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Efecto de las inmunoglobulinas Y de yema de huevo de
gallinas hiperinmunizadas administradas a becerras Holstein

como preventivo de diarrea neonatal.

RESUMEN

El sector productivo lechero mexicano enfrenta una problematica que le impide
generar los reemplazos para cubrir la necesidad del consumo de leche de la sociedad. Lo
anterior se debe a que durante la etapa de recria de becerras muchas de ellas enferman y
pueden llegar a morir a causa de diarrea. La morbilidad que se llega a presentar en los
hatos puede ser del 47%, lo que retrasa el crecimiento del animal y genera costos extra
debido a tratamientos y a una disminucién de la ganancia diaria de peso por la enfermedad.

La mortalidad puede alcanzar hasta el 16%.

El objetivo de esta investigaciébn es producir y administrar de manera oral
inmunoglobulinas Y de yema de huevo de gallinas hiperinmunizadas a becerras Holstein

recién nacidas y evaluar su efecto protector contra el sindrome diarreico neonatal.

Se establecieron dos grupos de gallinas, en el grupo uno se hiperinmunizaron 29
aves de la estirpe Bovans con una vacuna polivalente contra cuatro aislados diferentes de
Escherichia coli K99, Clostridium perfringens tipo C, coronavirus y tres aislados diferentes
de rotavirus bovino (incluyendo los serotipos G10, G6 y G8), el grupo dos estuvo
conformado por 11 aves sin hiperinmunizar. El huevo se recolect6 diariamente para realizar
analisis del contenido de IgY por yema, una vez que se obtuvieron entre 140 y 160 mg/yema
de huevo las yemas se mezclaron, empaquetaron y mantuvieron a una temperatura de 4°C

hasta su uso.

Se utilizaron 40 becerras lecheras recién nacidas de raza Holstein que se asignaron
completamente al azar a 5 grupos, cada uno de los grupos fue sometido a uno de los
tratamientos. Se administré la yema de huevo a los grupos de terneras correspondientes
mediante calostro durante las 2 primeras horas de vida y posteriormente con leche. Se
tomaron muestras de sangre de cada una de las becerras (5 mL) a distintas horas de vida

(2,72, 120, 240 y 360). Las muestras se analizaron por el método de espectrofotometria.



El disefio experimental fue factorial 3X2 méas dos controles, uno positivo y uno negativo.

Los datos obtenidos se capturaron en una hoja de Microsoft Excel para su analisis
posterior. Se realiz6 una exploracién visual de datos y después un ajuste al modelo
matematico. Se sometieron a un analisis de varianza ANOVA por mediciones repetidas y
posteriormente se realizé una separacion de medias de Tukey. Asimismo, se realizé un
andlisis estadistico de supervivencia. Los resultados obtenidos demostraron que la
administracion de yema de huevo hiperinmune con calostro redujo la incidencia y la
prevalencia de diarrea en las becerras, asi como la duracién y severidad de la misma. Los
datos obtenidos indican que la suplementacion del calostro con 150 y 300 g de yema

hiperinmune previene la diarrea neonatal en becerras Holstein.
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ABSTRACT

The calf rearing period is a crucial time for the milk production system cost-
effectiveness. The profitability of the system relies not only on milk production but also on
calf rearing. During this stage morbidity and mortality because of diarrhoea represent one
of the main causes of economic and genetic potential losses due to the extra cost treatments
and death of the animals. The use of IgY has been proven to be an effective tool to transfer
passive immunity to the calves reducing diarrhoea morbidity and mortality.

This work aimed to produce, administer orally and evaluate the passive
immune transfer in newborn Holstein calves through the administration of two doses (150
and 300 g) of hyperimmune egg yolk and a single dose of 150 g of no hyperimmune egg
yolk at 2, 120 and 240 hours after birth. For this purpose two groups of Bovans hens were
established of which 29 birds were hyperimmunized against Escherichia coli K99,
Clostridium perfringens type C, coronavirus and rotavirus. 11 hens were the control group.
Pools of hyperimmune and control yolks were made and packed according to the
established doses (150 and 300g). The yolks remained at 0oC until use. 40 newborn
Holstein female calves were separated into 8 groups. 7 groups received hyperimmune and
no hyperimmune egg yolk at 2, 120 and 240 hours after birth. The yolks were given through
colostrum at 2 hours after birth and through milk at 120 and 240 hours after birth to the
calves according to the established treatments.

Blood samples were taken (5 mL) at 2, 72, 120, 240 and 360 hours after birth to
measure serum antibodies concentration. Blood samples were analyzed by
spectrophotometry. Further, data on the clinical status of the calves were collected and
analyzed through ANOVA analysis. The largestimmunoglobulin concentration was obtained
in hyperimmune treated groups compared with the control group, especially at 72 hours after
birth measure. A decrease in the diarrhoea incidence, prevalence, severity and mortality
besides a faster and more effective response to the established treatments once diarrhoea
started was observed.

The administration of 150 and 300 grams of hyperimmune yolk at 2 hours after birth
promotes a greater serum immunoglobulin concentration and increases passive immunity

transfer.
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1. INTRODUCCION

El sector productivo lechero mexicano enfrenta una problematica que le impide
generar los reemplazos productores (becerras que sustituiran a las vacas en produccion)
para cubrir las necesidades del consumidor de leche. Lo anterior se debe a que durante la
etapa de crianza de becerras muchas de ellas mueren a causa de diarrea. En algunos hatos
la diarrea ocasiona aproximadamente el 50% del total de muertes en becerras antes del

destete (National Dairy Heifer Evaluation Project, 1994).

La crianza de becerras es un proceso clave en todo sistema lechero ya que de éste
depende la rentabilidad del hato. Ademas, permite el establecimiento de un mejoramiento
genético de los animales y por ende, mayores ingresos econémicos. Cada cria nace con
un potencial productivo que sera afectado positiva o negativamente por el manejo que se

le proporcione (Vitela, 2012).

Actualmente se ha puesto énfasis en el estudio de la inmunizacion pasiva via oral
con inmunoglobulinas Y (IgY) de yema de huevo de gallinas como alternativa al uso de
antibioticos para el tratamiento y control de la diarrea en distintas especies domésticas
incluyendo terneros, lechones, aves de corral, ratones e incluso humanos (Diraviyam et al.,
2014). Se conoce como “Tecnologia IgY” el uso de las inmunoglobulinas contenidas en la
yema de huevo (IgY) de gallinas con fines profilacticos e incluso terapéuticos de las

enfermedades infecciosas (Vega et al., 2011).

De esta manera se puede prevenir el desarrollo de una enfermedad sin necesidad
de hacer uso posteriormente de los tratamientos convencionales como los antibiéticos v,
claro esta, evitando los efectos colaterales a su administracion en el organismo del animal
y los ocasionados en el ambiente por sus residuos. Ademas de esto, tampoco sera
necesario esperar el tiempo de retiro establecido para el sacrificio de un animal destinado
al consumo que requeriria algun otro farmaco, lo que a su vez se traduce en una mayor

ganancia econdmica (Diraviyam et al., 2014).

Los consumidores actuales, conscientes de la problematica en torno al uso
desmedido de antibidticos que ha provocado una gran resistencia bacteriana, exigen una
mayor calidad de los alimentos que ingieren, es por esto que reducir el uso de dichos
medicamentos en la ganaderia es una labor que requiere nuevas acciones en el combate

de las enfermedades infecciosas (Diraviyam et al., 2014).
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El uso de esta tecnologia salvaguarda el bienestar de los animales de los que es
obtenida. El costo que supone el proceso de extraccién y la cantidad que se puede llegar a

conseguir la hace sumamente rentable.

Ibrahim et al. (2008) probaron el efecto de las inmunoglobulinas IgY anti-Candida
albicans contra la candidiasis oral de ratones experimentalmente infectados, obteniendo
como resultado un efecto protector, una reduccion de la diseminacion, del nimero de C.

albicans y de las lesiones de la lengua en los animales enfermos.

Lee et al. (2009) concluyeron que la inmunizacién pasiva de pollos con anticuerpos

IgY anti-coccidios provee inmunidad protectora contra la infeccion de desafio de coccidiosis.

Se ha reportado que los anticuerpos IgY contra el grupo A de rotavirus bovino se
pueden utilizar para prevenir la diarrea asociada a este patégeno en terneros recién nacidos
(Vega et al., 2011).

Vega et al. (2012) indicaron que la administraciéon oral de anticuerpos IgY como
suplemento de leche confiri6 inmunidad pasiva a lechones recién nacidos contra rotavirus
humano (HRV).

Vega et al. (2015) demostraron que la administracién oral terapéutica de IgY
especifica contra rotavirus bovino grupo A en terneros desafiados con este patdgeno redujo

los dias de presencia de diarrea, la severidad de esta y la excrecion de virus en las heces.

El objetivo de este trabajo es evaluar el uso de las inmunoglobulinas Y de yema de
huevo de gallinas hiperinmunizadas para el combate de los agentes que causan el

sindrome diarreico neonatal en terneras Holstein.
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1.1 Hipotesis
Hipotesis de la investigacion (Hi).

La administracion de inmunoglobulinas Y (lgY) de yema de huevo de gallinas
hiperinmunizadas contra cuatro aislados de Escherichia coli K99, Clostridium perfringens
tipo C, coronavirus y tres aislados de rotavirus bovino, incluyendo los serotipos G6, G10 y

G8 previene la diarrea neonatal ocasionada por éstos patégenos en becerras Holstein.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto de las inmunoglobulinas Y (IgY) de yema de huevo de gallinas
hiperinmunizadas administradas a becerras Holstein recién nacidas como preventivo de

diarrea neonatal.

1.2.2 Objetivos especificos.

1. Hiperinmunizar gallinas via IM con una vacuna polivalente contra cuatro aislados de
Escherichia coli K99, Clostridium perfringens tipo C, coronavirus y tres aislados de rotavirus
bovino, incluyendo los serotipos G6, G10 y G8 y obtener huevo hiperinmune y no

hiperinmune de las gallinas.

2. Analizar el titulo de anticuerpos IgY presentes en la yema de los huevos y posteriormente

congelar las yemas en bolsas para su almacenamiento.

3. Evaluar la inmunidad de las becerras Holstein mediante la determinacion de IgG y GGT

seéricas.
4. Corroborar la especificidad de las inmunoglobulinas Y mediante inmunodifusion radial.

5. Analizar el costo-beneficio del proceso de transferencia de inmunidad pasiva a las

terneras mediante la administracion oral de yema de huevo hiperinmune para el productor.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Situacion actual del sector productivo lechero en México.

En México la produccién de leche de bovino es muy heterogénea desde el punto de
vista tecnoldgico, agroecoldgico y socioeconémico, incluyendo la gran variedad de climas
regionales y caracteristicas de tradiciones y costumbres de las poblaciones. Sin embargo,
la industria de productos lacteos es la tercera actividad mas importante dentro de la rama
de la industria de alimentos en México, y depende de la disponibilidad de la leche nacional
su crecimiento. Segun cifras del Servicio de Informacion Estadistica Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP) de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA), durante el periodo 2003-2011 la produccién nacional de leche
de bovino ha tenido una tasa media de crecimiento de 1.3% (Secretaria de Economia,
2012).

Al comparar esta tasa con la correspondiente al crecimiento poblacional, que es del
1.8 % se advierte que la produccion de leche en México no es suficiente para satisfacer el
consumo de la poblacion. Al término del cuarto trimestre de 2016, la produccién de leche
de bovino alcanz6 11 mil 607 millones de litros, es decir, 1.9% mas que en el mismo periodo
de 2015. (SIAP, SAGARPA, 2016).

La produccién de leche de bovino crece cada afio de manera moderada.
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Produccion anual de leche en México
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Figura 1 Produccién anual de leche en México.

Fuente: Elaboracién propia con datos de SAGARPA-SIAP, 2010-2017

Aunque la produccion de leche en México ha ido en aumento en los Gltimos 18 afios,
la tasa de crecimiento anual ha tenido varios puntos negativos a lo largo del tiempo. El
porcentaje de crecimiento méximo sucedio en el afio 2000 con un 4.9%, por el contrario, en
el afio 2009 el pais tuvo un decrecimiento de -0.4%. Al parecer, a partir del afio 2016 el

crecimiento anual tiende a estabilizarse (CANILEC, 2017).
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Figura 2 Crecimiento de la produccion anual de leche en México.

Fuente: Elaboracién propia con datos de SAGARPA-SIAP, 2010-2017.

México ocupa el 14° lugar en la produccion mundial de leche de bovino, con el 2%
del total (CANILEC, 2017).

La produccion anual de leche en México se ha comportado de manera muy similar
a la de Argentina hasta el afio 2015, donde incrementd, dando como resultado una mayor

cantidad de leche en el afio 2016.

México es una nacién muy extensa, con una amplia variedad de regiones, cada una
de ellas con su clima y relieve propio. Lo anterior da por resultado producciones muy
diversas a nivel nacional. Asi, podemos encontrar vacas que producen menos de 7,000
litros por aflo en zonas como el trépico y altas productoras con 10,000 a 15,000 litros

anuales en la region de la laguna.

17



Comparacién de la produccion anual de leche en México con otros
paises
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Figura 3. Comparacién de la produccién anual de leche de México y con la de otros
paises.

Fuente: Elaboracién propia con datos de FAOSTAT, 2017.
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2.2 Situacion actual de la produccion de leche en Aguascalientes

La produccion de leche en el estado de Aguascalientes no figura dentro de las cuatro
principales entidades a nivel nacional, sin embargo, considerando la superficie que se
emplea para la industria lechera en esta regién y por ende, la cantidad de animales por
metro cuadrado, encontramos que es uno de los Estados mas eficientes en la produccion

de leche del pais.

La produccion de leche en el Estado se ha incrementado de manera considerable
desde el afio 2012; registrando un aumento de 64,442 litros de leche en cinco afos, es
decir, 12,888.4 litros cada afio sobre una superficie de 5.618 km?, Aguascalientes
representa 0.29% del territorio nacional y aporté el 3.66% de la produccion total de leche
del pais en 2017 (INEGI, 2014).

En el aflo 2017, Aguascalientes produjo un total de 432,041 litros de leche, lo que lo

posiciona en el noveno lugar a nivel nacional (CANILEC, 2017) (figura 4).

Produccion anual de leche en el Estado de Aguascalientes
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Figura 4. Produccion anual de leche en el Estado de Aguascalientes.

Fuente: SAGARPA-SIAP, 2010-2017.
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2.3 Produccioén avicola en México

La avicultura genera alrededor de un millon de empleos directos e indirectos en el
pais. Las aves que mas se consumen son los pollos y las gallinas. De estas Ultimas existen
distintas razas que cubren diferentes necesidades alimenticias. Las gallinas producen
huevo, las gallinas pesadas se crian para el consumo de carne y las que son semipesadas
o doble propdsito se crian para producir carne y huevo (SAGARPA, 2015).

De los pollos obtenemos carne en su mayoria a estos animales se les conoce como
pollo de engorda (SAGARPA, 2015).

En 2014, México produjo casi 3 millones de toneladas de pollo para consumo y mas
de 2 millones de toneladas de huevo. El estado con mayor produccion de carne de pollo es
Aguascalientes y Jalisco es el mayor productor de huevo (SAGARPA, 2015).

La avicultura de traspatio representa hasta un 70% de la produccion de huevo y
carne para autoconsumo. Esta actividad es realizada principalmente por mujeres.
Contribuye a mejorar la seguridad alimentaria de paises en vias de desarrollo. Genera
ingresos a los agricultores, aprovecha los recursos locales y requiere pocos insumos
(SAGARPA, 2017).

Por lo anterior, los sistemas de avicultura familiar son una parte importante del
Proyecto Estratégico para la Seguridad Alimentaria (PESA). Estos sistemas pueden ser
utilizados como modelos para el desarrollo de técnicas de produccién avicola organica
(SAGARPA, 2017).

La industria avicola nacional es uno de los sectores pecuarios mas relevantes, con
una aportacion del 1% al Producto Interno Bruto (PIB) y genera seis de cada 10 kilogramos
de proteina animal que se consumen en el pais (SAGARPA, 2016).

Durante 2015 esta industria produjo cinco millones 830 mil 244 toneladas de
alimentos, lo que significd un crecimiento de cuatro por ciento respecto a lo obtenido en
2014, con un valor de 131 mil 200 millones de pesos (SAGARPA, 2016).

En 2015, el huevo y pollo registraron un incremento de 2 y 5.6%, respectivamente
(SAGARPA, 2016).
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2.4 Produccion de huevo en México

México ocupa el ler lugar a nivel mundial en consumo de huevo. El consumo anual
per capita se ubica en 22.6 kilogramos (SAGARPA, 2015).

En agosto, la actividad avicola generd 252 mil 648 toneladas de huevo para plato,

volumen que resulté 3.7% mayor al obtenido en el mismo mes de 2017 (SAGARPA, 2015).

La produccion de huevo en el periodo enero-agosto de 2018, alcanz6 un millén 908
mil 314 toneladas, que significa un aumento de 3.5% respecto de igual periodo del afio
previo (SAGARPA, 2015).

En el pais se producen semanalmente un promedio de 30 millones de pollos
(SAGARPA, 2015).

La comercializacion de huevo se realiza a través de los mercados tradicionales y

centrales de abasto, 81% a granel y 14% en empaques cerrados (SAGARPA, 2015).

Principales paises productores de huevo
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Figura 5. Principales paises productores de huevo.

Fuente: Elaboracion propia con datos de Financiera Nacional de Desarrollo (FND)
http://datos.fnd.gob.mx/sccsei/Documents/Produccion_de _huevo_en_Mexico.pdf
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2.5 Crianza de becerras lecheras

Un hato lechero puede considerarse como un sistema con dos componentes
principales, animales adultos (vacas, incluyendo las que se encuentran en el periodo seco)
y los reemplazos (becerras que mantendran el crecimiento del hato reponiendo a las vacas
de desecho voluntario). La interaccién entre estos componentes determina el nimero de

reemplazos que el sistema requiere (Tozer, Heinrichs, 2001).

La crianza de becerras es la etapa de mayor vulnerabilidad de un hato lechero, sobre
todo durante el primer mes de vida de los animales. El manejo correcto de las terneras, que
incluye manejo del calostro, alimentacion, alojamiento y tratamientos oportunos son
medidas esenciales para su supervivencia y productividad (Renaud et al., 2018). Debido a
esto podemos considerar la cria de becerras como la fase mas transcendental en la

ganaderia lechera.

Este periodo requiere de un ingreso financiero proveniente del establo lechero que
representa aproximadamente el 20% del costo total del sistema de produccidn (Curtis et al.,
2018).

El primer objetivo a alcanzar es que las vaquillas sean servidas entre los 13y 15
meses de edad y con un 50 a 60% del peso vivo adulto. El segundo objetivo es que el parto
ocurra entre los 22 y 24 meses y con 85 a 90% del peso vivo adulto. EI cumplimiento de
estos objetivos maximizara el consumo de alimento de las vaquillas, mejorara su salud y
fertilidad, adicionalmente, con una atencion adecuada del manejo y el alojamiento de los
animales, especialmente alrededor del parto se podra disminuir la tasa de sacrificio, de esta
manera se logrard obtener un rendimiento 6ptimo en la vida productiva de las vacas.
Aunque otra opcion es comprar novillas a otras explotaciones o centros especializados, que
ofrecen la ventaja de disminuir la inversion en alojamiento y mano de obra. Esta Ultima
opcién solo es recomendable si la explotacion de origen ofrece todas las garantias
sanitarias y si son animales con una genética superior a la de la propia explotacion. (Patrén,
2016).

La mortalidad de las becerras conlleva pérdidas econdmicas en la industria debido
al retraso en el progreso genético, la muerte de estas implica un costo extra al sistema

debido a la perdida de los animales que sustituirian a las vacas menos productivas, por lo
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tanto, el costo del reemplazo se incrementa y el crecimiento del hato se disminuye
(Raboisson et al., 2013).

Resulta paradéjico que la crianza de becerras sea uno de los grupos a los que se
les presta menos atencion de forma casi sistematica dentro de la granja por no suponer
ningun beneficio a corto plazo. Sin embargo, se trata de la fuente principal de ingresos en
el futuro de la explotacién, por lo que su adecuado desarrollo depende de la rentabilidad a

medio plazo de la granja (Patrén, 2016).

2.5.1 Importancia del calostro

La transferencia de inmunoglobulinas de la madre al ternero es crucial en la
proteccion del neonato contra enfermedades infecciosas (Weaver et al.,, 2000). La
inmunoglobulina mas importante en el calostro es la IgG, la cual se deriva de la IgG del
suero materno. Esta inmunoglobulina tiene principalmente dos subclases, 1gG; e IgG; de

las cuales, la primera es la que esta presente en el calostro bovino (Marnila, 2002).

Células inmunolégicamente activas y mediadores solubles como lactoferrina son
transferidos de la madre a la cria a través del calostro. Los leucocitos de la secrecion de la
glandula mamaria son inmunoldégicamente activos y pueden ingresar a la circulacion fetal
(Weaver et al., 2000). El calostro bovino contiene un sistema del complemento activo que

participa en la defensa inmune de la ubre (Marnila, 2002).

El transporte de inmunoglobulinas del suero materno hacia la glandula mamaria es
un proceso selectivo, dependiente del pH que se lleva a cabo durante el proceso de
formacion del calostro (calostrogénesis) de tres a cuatro semanas antes del nacimiento de
la cria (Butler, 1998). El proceso contintia durante la gestacion tardia pero se detiene de

manera abrupta al momento del nacimiento del ternero (Guy et al., 1994).

Debido a la influencia de hormonas como la progesterona los receptores secretorios
de la glandula mamaria facilitan la transferencia de inmunoglobulinas desde la circulacion
materna hacia la glandula mamaria. Los cambios hormonales involucrados en el parto (i. e.
la disminucién de progesterona sérica antes del parto) estan asociados con el inicio de la

produccion de calostro (Guy et al., 1994).
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Aproximadamente 500 g de IgG pueden ser trasferidos a las secreciones de la
glandula mamaria durante la formacién del calostro cada semana. Las inmunoglobulinas
transferidas del suero al calostro aumentan la fagocitosis y la citotoxicidad de los leucocitos,
la aglutinacién de bacterias, la neutralizacidon de microbios y toxinas y la activacion del

sistema del complemento en leche (Marnila, 2002).

Los enterocitos del recién nacido tienen una habilidad Unica para absorber
inmunoglobulinas durante las primeras 24-36 horas después del nacimiento. Luego de ser
absorbidas estas inmunoglobulinas son transportadas hacia el sistema linfatico y de ahi

pasan hacia la circulacion sanguinea (Weaver et al., 2000).

Los terneros no solamente dependen del consumo de calostro para obtener
inmunoglobulinas maternas (ver tabla 1) sino también para la absorcién de otras células
con capacidad inmune como citocinas, sustancias inmunolégicas no especificas, elementos
nutricionales y factores de crecimiento (Barrington y Parish, 2001). El calostro contiene mas
proteinas, inmunoglobulinas, nitrdgeno no proteico, grasa, cenizas, vitaminas y minerales
gue la leche (ver tabla 1) (McGuirk y Collins, 2004).

Los factores conocidos por tener efecto en la transferencia de la inmunidad a los

terneros incluyen:

a) Tiempo de la ingestidn del calostro. La transferencia de inmunoglobulinas es
Optima en las primeras 4 horas posteriores al nacimiento y comienza a disminuir
rapidamente luego de las 12 horas posparto. El cese de la absorcién no selectiva de
macromoléculas (llamado cierre) ocurre aproximadamente a las 24 horas después del parto
y es afectado por el tiempo de ingestion de alimento. Si la alimentacién se retrasa, el cierre
se puede extender hasta las 36 horas posteriores al nacimiento. Esto conlleva un mayor
riesgo de colonizacién bacteriana intestinal y con ello una mayor probabilidad de incidencia
de diarrea (Weaver et al., 2000).

b) Método y volumen administrado. La accién de succionar cierra la gotera
esofagica, lo cual es sumamente importante para que tanto el calostro como la leche pasen
al abomaso, de esta manera, asi, el proceso digestivo ocurrira de forma adecuada. Una
comparacion de la administracién mediante biberén y sonda esofagica de igual volumen de
calostro, con la misma concentracion de IgG demostré que las becerras a las que les fue
permitido succionar del biberéon tuvieron una concentracién de IgG sérica ligeramente

mayor (Weaver et al., 2000).
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La tasa de Fallo en la Transferencia de Inmunidad Pasiva (FPT) disminuye
notablemente en los animales que reciben 100 g o mas de IgG en el calostro. Administrar
el 10% del peso vivo de la becerra (4 L de calostro, aproximadamente) puede asegurar que

las recién nacidas consuman esa cantidad de IgG.

c¢) Concentracion de inmunoglobulinas (lg) del calostro. La concentracion de IgG es
considerada el pardmetro mas importante para evaluar la calidad del calostro (Godden,
2008).

d) Edad y raza de la madre. El calostro producido por vacas de tercera lactancia
presento niveles significativamente mayores de IgG que el producido por vacas de primera
y segunda lactancia (Weaver et al., 2000). Asimismo el calostro producido por vacas de las
razas Ayrshire y Jersey tiene cantidades de IgG mas altas que el producido por vacas de
raza Holstein (Muller, 1981).

e) Presencia de la madre: Los terneros tienen porcentajes mas altos de absorcion
de las inmunoglobulinas del calostro cuando se les permite estar con la madre (Stott et al.,
1979).
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2.5.2 Composicion del calostro bovino

El calostro bovino es una mezcla de secreciones lacteas y elementos de la
circulacion sanguinea como inmunoglobulinas y otras proteinas presentes séricas (Godden,
2008).

Normalmente el calostro bovino contiene mas de 1 x 10° células/mL de leucocitos
maternos inmunolégicamente activos, incluyendo macréfagos, linfocitos By T y neutréfilos
(Godden, 2008). Algunos de los componentes con actividad antimicrobiana presentes en el
calostro incluyen lactoferrina, lisozima y lactoperoxidasa (Donovan et al.,, 2007). Los
oligosacaridos presentes en el calostro podrian proveer proteccidn contra patdégenos ya que
actian como inhibidores competitivos del sitio de union en las células epiteliales

superficiales del intestino (Przybylska et al., 2007).

La composicion nutricional del calostro bovino presenta diferencias significativas con
la leche. Los nutrientes encontrados en la leche varian de acuerdo a la etapa fisiolégica y

productiva de la vaca (Tablal).

Las inmunoglobulinas encontradas en mayor cantidad en el calostro son IgG, IgM e
IgA. Representan aproximadamente 85% a 90%, 7% y 5%, respectivamente.
Particularmente la IgG es transferida desde la circulacion sanguinea hasta el calostro
mediante un mecanismo de transporte especifico. Los receptores de las células epiteliales
alveolares de la glandula mamaria capturan IgG del liquido extracelular y lo transportan

hacia las secreciones luminales (Godden, 2008).
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Tabla 1. Composicién del calostro, leche del estado de transicién y leche

entera de vacas Holstein

Calostro Leche del estado de
Pardmetro (+ 1 dia) transicion Leche entera

Gravedad especifica 1.056 1.04 1.035 1.032
Solidos Totales 23.9 17.9 14.1 12.9
Grasa (%) 6.7 54 3.9 4
Proteinas Totales (%) 14 8.4 5.1 3.1
Caseina (%) 4.8 4.3 3.8 2.5
Albumina (%) 6 4.2 24 0.5
Inmunoglobulinas (%) 6 4.2 2.4 0.09
IgG (g/200mL) 3.2 25 15 0.06
Lactosa 2.7 3.9 4.4 5
IGF-I (W/L) 341 242 144 15
Insulina (W/L) 65.9 34.8 15.8 1.1
Cenizas (%) 1.11 0.95 0.87 0.74
Calcio (%) 0.26 0.15 0.15 0.13
Magnesio (%) 0.04 0.01 0.01 0.01
Zinc (mg/dL) 1.22 0.62 0.3
Manganeso (mg/100mL) 0.02 0.01 0.004
Hierro (mg/100g) 0.2 0.05
Cobalto (ug/100g) 0.5 0.1
Vitamina A (ug/100mL) 295 190 113 34
Vitamina E (ug/g grasa) 84 76 56 15
Riboflavina (ug/mL) 4.83 2.71 1.85 1.47
Vitamina B12 (ug/100mL) 4.9 2.5 0.6
Acido Folico (ug/100mL) 0.8 0.2 0.2
Colina (mg/mL) 0.7 0.34 0.23 0.13

Fuente: (Godden, 2008)
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2.6 Falla en la transferencia de inmunidad pasiva

Se le llama transferencia pasiva a la absorcién de inmunoglobulinas maternas a
través del intestino delgado durante las primeras 24 horas después del nacimiento. Algunos
de los beneficios de una transferencia de inmunidad pasiva exitosa son, reducciéon de la
mortalidad en el periodo post destete, mejora de la ganancia diaria de peso y la eficiencia
alimentaria, reduccion de la edad al primer parto y mejora de la produccion en la primera y

segunda lactacién (Godden, 2008).

La placenta bovina tiene una estructura epiteliocorial, y a diferencia de la de otros
mamiferos como la de los canidos, roedores y humanos impide la transmisién de
inmunoglobulinas por parte de la madre hacia la cria en el Utero, ésta nace sin anticuerpos
gue lo protejan hasta que su sistema inmune sea totalmente funcional y por ello depende
casi completamente de la absorcién de inmunoglobulinas maternas a través del calostro
después del nacimiento (Godden, 2008). El momento de la ingestion, el método y volumen
administrado, la concentracion de inmunoglobulinas en el calostro, la época del afio, la raza,
edad y el estado nutricional de la vaca asi como el numero de parto y las enfermedades
presentes al momento y/o las que haya tenido la vaca a lo largo de su vida son los factores
gue afectan la 6ptima absorcién del calostro, incluso se ha reportado una mayor absorcion
de inmunoglobulinas por parte del neonato cuando la madre esta presente (Weaver et al.,
2000).

El fallo en la transferencia de inmunidad pasiva es una condicidn que predispone a
los neonatos a enfermedades. La transferencia de IgG a través del epitelio intestino delgado
es Optima dentro de las primeras cuatro horas de vida de la cria, luego declina rapidamente
después de las 12 horas posparto. Los becerros tienen fallo en la transferencia de
inmunidad pasiva si la concentracion de IgG sérica es menor de 10 mg/mL cuando se toma

una muestra entre las 24 y 48 horas de edad (Weaver et al., 2000).

La falla en la transferencia de inmunidad pasiva (IgG sérica <10 g/L) (Godden, 2008)

incrementa la morbilidad y mortalidad en terneros lecheros.

Las vacas multiparas poseen mayores cantidades de inmunoglobulina G (IgG) que
las primiparas. El nimero de lactaciones y la duracién del periodo seco influencian el
volumen y la concentracion de inmunoglobulinas en el calostro de las vacas lecheras.
(Pritchett et al. 1991).
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2.7 Diarrea Neonatal del Ternero

El epitelio intestinal es la primera barrera protectora contra patégenos exdégenos. Su
integridad asegura una absorcién correcta de nutrientes y previene la translocacion de
patébgenos dentro de la lamina propia. La permeabilidad puede ser transcelular
(principalmente utilizada para la absorcion de moléculas pequefias) o paracelular
(principalmente utilizada para absorber moléculas grandes). Debido a la alta permeabilidad
del intestino durante las primeras 12 horas de vida, éstos son muy susceptibles a la
translocacion bacteriana, lo cual incrementa la susceptibilidad a infecciones (Araujo et al.,
2015).

La diarrea neonatal del ternero representa la principal causa de muerte en el primer
mes de vida de los animales (Medrano-Galarza et al., 2018). Es una enfermedad
multifactorial. Algunos de los factores predisponentes son, la edad, la genética, el
alojamiento y el estado nutricional e inmunoldgico (Alfieri et al., 2018). Es la consecuencia
mas frecuente de las infecciones entéricas en becerras recién nacidas. Los agentes
infecciosos principales son virus, bacterias y protozoarios. Estos microorganismos pueden
causar la enfermedad de manera individual o asociada (Coura et al., 2015). El rotavirus y
coronavirus bovino son considerados los virus entéricos mas importantes involucrados en

el desarrollo de esta enfermedad (Martella et al., 2010).

a) Rotavirus: los terneros estan expuestos alrededor de la tercera semana de vida y
permanecen susceptibles como minimo hasta la octava semana (Parreno et al., 2004). Es
considerada la causa principal de diarrea neonatal en bovinos. La incidencia de la infeccion
usualmente se aproxima a 100% en los hatos y mas de la mitad de las infecciones resultan
en enfermedad clinica (Barrington et al., 2002). Los terneros adquieren la infeccién entre
los 4 y 14 dias de edad al ingerir el virus de contaminantes fecales del ambiente. La dosis
necesaria para causar la infeccion es de 10 particulas infecciosas o menos (Weaver et al.,
2000).

El periodo de incubacién es corto debido a que la invasion viral de las vellosidades
del intestino delgado ocurre a lo largo de la superficie luminal y grandes cantidades de

particulas virales son producidas rapidamente (Barrington et al., 2002).

El virus se replica dentro de los enterocitos, lo cual ocasiona su muerte. Esto

conlleva a una pérdida de superficie de absorcion, la presion osmotica creada por la glucosa
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y otros carbohidratos no absorbidos genera un ingreso de agua dentro de la luz intestinal.
Ademas, el liquido secretado por las criptas aumenta la cantidad de fluido en el lumen del

intestino lo que finalmente ocasiona diarrea (Foster y Smith, 2009).

La malabsorcion es ocasionada por la pérdida de enzimas hidroliticas producidas
por las células maduras de las vellosidades. Debido a esta pérdida de enzimas, la lactosa
permanece sin digerir en el intestino delgado donde actlia osmdticamente atrayendo agua
dentro del lumen intestinal (Barrington et al., 2002). Puesto que los procesos de transporte
de sodio y agua estan dafiados la diarrea causada por la infeccibn por rotavirus es
considerada principalmente diarrea por malabsorcion, aunque también se le clasifica como

secretora (Foster y Smith, 2009).

b) Coronavirus: normalmente afecta a becerros menores de 30 dias de edad
(Ammar et al., 2014). Al igual que el rotavirus bovino, este patdgeno es contraido mediante
la ingestion de materia contaminada. La infeccién comienza en el intestino delgado proximal
pero comunmente se disemina hacia el yeyuno, ileo y colon. Inicialmente, el virus se adhiere
al enterocito. Una vez dentro de la célula se replica y ocasiona la muerte celular al liberarse.
De esta manera la pérdida de células del epitelio intestinal da origen a diarrea por
malabsorcion (Foster y Smith, 2009).

La infeccion por coronavirus al igual que la ocasionada por rotavirus resulta en dafio
a las vellosidades del epitelio intestinal, dicha infeccion produce manifestaciones clinicas
mas severas puesto que el grado de atrofia de las vellosidades es mayor, asi como porque

tanto el intestino delgado como el grueso se ven afectados (Barrington et al., 2002).

Dentro de las bacterias patégenas causantes de diarrea neonatal del ternero
Escherichia coli, especialmente E. coli enterotoxigénica es considerada como la causa mas
importante de diarrea en los primeros tres dias de vida. Las bacterias se adhieren al epitelio
intestinal por medio de adhesinas (Barrington et al., 2002) ; esto les permite adherirse a
receptores especificos en el epitelio intestinal y colonizar el ileo, proliferar, y diseminarse a
lo largo del intestino delgado. Una vez que se establecida, E. coli produce enterotoxinas
termoestables que desencadenan un exceso de secrecion de fluido intestinal dando como

resultado diarrea secretora (Foster y Smith, 2009).

Las serovariedades de Salmonella enterica como S. typhimurium y S. dublin son
causas importantes de diarrea en terneros lecheros durante las primeras dos semanas de
vida. La fisiopatologia de la infeccidon causada por esta bacteria es compleja e incluye

inflamacion y necrosis, incremento de la secrecion de fluido y disminucién de la absorcién
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y digestion. Ademas de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, los terneros
infectados pueden llegar a presentar septicemia, lo cual ocasiona que la excrecién del
agente no solamente ocurra en heces, sino también en orina y secreciones oronasales

incluso antes de la aparicion de los signos clinicos (Barrington et al., 2002).

Cryptosporidium parvum es extensamente endémico y es una de las causa mas
probables de diarrea en becerros entre 7 y 21 dias de edad, causando enfermedad
raramente en animales menores de 7 y mayores de 28 dias de vida (de Graaf et al., 1999)
(Avendano et al., 2018). La infeccién ocurre cuando los ooquistes son ingeridos del

ambiente.

Al ser expuesto al acido estomacal y sales biliares el quiste libera al esporozoito.
Los esporozoitos invaden las células del epitelio del ileo (que es donde la infeccién
tipicamente ocurre), en el cual crean una invaginacién de la membrana luminal, en la cual
se convertirdn en trofozoitos. En esta etapa ocurre una reproduccion asexual de los
trofozoitos que origina merozoitos tipo | y 1. Los merozoitos se reproducen sexualmente
para generar ooquistes de pared delgada (autoinfeccién) y gruesa (excretados al ambiente
en heces) (O’Handley,2006).

C. parvum causa diarrea debido a la destruccién del epitelio del intestino delgado.
La destruccion epitelial resulta en atrofia de las vellosidades intestinales, hiperplasia de las
criptas y muerte celular, lo cual conlleva a una digestion y transporte de nutrientes deficiente
(Urie et al., 2018).

La malabsorcién produce diarrea que puede variar desde muy leve hasta
comprometer la vida del animal, dependiendo de la cantidad de protozoarios presentes en
el intestino y de la asociacién con otros organismos patégenos (Foster y Smith, 2009).
Como ocurre con la infeccion por coronavirus y rotavirus, la incidencia de C. parvum

usualmente se aproxima al 100% durante el primer mes de vida (Barrington et al., 2002).

La mortalidad de las terneras es considerada un problema de bienestar animal,
ademas ha sido identificada como uno de los indicadores mas importantes de salud en la
industria lechera (Ortiz-Pelaez et al., 2008). Causa un alto impacto econémico negativo
debido a los costos de los tratamientos veterinarios, a la reduccion de la ganancia de peso
de los animales afectados y a la muerte de éstos (Badaracco et al., 2012). También puede

limitar en gran medida el potencial genético de la ternera (Graham et al., 2018).
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2.8 Generalidades del sistema inmune

El sistema inmune protege al animal frente a las infecciones causadas por
microorganismos y, por tanto, es esencial para la vida de los animales. Se necesitan
muchos mecanismos complejos para asegurar la ausencia de enfermedad. Estos incluyen
las barreras fisicas que impiden a los patdgenos la entrada al organismo, la inmunidad
innata que proporciona una respuesta inicial y rapida pero inespecifica y la inmunidad
adquirida que proporciona una inmunidad retardada, prolongada, efectiva y especifica
(Tizard, 2009).

La proteccion més efectiva del organismo contra los patégenos es el rechazo a la
entrada, sin esta barrera una buena defensa es practicamente imposible. La presencia de
microbiota normal establecida en el intestino excluye a muchos invasores potenciales del
tracto gastrointestinal, previniendo asi algunas de las enfermedades méas importantes que
pueden llegar a comprometer la vida de los animales, en especial cuando estan en las

primeras etapas de vida (Pavon, 2016).

La inmunidad innata actia mediante el hecho de que los microorganismos invasores
son quimicamente distintos de los componentes normales del organismo. Lo anterior se
logra debido a que el organismo reconoce y reacciona frente a moléculas que son diferentes
a las propias intentando eliminarlas, para esto, se vale de una serie de reacciones quimicas
que consisten en mecanismos tanto quimicos como celulares de respuesta rapida

conocidos como inflamacion (Pavon, 2016).

La inmunidad adquirida es una respuesta que tarda varios dias en ser eficaz, pero,
a pesar de que se desarrolla lentamente resulta increiblemente efectiva, ademas tiene la
capacidad de recordar después de una exposicion a los microorganismos extrafios, esto le
da la capacidad de reaccionar de manera mas rapida y eficaz en exposiciones posteriores
a los patdgenos, es un sistema complejo y sofisticado que proporciona el ultimo nivel de

defensa del organismo (Moser y Leo, 2010).

En la figura 7 es posible observar las principales diferencias entre las respuestas

gque ocurren en la inmunidad innata y la inmunidad adquirida.

El sistema de inmunidad adquirida actia mediante células y anticuerpos. Las
células que se encargan de las respuestas inmunes adquiridas incluyen células dendriticas,

macrofagos y linfocitos B y T. Cada una de estas células tiene una funcion especifica en la
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inmunidad adquirida. Las células dendriticas tienen la capacidad de atrapar, procesar y
presentar antigenos a las células con receptores para los antigenos procesados. Los
linfocitos B producen anticuerpos en una forma unida a la membrana que actlan como
receptores de los antigenos. La unién del antigeno con estos anticuerpos inicia las
respuestas de la célula B, a este proceso se le denomina fase de reconocimiento de la

inmunidad humoral.

Cuando las células B son estimuladas por el antigeno secretan anticuerpos, esto
constituye la fase efectora de la inmunidad humoral. Los anticuerpos entonces son aptos
para unirse al antigeno y desencadenar diversos mecanismos efectores que eliminan a los
antigenos. La eliminacién del antigeno generalmente precisa de la interaccién del
anticuerpo con componentes del sistema inmune innato, como las proteinas del
complemento y células como los macréfagos y células NK (del inglés natural Killer) (Abbas,
2002).

Las funciones efectoras mediadas por anticuerpos consisten en la neutralizacion de
los microorganismos o las toxinas producidas por ellos, la activacion del sistema del
complemento, la opsonizacion de los antigenos para potenciar la fagocitosis, la citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpos, mediante la cual los anticuerpos
identifican micororganismos para su lisis posterior por las células del sistema inmune innato,
y la hipersensibildad inmediata en la que los anticuerpos provocan la activacion de los
mastocitos (Abbas, 2002).

Los linfocitos T también poseen receptores para reconocimiento de antigenos, una
vez que les es presentado alguno, se activaran y participaran en la respuesta mediada por
células destruyendo al antigeno. Los linfocitos B y T poseen también la capacidad de
recordar las exposiciones a los antigenos, por lo que, se consideran células de memoria.
Los macrofagos participan también en la respuesta mediada por células fagocitando

particulas exdgenas (Eisen, 2014).

En la figura 6 se muestra un esquema del origen de las células del sistema inmune
tienen su origen en la médula 6sea. Las células mieloides incluyen neutréfilos, baséfilos,
eosindfilos, macréfagos y células dendriticas y las células linfoides que estan conformadas
por linfocitos B, linfocitos T y células asesinas naturales (NK por sus siglas en inglés) las

cuales se diferencian a lo largo de diferentes vias (Gutiérrez, 2010).
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Figura 6. Origen de las células del sistema inmune.

Fuente: Gutiérrez (2010).
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2.9 Caracteristicas estructurales y propiedades biolégicas de las

inmunoglobulinas

En el interior de las células B los anticuerpos se encuentran unidos al reticulo
endoplasmico y al aparato de Golgiy en la superficie se expresan como proteinas integrales
de membrana. Una vez que son secretados, los anticuerpos estan presentes en el plasma,
en las secreciones mucosas y, en menor medida, en el liquido intersticial de los tejidos.
También se unen regularmente a los receptores de superficie de células efectoras, como

los fagocitos mononucleares, las células NK y los mastocitos (Abbas, 2002).

Figura 8. Estructura tridimensional de la inmunoglobulina G.

Fuente: https://es.123rf.com/photo 13696219 estructura-qu%C3%ADmica-de-

una-inmunoglobulina-g-igg-anticuerpo-mol%C3%A9cula-.html.

Las inmunoglobulinas son proteinas glucosiladas constituidas por cadenas
polipetidicas y carbohidratos que representan el 82 a 96% y el 4 a 18% del total de la
molécula, respectivamente (figura 8). Estan formadas por dos cadenas pesadas (gamma)
y dos cadenas ligeras (kappa o lambda) Las cadenas ligeras estan unidas a las cadenas
pesadas y estas a su vez estan unidas entre si mediante puentes disulfuro y uniones con
covalentes como puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals, interacciones de tipo

salino e hidrofobicas (Carmona, 2010).
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Tanto las cadenas ligeras como las cadenas pesadas contienen series de unidades
homologas repetidas de 110 aminoacidos plegadas independientemente en un motivo
globular denominadas regiones o dominios. Ambos tipos de cadenas se componen de
regiones variables (V) amino terminales (N-terminales) y de regiones constantes (C) carboxi
terminales (Butler, 1998). Las cadenas ligeras estan formadas por una regién constante y
una region variable. Las cadenas pesadas estan constituidas por una region variable y tres

0 cuatro constantes segln en isotopo de anticuerpo (Abbas, 2002).

Las funciones efectoras y las propiedades fisicoquimicas comunes de los
anticuerpos se asocian a los segmentos de las cadenas pesadas que no se unen al
antigeno (region C) denominada fragmento Fc (del inglés fragment crystallizable), la cual
muestra escasa variacion. El reconocimiento antigénico ocurre en las porciones que se
unen al antigeno (regién V) denominada fragmento Fab (del inglés fragment antigen
binding) (Abbas, 2002). En la figura 9 se observan las regiones de union del antigeno y las

regiones responsables de la actividad bioldgica.

Sitio de union del
antigeno

Sitio de actividad
biologica

k Cadenas H J

Figura 9. Estructura general de una molécula de inmunoglobulina.

Fuente: Inmunologia molecular, celular y traslacional. Pavén, 2016.

Las regiones V de las cadenas ligeras (VL) y de las cadenas pesadas (Vu) de las
inmunoglobulinas poseen segmentos hipervariables en los cuales se encuentran la mayoria
de las diferencias de secuencia de aminoacidos. Existen tres regiones hipervariables en

cada dominio de V_y tres en cada dominio de Vy (figura 8). Estas regiones se denominan
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regiones determinantes de la complementariedad o CDR (del inglés complementarity-
determining regions). Cada region CDR consta de tres fragmentos llamados CDR1, CDR2
y CDR3. Las regiones CDR forman bucles extendidos disponibles para interaccionar con el

antigeno (figura 10) (Abbas, 2002).

Figura 10. Estructura tridimensional de los bucles CDR1, CDR2 y CDR3 de la region
hipervariable de una cadena ligera.

Fuente: Inmunologia celular y molecular. Abbas, 2002.

Como se observa en la figura 11, existen secuencias conservadas adyacentes a las
regiones CDR que son llamadas regiones marco. Esto permite que a pesar de la variabilidad
en la secuencia en los fragmentos CDR, la estructura basica de las inmunoglobulinas se
conserve (Abbas, 2002).

a Framework -~  Antigen

g A VL regions »2 / binding

r
Figura 11. Relacion entre los fragmentos CDR de la region hipervariable y las
regiones marco de un anticuerpo.

Fuente: Modificado de Hansel T.T., (2010).
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La sintesis de un anticuerpo implica el reordenamiento y la unidon de varios
segmentos de genes y es la base del desarrollo de una gran variedad de estas moléculas.
Este proceso aunado, a la hipermutacion somatica, genera un amplio repertorio de

inmunoglobulinas capaces de reconocer un vasto nimero de antigenos (Butler, 1998).

Las diferencias encontradas en las regiones C de las cadenas pesadas de los
anticuerpos definen a qué clase (isotipo) y subclase (subtipo) pertenecen éstos y cuéles
seran sus funciones efectoras. Las regiones C de las cadenas pesadas de un isotipo o

subtipo de anticuerpos comparten la misma secuencia de aminoacidos (Abbas, 2002).

El fragmento Fc confiere a las inmunoglobulinas actividades biolégicas Unicas que
incluyen la activacién del complemento, transporte a través de las células epiteliales
reconocimiento por receptores de membrana de macréfagos neutréfilos y mastocitos y
reconocimiento por las proteinas de union al anticuerpo producidas por algunas bacterias.

Diferentes isotipos y subtipos realizan distintas funciones efectoras (Butler, 1998).

Los anticuerpos poseen una estructura flexible gracias a una secuencia de 10 a mas
de 60 aminoéacidos (dependiendo del isotipo) conocida como region de bisagra. Esta
caracteristica confiere al anticuerpo la capacidad para unirse a dos antigenos al mismo

tiempo en una superficie plana como la membrana celular (Abbas, 2002).
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2.9.1 Clasificacion de las Inmunoglobulinas de los mamiferos

Las inmunoglobulinas, también llamadas anticuerpos, son proteinas del sistema

inmune, producidas por organismos superiores para la proteccion contra agentes

patégenos (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).

Son producidas en las células plasméticas (linfocitos) y se encuentran en el suero

sanguineo y las secreciones corporales. Las funciones bioldgicas que llevan a cabo son,

blogqueo, neutralizacion, opsonizacién, fijacion del complemento y citotoxicidad celular

mediada por células (Chames et al., 2009).

Existen cinco clases de inmunoglobulinas producidas por los mamiferos (ver Tabla

2). Su clasificacion depende de la estructura que presenten (figura 12). Podemos encontrar

cinco formas distintas de cadena pesada. Dichas cadenas se han nombrado con letras

griegas a (alfa) d (delta), € (épsilon), y (gamma) y u (mu) (Day, 2014).

Tabla 2. Clasificacion de las inmunoglobulinas de los mamiferos

IgM IgD IgG IgA IgE
Secreciones i o1
] Suero y liquido células
Localizacién Suero Suero corporales y
extracelular cebadasy
suero
mucosas
Porcentaje o 0 0 . 0
en st 5-10% 0.20% 75 -80% 10 - 15% 0.01%
Transferencia o, Participa en
: : Proteccion de ;
de inmunidad la primera
) mucosas por .
- Su pasiva. .57 lineade
Participa en la . o neutralizacion;
, 4 funcién  Participa en la Lt defensay
L primera linea de impide la
Funcion no es respuesta . en las
defensayenla . union de
: hy clara  inmune general, ) respuestas
inmunorregulacion , o patégenosa .
aun. especificamente estas inmunes a
en la respuesta - helmintos
. superficies. . .
secundaria. intestinales.
Vida media Corta Corta Larga Larga Muy corta
. No 19G1, 1gG2, .
Subclases No existen existen IgG3 e IgG4 IgAl e IgA2  No existen

Fuente: Elaboracién propia con datos de (Schroeder y Cavacini, 2010).
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Figura 12 Estructura de las inmunoglobulinas de los mamiferos.

Fuente: https://www.abcam.com/protocols/antibody-structure-and-isotypes

Durante el desarrollo temprano de los linfocitos B los dominios variables (Vu y Vi)
son reordenados productivamente y expresados en asociacién con la cadena pesada [
para producir IgM y luego IgD mediante un empalme alterativo. Después en respuesta a
estimulacion antigénica y regulacion por medio de citocinas, estos dominios variables se
pueden conjugar con otros isotopos (IgG, IgA, e IgE) en un proceso controlado. Esta hueva
asociacién depende del antigeno por si mismo y de las vias de sefializacion que se activen,
asi como también del microambiente en el que se encuentren las moléculas (Schroeder y
Cavacini, 2010).

IgM es la primera inmunoglobulina expresada durante el desarrollo de los linfocitos
B. Representa de 5 a 10% de las inmunoglobulinas séricas. Actlia opsonizando el antigeno
para la destruccion vy fijacion del complemento. Su estructura pentamérica la hace muy
eficiente en este proceso. Participa en la primera linea de defensa del organismo y en la
inmunorregulacion por lo que es utilizada en el diagnéstico de exposiciones agudas a algun

patégeno. Estos anticuerpos tienen poca afinidad por lo que se les llama anticuerpos
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naturales. En consecuencia, IgM raramente ocasiona enfermedades autoinmunes
(Schroeder y Cavacini, 2010).

IgD se encuentra circulando en el suero sanguineo a niveles muy bajos. Representa
el 0.2% de las inmunoglobulinas séricas. Tiene una vida media corta, lo cual se puede
atribuir a la sensibilidad de la molécula a la protedlisis. Su funcién no es clara pero se sabe
gue puede reaccionar contra proteinas bacterianas especificas (Schroeder y Cavacini,
2010).

IgG representa la clase de anticuerpos predominante en el suero sanguineo (85 a
90%). Tiene la vida media més larga de todas las inmunoglobulinas. Mediante estudios de
la estructura, capacidad antigénica y diferencias funcionales de la cadena pesada se han
identificado cuatro subclases de IgG (IgG1, 19G2, IgG3 e IgG4). Cada una de las subclases
presenta diferencias especificas, pero en términos generales son similares. Todas las
inmunoglobulinas de esta clase participan en el transporte transplacentario y en las
respuestas inmunes secundarias. Las inmunoglobulinas 1gG contribuyen también
directamente en la respuesta inmune. Actian neutralizando toxinas, virus y bacterias. Estos
anticuerpos pueden estar asociadas a enfermedades individuales (Schroeder y Cavacini,
2010).

IgA representa de 10 a 15% de las inmunoglobulinas séricas, pero son la clase mas
abundante en las secreciones corporales, como la saliva, la leche, las lagrimas y el moco
de las vias bronquiales, genitourinarias y digestivas. Constituye mas del 50% de la proteina
del calostro. Generalmente presenta una estructura monomérica en el suero pero cuando
se encuentra en la mucosa su estructura es un dimero y se le denomina IgA secretora. Hay
dos subclases de IgA (IgAl e IgA2) (Schroeder y Cavacini, 2010).

La funcion de las inmunoglobulinas IgA es muy importante ya que protege las
mucosas de toxinas, virus y bacterias mediante neutralizacion directa o previniendo la unién

de los patégenos a la superficie de la mucosa (Schroeder y Cavacini, 2010).

IgE. Aungue representa cerca del 0.005% de los anticuerpos del suero y tiene la
vida media mas corta de todas, es una inmunoglobulina sumamente potente. Es encontrada
también en las células cebadas y en las mucosas. Se le asocia a las reacciones de
hipersensibilidad y a la respuesta inmune a las infecciones causadas por gusanos parasitos

(helmintos) (Schroeder y Cavacini, 2010).
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2.10 Produccién de anticuerpos

Los antigenos se clasifican en timo dependientes (T dependientes) y timo
independientes (T independientes). Los primeros tienen naturaleza proteica, los
polisacaridos, lipidos y acidos nucleicos constituyen los antigenos timo independientes. La
respuesta humoral a los antigenos proteicos requiere la participacion de los linfocitos T
colaboradores. Las respuestas a los antigenos timo independientes no necesitan la
colaboracién de los linfocitos T (Abbas, 2002). La Tabla 3 muestra una comparacion entre

las respuestas T dependientes y T independientes.
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Tabla 3. Comparacion entre las respuestas T dependientesy T

independientes

Comparacion entre las respuestas T dependientes y T independientes

Respuesta T dependiente

Respuesta T independiente

Antigenos estimulantes

De origen proteico

Polisacaridos, lipidos, acidos nucleicos

Células implicadas

Linfocitos By T colaboradores

Linfocitos B

Receptores de antigeno

MHC clase Il, complejo receptor para el
antigeno del linfocito B, CD40, receptor del
complemento tipo 2 (CR2)

Complejo receptor para el antigeno
del linfocito B, receptor del
complemento tipo 2 (CR2)

Sitio de presentacion de
antigenos

Organos linfoides periféricos: limite de los
foliculos linfoides

Tejidos linfoides: zona marginal de los
foliculos linfoides

Activacion del sistema

Via clasica, algunos polisacaridos lo

Via clasica i ; .
del complemento activan por la via alternativa
Clases de anticuerpos IgG, IgA, IgE, IgD IgM, algunos subtipos de IgG
predominantes
Formacion de centros Si No
germinales
Cambio de isotipo Si Unicamente a algunos subtipos de IgG
Maduracion de Ia
afinidad Si No

., , Si Respuestas de memoria contra
Generauor\ RL ClEs B polisacaridos bacterianos
de memoria
Formaciéon de células Si No

secretoras

Afinidad de anticuerpos

Gran afinidad

Escasa afinidad

Especializacién de la
respuesta inmune

Sumamente especializadas

Poco especializadas

Fuente: Abbas, 2002.

De manera general, estas respuestas se inician en los érganos linfoides periféricos.

Cuando los antigenos son transportados por la sangre, la respuesta comienza en el bazo,

si los antigenos penetran a través de la piel o de los epitelios mucosos, la respuesta
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comienza en los ganglios linfaticos de drenaje y si los antigenos son inhalados o ingeridos,

la respuesta comienza en los tejidos linfoides de las mucosas (Abbas, 2002).

Una vez iniciada la respuesta, los anticuerpos ingresan a la circulacién sanguinea o
a la luz de los 6rganos mucosos y alli median sus efectos protectores. Las células
productoras de anticuerpos permanecen principalmente en los 6rganos linfoides

secundarios y en la medula 6sea (Abbas, 2002).

Las respuestas humorales comienzan con la activacion de los linfocitos B. Esta
activacion que conduce a la proliferacion mediante expansion clonal y finalmente a la
diferenciacion que resulta en la generacion de células efectoras que secretan activamente

anticuerpos y de linfocitos B de memoria (Abbas, 2002) consta de cuatro fases:

1) La fase de reconocimiento inicia con la interaccion de los antigenos con algunos

linfocitos B maduros que expresan IgM e IgD. Dicha interaccién da inicio a

2) Durante la fase de activacion la union del antigeno al receptor en la membrana
del linfocito B genera una transduccion de sefiales que activan esta célula a través del
complejo receptor para el antigeno del linfocito B. El complejo antigeno-anticuerpo ocasiona
gue las proteinas del sistema del complemento se de Cd3, un fragmento proteaolitico que se
genera en respuesta a los microorganismos El sistema del complemento proporciona
segundas sefales esenciales para la activacion de esta célula mediante un fragmento
proteolitico del complemento que se genera en respuesta a los microorganismos (Abbas,
2002).

Los acontecimientos celulares iniciales inducidos por el reconocimiento del antigeno
por el complejo receptor del linfocito B preparan a estas células para la proliferacion y
diferenciacion (Abbas, 2002).

3) La expresion de moléculas de superficie como el ligando CD40L en los linfocitos
T colaboradores y el receptor CD40 expresado por los linfocitos B que median la
sefalizacién bidireccional y la activacién subsiguiente de los dos tipos de células (Abbas,
2002).

4) La sintesis y la secrecion de anticuerpos en respuesta a los antigenos proteicos,
asi como la proliferacién de los linfocitos B son estimuladas por sefiales mediadas por Cd40
y por citoquinas. Las citoquinas aumentan la proliferacién y diferenciacion de este tipo de
células y determina los tipos de anticuerpos producidos mediante cambios en los isotipos

de las cadenas pesadas (Abbas, 2002).
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Durante una respuesta T dependiente el reconocimiento del antigeno por los
linfocitos B y T colaboradores y su interaccion estimula la expansion clonal de estas ultimas,
el cambio de isotipo, la maduracién de la afinidad y la diferenciacién en células B de
memoria (Abbas, 2002).

Las respuestas T dependientes se dividen en dos fases. La fase inicial ocurre en los
limites de las zonas ricas en linfocitos T y en los foliculos primarios. Conduce a la
proliferacion de los linfocitos B, a la secrecion inicial de anticuerpos y al cambio de isotipo.
La fase tardia tiene lugar en los centros germinales dentro de los foliculos linfoides y da
lugar a la maduracion de la afinidad y a la generacién de linfocitos B de memoria (Abbas,
2002).
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2.11 Mecanismos efectores de los anticuerpos

Las funciones efectoras de los anticuerpos son desencadenadas por la unién de
antigenos a las regiones variables. Muchas de estas funciones estan mediadas por las
regiones constantes de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, por tanto, cada

isotipo tiene funciones efectoras diferentes (Abbas, 2002).

2.11.1 Neutralizacion

La neutralizacion ocurre cuando los anticuerpos se unen a microorganismos y/o
toxinas microbianas impidiendo de esta manera la unién de estos a los receptores celulares
(figura 13). Asi, los anticuerpos inhiben o “neutralizan” la infectividad de los
microorganismos y los posibles efectos nocivos de la infeccion. La eficacia de la
neutralizacion esta determinada por la afinidad de cada inmunoglobulina por su antigeno.
Los anticuerpos de alta afinidad se producen mediante el proceso de maduracion de la
afinidad (Abbas, 2002).
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Figura 13. Neutralizacion de toxinas por anticuerpos.

Fuente: Elaboracion propia.
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a) Los anticuerpos se unen a los antigenos, por ejemplo, algunas toxinas
bacterianas; b) Al quedar unidas a los anticuerpos, las toxinas quedan inhabilitadas para
unirse a los receptores celulares, de esta manera, los anticuerpos evitan que dichas
moléculas ocasionen dafio a las células y con ello, el desarrollo de una enfermedad. Fuente:

Elaboracion propia.

2.11.2. Opsonizacioén y fagocitosis

Este mecanismo es realizado por los anticuerpos del isotipo IgG. Al recubrir
(opsonizar) un antigeno, inducen su fagocitosis cuando se unen a los receptores presentes

en los fagocitos (Abbas, 2002). En la figura 14 se ilustra este mecanismo.

Opsonizacion y fagocitosis
A A
N 23 A
1 B
Y Y ¥y
% A [d

Figura 14. Opsonizacién y fagocitosis.

Fuente: Elaboracion propia.

a) Los anticuerpos se unen al antigeno, por ejemplo, una bacteria; b) Formacion del

complejo antigeno-anticuerpo; c) Union de C1qg al complejo antigeno-anticuerpo, activacion
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del sistema del complemento; Union de las regiones Fc a los receptores celulares de los

fagocitos, por ejemplo, un neutréfilo. Fuente: Elaboracion propia.

2.11.3 Citotoxicidad

Es mediada por células dependientes de anticuerpos como las células NK. La figura
15 ejemplifica la union del receptor de estas células, conocido como CD16 a los anticuerpos
IgG unidos a células, que da como resultado la lisis de las células recubiertas de anticuerpos
(Abbas, 2002).

Citotoxicidad

Figura 15. Citotoxicidad mediada por anticuerpos.

Fuente: Elaboracion propia.

a) Unién de los anticuerpos a una bacteria; b) Unién de las regiones Fc de las
inmunoglobulinas a los receptores CD16 de las células NK; c¢) Estimulacién de las células
NK que resulta en la produccion de moleculas citotoxicas dirigidas a la celulas recubiertas
por anticuerpos. Fuente: Elaboracion propia.
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2.12 Sistema del complemento

Es uno de los principales mecanismos efectores de la inmunidad humoral y uno muy
importante de la inmunidad innata. Esta constituido por mas de 30 proteinas que pueden
ser activadas secuencialmente en una cascada enzimatica compleja (Lateb, 2019). Estas
proteinas normalmente inactivas se activan en condiciones especiales y por proteinas de
la superficie celular que interaccionan entre si 'y con otras moléculas del sistema inmunitario
de manera sumamente regulada. (Abbas, 2002). Se han descrito tres vias de activaciéon
principales: clasica, alternativa y la via de las lectinas (figura 16). Cada una de ellas se
activa por estimulos diferentes y todas ellas convergen en la generacion de la proteina del
complemento denominada C3 (Lateb, 2019).

La activacion del complemento inicia una protedlisis secuencial de proteinas que
genera enzimas (en forma de zimdgenos) con actividad proteolitica. De esta manera, los
productos generados por la activacion del complemento se unen por enlaces covalentes a
las superficies celulares microbianas o a anticuerpos unidos a microorganismos 0 a otros
antigenos (Abbas, 2002).

Ciqr2s2 Unién a Ag-Aco a
superficie de las bacterias

C1q(252 AV
activo @ @cC2a Unién a

bacterias o virus
MSP-1y2

activas - /\. @\; }

(C3 convertasa)/ \ -
o . amm
—_—
/ C3bBbC3b
Unién a polisacaridos (C5 convertasa)
en la superficie de ‘ FC5 4 I
C4b2a3b

las bacterias o virus
(C5 convertasa) /\
CSa‘ @b—»%—»%—%—» —

Tickover o
activacién por
otra via

Estabilizador

Properdina

MBL
inactiva

MAC
*C4b media la unién de C2 para que C1 pueda actuar C5b6789

Figura 16. Vias de activacion del complemento.

Fuente: Inmunologia molecular, celular y traslacional. Pavén, 2016.
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A pesar de diferir un poco en el inicio de la cascada de reacciones proteoliticas,
todas las vias de activacion del sistema del complemento tienen como etapas finales la
escision de la proteina C5 por la C5 convertasa y la formacién del MAC. Fuente: Pavén
(2016).

Los receptores del sistema del complemento son receptores acoplados a proteinas
G y son expresados en varios tipos de células del sistema inmune y raramente en otras
células. Estos receptores se activan por fragmentos de proteinas del complemento

generados en el plasma durante la activacion de este sistema (Ling, 2019).

La activacion del complemento es inhibida por proteinas reguladoras presentes en
las células del hospedero y ausentes en los microorganismos. Esto permite que este
proceso tenga lugar en las superficies microbianas y no en las células propias del huésped,
asi se minimiza la lesi6n mediada por las proteinas del complemento en dichas células
(Abbas, 2002). La fase fluida y los reguladores unidos a la membrana promueven una
defensa contra la infeccién efectiva y la homeostasis de este sistema, ademas, previene la

activacion inapropiada del complemento (Ling, 2019).

2.12.1 Via clasica

Se inicia por la unién de C1 a los dominios Cn2 de los anticuerpos IgG o a los
dominios Cux3 de los anticuerpos IgM unidos a un antigeno (figura 17). C1g es un complejo
compuesto por las subunidades C1qg, Clry C1ls; C1q se une al anticuerpo, C1ry Cls son
proteasas. Para activarse, cada molécula de C1q debe unirse a dos cadenas pesadas de
inmunoglobulina (Abbas, 2002).

La unién del complejo Clq a las cadenas pesadas de IgG o IgM resulta en la
activacion enzimética de Clr asociado, este a su vez escinde y activa la proteina C1ls.
Posteriormente, el Cls activado escinde C4, esto produce C4b. La proteina C4 es

homologa a C3. A continuacion la proteina C2 se une con C4b para formar complejos para
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luego escindirse debido a la accion de Cls y formar C2b soluble y un fragmento de mayor
tamafio denominado C2a, esta molécula se mantiene asociada de manera fisica a C4b en

la superficie celular (Abbas, 2002).

El resultado de las reacciones descritas anteriormente es un complejo llamado
convertasa de C3 de la via clasica (C4b2a), esta enzima se une a C3y lo escinde. Algunas
moléculas de C3b se unen a la convertasa de C3, esta unién da lugar a la convertasa de
C5 de la via clasica que escinde C5 e inicia las etapas finales de la activacién del
complemento (Abbas, 2002).

i
& o /é - /@ .

C2a

Cab2a C4b2a3b
C3 convertasa C5 convertasa
de la via clasica de la via clésica
Célula
Via clasica

Figura 17. Via clasica de activacion del complemento.

La union de la proteina Clg al complejo antigeno-anticuerpo inicia la via clasica de

activacion del sistema del complemento. Fuente: Pavon (2016).

Fuente: Inmunologia molecular, celular y traslacional. Pavén, 2016.

En las etapas finales de la activacion del complemento las convertasas de C5 inician
la activaciéon de los componentes finales del sistema del complemento cuyo resultado final
es la formacion del complejo de ataque a la membrana (MAC) (figura 18). EI MAC resulta
de la formacién de poros en las membranas plasmaticas que forman canales que permiten
el movimiento libre de agua e iones a través de la membrana y ocasionan una hinchazoén

osmética y con ello la rotura de las células. Ademas, el MAC también permite el ingreso de
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altas concentraciones de calcio, lo cual puede inducir apoptosis en células nucleadas

% {0
Y N

Complejo de ataque

Célula a la membrana

Formacién de MAC MAC

Figura 18. Etapas finales de la activacion del sistema del complemento.

Fuente: Inmunologia molecular, celular y traslacional. Pavén, 2016.

Las convertasas de C5 escinden la proteina C5 en un pequefio fragmento llamado Cba,
gue es liberado, y un fragmento que permanece unido a la superficie celular, C5b. C6, C7,
C8y C9 son proteinas estructuralmente relacionadas y no poseen actividad enzimatica. La
proteina C5b mantiene una conformacion temporal que le confiere la capacidad de unirse
a la siguiente proteina, C6, la molécula resultante, el complejo C5b,6 se mantiene
débilmente asociado a la membrana celular hasta que se une a la proteina C7. A
continuacion se forma el complejo C5b,6,7, C7 es hidréfobo y se inserta en la bicapa lipidica
de la membrana de la célula, una vez insertada se convierte en un receptor de alta afinidad
para la proteina C8. Luego de la union a esta ultima, el resultado es el complejo C5b,6,7,8
(C5b-8) que una vez insertado posee una capacidad limitada de citdlisis. La formacion de

un MAC totalmente requiere la union de la molécula C9 (Abbas, 2002).
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2.13 Sistema inmune del ternero

El desarrollo del sistema inmune sigue un patron constante. Se desarrolla en una
serie de periodos. Cada uno de ellos capacita al feto para responder a mas antigenos.
Durante las primeras fases del desarrollo fetal se forma el sistema inmune de los becerros.
El timo es el primer 6rgano linfoide que se desarrolla y es reconocible a los 40 dias de
gestacion. La médula y el bazo se aparecen a los 55 dias, los nddulos linfaticos a los 60 y
las placas de Peyer se observan hasta el dia 175. Los linfocitos pueden ser encontrados
en la circulacién sanguinea periférica de los terneros a los 45 dias. Los linfocitos se
sintetizan hasta el final de la etapa fetal. La capacidad para desarrollar una respuesta
inmune mediada por células surge al mismo tiempo que la produccién de anticuerpos
(Tizard, 2009).

La placenta de los bovinos forma una estructura compuesta por las células fetales y
maternales que crea un sistema de comunicacion entre la madre y la cria (Rutkowska et
al., 2018). Como se muestra en la figura 20, la estructura epiteliocoral separa el aporte
sanguineo maternal y fetal impidiendo la transferencia de inmunoglobulinas durante la
gestacion, por lo tanto, los terneros nacen sin inmunidad pasiva (Godden, 2008). Para
proteger a su progenie, la madre produce calostro, el cual contiene altos niveles de
inmunoglobulina G, ademas de otros nutrientes necesarios para el desarrollo 6ptimo de la
cria (Fischer et al., 2018).

Placentomas

Figura 19. Placentacién bovina. Fuente: Anatomia Veterinaria. Dyce, 2012
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A pesar de que no se ha utlizado, el sistema inmune esta completamente
desarrollado al nacimiento. Por lo cual, todas las respuestas inmunes adquiridas del

neonato son primarias y se desarrollan lentamente (Tizard, 2009).

Epiteliocorial

momirara tasdd

Coren

Epitelic
endometsial

Figura 20. Placentacion epiteliocorial. La placenta se constituye de 6 capas
histolégicas, en donde el epitelio uterino intacto se pone en contacto con el corién intacto.

Fuente: Manual de laboratorio de reproduccion animal. Mellisho (2010).
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2.14 Sistema inmune de las aves

La organizacion en general y los mecanismos de inmunidad son bastante similares
a aquellos en mamiferos. Se ha identificado una dicotomia del sistema inmune en

compartimentos By T (Saif y col, 2003).

El sistema inmune de las aves, como el de los mamiferos, es complejo y
compromete un nimero de células y factores solubles que deben trabajar para producir una
respuesta inmune protectora. Las células inmunes residen en érganos linfoides primarios u
6rganos linfoides secundarios. El timo y la bolsa de Fabricio, respectivamente, son los
organos linfoides primarios donde los precursores T y B se diferencian y son sometidos a

maduracion (Saif y col, 2003).

Las células inmunes funcionales dejan los 6rganos linfoides primarios y comienzan
a poblar los érganos linfoides secundarios, los sitios principales de la respuesta inmune
inducida por antigenos. Ejemplos de drganos linfoides secundarios incluyen: bazo, médula
Osea, glandula de Harder, tejido linfoide asociado a la conjuntiva (CALT), tejido linfoide
asociado a los bronquios (BALT) y tejido linfoide asociado al intestino (GALT) (Saif y col,
2003).

La produccién de inmunoglobulinas en las aves presenta diferencias significativas
con la de los mamiferos. Durante la embriogénesis ocurre un reordenamiento de los genes
que codifican las inmunoglobulinas, limitando de esta manera el niumero posible de

anticuerpos al de precursores de linfocitos B (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).

Se han reportado tres clases de inmunoglobulinas en las gallinas, IgA, IgM e IgY.
IgA e IgM son similares a las mismas encontradas en mamiferos. La IgY es analoga en
funcién a la IgG del suero de los mamiferos. IgA e IgM son incorporadas al huevo durante
su formacién. La IgY sérica es transferida hacia la yema mediante un receptor especifico

para IgY encontrado en la membrana de la yema (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).
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2.14.1Transferencia de inmunidad pasiva aviar

Las inmunoglobulinas Y (IgY) son anticuerpos presentes en el suero sanguineo de
aves, reptiles, y anfibios. Son transferidas a la yema de huevo a través de una membrana
ampliamente vascularizada (saco de la yema) para conferir inmunidad pasiva a la progenie
(Diraviyam et al., 2014) (figura 21). El ordenamiento de los genes que codifican éstas
inmunoglobulinas ocurre en una sola ola durante la embriogénesis, a diferencia de los
mamiferos, en los cuales la formacién de anticuerpos es un proceso que continua durante
toda la vida, por tanto, en las aves, reptiles y anfibios, el nimero posible de IgY se limita al

numero de células B precursoras (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).

Los pollitos dependen de los anticuerpos maternos como la principal fuente de
inmunidad pasiva hasta que su sistema inmune sea capaz de protegerlos contra las
infecciones. Después de haber eclosionado la proteina presente en el saco vitelino es
decisiva para la absorcibn normal del contenido de éste y para la transferencia de

inmunoglobulinas Y hacia la circulacion del pollo (Ulmer-Franco, 2012).

Las inmunoglobulinas A 'y M (IgA e IgM) son incorporadas a la clara de huevo
durante la ovogénesis mientras que la inmunoglobulina Y es transportada de manera
selectiva a la yema por medio de un receptor especifico en la superficie de la membrana de
la yema (Tressler y Roth, 1987). Las concentraciones aproximadas de IgA e IgM son,
respectivamente, 0.15 y 0.7 mg/mL, en tanto que la concentracion de IgY en la yema puede

llegar a ser de hasta 25 mg/mL (Rose et al., 1974).

La yema de huevo contiene mas de 100 mg de IgY (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).

La cantidad de IgY por mililitro es de 8-20 mg (Ruan et al., 2005).

La mayoria de los componentes de la yema son transferidos del plasma sanguineo
al ovario gracias a un proceso que comienza en la pubertad estimulado por un incremento
de estrogeno en plasma (Ulmer-Franco, 2012). La transferencia de IgY desde el torrente
sanguineo hacia el ovario es selectiva sobre proteinas como la albumina y aumenta de
manera proporcional al tamafio del foliculo dos o tres dias antes de la ovulacién (Patterson,
1962a). Al igual que ocurre en mamiferos, la transferencia de anticuerpos al saco de la

yema es un proceso dependiente del pH (Tesar et al., 2008).
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Ovario

ﬂ ) ‘ Transferencia de IgY
de la circulacion sanguinea

ala yema

Oviducto

Figura 21 Transferencia de inmunidad pasiva aviar.

Fuente: Elaboracion propia.
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2.15 Propiedades de la inmunoglobulina Y

La inmunoglobulina Y representa el mayor porcentaje de la proteina contenida en la

yema de huevo. Protege al embrién contra los patégenos (Justiz Vaillant, 2013).

Aunqgue es analoga a la IgG de los mamiferos en funcion, la estructura de la IgY es

significativamente diferente (Carlander et al., 1999).

IgG

IgY

Figura 22 Estructura de IgY e IgG.

Fuente: (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).

La figura 22 muestra las diferencias estructurales entre la IgY y la IgG. Contiene dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, tiene una masa molecular de 180 kDa y un peso
molecular de 68 kDa. La cadena H no tiene bisagra y posee cuatro dominios constantes

adicionales al dominio variable (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).
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Su estructura consiste en dominios de aproximadamente 115 aminodcidos con
residuos de cisteina y triptéfano de las cadenas pesadas (H) y ligeras (L), altamente
conservados. Ademas, un puente disulfuro le confiere su funcionalidad y nivel terciario
(Ulmer-Franco, 2012). Es mas desordenada que la de la IgG debido a que contiene menos
estructuras . La carencia de una regién de bisagra es otro factor que afecta su estabilidad

molecular (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).

Los dominios terminales de las cadenas pesadas (H) y ligeras (L) son altamente
variables (V) y la unién de los dominios Vuy V. producen un sitio de enlace para el antigeno
conocido como la regién Fab que proporciona a la IgY su especificidad. Cada molécula de
IgY posee dos pares de Vi - VL y por consiguiente dos sitios de unién de antigeno (Ulmer-
Franco, 2012).

La regidon Fc esta conformada por los dominios constantes Cny C., esta region
confiere propiedades biolégicas para el transporte a través de la membrana incluyendo la
vida media y propiedades efectoras secundarias como la iniciacién de la fijacion del

complemento y la opsonizacion (Davison et al., 2008).

La estabilidad de IgY depende del pH, el calor y la accién de enzimas proteoliticas.
La molécula es menos estable en condiciones acidas. Pierde completamente su actividad
a un pH de 3. Es también mas sensible al calor, su actividad disminuye si se aumenta la

temperatura a mas de 70°C o més durante 15 minutos (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).

Cuando se adiciona azucar a una solucién con IgY la estabilidad de la molécula
incrementa. De esta manera se puede conservar su actividad a temperaturas de 75-80°C,

un pH bajo o a condiciones de alta presion (5000kg/cm?) (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).

IgY es susceptible a la actividad proteolitica de las enzimas digestivas pepsina,
tripsina y quimotripsina (Kovacs-Nolan y Mine, 2007). Es estable por meses dentro del
huevo y una vez purificada, puede permanecer viable por afios a bajas temperaturas
(Larrson, 1993).

El potencial a gran escala, asi como el hecho de que provenga de una fuente
alimentaria natural, hacen de las inmunoglobulinas Y una herramienta ideal para la

transferencia de inmunidad pasiva (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).
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2.16 Estructura y funciéon de las inmunoglobulinas Y

La inmunoglobulina Y (IgY) es una glicoproteina sintetizada y secretada por los
linfocitos B y circulan a través de la sangre y la linfa de las aves donde se une a antigenos.
Para que la IgY sea efectiva, debe tener regiones que se unan a antigenos y a células

especializadas del sistema inmune (Harlow, 1999).

Cada IgY esta formada por dos cadenas pesadas idénticas entre si y dos cadenas
ligeras idénticas entre si. Una cadena ligera se asocia con el extremo amino terminal de
una cadena pesada para formar el fragmento de unién al antigeno (Fab). EIl extremo
carboxilo terminal de las dos cadenas pesadas se une para formar el fragmento cristalizable
(Fc) (Harlow, 1999).

El sitio de union del antigeno esta formado por la regién variable de las cadenas
pesadas y ligeras. Las dos regiones variables presentes en la IgY estan estrechamente
asociadas y unidas por interacciones no covalentes. Los aminoacidos que forman el sitio
de unién al antigeno se derivan tanto de las cadenas pesadas como de las ligeras y
corresponden a los aminoacidos de las regiones hipervariables. Las regiones hipervariables
se conocen como Regiones Determinantes de Complementariedad o CDR (del inglés

Complementarity Determinant Regions) (Pavén, 2016).

La interaccion de un antigeno y un anticuerpo es una reaccién de enlace entre dos
moléculas y tiene similitudes con las reacciones de enlace de otras proteinas (como la
interaccidn ligando-receptor y la interaccion enzima). Es reversible y presenta especificidad

y afinidad respecto al anticuerpo (Pavon, 2016).

Las funciones de la inmunoglobulina Y son neutralizacién y opsonizacién. Durante
la neutralizacién, las inmunoglobulinas se unen a microorganismos, especialmente virus y
toxinas. Al unirse bloquean la accion de dichos antigenos. La IgY puede bloquear las
interacciones de un antigeno con su receptor inactivando de esta manera el desarrollo de
la enfermedad o, en el caso de los virus, se une a la cipside de tal manera que inhibe el

desenvolvimiento del genoma evitando asi la replicacion y patogénesis (Payne, 2017).

La opsonizacion esta mediada por el sistema del complemento y comienza cuando
un complejo antigeno-anticuerpo (complejo Ag-Ab) activa la via clasica. El primer
componente de esta via es el complejo C1, que circula en el suero sanguineo en forma

activa y esta constituido por la proteina C1q, compuesta por seis subunidades idénticas con
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cabezas globulares y colas semejantes a las del colageno, y dos moléculas de cada uno de

los zimégenos C1R y Cls (Pav6n,2016).

La unién de dos de las fracciones globulares de Clq a diferentes fragmentos
cristalizables (Fc) de los anticuerpos adyacentes activa la proteina C1g. Una vez activa, la
Clq favorece la autoprotedlisis de las C1r que, a su vez, activan a C1s, la protedlisis de
este Ultimo expone los dominios cataliticos que constituyen una serin-proteasa (Pavon,
2016).

La Cls proteoliza a C4 para conformar C4b que se une covalentemente a
carbohidratos de la superficie del antigeno por medio de la exposicion de un enlace tioester.
En presencia de Mg?*, C4b se une no covalentemente a C2 haciendola suceptible de ruptura
por C1s para formar otra serin-proteasa, C2a. Es en esta fase cuando se integra el complejo

C4b2a, que representa la C3 convertasa de esta via (Pavén, 2016).

C3 convertasa fragmenta grandes cantidades de C3 plasmatica y forma la opsonina
C3b, la cual se unira a la superficie del antigeno, y la anafilotoxina C3a, que iniciard una
respuesta inflamatoria local. C3b favorece la fagocitosis al opsonizar los antigenos (Pavon,
2016).
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2.17 Antecedentes del uso de las inmunoglobulinas Y (IgY)

Las infecciones causadas por agentes patdgenos han estado presentes a lo largo
de la historia. Los tratamientos convencionales incluyen un gran nimero de farmacos. Uno
de los farmacos mas empleados a nivel mundial son los antibiéticos. Estos medicamentos

se han utilizado desde hace 70 afios aproximadamente.

Debido al uso desmedido de la antibioterapia, actualmente existe una problematica
a nivel mundial causada por la resistencia de las bacterias a los antibiéticos. Lo cual dificulta
el tratamiento de las enfermedades infecciosas originadas por estos microorganismos
(Abbas et al., 2018).

Las infecciones virales pueden prevenirse mediante la vacunacién pero esta medida
no siempre resulta completamente efectiva pues enfrenta dificultades como las variaciones
antigénicas, las respuestas poco eficaces o las respuestas inmunes de corto periodo y en
el caso de brotes, el desarrollo de una vacuna puede no ser posible para controlar la

diseminacion del agente (Abbas et al., 2018).

Considerando lo anterior y las desventajas econdmicas, de manejo y ambientales
gue conlleva el uso de tratamientos convencionales, desde hace mas de 20 afios muchas
investigaciones acerca del uso de las inmunoglobulinas Y (IgY) como preventivo,
terapéutico e incluso como método de diagndstico para una amplia variedad de

enfermedades se han llevado a cabo en todo el mundo.

En la tabla 4 se muestran los antecedentes del uso de IgY como preventivo a

infecciones causadas por agentes patdgenos desde el afio 2013 al 2018.
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Tabla 4. Antecedentes del uso de IgY contra diferentes patégenos.

Patéogeno  Especie objetivo Uso de IgY Referencia
Rotavi . . .
© awr.us y Humanos Una IgY dual de pollo contra rotavirus y norovirus (Dai et al., 2013)
norovirus
) Lechones, . . L
Virus 'y Efecto de los anticuerpos de pollo (IgY) contra diarrea en (Diraviyam et al.,
. Ratones, Aves de . s re s "
bacterias animales domésticos: un meta analisis sistematico 2014)
corral y Becerros
prevotella Efecto protector de una inmunoglobulina derivada de
. . Ratas yema de huevo (IgY) contra Prevotella intermedia (Hou et al., 2014)
intermedia . .
mediada por gingivitis
IgY de yema de huevo contra la proteina VP60 de la .
L i . . . (z.X. Lietal.,
Calicivirus Conejos capside de RHDV promueve la defensa de los conejos
. L 2014)
contra la infeccion por RHDV
La inmunoglobulina de yema de huevo de pollo
Escherichi d llad tral teina de fusion LTB-Sta-STh
sc er/F ia A R esarro ? acon r'a. a proteina de u5|on_ a (You et al., 2014)
coli neutraliza la toxicidad de las enterotoxinas termo
estables de Escherichia coli
Profilaxis de la enfermedad de Ulcera en carpa koi
Aeromonas ; . o . .
. Carpa koi mediante bafio de inmersidén con yema de huevo de (Gan et al., 2015)
salmonicida . . iy
pollo conteniendo IgY anti-Aeromonas salmonicida
Evaluacién de la IgY de pollo generada contra particulas
virales iguales a parvovirus canino y el desarrollo de un
Parvovirus Perros ensayo inmunoabsorbente de enzimas ligadas ey un (He et al., 2015)
ensayo de inmocromatografia para deteccion de
Parvovirus Canino
Efecto inmunoprofilactico del anticuerpo de la yema de
. huevo de pollo (IgY) contra un dominio recombinante S1
Coronavirus Lechones P , ( g. ) . . TN (Lee et al., 2015)
de la proteina pico del virus de la diarrea epidémica
porcina en lechones
. Anticuerpos de la yema de huevo: Una intervencién (Vegaetal.,
Rotavirus Becerros s .
terapéutica contra el grupo A de rotavirus en terneros 2015)
Efecto de fragmentos Fab' de anticuerpos (IgY-Fab') de
Shewanella g . icuerpos (Ig ) (Q. Zhangetal.,
Rodaballo yema de huevo specificos contra Shewanella putrefacens
putrefacens ., . 2015)
en la preservacion de rodaballo refrigerado
Helicobacter Humanoy Efectos inhibitorios de rHP-NAP IgY contra la unién de (Borhani et al.,
pylori conejos Helicobacter pylori a las células AGS 2016)
Vibrio S . . , .
. Proteccién inmune pasiva de Litopenaeus vannamei (Gao, Zhang, Lin,
harveyiy Camarones . . o C e
Vibrio contra infecciones por Vibrio harveyiy Vibrio etal., 2016)
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parahaemol
yticus

parahaemolyticus con yema de huevo (IgY) anti-Vibrio
como alimento encapsulado

Vibrio
anguillarum

Lenguado

Efecto de la proteccidn pasiva anti Vibrio anguillarum-igY
con alimento encapsulado contra V. anguillarum en
lenguado medio liso (Cynoglossus semilaevi)

(Gao, Zhang,
Sun, et al., 2016)

Efectos protectores de los anticuerpos de yema de

V/br/.o Pepino de mar huevo contra infeccion experimental de pepino de mar  (X. Li et al., 2016)
splendidus . . . o .
(Apostichopus japonicus) con Vibrio splendidus
. . Preparacio’n de. IgY de pF)IIo con.tra pro'Fel'na E2 (X. Zhang et al.,
virus Bovinos recombinante del virus de diarrea viral bovina (BVDV) y 2016)
el desarrollo de ELISA e ICA para su deteccién
Trypanosom Anticuerpos aviares (lgY) contra Trypanosoma cruzi: (Grando et al.,
. Humanos . e g .
acruzi estudios de purificacion y caracterizacion 2017)
Escherichia Una cornbi.nacién de.Ig?( de yema de hl.,le\/.O y f(?svitina (Gujral et al.,
coli Lechones inhibe el crecimiento de Escherichia coli 2017)
enterotoxigénica K88 y K99
Rotavirus b o7 o Expresic')'n de rotavirus bovino VP8 y preParacién de (Kim et al., 2017)
anticuerpos IgY contra VP8 recombinante
Helicobacter Evaltfe,lcién in vitro de los ef.ectos inhibitF)rios de lgY de (Solhi et al.,
. Humanos tensidn cruzada contra anticuerpos policlonales de H.
pylori . 2017)
pylori
Distribucion de IgY en el colon contra la Toxina Ay B de .
-, . ) ., i (Xing et al.,
Clostridium Humanos Clostridium mediante encapsulacion en micro perlas de 2017)
pectinato de quitosano y calcio
Infecciones e Anticuerpos IgY para inmunoprofilaxis y terapia de las (Abbas et al.,
respiratorias infecciones respiratorias 2018)
Propiedades fisico-quimicas anti Vibrio harveyi del
Vibrio anticuerpo de yema de huevo (IgY) y su influenza (da Silva et al.,
. Camarones . A T
harveyi inmunolégica en el camardn indio blanco 2018)
Fenneropenaeus indicus
Efectos protectores de las inmunoglobulinas de yema de
Aeromonas . ., . (Kumaran et al.,
hvdrohila Pez huevo (IgY) contra infeccidn experimental con 2018)
yarop Aeromonas hydrophila en Megalobrama amblycephala
Helicobacter Efecto preventivo de lainmunoglobulina de yema de
lori Ratones huevo (IgY) anti-VacA en ratones infectados con (Qin etal., 2018)
Py Helicobacter pylori
Vibrio Ratones Los anticuerpos IgY anti-Vibrio cholerae inhiben la (Rodgers y Rice,
cholerae lactantes mortalidad en ratones lactantes 2018)
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Fuente: Elaboracion propia

2.18 Uso y ventajas de la inmunoglobulina Y (IgY)

La administracién oral de anticuerpos especificos contra varios patdbgenos es una
alternativa interesante para establecer una inmunizacion pasiva tanto en humanos como en
animales. El uso de la inmunoglobulina Y es considerada una fuente mas econdmica de
anticuerpos que los obtenidos del suero de mamiferos como los conejos (Kovacs-Nolany
Mine, 2007).

Las principales diferencias entre la produccién y obtencion de IgY e IgG se resumen
en latabla 5. A diferencia de la inmunidad contra patégenos especificos adquirida mediante
la vacunacién, la inmunizacion pasiva se basa en la transferencia de inmunidad humoral en
la forma de anticuerpos activos que son tomados de un individuo y administrados a otro
(Lee et al., 2009).

Se conoce como “Tecnologia IgY” el uso de las inmunoglobulinas contenidas en la
yema de huevo (IgY) de gallinas con fines profilacticos e incluso terapéuticos de las
enfermedades infecciosas (Vega et al., 2011). Las gallinas que han sido inmunizadas con
algun antigeno especifico producen grandes cantidades de anticuerpos (IgY) que son

transportadas de la sangre hacia la yema de huevo (Nilsson et al., 2012).

Una de las grandes ventajas que ofrece el uso de esta nueva tecnologia es que
preserva el bienestar animal ya que los anticuerpos se recolectan del huevo producido por
gallinas, de esta manera no es necesario extraer sangre de algun animal (Chalghoumi et
al., 2008). Adicionalmente, dado de que el abuso de medicamentos como los antibidticos
se ha convertido en un serio problema de salud publica, se hacen necesarias alternativas
gue promuevan tanto la salud humana como la animal sin representar riesgos a mediano y

largo plazo para las mismas (Lee et al., 2012) .

A diferencia del suero sanguineo de los mamiferos, la yema de huevo contiene una
clase Unica de anticuerpos, IgY, los cuales pueden ser purificados facilmente mediante
técnicas de precipitacion simples (Gassmann et al., 1990). Ademas, es necesaria una
cantidad mucho menor de antigeno para producir una respuesta eficiente en las gallinas
(Larsson, 1998). Puesto que los titulos de anticuerpos se mantienen elevados en estas

aves, se disminuye el nUmero necesario de inmunizaciones. La tecnologia IgY esté incluida
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dentro de los tres principios del bienestar animal: reduccion, refinamiento y reemplazo de

animales de laboratorio (Vega et al., 2011).

Puesto que la distancia evolutiva entre aves y mamiferos es muy amplia, las
inmunoglobulinas que produce una gallina pueden reaccionar a mas epitopos de un

antigeno humano que las obtenidas de algin otro mamifero (Nilsson et al., 2012).

Adicionalmente, se ha demostrado que los huevos de gallinas hiperinmunizadas
tienen propiedades anti-inflamatorias y antidiarreicas y ofrecen una variedad de beneficios
a otros sistemas del cuerpo humano incluyendo el circulatorio, el inmune y las articulaciones
(Vega et al.,, 2012). Asimismo, dado que el huevo es un componente comdn en la
alimentacion del humano, el riesgo de efectos colaterales por el consumo de IgY es

practicamente nulo (Carlander et al., 2000).

Los anticuerpos presentes en la yema de huevo de gallinas hiperinmunizadas tienen
propiedades bioquimicas que reducen la interferencia en muchos ensayos inmunolégicos
debido a que no interactian con factores reumatoides y tampoco activan el sistema de
complemento del ser humano, por ende, no se presentan reacciones cruzadas (Nilsson et
al., 2012).

El potencial de esta nueva tecnologia es tan extenso que se ha llegado a utilizar
para la produccién de sueros contra el veneno de arafias, serpientes y escorpiones
(antisueros). El primer antisuero para humanos fue preparado por Calmette en 1894 (Sevcik
et al., 2008).

Tabla 5. Comparacion de la produccioén y caracteristicas de IgG e IgY

Mamiferos (IgG) Pollo (IgY)
Fuente de Ig Suero sanguineo Yema de huevo
Obtencién de Ig Extraccidén de sangre Colecta de huevo
Procedimiento Invasivo No invasivo
Cantidad de Ig 200mg/extraccion de sangre  50-100mg/huevo
Tamano de la muestra obtenida 40mL da sangre 5-7 huevos/semana
Cantidad de Ig/afio 1400mg 40,000mg
Cantidad de Ig especifica ~5% 2-10%
Unién de proteina A/G Si No
Interferencia con factores reumatoides Si No
Activacién del complemento de mamiferos  Si No

Fuente: (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).
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2.19 Uso de IgY como preventivo de Diarrea Neonatal del Ternero

Los antibiéticos se han usado por mas de cincuenta afios con diferentes propdésitos,
a dosis sub-terapéuticas como promotores del crecimiento, a dosis preventivas con fines
profilacticos y a dosis terapéuticas como tratamiento de enfermedades infecciosas. Debido
a esto en los Ultimos afios se ha registrado una resistencia bacteriana a estos farmacos

cada vez mayor (Diraviyam et al., 2014).

Recientemente multiples investigaciones se han centrado en el uso de IgY como
alternativa al uso de anticuerpos obtenidos del suero de mamiferos para varias
aplicaciones, en especial, para la inmunizacion pasiva por via oral contra patégenos como

virus y bacterias (Kovacs-Nolan y Mine, 2007).

La administracion oral de IgY especifica obtenida de gallinas hiperinmunizadas ha
demostrado ser una herramienta efectiva contra patdégenos intestinales, especialmente los

causantes de diarrea (Diraviyam et al., 2014)

La diarrea es la enfermedad mas comun de los terneros recién nacidos y la primera
causa de mortalidad. La estrategia actual para el control de esta enfermedad se basa en la
vacunacion de la madre para proteger a la cria mediante la inmunizacién pasiva que recibe
el ternero al ingerir calostro. Esta estrategia puede reducir la diarrea severa pero no
previene las infecciones (virales o bacterianas) para las cuales la madre no estaba

vacunada y tampoco previene la aparicion de los signos clinicos (Vega et al., 2011).

La administracion oral de calostro enriquecido con inmunoglobulinas de yema de
huevo ha sido propuesta como una herramienta eficaz en la prevencion de infecciones
entéricas por la inmunizacion pasiva que provee (Lee et al.,, 2012). Considerando la
susceptibilidad de los neonatos a las infecciones, la presencia de anticuerpos transmitidos
de manera pasiva en la luz intestinal tiene un papel critico en la proteccién contra

enfermedades (Parreno et al., 2010).

68



2.20 Gamma Glutamil Transferasa (GGT)

Al igual que las inmunoglobulinas esta enzima es absorbida por la ternera cuando
consume calostro (Weaver et al., 2000). Es una enzima involucrada en la transferencia del
residuo y-glutamil de la formacion de aminoacidos a péptidos y-glutamil, H,O, y otros
péptidos pequefios. En la mayoria de los sistemas biol6gicos el glutatibn sirve como
donador de y-glutamil. Se cree que esta enzima esta implicada en la sintesis de péptidos y
proteinas, en la regulacion de los niveles de glutation en los tejidos y en el transporte de

aminoacidos a través de las membranas celulares (Bishop et al. 2010).

La GGT se asocia predominantemente a las microvellosidades de los hepatocitos,
a las células del epitelio biliar, a las células del epitelio de los tibulos renales y a las células
de la glandula mamaria (especialmente durante la lactancia). El calostro bovino contiene
una alta actividad de GGT. Los neonatos pueden tener una actividad sérica muy alta de
GGT (mas de 1000 veces que la actividad en adultos). Esta enzima puede ser muy util
como indicador de transferencia de inmunidad pasiva en estos animales. El epitelio de la
glandula mamaria en lactacion es la fuente del incremento de la actividad de esta enzima
(Latimer et al. 2003).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La industria de productos lacteos es la tercera actividad més importante dentro de

la rama de la industria de alimentos en México (Secretaria de Economia, 2012).

La etapa de crianza de becerras tiene uno de los principales problemas que afronta
el sector productivo lechero. Durante las primeras semanas de vida aproximadamente 40%
de la poblacién de terneras presenta diarrea (Garcia, 2014). Las consecuencias de esta
enfermedad impactan negativamente en distintos aspectos, abarcando no solamente el de
salud, sino también el productivo y, uno de los mas importantes en todo sistema de

produccién, el econémico (Cho y Yoon, 2014).

Las pérdidas son directas (muerte del animal afectado) e indirectas (costos
productivos extra en tratamientos aunado a la baja ganancia de peso de los animales

enfermos) (Badaracco et al., 2012).

La solucién a esta problematica es multifactorial (Coura et al., 2015). Dentro de los
métodos de combate una medida que ha tomado creciente importancia en la prevencion,
tratamiento y control de la diarrea de las terneras se centra en la inmunizacion pasiva de
los animales por medio de la administracion de inmunoglobulinas Y (IgY) provenientes de
la yema de huevo depositado por gallinas previamente inmunizadas contra determinado

antigeno (Diraviyam et al., 2014).
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4. JUSTIFICACION.

Una de las grandes ventajas que ofrece el uso de IgY es el bajo costo de produccién
y la cantidad que se puede llegar a obtener, que supera al de su analoga IgG, la cual
ademas de conseguirse mediante procesos que cuestan mucho a la industria porque las
cantidades logradas en cada proceso son muy pequefias también lo hace con métodos
invasivos para los animales de los que se extrae, lo anterior implica que cada individuo

sometido a esos procedimientos carece de bienestar.

Para obtener inmunoglobulinas Y las gallinas deben ser expuestas a los antigenos
causantes de la diarrea neonatal de los terneros (hiperinmunizacion) para que de esta
manera puedan generar anticuerpos especificos. Estos anticuerpos se encuentran en la
yema de huevo y pueden administrarse via oral para transferir inmunidad pasiva a los

neonatos.

Lo anterior toma gran relevancia no sélo debido a la rentabilidad que ofrece utilizar
estas inmunoglobulinas por lo poco que cuesta producirlas, algo que es sumamente
importante es que esta nueva tecnologia preserva el bienestar animal. Los anticuerpos son
obtenidos directamente de la yema de huevo de gallinas hiperinmunizadas, por lo cual,
solamente se hace necesaria la recoleccion de cada uno de éstos después de la
inmunizacion. El aislamiento de los anticuerpos es rapido y facil, ademas, son necesarias
cantidades muy pequefias de antigeno para obtener altos y duraderos titulos de IgY. Un
huevo contiene aproximadamente la misma cantidad de inmunoglobulinas que las

encontradas en una extraccion de sangre de un conejo (Gassmann et al., 1990).

La sociedad esta cada vez mas preocupada por evitar el maltrato de los animales
(de compafia y de abasto) en respuesta a una mayor concientizacion de que el alimento
sera perjudicial para la salud si los seres de los que proviene son restringidos de alguna de
sus libertades, asimismo lo sera si son manipulados de alguna forma para forzarlos a
aumentar la produccién, cuyas consecuencias terminan disminuyendo también la calidad

de vida humana.

Ademas de esto, la resistencia bacteriana derivada del uso indiscriminado de los
antibiéticos y la creciente demanda de alimentos organicos por la sociedad hace necesaria

la investigacion y aplicacion de alternativas a estos medicamentos. La utilizacion de
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inmunoglobulinas Y como preventivo de diarrea neonatal del ternero no solamente
disminuiria los costos de produccidon (puesto que no seria necesario administrar un
tratamiento a las becerras), sino que ademas podria dar un valor agregado a los productos

de ese establo como mayor calidad y seguridad alimentaria.

El cuidado y manejo correcto de las becerras lecheras desde el nacimiento tiene
efectos substanciales a corto y largo plazo, desde afectar los indices de morbilidad y
mortalidad (Trotz-Williams et al., 2008) hasta tener implicacion en la primera lactancia de la
vaquilla (Gelsinger et al., 2015). Asimismo, se reduce la mortalidad en el periodo post-
destete y la edad al primer parto, se obtiene una tasa de ganancia mejorada y una
alimentacion eficiente, asi como una mejora en la producciéon de la primera y segunda
lactancia, por tanto, se reduce la tendencia al sacrificio de los animales durante la primera
lactancia (DeNise et al., 1989).

La administracion de IgY como alternativa al uso de antibidticos y otros tratamientos
convencionales supone también beneficios econdémicos puesto que los Ultimos superan en

precio alalgY.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Ubicacion

La investigacion se llevo a cabo en dos etapas. La primera consistié en la produccién
de huevo hiperinmune, la cual se realizé en las instalaciones de La Posta Agropecuaria, en
el Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes,
ubicada en el municipio de Jesus Maria a una altura de 1,880 msnm, sus coordenadas son
10 20 21’ longitud oeste y 21 05 08’ latitud norte. El clima predominante es de tipo estepario
con una temperatura media anual de 17°C, y una precipitacion pluvial de 531 mm. De

acuerdo a la clasificacién de Kéeppen, modificada por Garcia (1998) el clima es BSkw.

El trabajo de la segunda etapa se realiz6 en el establo lechero “Granja Lupita”,
ubicado en el municipio de Pabellén de Arteaga del Estado de Aguascalientes a una altura
de 1,900 msnm, sus coordenadas son: 22°10'19.1" latitud norte y 102°16'59.1" longitud
oeste (figura 23). El clima predominante es semicalido, la temperatura media anual es de
18°C y la precipitacion pluvial de 440 mm. De acuerdo a la clasificacion de Kdeppen,

modificada por Garcia (1998) el clima es BSkw.

Figura 23 Ubicacion del establo lechero: Granja Lupita.
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5.1.1 Caracteristicas del establo

En el establo “Granja Lupita” se cria ganado lechero de raza Holstein. EI nimero
total de animales es de 3500. Tiene aproximadamente 60 partos mensuales de los cuales
aproximadamente 30 corresponden a hembras y 30 a machos. Los becerros son enviados
a rastro en un maximo de 24 horas después del nacimiento. Las becerras son separadas
de su madre al nacimiento. Se las traslada al area de recria y se les ubica en una becerrera

individual de madera con cama de aserrin.

Se les suministra el 10% de su peso vivo de sustituto de calostro enriquecido con
inmunoglobulinas (Calostro Bovino Completo de Bayer) con biber6n o sonda en las
primeras seis horas posteriores al nacimiento. A partir de 12 a 24 horas sucesivas reciben
alimentacion dos veces al dia con dos litros de sustituto de leche (Bionat Sano) en cada
toma con biber6n durante las primeras 12 a 96 horas de vida y después de este periodo
con cubeta. A partir del segundo dia se les proporciona alimento seco a base de
concentrado (50%) y maiz rolado (50%). El destete se realiza una vez que las becerras
consuman 2.5 kg de alimento seco y 0 litros de leche, esto ocurre aproximadamente a los
60 dias de vida.
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5.2 Material biolégico

5.2.1 Primera etapa

Para la primera etapa del proyecto, se construyeron cinco moédulos de dos jaulas
cada uno. Cada médulo mide 2 m de largo x 1 m de ancho x 1.80 m de altura y tiene una
division longitudinal qgue da como resultado dos jaulas de 1 m de largo x 1 m de ancho x

1.80 m de altura. Se fabricé una puerta para cada jaula.

W

Figura 24. Elaboracion de jaulas para alojar a las gallinas.

Dichos modulos tienen aristas de hierro elaboradas con varillas cuadradas de 3/8”,
las caras (excepto la que esta en contacto con el suelo), las puertas y la division longitudinal
de dichos médulos estan hechas de malla hexagonal de acero inoxidable de 1/2”. La malla
esta tejida a las aristas con hilo nylon y con puntos de refuerzo hechos con alambre

recocido.
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Figura 25. Colocacién de la malla en las jaulas.

Los médulos fueron construidos por el Ing. Jesus Patricio Sanchez Rodriguez vy el
personal de mantenimiento del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma de Aguascalientes (UAA) en el area de mantenimiento del mismo Centro. La
malla fue colocada por la M.V.Z. llsse Patricia Sanchez Garay. Las dimensiones fueron

basadas en el bienestar de las aves.

Cada una de las jaulas se equip6 con lo necesario para albergar a las gallinas. Se
instalé un bebedero automatico de copa por jaula, asi como también comederos de tolva
de lamina galvanizada. Se coloc6 una cama de paja en las jaulas para hacer mas facil la

limpieza y para ofrecer mayor comodidad a las aves.
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Figura 26. Alojamiento de las gallinas en jaulas equipadas.

Por medio de la Asociacién de Avicultores de Aguascalientes se adquirieron 40
gallinas de estirpe Bovans que fueron recibidas a las 100 semanas de edad. Posteriormente
se ubicaron 4 animales por jaula. Las aves de las jaulas 1, 2, 3, 4,7, 8,9,y 10 se
hiperinmunizaron y las aves de las jaulas 5 y 6 permanecieron sin hiperinmunizar. Se les
ofrecié alimento de postura manufacturado en el Centro de Ciencias Agropecuarias hecho
a base de grano (maiz, sorgo, trigo), enriquecido con vitaminas y minerales. Tanto el
alimento como el agua estuvieron a libre acceso. Se realizaron labores de limpieza dos
veces por semana en cada una de las jaulas. La recoleccion del huevo se realizd

diariamente.

Figura 27. Distribucién de las aves en las jaulas.

77



La yema se separ6 de la clara con un separador de yema, después las yemas se
colocaron en bolsas de cierre hermético de acuerdo a la dosis correspondiente para cada

becerra, hecho esto, dichas bolsas se almacenaron en un congelador hasta su uso.

Figura 28. Almacenamiento de yema hiperinmune en bolsas rotuladas con la
hora de administracién prevista y los gramos de yema de huevo contenidos (dosis
simple y/o dosis doble).
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5.2.2 Segunda etapa

Se seleccionaron cuarenta becerras Holstein recién nacidas de parto no distdcico y

gue no hubieran tomado calostro y se asignaron aleatoriamente a uno de los ocho

tratamientos. Seis de los grupos recibieron dos dosis diferentes de IgY especifica para

diarrea neonatal, 1,200 y 2,400 mg que correspondieron a 150 y 300 g de yema de huevo

respectivamente, mismas que se administraron por medio del calostro a las 2 horas de vida

de las terneras en los seis grupos, posteriormente, se administraron mediante leche a las

120 y 240 horas de vida solamente a cuatro de los seis grupos. Otro grupo recibié 1,200

mg de IgY inespecifica correspondiente a 150 g a las 2hrs de nacimiento y el grupo restante

no recibi6é IgY, unicamente calostro durante las primeras cuatro horas de vida y después

leche (Tabla 6).

Tabla 6. Tratamientos para los grupos de becerras

IgY Yemade Yemade huevo Tiempo de
. . e o Modo de
Tratamiento (mg) huevo hiperinmune administracion » -
administracién
(8) (hrs)
Si-No
Control negativo 0 0 No 0 Calostro solo
YO 1,200 150 No 2 Calostro
Y2 1,200 150 Si 2 Calostro
Y2D 2,400 300 Si 2 Calostro
Y120 1,200 150 Si 2y 120 Calostro/Leche
Y120D 2,400 300 Si 2y 120 Calostro/Leche
Y240 1,200 150 Si 2,120y 240 Calostro/Leche
Y240D 2,400 300 Si 2,120y 240 Calostro/Leche
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5.3 Métodos para obtener IgY hiperinmune

Treinta gallinas de 105 semanas de edad se hiperinmunizaron en el Centro de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autdnoma de Aguascalientes a las 105 semanas
de edad con una vacuna polivalente (Scour Bos 9 del laboratorio Novartis) que contiene tres

aislados diferentes de rotavirus bovino incluyendo los serotipos G10, G6 Y G8, cuatro
aislados diferentes de Escherichia coli K99, y antigenos contra coronavirus bovino y
Clostridium perfringens tipo C. Con ayuda de una persona que sujetara al ave se desinfecto
el sitio a inyectar, luego se administré 1 mL de la vacuna a cada ave via IM (0.5 mL en cada
musculo pectoral). Luego de 14 dias se analiz6 el titulo de anticuerpos IgY de la yema de

los huevos recolectados.

Quince dias después (a las 107 semanas de edad de las gallinas) de la primera
hiperinmunizacion se utilizé la mitad de la dosis inicial de vacuna y se hiperinmunizé a las
aves por segunda ocasion con el objetivo de obtener mayor cantidad y especificidad de
anticuerpos, diez dias posteriores a la revacunacion se analizo nuevamente la titulacion de

inmunoglobulina Y en la yema.

5.3.1 Extraccion de IgY

Se recolectaron los huevos (hiperinmunizados y no hiperinmunizados) diariamente.
Cuidadosamente se rompio6 el cascaron del huevo, luego se separo la yema de la clara con
un separador de yemas, la yema se transfirid entonces a una toalla de papel y se enjuagé
con agua destilada con el fin de remover el exceso de clara aun adherida a la membrana
de la yema. Las membranas que envuelven la yema se rasgaron y su contenido se vertid

en un tubo Falcon de 50 mL.

80



Figura 29. Separacion de yema de huevo para la realizacion de la prueba
de sulfato de zinc.

Nota: La técnica de extraccion de IgY no se realizé por cuestiones de disponibilidad
de laboratorio debido al cierre temporal de las Universidades en atencion al llamado de las
autoridades respecto a la contingencia sanitaria para evitar la propagacion del Covid-19
(ver Anexo C). Se continuara con la realizacién de esta técnica, la obtencién y el analisis

de resultados como parte de una investigacion de doctorado en un plazo de 1 a 2 afos.
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5.3.2 Evaluacion de IgY en yema de huevo

Se tomaron 2 mL de la solucidon obtenida mediante el procedimiento descrito
anteriormente y se colocaron en cubetas para espectrofotometria. Previo a la realizacién
de las lecturas se llevé a cabo una curva de calibracion con IgG para tener una referencia
durante la interpretacion de los resultados (ver tabla 7). Para realizar la curva de calibracion
se diluyeron 40 mg de IgG en 1 mL de agua destilada. Se agregaron 6 mL de sulfato de
zinc a tubos Falcon de 12 mL, la prueba de hizo por duplicado para cada concentracion de
inmunoglobulina (0 mg, 10 mg, 20 mg, 30 mg y 40 mg) por lo que se utilizaron 10 tubos.

Después se agregd agua destilada y/o 1gG de acuerdo al siguiente criterio:

Tabla 7. Cantidad de agua destilada e 1gG utilizadas para realizar la curva de
calibracion.

uL de agua destilada uL de lgG Concentracion final (mg)
100 0 0
75 25 10
50 50 20
25 75 30
0 100 40

Posteriormente cada tubo se dej6 incubar durante una hora. Quince minutos antes
de que se cumpliera el tiempo de incubacion se encendio6 el espectrofotdmetro. Cumplido
dicho tiempo se realizé la lectura cero (la cubeta contenia Unicamente sulfato de zinc) y

después de las muestras con IgG.

Para llevar a cabo la lectura de las muestras del huevo recolectado se separd
cuidadosamente la yema de la clara con un separador de yemas de plastico. Después la
yema se transfirié a una toalla de papel para retirar el exceso de clara. Se enjuagoé la yema
con agua destilada (aun en la toalla de papel). Se rompi6 la yema y se recolectaron 5 mL
del contenido en dos tubos Falcon de 50 mL. Se agreg6 una solucién PBS y TWEEN a

razon de dos partes de solucion por una yema. Se centrifugd en una centrifuga refrigerada
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a 4000 rpm durante 20 minutos. Se filtr6 el sobrenadante con un papel filtro Wattman #1.
Se agregaron 6 mL de sulfato de zinc a tubos Falcon de 12 mL. Luego se agregaron 100
uL del filtrado a cada tubo y se dej6 incubar por una hora. El espectrofotémetro se encendio
15 minutos antes de finalizado el tiempo de incubacion. Se realizé una lectura cero con

sulfato de zinc y posteriormente la lectura de las muestras por triplicado.

5.3.3 Almacenamiento de la yema de huevo

Cuando se obtuvo la titulacion deseada de inmunoglobulinas por mL de yema
(aproximadamente 140mg/mL), se rompi6é el huevo y cuidadosamente se separaron las
yemas de las claras. Se colocaron en un recipiente de plastico de acuerdo a la dosis
establecida de 1,200 y 2,400 mg, lo que corresponde a 150 y 300 g respectivamente y se
mezclaron con un tenedor. Luego se empaquetaron en bolsas resellables de plastico y se

congelaron a -5°C.
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5.4 Métodos para evaluar la respuesta inmune de las becerras

5.4.1 Pesaje de las becerras

Las becerras se pesaron al nacimiento y al destete con el objetivo de realizar una
comparativa entre el peso inicial y el final puesto que un sistema inmune apto garantiza un

adecuado estado de salud y lo anterior se vera reflejado en una correcta ganancia de peso.

5.4.2. Clasificacion de las heces
Se determindé la incidencia de diarrea utilizando una adecuacién al sistema

establecido por Vega et al. (2015): 0: normal, 1: pastosa, 2: semi-liquida y 3: liquida,

considerando una puntuacion igual o mayor que 2 como diarrea (ver Tabla 8).

Tabla 8. Clasificacion de las heces

Caracteristicas de las heces Puntuacion
Normal 0
Pastosa 1
Pastosa con sangre 1.5
Semi-liquida 2
Semi-liquida con sangre 2.5
Liquida 3
Liquida con sangre 3.5
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5.4.3. Determinacion de inmunoglobulinas séricas (IgG e IgY)

Se extrajeron 5 mL de sangre de cada becerra a las 2 (antes del calostrado), 72,
120, 240 y 360 horas de vida por venopuncion de la vena yugular con una aguja de 21 G x
1.5” y un tubo Vacutainer de tapa roja sin anticoagulante (BD Diagnostic Systems). Cada
tubo se identificé con el ID del animal y se mantuvo a temperatura ambiente durante 30
minutos para luego centrifugarlo a 3000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga. Se
recolectd el suero (sobrenadante) y se deposité en tubos Eppendorf. Se obtuvieron tres
alicuotas de 0.5mL de cada muestra de sangre y se congelaron para su analisis posterior
en el laboratorio de investigacion del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad

Autonoma de Aguascalientes.

Se llevo a cabo la técnica de precipitacion con sulfato de zinc para analizar el

contenido de IgG en el suero sanguineo (Anexo B).

5.4.4 Gamma-Glutamil Tansferasa (GGT)

La enzima Gamma-Glutamil Transferasa (GGT) en la muestra cataliza la
transferencia del grupo glutamil de GLUPA-C a glicilglicina. La cantidad de 5-amino-2-
nitrobenzoato formado es proporcional a la actividad de GGT y puede ser medido

cinéticamente a 405 nm.
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5.4.5. Morbilidad y mortandad

Con los resultados obtenidos se calculé la morbilidad y la mortandad. Para la
morbilidad se calculé la incidencia de diarrea en los grupos tratados y el grupo control (Tabla
9).

Tabla 9. Incidencia de diarrea cada uno de los grupos.

Incidencia de diarrea

Grupos tratados con IgY Grupo control

8.57% 34.88%

También se calcul6 la incidencia de diarrea con respecto al nimero total de becerras

contempladas en la investigacion (poblacion) (Tabla 10).

Tabla 10. Incidencia de diarrea en la poblacion experimental.

Incidencia de diarrea en la poblacion

Grupos tratados con IgY Grupo control

3.84% 19.23%

La prevalencia calculada con base en los datos obtenidos se muestra en la Tabla
11.

Tabla 11. Prevalencia de diarrea en cada grupo.

Prevalencia de diarrea

Grupos tratados con IgY Grupo control

10.98 63.9
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Los datos de las muertes de becerras a causa de diarrea en los grupos tratados con

IgY y en el grupo control se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Muertes a causa de diarrea en los grupos tratados con IgY y en el
grupo control

Muertes a causa de diarrea

Grupos tratados con IgY Grupo control

0 5
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5.4.6. Analisis econémico

Se obtuvo informacién acerca de los protocolos de tratamiento utilizados de acuerdo
a la severidad de la diarrea, asi como del costo por dia de cada uno y aproximadamente

por cuanto tiempo se aplica cada uno de ellos. Los datos se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Protocolos utilizados de acuerdo a la severidad de la diarrea y su

costo/dia/becerra
Protocolo Costo / dia/ becerra Promedio de dias de
tratamiento
1 $37.49 4
2 $67.68 4-5
3 $533.64 5-6
4 $572.14 5-6
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5.5 Modelo experimental

5.5.1 Tamafho de muestra

El calculo del tamarfio de muestra se realizd utilizando la férmula:

n = 2% (%C.V.)%/(%dif)?

Donde:

n = tamafio de muestra.
t=1.962
%C.V. = porcentaje del Coeficiente de Variacion.

%(dif = porcentaje de diferencia.

n = 2*22 (0.2)%/(0.4)

Utilizando datos preliminares donde el coeficiente de variacion (DE/Media)= 5/25=
0.04 y, el porcentaje de diferencia esperado es de 0.4, lo que da una n por tratamiento de
2 animales. Se utilizaran 5 animales para toma de muestra de sangre y para analisis de 1gG
y GGT y peso y talla hasta el destete. Para la morbilidad y mortalidad se utilizé los 40
animales de la muestra experimental y los 38 animales restantes.
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5.5.2 Desarrollo del experimento

De una poblacién de 78 becerras de raza Holstein recién nacidas se utilizaron 40 de
parto no distécico. Se distribuyeron de manera aleatoria en ocho grupos de cinco animales

cada uno (n=5) los cuales recibieron alguno de los tratamientos.

Las becerras fueron retiradas de la madre al nacimiento y alojadas en jaulas
individuales de madera de 2.00 m de largo por 1.40 m de ancho, equipadas con techo de
lamina y cama de aserrin. Cada jaula cuenta con un comedero de madera con tapa y una
cubeta de plastico de 4 L de capacidad como bebedero en el cual se les suministra también

la leche.

El calostrado artificial se realiz6 dentro de las primeras 2 a 6 horas posteriores al
nacimiento. Para preparar el calostro artificial se utilizaron 2 litros de agua a una
temperatura de 55°C y se le afiadieron 1,050 g de sustituto de calostro del laboratorio Bayer
(Calostro® Bovino Completo) el cual proporciona 100 g de inmunoglobulina G por cada 470
g de producto seco. Se le agregaron también 40 g de un enriquecedor de calostro (First
Defense ®,) que aporta 160 mg de inmunoglobulinas IgG por cada 40 g de producto (para
conocer el andlisis nutricional ver anexo C). Para homogenizar los constituyentes se utilizo
una batidora casera de alimento Koblenz modelo BMKM- 150 PB. Una vez hecho esto se

obtuvo un aproximado de 4 litros de calostro.

Para preparar el calostro destinado a los individuos asignados a los tratamientos
con yema de huevo se siguieron las pautas anteriores de preparacion del mismo y
Unicamente se afiadi6 la dosis y el tipo de yema determinada, se mezclé de la manera antes

descrita y se administré a la becerra.

El calostro se administrd con biberén a razén del 10% de su P.V. Se les aplicé una
vacuna intranasal del laboratorio Zoetis contra Parainfluenza 3, Rinotraqueitis y Virus
Respiratorio Sincitial Bovino al dia de nacidas asi como también 2 mL de selenio via

intramuscular.

Las becerras se pesaron en el dia 1 posterior al parto. Se les coloc6 un arete en la
oreja izquierda con el niUmero propio de animal y el nombre del padre en la parte frontal y
con el nimero de la madre y la fecha de nacimiento en la parte trasera. A partir del segundo

dia de vida se les ofrecieron 4 litros de sustituto de leche (Sanolac Lila Citro) divididos en
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dos tomas al dia. Para la administracion de la yema hiperinmune a las 120 y 240 horas se

mezclé la yema con la leche y luego se les daba suministraba a las terneras.
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5.5.3. Tratamientos

Los tratamientos fueron implementados de manera factorial para obtener datos de

la respuesta de las terneras a diferentes dosis y tiempos de administracion. La tabla 14

muestra el disefio del experimento.

Tabla 14. Comparacion entre tratamientos

'Y . Yema de Yema <?le huevo UEGED eI Modo de

Tratamiento (mg/dosis) huevo (g) hiperinmune  administracion administracién
(hrs)
n Si-No
Control negativo 5 0 0 No 0 Calostro solo

YO 5 1,200 150 No 2 Calostro

Y2 5 1,200 150 Si 2 Calostro

Y2D 5 2,400 300 Si 2 Calostro
Y120 5 1,200 150 Si 2y 120 Calostro/Leche
Y120D 5 2,400 300 Si 2y 120 Calostro/Leche
Y240 5 1,200 150 Si 2,120y 240 Calostro/Leche
Y240D 5 2,400 300 Si 2,120y 240 Calostro/Leche

Contraste 1: Control negativo vs. Todos (consumo de yema)

Contraste 2: Yema no hiperinmune vs. Yema hiperinmune.(YO vs. Resto)

Contraste 3: Dosis simple de yema hiperinmune vs. Dosis doble de yema hiperinmune (Y2

vs Y2D, Y120 vs. Y120D, Y240 vs. Y240D)

Contraste 4: Dosis Unica de yema hiperinmune vs. Dosis repetida de yema hiperinmune

(Y2 vs Y120y Y240) y de la misma manera para las dosis dobles (Y2D vs
Y120D y Y240D)

Contraste 5: Dosis en dos tiempos vs. Dosis en tres tiempos (Y120 vs. Y240) y de la

misma manera para las dosis dobles (Y120D vs. Y240D)
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5.5.4. Etapas de la investigacion

Etapas de la investigacién

@©
o
©
o
()
© L . . .
o Hiperinmunizacién de gallinas
£
j
o
Recoleccion de huevos
Separacion de la yema
Empaquetamiento individual de las yemas (de acuerdo a las dosis planteadas)
S
© Transporte de las dosis de yema de huevo
[}
@©
o
c
>
% Administracion de la yema de huevo a las becerras

Obtencion de muestras de sangre de cada becerra

Cuantificacion de 1gG, PT y ALB

Resultados

Figura 30. Diagrama de las etapas de la investigacion
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5.6 Analisis estadistico

Se realiz6 una exploracion visual de los datos mediante el uso de graficos y se utilizd
un disefio completamente al azar para comparar cada uno de los ocho tratamientos en
funcién de las horas de muestreo (2, 72, 120, 240 y 360). Se realizd la prueba de
homocedasticidad de los datos con el método de Levene, asi como también la prueba de
normalidad con el método de Anderson Darling. Posteriormente los datos se sometieron a
un andlisis de varianza (ANOVA) mediante el procedimiento para modelos lineales
generales (GLM). Se realiz6 la comparacién de los tratamientos con yema contra el grupo
control mediante el método de Dunnett y una comparacion entre todos los tratamientos con

el método de Fisher en el software Minitab 15.

Para los casos de morbilidad y mortalidad se utilizara un analisis de supervivencia
(Hernandez, 2010) que permitird analizar el tiempo que transcurre hasta que se presente
diarrea y muerte respectivamente tanto en la poblacién experimental como en la poblacién

control.
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6. RESULTADOS

6.1 Ig’s en suero sanguineo de las becerras

Se realizd la técnica de precipitacion con sulfato de zinc para determinar la
concentracion de IgG en las muestras de suero sanguineo de las becerras del experimento.
Los resultados que se exponen a continuacion son presentados con respecto al tiempo de
vida de las becerras con el objeto de analizar y facilitar la visualizacion y comparacion del

comportamiento de los niveles de anticuerpos de acuerdo a cada tratamiento.

En la figura 31 se presenta una comparacion del promedio de la cantidad de IgG en
cada uno de los tratamientos. La mayor titulacion de anticuerpos se obtuvo en los
tratamientos de 150 y 300 g de yema hiperinmune (dosis simple y dosis doble) administrada
a las 2 horas de vida de las becerras. Los tratamientos de yema control y de 150 g de yema
hiperinmune a las 120 y 240 horas de vida demostraron tener una titulacion media de
anticuerpos. Los tratamientos correspondientes a los grupos control y de 300 g de yema
hiperinmune a las 120 y 240 horas de nacimiento de las terneras presentaron la menor
titulacion de anticuerpos.

7 60~
= -~ Control
(@]
£ YO
@ =7 N2
o = Y2D
:g ©- Y120
p -~ Y120D
= ¥ Y240
(6]
© & vY240D
o
O 0 T T T T T

2 72 120 240 360

Horas después del nacimiento

Figura 31 Concentracion de Ig’s en suero sanguineo en los grupos de becerras que
recibieron algun tratamiento yema hiperinmune y no hiperinmune y el grupo control respecto
a las horas después del nacimiento.

95



YO0= Yema no hiperinmune; Y2= 150 g de yema hiperinmune a las 2 horas de vida
Y2D= 300 g de yema hiperinmune a las 2 horas de vida. Y120= 150 g de yema
hiperinmune a las 2 y 120 horas de vida; Y120D= 300 g de yema hiperinmune a las
2y 120 horas de vida; Y240= 150 g de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas
de vida; Y240D= 300 g de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas de vida. Las
flechas indican el tiempo en el que fue administrada la yema (2, 120 y 240 horas
después del nacimiento). La linea punteada indica la cantidad minima de IgG
necesaria para una transferencia exitosa de inmunidad pasiva. Se observa una
diferencia a las 72, 240 y 360 horas entre el grupo control y los grupos YO, Y2, Y120,
Y240y Y2D. A las 120 horas la diferencia estadisticamente significativa se presenta

entre el grupo control y los tratamientos Y2y Y2D.

El comportamiento que se presentd en la concentraciéon de IgG en los tratamientos
de 150 y 300 g de yema hiperinmune a las 2 horas de nacimiento es muy parecido, se
observa diferencia a las 120 horas para luego volver a comportarse de manera muy similar

y finalmente tener una minima diferencia a las 360 horas.

A pesar de haber mostrado un comportamiento similar al de los tratamientos de 150
y 300 g de yema hiperinmune a las 120 y 240 horas, las becerras que recibieron 150 g de

yema control tuvieron una titulacion menor de anticuerpos a las 360 horas.

El tratamiento que consto de la administracién de 300 g de yema hiperinmune a las
120 horas presenté un comportamiento muy similar al del grupo control, sin embargo, hay
una diferencia de aproximadamente 5 mg/mL en la cantidad de inmunoglobulinas a las 360

horas de vida de los animales.

El tratamiento que obtuvo la menor concentracion de anticuerpos en todos los
muestreos a excepcion del grupo que recibié 300 g de yema a las 240 horas fue el grupo

control.

En la figura 32 se muestra una comparacion entre las respuestas a los tratamientos
control, yema no hiperinmune, 150 y 300 g de yema hiperinmune administradas a las 2

horas de nacimiento.

Se observa una diferencia de mas de 20 mg/mL en la concentracion de anticuerpos
de los grupos que recibieron yema hiperinmune (150 y 300 g) en contraste con la que se

obtuvo en el tratamiento control en la muestra tomada a las 72 horas. Esta diferencia se
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hace menor en la lectura de 120 y 240 horas para finalmente ser de aproximadamente 15
mg/mL a las 360 horas.

La concentracion de inmunoglobulinas en los grupos que recibieron yema
hiperinmune a las 2 horas es practicamente igual a las 72 horas y muy similar a lo largo del
tiempo hasta llegar a las 360 horas.

La concentracion de inmunoglobulinas en el grupo de tratamiento con 150 g de yema
no hiperinmune a las 2 horas se posiciona entre los grupos que recibieron yema
hiperinmune y el grupo control.

Control
YO

Y2
Y2D

Concentracién Ig's (mg/mL)

2 72 120 240 360

Horas después del nacimiento

Figura 32 Concentracion de inmunoglobulinas en los tratamientos control, 150 g de
yema no hiperinmune, 150 y 300 g de yema hiperinmune a las 2 horas.

Y0= Yema no hiperinmune; Y2= 150 g de yema hiperinmune a las 2 horas de vida
Y2D= 300 g de yema hiperinmune a las 2 horas de vida. La flecha negra indica el tiempo
en el que fue administrada la yema (2 horas después del nacimiento). La linea punteada
indica la cantidad minima de IgG necesaria para una transferencia exitosa de inmunidad
pasiva. Las flechas grises indican la diferencia entre el grupo control y los tratamientos que

incluyeron 150 o 300 gramos de yema no hiperinmune e hiperinmune.

En la figura 33 se muestra una comparativa entre los tratamientos control y 150 g

de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas.
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La mayor concentracién de inmunoglobulinas se obtuvo con en el grupo que
recibié yema hiperinmune a las 2 horas. Los tratamientos que involucraron mas de una
administracion de yema hiperinmune dieron como resultado una concentracién de
inmunoglobulinas similar a la del grupo control.

60 -
Control

Y2
Y120
Y240
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Concentraciéon Ig's (mg/mL)

0 I I T T 1

2 72 120 240 360

Horas después del nacimiento

Figura 33 Concentracion de inmunoglobulinas en los tratamientos control y 150 g de
yema hiperinmune a distintas horas de vida.

Las flechas indican el tiempo en el que fue administrada la yema (2, 120 y 240 horas

después del nacimiento). La linea punteada indica la cantidad minima de IgG
necesaria para una transferencia exitosa de inmunidad pasiva. Se observa
diferencia entre el grupo control y los tratamientos que recibieron 150 gramos de
yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas de vida a las 72, 240 y 360 horas.

En la figura 34 se muestran los niveles de anticuerpos alcanzados en los grupos que
recibieron 300 g de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas de vida y se comparan con
el grupo control.

Unicamente el grupo que recibié yema hiperinmune a las 2 horas de vida obtuvo
niveles mas altos de anticuerpos. Los dos grupos restantes que recibieron yema
hiperinmune en mas de una ocasién mostraron un comportamiento similar al grupo control
en cuanto a concentracion de anticuerpos. El tratamiento que consté en la administracion

de 300 g de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas de vida mostr6 un patrén irregular.
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Figura 34 Concentracién de inmunoglobulinas en los tratamientos control y 300g de
yema hiperinmune a distintas horas.

Las flechas indican el tiempo en el que fue administrada la yema (2, 120 y 240 horas
después del nacimiento). La linea punteada indica la cantidad minima de 1gG necesaria
para una transferencia exitosa de inmunidad pasiva. El tratamiento que fue diferente al

grupo control fue el de 300 gramos de yema hiperinmune a las 2 horas de nacimiento.

A continuacién, se muestran los resultados de la concentracion de 1gG en el suero
sanguineo de las becerras obtenidos y la comparacion individual con el grupo control. Se
puede observar que los tratamientos en los que hubo mayor diferencia fueron los de 150 y
300 g de yema hiperinmune a las 2 horas de nacimiento. Los tratamientos restantes se

comportaron de manera muy similar al grupo control (figura 35).
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Figura 35 Comparacion de la concentracion de inmunoglobulinas entre cada uno de
los tratamientos con yema hiperinmune y no hiperinmune y el grupo control.

Comparacion de la concentracién de inmunoglobulinas entre cada uno de los
tratamientos con yema hiperinmune y no hiperinmune y el grupo control. YO= Yema no
hiperinmune; Y2= 150 g de yema hiperinmune a las 2 horas de vida Y2D= 300 g de yema
hiperinmune a las 2 horas de vida Y120= 150 g de yema hiperinmune a las 2 y 120 horas
de vida; Y120D= 300 g de yema hiperinmune a las 2 y 120 horas de vida; Y240= 150 g de
yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas de vida; Y240D= 300 g de yema hiperinmune a
las 2, 120 y 240 horas de vida. Las flechas indican el tiempo en el que fue administrada la
yema (2, 120 y 240 horas después del nacimiento). La linea punteada indica la cantidad
minima de IgG necesaria para una transferencia exitosa de inmunidad pasiva. Se aprecia
de manera individual la concentracion de cada tratamiento utilizado y la diferencia con el

grupo control.

En la figura 36 se observa el promedio de la concentracion de inmunoglobulinas en
el suero de las becerras segun el tratamiento al que fueron asignadas. La suplementacion
del calostro y la leche con yema de huevo hiperinmune y no hiperinmune promovié un
aumento en la cantidad de anticuerpos en el suero de los animales con excepcion del grupo
gue recibio dosis repetidas de 300 g de yema hiperinmune, en el que se observé un efecto

contrario al esperado atribuido al exceso de lipidos administrados en cada dosis.

Se observa que la administracién de 150 g de yema hiperinmune a las 120 y 240
horas resulto, en promedio, en una concentracion similar de inmunoglobulinas. Se requiere
mas investigacion para determinar el criterio para la suplementacion de la leche de las

terneras en repetidas ocasiones.

Al suplementar el calostro con 300 g de yema hiperinmune se obtuvo la mayor
concentracion de IgG en el suero de las becerras. Es interesante analizar la diferencia del
nivel de anticuerpos entre el grupo de becerras que recibié 150 g de yema no hiperinmune
y el grupo que recibié 150 g de yema hiperinmune a las 2 horas de vida puesto que, aunque
se les suministrd la misma cantidad de yema, el hecho de hacerlo con yema hiperinmune
dio mejores resultados que la yema control y por ende, que el grupo al que no se le

administré yema (control).
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Figura 36 Concentracion de inmunoglobulinas con base a los tratamientos.

Se muestra la concentracion de Ig’s incluyendo todas las horas de muestreo
estipuladas para la investigacion para cada tratamiento. YO= Yema no hiperinmune; Y2=
150 g de yema hiperinmune a las 2 horas de vida Y2D= 300 g de yema hiperinmune a las
2 horas de vida Y120= 150 g de yema hiperinmune a las 2 y 120 horas de vida; Y120D=
300 g de yema hiperinmune a las 2 y 120 horas de vida; Y240= 150 g de yema hiperinmune
a las 2, 120 y 240 horas de vida; Y240D= 300 g de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240
horas de vida. Los tratamientos que fueron diferentes al grupo control son los que incluyeron
150 gramos de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas y el tratamiento de 300 gramos
de yema hiperinmune a las dos horas de vida. *:p < 0.05; **: p £ 0.01; ***: p < 0.001; ****: p
<0.0001. Las letras A y B muestran las diferencias estadisticamente significativas que hubo

entre los grupos que recibieron dosis diferentes de yema de huevo a distintas horas.

En la figura 37 se muestra el promedio de la concentracion de IgG entre el grupo
control y los grupos a los que se les suministraron 150 g de yema hiperinmune con calostro
y/o leche. Se aprecia que hay una diferencia significativa de dicha concentracion entre el
grupo control y el que recibié yema hiperinmune a las dos horas de vida. Se aprecia también
gue con la administracion de dosis repetidas de yema hiperinmune se obtuvo un resultado

similar.
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La diferencia entre el grupo que recibid yema hiperinmune a las dos horas de vida y
los que lo hicieron a las 120 y 240 horas respectivamente no es estadisticamente
significativa, pero hubo una mejor respuesta al administrar la yema Unicamente a las dos

horas posteriores al nacimiento.
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Figura 37 Concentracion de inmunoglobulinas en el grupo control y los grupos que
recibieron 150 g de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas posteriores al hacimiento.

De manera general, las terneras que recibieron 150 gramos de yema hiperinmune
obtuvieron valores mas altos de inmunoglobulinas séricas. *:p < 0.05; **: p £ 0.01; **: p <
0.001; ***: p < 0.0001. Las letras A y B muestran las diferencias estadisticamente
significativas que hubo entre los grupos que recibieron dosis diferentes de yema de huevo

a distintas horas.

La figura 38 muestra el promedio de la concentracion de IgG en el grupo control y

los que recibieron 300 g de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas de vida.

Se observa que la diferencia entre el grupo control y el grupo al que se suplemento
con yema hiperinmune a las dos horas posteriores al nacimiento es significativa, obteniendo
casi el doble de anticuerpos en el suero de las becerras con la administracién de la yema.
Se advierte también que al suministrar la yema en repetidas ocasiones el resultado es
contrario al esperado por lo cual lo ideal seré evitar ofrecer 300 g de yema hiperinmune en

mas de una ocasion a las terneras.
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Figura 38 Concentracion de inmunoglobulinas en el grupo control y los grupos que
recibieron 300 g de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas posteriores al hacimiento.

El tratamiento de 300 gramos de yema hiperinmune a las 2 horas de nacimiento
mostré conferir niveles de inmunoglobulinas séricas significativamente mayores a los
obtenidos en el grupo control. Los tratamientos en los que se administraron 300 gramos de
yema hiperinmune a las 120 y 240 horas de nacimiento resultaron conferir una inmunidad
igual o menor a la obtenida en el grupo control. *:p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; ****;
p < 0.0001. Las letras A y B muestran las diferencias estadisticamente significativas que

hubo entre los grupos que recibieron dosis diferentes de yema de huevo a distintas horas.
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6.2 Aspectos clinicos

En el establo en que se realizé la segunda fase de la investigacion se presentan
aproximadamente 60 partos mensuales, de los cuales el 50% corresponde a nacimientos
de hembras. De la poblaciéon total de terneras existente durante el desarrollo del
experimento se tomaron dos muestras, una correspondiente a los animales de los grupos
tratados con yema hiperinmune y no hiperinmune (grupos tratado con yema hiperinmune y
no hiperinmune) y otra muestra que incluyé tanto al grupo de becerras pertenecientes al
tratamiento control como también a las becerras que nacieron durante el tiempo en que se
llevé a cabo el experimento pero que no se les administré algun tratamiento con yema de
huevo ni se les tom6 muestra de sangre al cual se denominé grupo control. Se utilizé un
formato para obtener datos sobre la presencia de diarrea (Anexo D), sus caracteristicas, su

duracién y la edad a la cual se presento.

Durante el tiempo que se llevo a cabo el experimento se observd menor presencia

de diarrea en los grupos tratados con yema hiperinmune y no hiperinmune.

Para determinar la severidad de la diarrea se clasifico la consistencia de las heces
de acuerdo a lo establecido por Vega et al. (2015): 0: normal, 1: pastosa, 2: semi-liquida y

3: liquida, considerando una puntuacién igual o mayor que 2 como diarrea.

Se obtuvieron datos sobre la presencia de diarrea en ambos grupos. En los grupos
que recibieron algun tratamiento con yema 3 becerras de un total de 35 presentaron diarrea
durante el periodo de Agosto — Octubre de 2019. En el grupo control 15 becerras de una
muestra total de 43 presentaron diarrea en el periodo de Agosto — Octubre de 2019 (figura
39).

105



40 -
5 Grupos tratados con yema
5 . .
I hiperinmune y no
304 hiperinmune (n= 35)
& 25 -
b B Grupo control (n= 43)
o 201
(&)
()
o 154
10
5-
0 T T
> >
&8 &
&® o
Ooo o8

Figura 39 Presencia de diarrea en los grupos tratados con yema hiperinmune y no
hiperinmune y el grupo control.

Las terneras que recibieron yema (hiperinmune y no hiperinmune) tuvieron una

menor incidencia de diarrea durante el periodo de observacion (60 dias).

Asimismo, se obtuvieron datos de las caracteristicas de las heces, la duracion de la
diarrea (dias) y la edad a la que se present6. La figura 40 muestra las caracteristicas de las

heces de ambos grupos.
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Figura 40 Caracteristicas de las heces en los grupos que recibieron tratamiento con
yema hiperinmune y no hiperinmune y en el grupo control.
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SL: semi-liquida. SL/S: semi-liquida con sangre. L: liquida. La severidad de la

diarrea también fue menor en los grupos tratados con yema.

En la figura 41 se observa la duracion de la diarrea (dias) en el grupo control y en

los grupos que recibieron yema hiperinmune y no hiperinmune.

Grupos tratados con yema
[ | hiperinmune y no
6 7 hiperinmune (n= 35)

[ Grupo control (n= 43)

Becerras
N
1

Y v % D () © A L)

Dias de duracién de diarrea

Figura 41 Duracion de la diarrea (dias) en los grupos tratados con yema hiperinmune
y no hiperinmune y en el grupo control.

Los dias con presencia de diarrea fueron menos en los grupos que recibieron algun

tratamiento con yema hiperinmune y no hiperinmune.

Se a nalizé también la edad a la que las becerras presentaron signos clinicos de
diarrea. En los grupos que recibieron algun tratamiento con yema se present6 a los 7 dias
de vida de las terneras. La figura 42 muestra la edad a la que se present6 diarrea en el

grupo control.
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Figura 42 Dias de edad a los que se presenté diarrea en los grupos tratados con
yema hiperinmune y no hiperinmune y en el grupo control.

En los animales que recibieron algun tratamiento con yema tuvieron la edad de
incidencia de diarrea fue constante mientras que en el grupo control la incidencia fue

variable.

La edad a la que las becerras presentaron signos clinicos de diarrea fue muy
irregular en el grupo control. A los cinco dias posteriores al nacimiento 4 becerras
enfermaron, siendo esta edad la Unica tendencia observada en el grafico ya que sélo se

detectaron dos casos de diarrea a los 2 y a los 4 dias de vida respectivamente.

Es posible apreciar que la diarrea que se presentd en las becerras de los grupos
tratados con yema fue regular tanto en caracteristicas de las heces como en cuanto a
duracién de la misma ya que la variacion en la duracion de la enfermedad es mayor en el
grupo control. Es importante sefialar que la becerra que presenté diarrea Gnicamente por
un dia fue debido a que muri6 al dia siguiente de presentar los signos propios de esta

patologia.

Durante el periodo en que se realiz6 la investigacion murieron 5 becerras de un total
de 43 a causa de diarrea en el grupo control y hubo cero muertes debido a diarrea en los

grupos con algun tratamiento con yema hiperinmune y no hiperinmune.

En el grupo control 5 becerras presentaron fiebre durante el tiempo que presentaron

diarrea; las becerras de los grupos tratados con yema de huevo no presentaron fiebre.
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Se realizé una comparacion de los dias de con presencia de diarrea en ambas

muestras (tabla 9).

Tabla 9. Dias con presencia de diarrea en la poblacion experimental y en la

poblacién control.

Dias con presencia de diarrea

Grupos tratados con yema hiperinmune y no

hiperinmune (n=35)

11

Grupo control (n=43)
64

*Corresponde a la suma de todos los dias/becerra.

Las becerras que enfermaron de diarrea (tanto en el grupo control como en los

grupos que recibieron alguin tratamiento con yema) recibieron un protocolo de tratamiento

estipulado por el médico veterinario zootecnista encargado del &rea de crianza de becerras

del establo de acuerdo a las caracteristicas de las heces. De manera general se observo

una respuesta mas efectiva y rapida a los tratamientos por parte de los grupos que

recibieron algun tratamiento con yema ademas de exhibir un mayor estado de alerta y

menor decaimiento.

Se realiz6 un analisis de supervivencia que permitiera visualizar los datos de

morbilidad y mortalidad con respecto al tiempo en los grupos de becerras a las cuales se

les administré yema hiperinmune y no hiperinmune y en el grupo control.

La figura 43 muestra el andlisis de mortalidad de ambos grupos
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Figura 43 Analisis de la mortalidad en los grupos tratados con yema hiperinmune y
no hiperinmune y el grupo control.
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En los grupos que recibieron algun tratamiento con yema hiperinmune y no
hiperinmune el 100% de las terneras sobrevivié a diferencia del grupo control en el que
aproximadamente el 91% de los animales permanecié vivo durante el periodo de

observacion.

Se observa que la supervivencia en los grupos tratados con yema fue del 100% mientras
gue en el grupo control fue del 90%. La mortalidad ocurrié6 de manera irregular en el grupo
control antes de los 15 dias de vida de las becerras. Los primeros 15 dias representan el
periodo de tiempo critico para la vida del animal. El costo extra debido a la muerte de cada
becerra varia de acuerdo a la edad a la que ésta se presente, entre mas edad tenga el
animal mayor seré la pérdida econdmica, asi mismo el costo cambiard en funcion del
protocolo de tratamiento implementado y la duracién del mismo. Se calcul6 el costo extra

debido a la muerte de las terneras en el grupo control.

La figura 44 corresponde al andlisis de supervivencia con respecto a la incidencia de diarrea

en ambos grupos.
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Figura 44 Andlisis de morbilidad a causa de diarrea de los grupos tratados con yema
hiperinmune y no hiperinmune y el grupo control.

Durante el periodo de observacién mas del 90% de las terneras que recibieron algun
tratamiento con yema permanecieron sin incidencia de diarrea en tanto que en el grupo

control el porcentaje de becerras sin presencia de diarrea fue de aproximadamente 65%.

En esta figura se puede apreciar que en los grupos que recibieron yema de huevo
mas del 90% de las becerras se mantuvieron sin presencia de diarrea durante el periodo

de observacion. La incidencia de diarrea se presentd antes de los diez dias de vida en un
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tiempo casi homogéneo. En el grupo control poco menos del 65% de las terneras
permanecié sin incidencia de diarrea durante el periodo de 60 dias. La enfermedad se
present6 de manera heterogénea desde el dia 2 después del nacimiento hasta el dia 17 de
vida. Esta figura muestra la diferencia entre el efecto de los tratamientos con yema de huevo
hiperinmune y no hiperinmune y el grupo control sobre la incidencia de diarrea. Se observa
gue casi la mitad del grupo control recibié algin tratamiento por diarrea durante la etapa de
lactancia comparado con los grupos con algun tratamiento con yema en la que el porcentaje

de animales en tratamiento por diarrea fue menor al 10%.

Las dos figuras anteriores permiten advertir que la diferencia en términos
econdémicos que el productor puede conseguir con la practica sencilla de enriquecer el
calostro con yema de huevo hiperinmune es importante. Ya que se reducen las pérdidas
por muerte y por tratamientos implementados, ademas puede llegar a impactar en la etapa
productiva del animal puesto que una enfermedad que afecte a la ternera en los primeros

dias de vida puede tener repercusiones en la productividad de la etapa adulta.

Se utiliz6 una tabla a colores para mostrar de una manera novedosa y visualmente
llamativa la diferencia entre el estado de salud de las terneras en los grupos tratados con
yema hiperinmune y no hiperinmune y el grupo control (Figura 45). La explicacion de los

colores utilizados para crearla se presenta a continuacion.

Heces normales

Heces pastosas

Heces pastosas con sangre
Heces semiliquidas

Heces semiliquidas con sangre
Heces liquidas

Heces liquidas con sangre
Neumonia

Muerte
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Dias de vida
ID Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
719 YO
748 YO
773 YO
780 YO
791 YO
716 Y2
738 Y2
737 Y2 *1*1*1]*1
750 Y2 *31*3]*3]*3
768 Y2
745 Y120 *1*a|*1*1
758 Y120
753 Y120
762 Y120 1] 1) 1) 1
720 Y240
763 Y240
770 Y240
771 Y240 IE |IE |IE
772 Y240
714 Y2D
713 Y2D
723 Y2D
742 Y2D SIS |S |S
749 Y2D 1] 1) 1| 1
715 FNA20D
728 FRNA20D 1] 1) 1| 1
731 B NA120D 1] 1) 1) 1f 1] 1] 1] 1
755 BNA20D
756 BNA120D
707 BN240D 1 1] 1] 1
724 FN240D 1] 1) 1] 1f 1 1] 1
760 BNY240D 1} 1] 1) 1
781 N240D IE |IE
782 240D
717 Control
743  Control S[S|s|s
752  Control 1f 1] 1] 1
757 Control
786 Control
706 Control
708 Control
709 Control
710 Control
711  Control
712 Control
718 Control
721  Control
722 Control
725 Control
726  Control
727  Control
729 Control
730 Control
733 Control
734  Control
735 Control
736  Control 2[ 2] 2| 2[ 2
740 Control
741  Control 1 1f 1] 1] 1
746  Control 2| 2| 2 2| 2
747  Control
751 Control
754  Control
759 Control 11 1 1] 1f 1
761 Control
764  Control 2| 2| 2f 2 2
765 Control 1 1] 1] 1
767 Control
769 Control *2|*2[*2|*2|*2[*2
774  Control
775 Control
776  Control
777  Control
779 Control
783  Control IE |IE [IE
784  Control
785  Control IE |IE




Figura 45 Union de los datos referentes a los aspectos clinicos de los grupos
tratados con yema hiperinmune y no hiperinmune y del grupo control.

Las becerras del grupo control pertenecientes a los animales de la investigacion
muestreados aparecen resaltadas en negritas e italicas. El nUmero y las letras en los
recuadros de color amarillo, anaranjado y rojo indican el protocolo médico instaurado. 1:

Protocolo 1; 2: Protocolo 2; 3: Protocolo 3, S: solucion antiséptica; IE: Inmunoestimulante.

La figura anterior permite observar de manera préactica y sencilla ademas de unir los datos
de los aspectos clinicos presentados anteriormente como la edad a la que enfermaron las
becerras, la duracién y la severidad de la diarrea, asi como el tratamiento utilizado para
cada animal. También se muestran las muertes ocurridas durante el periodo de

observacion representado por la etapa de lactancia.

Asi mismo, se elabor6 una tabla (tabla 16) que permitiera visualizar las caracteristicas de

las heces y su impacto a nivel de poblacién, de grupo tratado con IgY y de grupo control.

Tabla 15. Caracteristicas de las heces en la poblacién, grupo tratado con
IgY y grupo control.

Caracteristicas de las heces Pastosas pastosas Semi-liquidas  Semi-liquidas Liquidas
con sangre con sangre

No. de terneras afectadas 23 1 5 3 10
Terneras grupo tratado con IgY 11 1 0 2 1
Terneras grupo control 12 5 1
Dias totales 71 3 15 11 44
Dias totales grupo tratado con IgY 37 3 0 6 5
Dias totales grupo control 34 15 5 39
% Terneras afectadas 29.48 1.28 6.41 3.84 12.82
% Poblacional del grupo tratado con
IgY 14.1 1.28 2.56 1.28
% Poblacional del grupo no tratado 15.38 6.41 1.28 11.53
% Grupo tratado con IgY 31.42 2.85 5.71 2.85
% Grupo control 27.9 11.62 2.32 20.93

113



6.3 Pesaje de las becerras

Los animales fueron pesados al nacimiento, al mes y a los dos meses de, posteriormente
se obtuvieron estimaciones del peso a los 4 y 6 meses de edad. La medicién del peso al
nacimiento y al mes de vida fue llevada a cabo midiendo el diametro toracico con una cinta
métrica pesadora para ganado bovino. El peso al destete fue obtenido con una bascula

para terneros. Con los datos obtenidos se construy6 una curva de crecimiento (figura 46).

Se observa la diferencia en el crecimiento entre los grupos tratados de la
investigacion. Para determinar la diferencia estadistica se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) para las mediciones de peso al nacimiento, 1 mes, 2 meses y 6 meses. El
resultado del analisis indico que no hubo diferencia estadisticamente significativa en el

crecimiento por efecto de alguno de los tratamientos.

160 -
-&- Control
140
YO
120 A
i -A- Y2
(o)) -}
g 100 8 vy2D
o 807 -9 Y120
o 607 - Y120D
404 -k- Y240
20 A - Y240D
O 1 I 1 1 I 1 I
O R 2 2 & <2 <2
\@0 Q 2 2 2 < 2
& > S & N & S
9 v % ™ 2] ©
Q°

Figura 46. Curva de crecimiento en los grupos de terneras.

Y0= Yema no hiperinmune; Y2= 150 g de yema hiperinmune a las 2 horas de vida Y2D=
300 g de yema hiperinmune a las 2 horas de vida. Y120= 150 g de yema hiperinmune a las
2 y 120 horas de vida; Y120D= 300 g de yema hiperinmune a las 2 y 120 horas de vida;
Y240= 150 g de yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas de vida; Y240D= 300 g de

yema hiperinmune a las 2, 120 y 240 horas de vida.
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7. DISCUSION

7.1 Efecto del consumo de yema de huevo en los parametros

productivos

La fase pre-destete representa un periodo critico en la vida de las terneras lecheras
de reemplazo debido a que en esta etapa son mas susceptibles a enfermar y morir. Durante
los primeros 21 dias de vida se presenta el riesgo de mortalidad mas alto (Wells et al.,
1997). Considerando que el estado de salud de la ternera lechera pre destetada puede
afectar en gran medida la producciéon a lo largo de su vida, su crecimiento, eficiencia
reproductiva y produccion lechera (Urie et al.,, 2018), y ademas, que la morbilidad, el
tratamiento de las enfermedades y la mortalidad en terneras tiene como consecuencia la
pérdida del potencial genético para el mejoramiento futuro del rebafio (Wells et al., 1997) y
del bienestar animal es sumamente importante asegurar que las becerras tengan un
desarrollo y crecimiento saludables para mejorar la rentabilidad en los sistemas de

produccion.

En algunos sistemas de produccion la diarrea ocasiona aproximadamente el 52%
de las pérdidas econémicas por muerte de los animales (USDA, 1994). La mayoria de los
agentes que ocasionan la diarrea neonatal con excepcion de Salmonella spp y algunas
cepas de E. coli estan presentes en el tracto gastrointestinal de casi todos los animales
adultos sanos, aunque en bajas concentraciones y sin signos clinicos de infeccion. Las
infecciones mixtas con estos microorganismos son comunes durante la vida del ternero
(Barrington et al., 2002).

Debido a la placentacion epiteliocorial de los bovinos el suministro sanguineo
materno y fetal queda separado, evitando la transferencia de inmunoglobulinas maternas al
feto. Por lo tanto, ya que los terneros nacen desprovistos de inmunoglobulinas dependen
completamente del aporte de las mismas contenidas en el calostro (Godden, 2008). Ofrecer
cantidades suficientes de calostro de alta calidad dentro de las primeras 6 horas de vida de
las terneras previene el 31% de la mortalidad que se presenta durante los primeros 2 dias
de vida (Barrington et al., 2002).

115



Robison et al., (1988) demostraron un incremento significativo en la ganancia
promedio en vaquillas que tuvieron una transferencia de inmunidad pasiva adecuada en
comparacion con aquellas que no la tuvieron. DeNise et al., (1989) reportaron que las
vaquillas con falla en la transferencia de inmunidad pasiva tuvieron significativamente
menor produccion de leche durante la primera lactacion, ademas de una mayor tendencia
a ser sacrificadas durante este periodo comparadas con aquellas que tuvieron una

transferencia de inmunidad pasiva adecuada.

Kuroki etal. (1997) indic6 que el efecto de la yema cruda por si misma en la ganancia
peso corporal fue mejorada por la presencia de anticuerpos especificos contra BRV, los
cuales indujeron altos niveles de proteccién contra la diarrea causada por BRV.
Posteriormente, Touchette et al. (2003) concluyé que cuando el huevo es incluido en una
proporcion de mas del 10% de la dieta (aproximadamente 30% de la proteina total), el
crecimiento de los terneros es mejor o similar al observado cuando reciben Unicamente

leche libre de anticuerpos.

En el presente trabajo suplementamos el calostro con 7.5% de yema no
hiperinmune. En el caso de la yema hiperinmune la suplementacion del calostro y de la
leche a las 120 y 240 h posteriores al nacimiento y conforme a las dosis estipuladas de 150
y 300 g, respectivamente fue de 7.5 y 15%. La poca relacién en la ganancia de peso de los
animales con el consumo de yema puede deberse en primera instancia a que la
suplementacion se realizé en pocas ocasiones y ademas no fue continua. Lo segundo que
pudo tener un efecto, en el caso de las dosis doble administradas fue el hecho de la
presencia de diarrea mecanica que presentaron las becerras que pudieron haber dado

como resultado un menor desempefio debido a la enfermedad.

7.2 Efecto de la IgY a nivel sistémico

Vega et al., (2012) demostraron que la administracion de IgY a cerdos por via
sistétmica y local indujeron una respuesta de anticuerpos anti-lgY consistiendo
principalmente en subclases de IgG. Torche et al., (2006) detectaron anticuerpos IgY
especificos en el suero de cerdos que habian recibido inmunoglobulinas Y en solucién y en

micro esferas de PLGA MS (poly(D,L-lactida-co-glicélido) microspheres) por via oral.
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Las IgY de huevo de gallinas han sido evaluadas para su uso como agentes
inmunoterapéuticos o profilacticos pasivos contra virus de influenza (Abbas et al., 2018).
Ademas del efecto de las IgY anti-H1N1, se mostrd un efecto protector comparable al del

inhibidor de la neuraminidasa osetalmivir (Tamiflu®, Hoffamnn-LaRoche, Basilea, Suiza).

Durante las primeras 24 a 36 horas posteriores al nacimiento la permeabilidad
intestinal de las terneros es alta, de esta manera permite que las IgG del calostro ingresen
a la circulacién sanguinea para conferir inmunidad pasiva a los recién nacidos (Besser y
Gay, 1994). La permeabilidad intestinal puede ser transcelular (a través de las células
epiteliales mediante transporte activo o pasivo) el cual es utilizado principalmente para la
absorcion de moléculas pequefias o paracelular (a través de las uniones que conectan las
células epiteliales entre si) usado principalmente para la absorcién de las macromoléculas
(Hall, 1999).

Ademéas de su funcién en sangre y espacios tisulares, la IgG del calostro podria
ejercer una actividad protectora en el intestino antes de ser absorbida por la pared intestinal,
0 en las secreciones de la ternera después de la absorcion y re secrecion (Besser y Gay,
1994). Es posible que la IgY aumente la proteccién conferida por la IgG, especialmente si
es especifica. ES necesaria mas investigacion para analizar y elucidar mayor cantidad de
aspectos acerca de la accion que la IgY ejerce en el organismo de los animales que reciben

algun tipo de tratamiento con anticuerpos especificos.

Durante las primeras 6 horas de vida tiene lugar la maxima absorcién de las
inmunoglobulinas del calsotro. La IgG tiene un peso de 160 kD, la pared intestinal ofrece
las condiciones necesarias para que una molécula de caracteristicas como la
inmunoglobulina G pase a través de ella. La IgY tiene un peso de 180 kD vy la similitud
estructural con la IgG es suficiente como para inferir que una absorcion de inmunoglobulina

Y ocurra durante las primeras horas de vida de las becerras.

En un estudio realizado por Vega et al. (2011) se administré6 yema de huevo no
hiperinmune (control) y yema hiperinmune especifica contra rotavirus bovino con calostro
durante las primeras 24 horas y posteriormente con leche. Es importante destacar que la
yema se administré deliberadamente después de que la permeabilidad intestinal estuviera
activa con el fin de evitar que las IgY fueran absorbidas y pasaran a la sangre de los

terneros, por lo cual no se esper6 encontrar IgY en el suero de los animales.
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Posteriormente Vega et al. (2012 y 2015) analizaron la presencia de IgY en el suero
de lechones y terneros a los cuales se les habia administrado yema (hiperinmune y no

hiperinmune) mediante calostro y posteriormente con leche.

De esta manera, observamos que la absorcién de IgY en el intestino de las terneras
recién nacidas probablemente ocurre debido a la permeabilidad intestinal que sucede
durante las primeras horas de vida. Ya que la absorcion de macromoléculas tiene lugar en
el espacio intercelular, que se trata de un proceso no selectivo, inespecifico, por lo cual es
muy probable que moléculas de gran tamafo (como la IgY), pasen a través de la pared del

intestino, en especial durante las primeras 6 horas posteriores al nacimiento.

Ibrahim et al. (2008) administraron IgY anti Candida albicans a ratones desafiados
y encontraron reduccion de la diseminacion de C. albicans a los 6rganos por lo cual
sugirieron que la IgY tuvo un efecto sistémico al mejorar la respuesta inmune del
hospedador. Encontraron que la reduccién de la diseminacion de C. albicans podria ser un
reflejo de la dificultad de estos microorganismos para invadir los tejidos como un resultado
de la actividad de adhesion alterada que pudo contar para el retaso o reduccién de la

colonizacion.

Investigadores han reportado un efecto en el aparato respiratorio al administrar IgY
de manera oral para diversas patologias. Thomsen et al. (2016) encontraron que la IgY anti-
Pseudomonas aeruginosa induce una rapida y competente limpieza bacteriana en un
modelo de neumonia murino. Los ratones tratados con IgY anti-P. aeruginosa tuvieron un
mejor estado clinico comparado con los grupos control, lo cual pudo ser atribuible a la falta
de diseminacion de la infeccion ya que la IgY especifica administrada confirid proteccion

contra bacteriemia.

7.3 Efectividad de los tratamientos segun la dosis y el tiempo de

administracion.

Estudios recientes indican que el aumento en la incidencia de falla de transferencia
de la inmunidad pasiva con distocia no es causada por una falla en la absorcion de
inmunoglobulinas del calostro sino debido a las severas alteraciones metabdlicas que

ocasionan que estas terneras se alimenten de manera oportuna (Weaver et al., 2000).
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En un estudio realizado por Vega et al. (2015) se observé un efecto negativo en los
terneros que fueron privados del consumo de calostro al desafiarlos con rotavirus bovino.
Los autores reportaron un aumento significativo en la duracion de la diarrea en el grupo que
fue privado del calostro (10.4 dias) en comparacion con el grupo al que si se les administro
durante las primeras 6 horas de vida (7.6 dias). En este experimento ademas, se observé
gue la presencia de anticuerpos en el suero de este grupo de terneros tuvo lugar del dia 7
al dia 21 post-infeccion, siendo la titulacion estadisticamente similar al grupo que consumié

calostro en el dia 14 post-infeccion.

Esto significa que los terneros que no consumieron calostro tuvieron una “ventana”
inmunoldgica de aproximadamente 7 dias. Durante este periodo de tiempo tuvieron poca o
nula proteccién frente a agentes patégenos por lo cual la duracién de la diarrea fue tan
extensa. Lo anterior implica un aumento en los costos del sistema de produccién que se
puede evitar inicamente administrando calostro de alta calidad en la cantidad adecuada,

durante las primeras 6 horas de vida.

Es interesante observar que la cantidad de inmunoglobulinas en el suero sanguineo
de las becerras que consumieron dosis doble de yema hiperinmune en mas de una ocasion
no sé6lo no fue mayor, sino que de hecho, hubo un efecto contrario al esperado. Esto puede
explicarse considerando que la yema se administré cruda, por tanto, al aumentar la
concentracion de inmunoglobulinas también se aumenté la cantidad de lipidos

administrados. El exceso de grasa probablemente resulto en una menor absorcion.

7.4 Efecto de la IgY en el estado de salud de las becerras

Los resultados obtenidos concuerdan con los conseguidos por Vega et al. (2011),
quienes luego de administrar yema de huevo hiperinmune contra rotavirus bovino y yema
de huevo no hiperinmune a terneros desafiados con rotavirus bovino encontraron que el
comienzo de los signos clinicos de un individuo al que se le administré yema hiperinmune
se retrasO, mientras la duracién y severidad de la enfermedad fue disminuida
significativamente comparada con los animales pertenecientes a los grupos que no
recibieron yema hiperinmune. En este mismo estudio se reportd que el 100% de los terneros
que recibieron leche suplementada con IgY no especifica contra rotavirus bovino (IgY

control) desarrollaron diarrea. Sin embargo, la severidad de la enfermedad se redujo
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significativamente y tuvo una menor duracién comparada con el grupo que recibio

Unicamente calostro y con el que no recibié calostro.

Vega et al. (2011) reportaron que la administracion de yema no hiperinmune
(control) y yema hiperinmune especifica contra rotavirus bovino a terneros desafiados con
BRV causo un pequefio retraso en el desarrollo de las respuestas inmunes activas en el
suero que pudieron estar relacionadas con signos clinicos mas leves. Ademas, cuando la
leche fue suplementada con yema de huevo, independientemente de la especificidad del
tratamiento una diversificacién y mejoramiento significativos de las respuestas inmunes

locales contra BRV fue observada.

Nelson et al. (2007) reportaron la presencia de moléculas inmunomoduladoras en la
yema de huevo que promueven la expansion clonal de las células B y el cambio de IgA
relacionado a las respuestas antiinflamatorias a antigenos dietarios. También encontraron
gue fragmentos de proteina de yema de huevo de gallinas no inmunizadas tiene actividades
inmunomoduladoras en el intestino in vivo. Estos fragmentos pueden actuar directamente
para bloquear la entrada del patdgeno o indirectamente mediante la activacion del sistema
inmune para prevenir la infeccion. Ademas, demostraron que la yema de huevo orquesto
las respuestas Th1/Th2, induciendo la secreciéon de IL-4 e IL-10, potentes activadores de

las células B y de agentes antiinflamatorios en el intestino.

Xu et al. (2006) describieron las propiedades inmunomoduladoras del factor de
transferencia (TF) encontrado en la yema de huevo de gallinas inmunizadas. ElI TF
incrementa el indice timo-bazo y estimula la proliferacion de linfocitos en ratones. Este factor
parece tener no sdlo actividad inmune contra el virus de la hepatitis B sino también actividad
inmune no especifica, haciéndolo un potencial inmunoregulador en la yema para el

mejoramiento de tratamientos para esta infeccion viral.

Los resultados obtenidos en esta investigacion estan de acuerdo con los reportados
por Vega et al. (2011, 2012 y 2015) quienes observaron que la IgY especifica contra
rotavirus bovino era efectiva como profilactico en terneros (2011) y posteriormente en
lechones (2012) desafiados con BRV y Rotavirus Humano, respectivamente. Asi mismo
demostraron que el uso terapéutico de IgY especifica contra rotavirus bovino en terneros

desafiados (2015) reduce la duracion y severidad de la diarrea.

Ademas, los presentes resultados estan en concordancia con Vega et al. (2015)

quienes reportaron que los terneros que recibieron tratamiento pasivo con IgY especifica
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contra rotavirus bovino que presentaron diarrea no mostraron otros signos clinicos de

infeccién con BRV como anorexia, deshidratacién o depresion.

A nivel clinico la dosis doble repetida pudo haber ocasionado una diarrea mecanica
debido a la cantidad de grasa. La diarrea mecanica pudo haber propiciado las condiciones
para que se presentara una diarrea de tipo infeccioso y asi ocasionar un efecto contrario al

deseado en los animales de estos grupos.

Es interesante que las becerras de la poblacién experimental no sélo hayan tenido
menor incidencia y prevalencia de diarrea, sino que también la hubieran presentado de
manera homogénea a los 7 dias de edad mientras que la poblacién control presenté una
incidencia con mas variacion. Estos resultados no se han reportado en investigaciones

anteriores.

De acuerdo con la edad de la incidencia de diarrea en la poblacion experimental
parece poco probable que el gente etioldgico haya sido rotavirus o coronavirus debido a
que, ademas de que la vacuna que recibieron las gallinas contenia estos antigenos y por lo
tanto, se esperaba que la yema de huevo tuviera anticuerpos contra dichos antigenos, la
diarrea ocasionada por rotavirus y coronavirus comunmente ocurre entre la primer y

segunda semana de vida de las becerras (Cho y Yoon, 2014).

Crypostoridium parvum es un parasito cominmente presente en los sistemas de
produccion lechera, su distribucion alrededor del mundo es amplia. C. parvum ocasiona
diarrea generalmente alrededor de 7 dias posteriores al nacimiento y rara vez ocurre en
animales mayores de 28 dias (Barrington et al., 2002). Considerando lo anterior parece

probable que la diarrea hubiese sido causada por este protozoario.

Es necesaria mas investigacion para analizar si existe alguna relacién entre el
consumo de IgY y/ o yema de huevo especifica y la edad a la que hay incidencia de diarrea
en las terneras. Ademas del mecanismo por el cual esta suplementacién del calostro y/o la
leche proveerian dicho efecto. Las implicaciones de lo anterior para el sistema de
produccién son importantes debido a que si al hacer uso de esta tecnologia es posible de
alguna manera predecir el tiempo de aparicion de los signos clinicos sera viable
implementar medidas preventivas que refuercen la salud de las becerras antes del periodo
de mayor vulnerabilidad. Asi el sistema de produccion se beneficiara al soslayar costos
extra debidos a tratamientos e incluso pérdida de potencial genético debido a la muerte de

los animales, aumentando con esto su rentabilidad.
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7.5 Efecto del consumo de yema de huevo hiperinmune y no

hiperinmune en pardmetros productivos

Algunos sustitutos de leche contienen proteinas lacteas desnaturalizadas por el
calor, proteinas de origen vegetal con muy poca digestibilidad, o carbohidartos diferentes a
la lactosa que las enzimas de las becerras recién nacidas no pueden digerir. El consumo
de estos productos resulta en una nutricion inadecuada, bajas tasas de crecimiento y alta

morbilidad y mortalidad debido a diarrea (Barrington et al., 2002).

7.6 Costo-beneficio de la administracibon de yema de huevo

hiperinmune.

Una becerra sana al destete que no haya requerido tratamiento le cuesta al
productor aproximadamente $6,445.00, utilizando esta informacion se realiz6 un célculo del
costo que implicd administrar huevo hiperinmune a cada una de las becerras y la inversion
extra, expresada en porcentaje, que conllevaria implementar un protocolo de tratamiento

en un sistema de produccion (Tabla 17).

Tabla 16. Costo de la administracion de huevo hiperinmune a una becerra.

Huevo Hiperinmunizado Costo con TX S/tx % extra
1 huevo S 6,465.00 S 20.00 0.31%
2 huevos S 6,485.00 S 40.00 0.62%
4 huevos S 6,525.00 S 80.00 1.24%
8 huevos S 6,605.00 S 160.00 2.48%
16 huevos S 6,765.00 S 320.00 4.97%

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacién una administracién
de 6 a 12 yemas hiperinmunes con calostro a las 2 horas de vida es suficiente para asegurar
una transferencia exitosa de inmunidad pasiva. Con base en la tabla 17 suplementar el
calostro con 6 yemas hiperinmunes aumentaria el costo de producir una becerra al destete
en un 1.86% mientras que administrar 12 yemas con calostro a las becerras recién nacidas

supondria un incremento del 3.72% en la inversion del productor.

122



Tabla 17. Costo extra de los protocolos de tratamiento para diarrea

Protocolo de tratamiento para diarrea Costo total % Extra
Protocolo 1 149.96 2.3%
Protocolo 2 270.72 4.2%
Protocolo 3 2134.56 33.1%
Protocolo 4 2288 35.5%

Como se observa en las tablas 17 y 18 la administracién de yema de huevo
hiperinmune como preventivo de diarrea neonatal en becerras Holstein esta justificada y
recomendada, en especial la suplementacion con 6 yemas ya que pueden llegar a reducirse

los dias de tratamiento e incluso a evitarse el uso de alguno de los protocolos.

Unicamente dos becerras pertenecientes al grupo que recibié yema hiperinmune
recibieron el protocolo 3, en tanto que en el grupo que no recibié suplementacién con yema
hiperinmune dicho protocolo se utilizé en el tratamiento de 8 animales (uno de ellos recibi6é
también el protocolo 4). Esto supone un aumento considerable de los costos de produccion
gue se vera reflejado en la rentabilidad del sistema de produccién y en la ganancia del
productor. Ademas, la presencia de enfermedades tiene consecuencias a largo plazo que
afectan la vida productiva del animal y con ello la economia del productor y del sistema de

produccion.
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7.7 Trabajo futuro

El conocimiento adquirido y los resultados obtenidos en esta investigacion alientan
trabajos posteriores enfocados en el amplio uso y aplicacion que ofrecen las
inmunoglobulinas Y. El potencial que ofrece la “Tecnologia IgY” brinda la posibilidad de
utilizar este conocimiento en una gran variedad de maneras para la realizacion e
implementacion de técnicas que mejoren el acercamiento diagnéstico y el tratamiento de

las enfermedades tanto de animales como de humanos.

Debido a la contingencia sanitaria por Covid 19 parte del trabajo que se habia
programado para la realizacion de esta tesis se interrumpio y el proceso de investigacion
se concluy6 con el trabajo y resultados que ya se habian obtenido, por tanto, se planea
continuar con investigacion enfocada en la produccién y uso de las inmunoglobulinas Y con

fines preventivos y terapéuticos de las enfermedades.
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8. CONCLUSIONES

La administracién de yema hiperinmune es mas eficaz promoviendo una adecuada

transferencia de inmunidad pasiva que la yema control.

De acuerdo con los resultados obtenidos, una vez que se ha suplementado el
calostro con 300 g de yema hiperinmune no se aconseja repetir la administracion con leche
a las 120 y 240 horas debido a que podria ocasionar diarrea mecanica por la cantidad de

lipidos que contiene la yema.

La administracion de yema hiperinmune (150 6 300 g) a las 2 horas de vida es

altamente recomendable para asegurar niveles altos de inmunoglobulinas séricas.

La incidencia y prevalencia de diarrea neonatal disminuy6 al suplementar el calostro

con 150 y 300 g de yema hiperinmune.

La administracién de 150 g de yema hiperinmune a las 120 y 240 horas posteriores

al nacimiento promovi6 concentraciones mas altas de IgG con cada dosis.

Los tratamientos con yema y especialmente los grupos que recibieron yema
hiperinmune (exceptuando el tratamiento de dosis repetida de 300 g de yema hiperinmune)

presentaron mayor cantidad de IgG/mL.

Clinicamente, la diferencia en el estado de salud observada entre la poblacion
experimental y la poblacion control fue evidente puesto que ademas de la disminucién en
la incidencia y prevalencia de diarrea en la primera, las becerras que enfermaron no se
mostraron decaidas ni con anorexia, tampoco presentaron fiebre y se recuperaron de

manera mas rapida.

Segun los resultados obtenidos en esta investigacion, no hay relacion entre el
consumo de yema y la tasa de crecimiento de los animales. Esto sugiere que los nutrientes
aportados por la yema no afectaron de manera significativa la ganancia de peso de las

becerras.

La suplementacién del calostro con 150 y 300 g de yema hiperinmune promueve
una repuesta inmune efectiva por parte de las becerras evitando asi las pérdidas
econOmicas del sistema de produccién por tratamientos y pérdida de potencial genético
debido a la muerte de las terneras aumentando de esta manera la rentabilidad para el

productor.
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11. ANEXOS

Anexo A. Tablas

Valores para la composicidn nutricional de huevos expresados en cascaron (por huevo), base liquida/congelado (por 100g), y base seca (por 100g).

Cascaron (por huevo) Liquido/congelado (por 100g) Deshidratado (por 100g)
Yema
Entero Clara Yema Entero Clara Puro Comercial Entero Clara Yema
Nutrientes y unidades
Aproximado
Solidos (g) 1347 46 8.81 245 121 518 440 96.8 83.6 97.2
Calorias 184 19 64 152 50 377 313 600 388 692
Proteina (NX6.25) (g) 6.60 3.88 2.74 120 10.2 16.1 149 474 759.1 329
Lipidos totales (g) 6.00 5.80 109 341 275 431 60.8
Cenizas (g) 055 0.26 0.29 1.00 0.68 169 149 40 53 33
Acidos grasos (g)
Saturados (total) 2.01 195 3.67 9.16 1451 20.35
8:0 0.027 0.027 0.05 0.13 0.20 0.29
10:0 0.022 0.080 0.15 0.38 0.59 0.84
12:.0 137 0.026 0.05 0.12 0.20 0.27
14:0 0462 0.022 0.04 0.08 0.16 0.20
16:0 0.022 131 25 6.2 9.84 138
18:0 253 0.459 0.84 214 3.36 473
20:0 0.022 0.04 0.10 0.16 0.22
Monoinsaturados (total) 2.50 45 11.80 18.18 2564
14:1 0.005 0.005 0.01 0.03 0.04 0.07
16:1 0.214 0.211 0.39 0.97 154 214
18:1 231 2.28 42 108 16.60 2343
Poliinsaturados (total) 0.73 0.72 132 3.37 5.22 7.45
18:2 0.660 0.650 120 3.07 474 6.79
18:3 0.011 0.014 0.02 0.06 0.08 0.13
20:4 0.055 0.051 0.10 0.24 0.40 0.53
Colesterol (g) 0.213 0.213 0.425 123 190 272
Lecitina (g) 127 122 2.32 5.81 9.16 12.34
Cefalina (g) 0.253 0.241 0.46 115 182 2.54
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Valores para la composicién nutricional de huevos expresados en cascardn (por huevo), base liquida/congelado
(por 100g), y base seca (por 100g).

Vitaminas
A (V)

D (V)

E (mg)
B12 (ug)

Biotina (ug)

Colina (mg)
Acido félico (mg)
Inosita (mg)
Niacina (mg)
Manganeso
Fosforo

Potasio

Sodio

Azufre

Zinc
Aminodacidos (g)
Alanina
Arginina

Acido aspartico
Cistina

Acido glutamico
Glicina

Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina

Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina

Valina

Cascaron (por huevo)

Liquido/congelado (por 100g)

Deshidratado (por 100g)

Yema
Entero Clara Yema| Entero Clara| Puro Comercial| Entero Clara Yema
264 260 480 1527 1240 1896 2740
27 27 50 161 129 158 285
0.88 0.87 1.6 5.1 4.1 6.7 9.1
0.48 0.48 0.88 2.83 2.27 3.5 5.0
11.0 2.58 8.35 20.0 6.8 49.1 40.8 79 53 90
237 0.46 238 430 1.2 1400 1130 1699 9 2497
0.023 0.006 0.026 0.060 0.016 0.154 0.128 0.24 0.12 0.28
5584 1.52 4.35 10.8 4.0 25.6 21.4 43 31 47
0.045 0.035 0.010 0.082 0.092 0.061 0.067 0.32 0.71 0.15
0.021 0.0002 0.0195 |0.038 0.007 0.11 0.09 0.15 0.05 0.19
111 8 102 202 22 599 485 798 171 1072
74 57 17 135 150 100 110 533 1163 243
71 63 9 129 165 52 74 510 1279 164
S0 62 28 164 163 165 165 648 1263 366
0.72 0.05 0.66 1.3 0.12 3.89 3.15 5.1 0.93 7.0
0.38 0.24 0.14 0.69 0.64 0.81 0.77 2.73 4.96 1.70
042 0.23 0.19 0.77 0.60 1.14 1.03 3.04 4.65 2.28
065 04 0.25 1.18 1.06 1.44 1.37 4.66 8.22 3.03
0.15 0.11 0.05 0.28 0.28 0.27 0.27 1.11 2.17 0.60
0.85 0.52 0.33 1.54 1.36 1.54 1.83 6.08 10.54 4.04
0.22 0.14 0.08 0.4 0.36 0.49 0.47 1.58 2.79 104
0.16 0.05 0.07 0.29 0.24 0.41 0.38 1.15 1.86 0.84
0.36 0.21 0.15 0.66 0.56 0.87 0.81 2.61 4.34 1.79
0.57 0.33 0.24 1.04 0.88 1.39 1.29 411 6.82 2.85
0.45 0.25 0.2 0.82 0.66 1.17 1.07 3.24 5.12 2.37
0.21 0.15 0.06 0.35 0.35 0.39 0.39 1.54 3.02 0.86
0.35 0.23 0.12 0.64 0.61 0.69 0.67 2.53 4,73 1.48
0.26 0.15 0.11 0.48 0.4 0.65 0.60 1.90 31 1.33
0.50 0.27 0.23 0.91 0.71 1.36 1.24 3.60 5.5 2.74
0.32 0.18 0.14 0.59 0.47 0.85 0.78 2.33 3.64 1.72
0.11 0.07 0.04 0.19 0.17 0.24 0.23 0.75 1.32 0.51
0.28 0.16 0.12 0.51 0.41 0.73 0.67 2.02 3.18 1.48
0.43 0.27 0.16 0.79 0.72 0.96 0.91 3.12 5.58 2.01
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Composicion de acidos grasos de las fracciones lipidicas de la yema y lipido dietético

% de acidos grasos totales

Acido graso Lipido crudo  Triglicéridos Lecitina Cefalina Lipido dietético
16:0 23.5 229 37.0 21.6 14.0
16:1 3.8 7.3 0.6 traza 2.7
18:0 14.0 7.5 12.4 32.5 2.4
18:1 38.4 44.7 31.4 17:3 291
18:2 16.4 15.4 12.0 7.0 44.4
18:3 1.4 1.3 1.0 2.0 3.2
20:4 1.3 0.5 2sd 10.2 0.8
20:5
2235 0.4 0.2 0.8 3.0 0.8
22:6 0.8 0.6 2 6.4 1.3

LOMPOSICION eliemental ae 1a alpumina y 1a yema

Elemento % en Albumina % en Yema
Azufre 0.195 0.016
Potasio 0.145-0.167 0.112-0.360

Sodio 0.161-0.169 0.070-0.093
Fosforo 0.018 0.543-0.980
Calcio 0.008 - 0.02 0.121-0.262

Magnesio 0.009 0.032-0.128

Hierro 0.0009 0.0053-0.011
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Composicion de albumina, yema y huevo entero

Componente del huevo % Proteina % Lipidos % Carbohidratos % Cenizas
Clara 9.7-10.6 0.03 0.4-0.9 0.5-0.6
Yema 15.7-16.6 31.8-35.5 0.2-1.0 1.1
Huevo entero 128-134 10.5-11.8 0.3-1.0 0.8-1.0
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Anexo B

Técnica de precipitacion con sulfato de zinc para el analisis de
lgG sérica.
Preparacion del reactivo.
Hervir 500 mL de agua destilada.
Pesar 104 mg de Sulfato de Zinc heptahidratado.
Una vez que el agua se haya enfriado agregar el Sulfato de Zinc.
Mezclar y verter el reactivo en un frasco &mbar. Sellar con parafilm.
Refrigerarlo a 4°C hasta su uso.
Desarrollo de la técnica.
6. Pipetear 6.0 mL del reactivo antes preparado y vertirlo en un tubo Falcon.
7. Agregar 100 pL de muestra (suero).
8. Mezclar en un vértex durante 15 a 20 segundos.
9. Incubar a temperatura ambiente durante una hora.
10. Encender el espectrofotdmetro 15 minutos antes de la lectura.
11. Encender la computadora y abrir el programa CARY.
12. Seleccionar la longitud de onda de 600 nm.

13. Realizar la “lectura cero” colocando el Sulfato de Zinc preparado en ambas las

cubetas para espectrofotometro.

14. Mezclar nuevamente el contenido de los tubos en un vortex durante 15 a 20

segundos.
15. Vaciar el contenido en la cubeta correspondiente.
16. Realizar la lectura de la muestra.

17. Los resultados se expresaran en mg/mL.

Anexo C
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Técnica de extraccion de IgY con PEG 6000

10.

11.

Se toman 5 mL de yema del tubo y se colocan en dos tubos Falcon de 50 mL (5
mL en cada tubo).

Se afiaden 10 mL de solucion PBS (Buffer Fosfatado Salino) a cada tubo y se
homogeniza.

Se afiade un 3.5% del volumen total (de cada tubo) de PEG (Polietilenglicol)
6000, se homogeniza durante 10 minutos en un vortex y después se centrifuga
a 5000 rpm durante 40 minutos a 4°C.

El sobrenadante se filtra a otro tubo a través de un papel filtro.

Se afade 8.5% de PEG 6000 en relacion al volumen total del tubo y se centrifuga
a 5000 rpm durante 40 minutos a 4°C.

El sobrenadante se descartay el pellet resultante de la centrifugacion se disuelve
con 1 mL de PBS,

Se agregan 9 mL mas para obtener un total de 10 mL de solucién de PBS.

La solucion se combina con 12% de PEG 6000 y los tubos se centrifugan a 5000
rpm por 40 minutos a 4°C.

El sobrenadante se descartado y el pellet obtenido se reconstituye en 800 pL de
PBS y se mezcla con un vortex.

Finalmente, el extracto se transfiere a una membrana de dialisis para remover
las sales.

Se evalla el contenido de IgY mediante espectrofotometria.
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