D .
- . . . Prevalencia de
prevalencia de prevalencia del en heces de caprinos criollos Clostridium
Clostridium perfringes Clostridium (Capra hircus) del distrito de VARIABLE erfringens tino Ficha de registro
tipo D en heces de perfringens tipo D en Papayal, Tumbes DEPENDIE | P gD p Positivo=1 para la
caprinos criollos heces de caprinos NTE NOMINAL Ne ativo_-2 PCR identificacion de
(Capra hircus) del criollos (Capra Ho: Existe baja prevalencia de 9 - los positivos a
distrito Papayal, hircus) del distrito de | Clostridium perfringens tipo D Clostridium
Tumbes? Papayal, Tumbes. en heces de caprinos criollos perfringens Anexo
(Capra hircus) del distrito de n°3
Papayal, Tumbes
H. ESPECIFICOS
Hi: La edad de los caprinos
criollos (Capra hircus) del
P. ESPECIFICOS " distrito Papayal, Tumbes si
¢La edad de los ES&iIEaSrZIiEI(;IEgi(d)?Je es un factor predisponente en La edad de
caprinos criollos los caprinos criollos la prevalenua de Clostrldlum caprinos Observacion Ficha de registro
(Capra hircus) del (Capra hircus) del perfringens tipo D 1-4 MESES=1 de la para la toma de
istrito Papayal, o o0: La edad de los caprinos B o muestra Anexo
distrito Papayal dls?nto Papayal Ho: L dad de | S cap - 5-8 MESES=2 Denticion A
Tumpes es un factor Tumbes es un factor prlo_llos (Capra hircus) del ORDINAL 0-12 MESES= 3 n°2
predisponente en la di | distrito Papayal, Tumbes no
prevalencia de predisponente en la es un factor predisponente en
Clostridium prevalenc_|a de la prevalencia de Clostridium
- - s Clostridium . ;
perfringens tipo D7 perfringens tipo D. perfringens tipo D
Eamnosiiee | conocersieisgno | 51300 oncote dares | vamate
caprinos criollos clinico de diarrea de hircus) gel distrito PapayaFI) INDEPENDI
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oo papayal, | (Coprahircus del | aloneia
Tumbes se encueﬁtra dls_lt_rlljtr(T)]Eeaspggal, de Clostridium perfringens tipo
rgﬁﬁggﬁgg%f encuentra D Signos clinicos NOMINAL Observacion Ficha de registro
Clostridium relagsggc:]ig la Ho: Hi: El signo clinico de de diarrea NSCI):_12 Congiestlgncia para la toma de
perfringens tipo D? P o diarrea de los caprinos criollos B muestra Anexo
Clostridium : L de las heces o
erfringens tioo D (Capra hircus) del distrito n°2
P 9 po L. Papayal, Tumbes no se
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prevalencia de Clostridium
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@ANEXO N°2 FICHA DE REGISTRO PARA LA TOMA DE MUESTRA DE HECES
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DETERMINACION DE LA EDAD CAPRINOS 2 DIENTES DE LECHE

& Al mes : Posesion de todos los incisivos caducos.
A los tres meses: Evolucion total de los incisivos, alcanzando la
arcada su redondez caracteristica. Ver figura.

& De 6 a7 meses: Rasamiento de los primeros medianos.
% De 8 a9 meses: Rasamiento de los segundos medianos.

& De 10 a 12 meses: Rasamiento de los extremos (IMPASTATO
PLANELLES, 2020)




ANEXO N° 3

ANEXO N°3 FICHA DE REGISTRO PARA LA IDENTIFICACION DE LOS POSITIVOS A
Clostridium perfringens TIPO D POR LA TECNICA DE PCR
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ANEXO N°4. Aislamiento y purificacion bacteriana

ANEXO N°5. Plataforma bioinformatica para el disefio de primers (Primers-

BLAST)

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST » Jog ip:fxejeLsFsq2vk7eWuvaTpMDtgpbt_pmL7A

== Graphical view of primer pairs

RToolss | s & 7 -

25 KY938005.4 ~ | Find éomia @ =32 T
-l 100 150 200 258 300 50 |400 |sse S0 550 600 65 700 s 200 el 900 950 1K 1058 1100 1150 1,200 1292
00 x
(U] Primer paizs for Job SXeJeLiFsqIVKTeWavaTRTLgRbT_palTh oo w
4=
P
= 4=
= o
= 4=
3= =
= -
= =
[ — ==
Priner § B =
Friner 5 G2 =
Friner 10 E2- =
B [se 0o o 200 pso 300 e |40 s s E 600 |60, |70 (e [ee8  (eso  [seo |99 1K 1950|1100 150 [1.200 129

KY938005.1: 1..1.3K (1,292 nt) * & Tracks shown: 3/4

== Detailed primer reports

Primer pair 1
Sequence (5->3) Template strand Length  Start Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer TTAGCAATCGCATCAGCGGT Plus 20 119 138 6046 5000 4.00 3.00
Reverse primer TCTCTCCCCATTCACTTCCAC Minus 21 806 786 5009 5238 200 0.00
Product length 688
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ANEXO N°6 Reaccion en cadena de la polimerasa

ANEXO N° 7. Frecuencia de edades en meses

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje vélido acumulado
Valido 1-4 MESES 27 54,0 54,0 54,0
5-8 MESES 12 24,0 24,0 78,0
9-12 MESES 11 22,0 22,0 100,0
Total 50 100,0 100,0

ANEXO N° 8. Frecuencia de animales con signos clinicos de diarrea

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Vélido Sl 6 12,0 12,0 12,0
NO 44 88,0 88,0 100,0
Total 50 100,0 100,0
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ANEXO N° 9. Porcentaje de animales positivos a Clostridium perfringens

tipo D
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido POSITIVO 5 10,0 10,0 10,0
NEGATIVO 45 90,0 90,0 100,0
Total 50 100,0 100,0

ANEXO N°10 Tabla cruzada

CL. PERFRINGENS TIPO D
POSITIVO NEGATIVO Total
- 0,
EDAD EN MESES  1-4 MESES Géﬂéegtsro de EDAD EN 11,1% 88,9% 100,0%
% dentro de CL.
0, 0, 0,
PERFRINGENS TIPO D 60,0% 53,3% 54,0%
% del total 6,0% 48,0% 54,0%
- 0,
5-8 MESES Géﬂéegtsro de EDAD EN 16,7% 83,3% 100,0%
% dentro de CL.
0, 0, 0,
PERFRINGENS TIPO D 40,0% 22.2% 24.0%
% del total 4,0% 20,0% 24,0%
- 0,
9-12 MESES '\//(laEdgEtSr,o de EDAD EN 100,0% 100,0%
% dentro de CL.
0, 0,
PERFRINGENS TIPO D 24,4% 22,0%
% del total 22,0% 22,0%
0,
Total ,\//clxéjsegtsro de EDAD EN 10,0% 90,0% 100,0%
% dentro de CL.
0, 0, 0,
PERFRINGENS TIPO D 100,0% 100,0% 100,0%
% del total 10,0% 90,0% 100,0%
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DR. JOSE FRANCISCO GOICOCHEA VARGAS

DIRECTOR DE INVEST; GA ION DE LA FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
Y ZOOTECNIA
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Licenciada con Resolucion del Consejo Directivo N° 099-2019-SUNEDU/CD
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIAY ZOOTECNIA

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL
DE MEDICO VETERINARIO

En la ciudad de Huanuco, Distrito de Pillco Marca, a los veintidés dias del mes de julio del dos mil veinte y tres, a horas 9:00 am., se
reunieron los miembros del jurado evaluador designados mediante Resolucion N° 170-2023-UNHEVAL.FMVZ/D, de fecha 14.JUL.2023, a
los docentes: Dr. Rosel Apaéstegui Livaque (PRESIDENTE); Mag. Téofanes Anselmo Canches Gonzales (SECRETARIO); Dra. Ernestina
Ariza Avila (VOCAL) y al Dr. Wilder Javier Martel Tolentino (ACCESITARIO), para la sustentacion de tesis y optar el Titulo Profesional de
Médico Veterinario titulado: “PREVALENCIA E IDENTIFICACION MOLECULAR DE Clostridium perfringens TIPO D EN HECES DE
CAPRINOS CRIOLLOS (Capra hircus) DEL DISTRITO PAPAYAL, TUMBES", presentado por la Bachiller en Medicina Veterinaria
Gabriela Raquel SUCAPUCA SANTOS del programa de Fortalecimiento de Investigacién PROFI - 2022 - II.

Que, segln el Reglamento del Programa de Fortalecimiento en Investigacion — PROFI de la Universidad Nacional Hermilio Valdizan -
Huanuco, en su CAPITULO XIl DE LA SUSTENTACION DE LA TESIS. Art. 48°y 52°, se procedi6 a llevar a cabo la sustentacién de tesis
de manera presencial en el Auditorio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, la misma que fue conformada por los siguientes
docentes:

Mag. Tebfanes Anselmo Canches Gonzales PRESIDENTE
Dra. Ernestina Ariza Avila SECRETARIA
Dr. Wilder Javier Martel Tolentino VOCAL

Respondiendo las preguntas formuladas por los miembros del Jurado Evaluador y publico, se finalizado el acto de defensa, en donde cada
miembro del Jurado Evaluador procedio a la evaluacion del aspirante a Médico Veterinario, teniendo presente los siguientes criterios:
a.  Presentacion personal.
b.  Exposicién: el problema a resolver, hipétesis, objetivos, resultados, conclusiones, los aportes, contribucién a la ciencia y
solucién a un problema social y recomendaciones.
c.  Grado de conviccion y sustento bibliografico utilizados para las respuestas a las interrogantes del Jurado Evaluador y publico.
d.  Diccion y dominio de escenario.
Después del acto de sustentacion, los miembros del Jurado Evaluador procedieron a la calificacion correspondiente, obteniéndose el
siguiente resultado:

/‘\(’P\OBADO con la nota: D\\EC\S\?‘«\Z (l\f ) con la mencién de MUj BUQV\N

Con lo que se dio por concluido el acto y en fe de la cual firman los miembros del Jurado Evaluador.

Mag. Tedfan 4 X Dra?érnes‘ﬁna Ariza Avila
SECRETARIA

LEYENDA:
RESULTADO: APROBADO Y DESAPROBADO - MENCION SEGUN ESCALA DE CALIFICACION: (19 a 20: EXCELENTE); (17 a 18: MUY BUENO); (14 a 16: BUENO)

Cayhuayna alta s/n altura de garita de control Pillco Marca Telf. 062-591082 FAX — 062-51 3360
Email: dveterinaria@unheval.edu.pe
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AUTORIZACION DE PUBLICACION DIGITAL Y DECLARACION JURADA DEL TRABAJO DE INVESTIGACION
PARA OPTAR UN GRADO ACADEMICO O TITULO PROFESIONAL

1. Autorizacién de Publicacién: (Marque con una “x”)

Pregrado I X | Segunda Especialidad | l Posgrado: ! Maestria | I Doctorado [
Pregrado (taly como estd registrado en SUNEDU)
Facultad MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
Escuela Profesional | MEDICINA VETERINARIA
Carrera Profesional | MEDICINA VETERINARIA
i Grado que otorga
Titulo que otorga MEDICO VETERINARIO
Segunda especialidad (taly como estd registrado;h SUNEDU)
Facultad
Nombre del
programa
Titulo que Otorga
Posgrado (tal y como estd registrado en SUNEDU)
Nombre del
Programa de estudio
Grado que otorga
2. Datos del Autor(es): (Ingrese todos los datos requeridos completos)
Apellidos y Nombres: | SUCAPUCA SANTOS GABRIELA RAQUEL
Tipo de Documento: | DNI [ [ Pasaporte ' ‘ C.E. ‘ Nro. de Celular: | 931266213
Nro. de Documento: | 70086755 Correo Electrénico: | gabyss1492@gmail.com
Apellidos y Nombres:
Tipo de Documento: | DNI | | Pasaporte I | C.E. | Nro. de Celular:
Nro. de Documento: Correo Electrénico:
Apellidos y Nombres:
Tipo de Documento: | DNI I | Pasaporte I I C.E. J Nro. de Celular:
Nro. de Documento: Correo Electrdnico:

3. Datos del Asesor: {ingrese todos los datos requeridos compietos segiin DN, no es necesario indicar el Grado Académico del Asesor)

¢El Trabajo de Investigacién cuenta con un Asesor?: (marque con una “X” en el recuadro del costado, seguin corresponda) [ Si { X ! NO I

Apellidos y Nombres:

COTACALLAPA VILCA ALCIDES MELECIO

| orRciD Ip:

https://orcid.org/ 0000-0001-7546-9864

Tipo de Documento: |

DNI j XI Pasaporte] j C.E. | l

Nro. de documento:

01289184

4. Datos del Jurado calificador: (ingrese solamente los Apellidos y Nombres completos segtin DNI, no es necesario indicar el Grado Académico del

Jurado)
Presidente: APAESTEGUI LIVAQUE ROSEL
Secretario: CANCHES GONZALES TEOFENES ANSELMO
Vocal: ARIZA AVILA ERNESTINA
Vocal:
Vocal:
Accesitario MARTEL TOLENTINO WILDER JAVIER

Av. Universitaria N° 601-607 Pillco Marca / Biblioteca Central 3er piso — Repositorio Institucional

Teléfono: 062- 591060 anexo 2048 / Correo Electronico: repositorio@unheval.edu.pe
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5. Declaracién Jurada: (ingrese todos fos dutos requeridos compietos)

a) Soy Autor (a) (es) del Trabajo de Investigacion Titulado: (Ingrese el titulo tal y como estd registrado en el Acta de Sustentacion)

PREVALENCIA E IDENTIFICACION MOLECULAR DE Clostridium perfringens TIPO D EN HECES DE CAPRINOS CRIOLLOS (Capra hircus) DEL
DISTRITO PAPAYAL, TUMBES

b) El Trabajo de Investigacién fue sustentado para optar el Grado Académico 6 Titulo Profesional de: (tal y como estd registrado en SUNEDU)

TITULO PROFESIONAL DE MEDICO VETERINARIO

c) ElTrabajo de investigacidn no contiene plagic {ninguna frase completa o pérrafo del documento correspande a otro autor sin haber sido
citade previameante}, ni total ni parcial, para lo cual se han respetado las normas internacionales de citas y referencias.

d

—

El trabajo de investigacion presentado ne atenta contra derechos de terceres.

e} Eltrabajo de investigacidn no ha sido publicado, ni presentade anteriormente para obtener algiin Grade Académico o Titulo profesional.

7} Los datos presentados en los resultados {tablas, graficos, textos) no han side falsificados, ni presentados sin citar la fuente.

gl Los archivos digitales que entrego contienen I versidn final del documento sustentadc y aprobado por e jurade.

3
Pt

Par lo expuesto, mediante la presente asumo frente a la Universidad Nacional Harmilio Valdizan {en adelante LA UNIVERSIDAD), cualquier
responsabilidad que pudiera derivarse por la autoria, originalidad y veracidad del contenido del Trabajo de investigacién, asi como por los
derechos de la obra y/o invencidn presentada. En consecuencia, me hago responsable frente a LA UNIVERSIDAD y frente a tercercs de
cualguier dafio que pudiera acasionar a LA UNIVERSIDAD o a terceros, por el incumplimiento de lo declarado o que pudiera encontrar causas
en la tesis presentada, asumiendo todas las cargas pecuniarias que pudieran derivarse de ello. Asimismo, por la presente me comprometo
a asumir ademads todas las cargas pecuniarias que pudieran derivarse para LA UNIVERSIDAD en favor de terceros con motive de acciones,
reclamacionas o conflictos derivados del incumplimiento de lo declarado © las gue encontraren causa en el contenido del trabaje de
investigacidn. De identificarse fraude, pirateria, plagio, falsificacién o que el trabsjo haya sido publicado antericrmente; asumao las
consecuencias y sanciones que de mi accidn se deriven, sometiéndome a la normatividad vigente de la Universidad Nacicnal Hermilic
Valdizan,

6. Datos del Documento Digital a Publicar: (Ingrese todos los datos requeridos completos)

Ingrese solo el afio en el que sustenté su Trabajo de Investigacion: (Verifique la Informacién en el Acta de Sustentacion) 2023
Modalidad de obtencién Tesis| X Tesis Formato Articulo Tesis Formato Patente de Invencién
’del Grado l?cademlco 9 et e e Trabajo de Suficiencia Tesis Formato Libro, revisado por
Titulo Profesional: (Marque " '8 Profesional Pares Externos
con X segun Ley Universitaria
con la que inici6 sus estudios) Trabajo Académico Otros (especifique modalidad)
Palabras Clave: Clostr 'd’”_m perfringens PCR Identificacién molecular

(solo se requieren 3 palabras) tipo D

Tipo de Acceso: (Marque Acceso Abierto | X Condicién Cerrada (*)

con X segun corresponda) Con Periodo de Embargo (*) Fecha de Fin de Embargo:

éEl Trabajo de Investigacidn, fue realizado en el marco de una Agencia Patrocinadora? (ya sea por financiamientos de si | NO X
proyectos, esquema financiero, beca, subvencion u otras; marcar con una “X” en el recuadro del costado segtn corresponda):

Informacion de la
Agencia Patrocinadora:

El trabajo de investigacién en digital y fisico tienen los mismos registros del presente documento como son: Denominacién del programa

Académico, Denominacidn del Grado Académico o Titulo profesional, Nombres y Apellidos del autor, Asesor y Jurado calificador tal y como

figura en el Documento de Identidad, Titulolcompleto del Trabajo de Investigacion y Modalidad de Obtencién del Grado Académico o Titulo
" Profesional segiin la Ley Universitaria con la que se inicid los estudios.

Av. Universitaria N° 601-607 Pillco Marca / Biblioteca Central 3er piso — Repositorio Institucional
Teléfono: 062- 591060 anexo 2048 / Correo Electronico: repositorio@unheval.edu.pe
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7. Autorizacion de Publicacién Digital:

A través de la presente. Autorizo de manera gratuita a la Universidad Nacional Hermilio Valdizén a publicar la version electrdnica de este
Trabajo de Investigacion en su Biblioteca Virtual, Portal Web, Repuositorio Institucional y Base de Datos académica, por plazo indefinido,
consintiendo que con dicha autorizacién cualquier tercero podra acceder a dichas péginas de manera gratuita pudiendo revisarla, imprimirla
o grabarla siempre y cuando se respete la autorifa y sea citada correctamente. Se autoriza cambiar el contenide de forma, més no de fondo,
para propésitos de estandarizacién de farmatos, como también establecer los metadatos correspondientes.

Firma:

Apellidos y Nombres: | SUCAPUCA SANTOS GABRIELA RAQUEL
DNI: | 70086755

Huella Digital

Firma:

Apellidos v Nombres:
DNI:

Huella Digital

Firma:

Apellidos y Nombres:
DNiI:

Huella Digital

Fecha: 28/08/2023

Nota:

v No modificar los textos preestablecidos, conservar la estructura del documento.

¥v" Marque con una X en el recuadro que corresponde.

v Llenar este formato de forma digital, con tipo de letra calibri, tamafio de fuente 09, manteniendo la alineacién del texto que observa en el modelo,
sin errores gramaticales (recuerde las mayusculas también se tildan si corresponde).

v la informacién que escriba en este formato debe coincidir con la informacién registrada en los demds archivos y/o formatos que presente, tales
coimo: DN, Acta de Sustentacion, Trabajo de Investigacién (PDF) y Declaracion Jurada.

v Cada uno de los datos requeridos en este formato, es de cardcter obligatorio segtin corresponda.
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