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RESUMEN

Las enfermedades gastrointestinales en caninos son de los principales motivos de consulta en la
clinica diaria. A pesar de todas las medidas preventivas y manejo terapéuticos que se les administra
a los perros, los problemas gastrointestinales siguen siendo de los principales motivos de consulta,
por ello es de importancia la busqueda de alternativas de tratamiento. Una alternativa de tratamiento
es la utilizacion de la inmunoglobulina Y. El objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la
inmunoglobulina Y (IgY) de yema de huevo de gallinas hiperinmunizadas, sobre la reduccion de la

carga parasitaria y bacteriana fecal en caninos.

El estudio se realizd bajo un disefio no experimental de tipo longitudinal. Se seleccionaron 44 caninos
de dos a seis meses de edad, raza y sexo indistinto, con un peso promedio de dos a diez kg, y seran
divididos al azar en 6 grupos. Para el grupo | (perros sanos), grupo Il (perros parasitados con
20mg/kg/SID/ de IgY de yema de gallinas hiperinmunizadas), grupo Ill (perros parasitados con
20mg/kg/SID/ de IgY de yema de gallinas no hiperinmunizadas), grupo 1V (perros parasitados con
Fenbendazol 50mg/kg/SID/ por 5 dias), grupo V (perros parasitados con 20mg/kg/SID/ de IgY de
yema de gallinas hiperinmunizadas y con Fenbendazol 50mg/kg/SID/ por 5 dias) y grupo VI (perros
sanos con 20mg/kg/SID/ de IgY de yema de gallinas hiperinmunizadas) . La dosis de IgY se
administré durante 15 dias, lo dias del 0-15. Se registr6 la mejoria clinica y de las defecaciones del
paciente. Se tomaron muestras de excretas fecales del recto con un hisopo estéril en los dias 0, 15 y
30 a todos los sujetos de estudio. Las muestras se procesaron para cuantificacion de unidades
formadoras de colonias por gramo de heces (UFC/g) y numero de huevecillos/g heces. Resultados:
no se encontraron diferencias significativas en la administracion de la IgY hiperinmunizada sobre las
UFC/g de heces y el nimero de huevecillos/g de heces. Si se encontraron diferencias significativas
en los tratamientos de perros sanos con la administracion de la IgY hiperinmunizada y la adicion de
la IgY con tratamientos desparasitante sobre las UFC. Conclusién: la administracion de IgY
hiperinmunizada con Giardia no disminuye el nimero de huevecillos/g de heces, pero si disminuye
las UFC en perros sanos, y mantiene estable la cuantificacion de UFC tras la administracién de un

desparasitante.



ABSTRACT

Gastrointestinal diseases in canines are one of the main reasons for consultation in the daily clinic.
Despite all the preventive measures and therapeutic treatments that are administered to dogs,
gastrointestinal problems continue to be the main reasons for consultation, which is why the search
for treatment alternatives is important. An alternative treatment is the use of immunoglobulin Y. The
objective of this study is to evaluate the effect of immunoglobulin Y (IgY) from egg yolk of

hyperimmunized hens, on the reduction of fecal parasitic and bacterial load in canines.

The study was conducted under a longitudinal non-experimental design. 44 canines from two to six
months of age, of indistinct race and sex, with an average weight of two to ten kg, were selected and
will be randomly divided into 6 groups. For group | (healthy dogs), group Il (dogs parasitized with
20mg/kg/SID/ of IgY from yolk of hyperimmunized hens), group Ill (dogs parasitized with
20mg/kg/SID/ of IgY from yolk of non-hyperimmunized hens), group IV (dogs parasitized with
Fenbendazole 50mg/kg/SID/ for 5 days), group V (dogs parasitized with 20mg/kg/SID/ of yolk IgY
from hyperimmunized hens and with Fenbendazole 50mg/kg/SID/ for 5 days). days) and group VI
(healthy dogs with 20mg/kg/SID/ of 1gY from the yolk of hyperimmunized hens). The IgY dose was
administered for 15 days, days 0-15. There was clinical improvement and improvement in the
patient's bowel movements. Fecal excreta samples were taken from the rectum with a sterile swab on
days 0, 15 and 30 from all study subjects. The samples were processed to quantify colony-forming
units per gram of feces (CFU/g) and number of eggs/g feces. Results: no significant differences were
found in the administration of hyperimmunized IgY on the CFU/g of feces and the number of eggs/g
of feces. If significant differences were found in the treatments of healthy dogs with the administration
of hyperimmunized IgY and the addition of IgY with deworming treatments on CFUs. Conclusion:
the administration of hyperimmunized 1gY with Giardia does not decrease the number of eggs/g of
feces, but it does decrease the CFU in healthy dogs, and maintains stable CFU quantification after

administration of a dewormer.



INTRODUCCION

Los problemas gastrointestinales son de los principales motivos de consulta en la clinica de caninos
(Aguero Vega, 2006). Segun Ramirez y col. (2014) la presentacion de enfermedades
gastrointestinales es méas evidente en perros menores de un afio, dentro de estos los cachorros de los
0-4 meses son los més afectados con un 67.58% de predisposicion. De estas enfermedades, las
provocadas por parasitos son las mas frecuentes en cachorros. Los pardsitos frecuentemente
encontrados en el tracto digestivo de caninos son Isospora, Toxocara canis, Giardia lamblia,

Ancylostoma caninum y Dypilidium caninum.

El tratamiento para infecciones parasitarias se basa en medicamentos para reducir la signologia,
infecciones secundarias y la eliminacion del agente causal. Para ello se utilizan diversos
desparasitantes, que son eficaces para la eliminacion del agente causal pero que alteraran la
microbiota intestinal del perro, predisponiéndolo a un incremento en la presentacion de enfermedades
gastrointestinales (Moretd y Pérez, 2009). Sin mencionar que, por el uso descontrolado de
desparasitantes para el manejo preventivo y terapéutico de parasitosis en caninos, cada vez hay mayor

resistencia parasitaria (Pefia y col., 2017).

Por lo anterior se han buscado nuevas alternativas de tratamiento, que ayuden en la terapéutica de
infecciones del tubo digestivo, sin alterar la microbiota gastrointestinal, ni causar resistencia a los

medicamentos empleados.

Una opcion reciente para el tratamiento y prevencién de enfermedades gastrointestinales es la
tecnologia a base de IgY. La IgY es un anticuerpo de origen aviar, que es utilizado en medicina
veterinaria y humana para el tratamiento y prevencion de enfermedades infecciosas (Pereira y col.,
2019). En los caninos se ha demostrado su eficacia en el tratamiento de infecciones virales, Ngyen y
col. En 2006 demostrando que su uso en cachorros infectados con parvovirus canino tipo 2, redujo
las manifestaciones clinicas de la enfermedad y mejoro la ganancia de peso de los cachorros. Pero
falta por explorar el efecto de la IgY con otros agentes infecciosos en caninos.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la inmunoglobulina de yema de
huevo (1gY) de gallinas hiperinmunizadas con Giardia lamblia, sobre la carga parasitaria y bacteriana
fecal en caninos cachorros. Lo que permitira conocer si la 1gY es eficaz para el tratamiento de

enfermedades parasitarias en caninos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales motivos de consulta en la clinica veterinaria diaria de pequefias especies, son
los problemas gastrointestinales, caracterizados por vémitos y diarreas. Por lo que la salud
gastrointestinal en perros es un tema de alta relevancia médica, por estar expuesto a gran cantidad de

virus, bacterias, parasitos y hongos.

Actualmente existen en el mercado una gran cantidad de productos preventivos y terapéuticos
gastrointestinales, que van desde alimentos nutracéuticos, probidticos, prebidticos, antibioticos,
desparasitantes, proteinas plasmaticas, por mencionar algunas. Todos ellos estdn destinados a
mantener o restaurar la homeostasis de este sistema. A pesar de todas las medidas preventivas y
manejo terapéuticos disponibles para su uso en caninos, los problemas gastrointestinales siguen
siendo de los principales motivos de consulta. Los productos terapéuticos actuales para el manejo de
enfermedades infecciosas del tubo digestivo tienen repercusiones en la microbiota gastrointestinal y
uso inadecuado ocasiona disbiosis y resistencia a los medicamentos administrados, lo que dificulta la

terapéutica.

Las parasitosis gastrointestinales no solo son un problema en la especie canina, también son de
importancia en la salud puablica. Cada vez son més frecuentes las zoonosis transmitidas por esta
especie, lo cual se debe a la estrecha relacion que se ha ido dando entre el humano y el perro a través

de los siglos.
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JUSTIFICACION
La busqueda de alternativas para el tratamiento y prevencion de enfermedades gastrointestinales en
caninos es de vital importancia, no solo para la salud animal, si no para la salud publica en general,

debido a las mdltiples enfermedades zoonéticas que existen.

El uso de anticuerpos de origen mamifero ha sido utilizado ampliamente para tratar, prevenir y
diagnosticar enfermedades. La IgY es una alternativa viable para el tratamiento de enfermedades

tanto en humanos como en animales, y las enfermedades parasitarias no son una excepcion.

La IgY es una excelente propuesta para el tratamiento y prevencion de enfermedades del tracto
gastrointestinal, como las parasitosis. Se ha reportado el uso de esta inmunoglobulina en
enfermedades parasitarias con otros mamiferos y el perro, teniendo excelentes resultados, ante la

disminucién de la signologia y duracion de la enfermedad.
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1. ANTECEDENTES

1.1. SITUACION Y PERSPECTIVA ACTUAL DE LAS ENFERMEDADES
GASTROINTESTINALES EN MEXICO Y EL MUNDO

El principal sintoma de enfermedad gastrointestinal es la diarrea. La diarrea se define como la

deposicion de heces con una mayor frecuencia de lo habitual, de consistencia semi-liquida a liquida.

Es dificil determinar la etiologia de la enfermedad diarreica aguda (EDA) debido a que 94% de estas

se catalogan como ocasionadas por microrganismos (amebiasis, shigelosis, fiebre tifoidea, giardiasis,

entre otros) y otras como mal definidas (intoxicacion alimentaria, paratifoidea, salmonelosis y otras

enfermedades por protozoos) (Olaiz y col., 2019).

En personas con signos de EDA, los géneros bacterianos més frecuentemente aislados son Shigella,
Salmonella y Campylobacter (Da Silva, 2011). En cuanto a la especie canina, tiene una amplia
variedad de entero bacterias patdgenas presentes en su tracto gastrointestinal, pero, al igual que en
humanos, los géneros Campylobacter, Salmonella y Clostridium producen signologia gastrointestinal
(Schaer, 2006). Dentro de los agentes causales de EDA, tanto en humanos como en animales, los
virus son los que producen una mayor mortalidad, los parasitos son el agente mas frecuentemente
encontrado, mientras que el papel de las bacterias enteropatogenas en la EDA es principalmente

secundaria a la infeccion por parasitos o virus (Da Silva, 2011).

En los caninos los principales agentes infecciosos que causan signos gastrointestinales son:
enfermedades virales (Parvovirus, Coronavirus y Distemper), parasitarias (Isospora, Toxocara y

Giardia) y bacterianas (Salmonella, Campylobacter y Clostridium) (Rangel y col., 2014).

1.2. ZONOSIS PARASITARIAS TRANSMITIDAS POR CANINOS

Desde el punto de vista de la salud publica, los perros no solo tienen importancia por su mordida,
también causan contaminacion ambiental a consecuencia de sus micciones y defecaciones,
excretando también parasitos y microorganismos patégenos que pueden ser zoonéticos (Fok y col.,
2001). Los caninos pueden transmitir diversas especies de parésitos a los humanos, como lo son
Toxocara spp, Giardia spp, Ancylostoma spp, Spirocerca spp, por mencionar algunas, de ahi la
importancia de su control, por el impacto que estas tienen en la salud publica (Del Campillo y col.,
1999). Entre los agentes infecciosos propios de los perros se destacan los helmintos y protozoarios
intestinales (Toxocara canis, Anquilostomidos, Giardia duodenalis, Cryptosporidium parvum),
potencialmente patdgenos para el ser humano y los perros, teniendo un interés zoonético (Oliveira'y
col., 2002).
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1.3. INMUNOLOGIA DEL SISTEMA GASTROINTESTINAL CANINO
El sistema inmune mantiene la homeostasis del organismo, diferenciando lo propio de lo extrafio para
activar una respuesta de eliminacion a los antigenos peligrosos y tolerar a los antigenos inocuos.
Tradicionalmente se divide en un sistema inmune innato de rapida respuesta y un sistema inmunitario
adaptativo con reconocimiento, respuesta especifica y memoria inmunolégica (Saker, 2006). La
inmunidad innata esta basada en barreras fisioldgicas que aislan el medio interno del externo, asi
como en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs por sus siglas en
inglés), por receptores especializados en leucocitos y células epiteliales. Dentro de las barreras
fisiologicas del sistema gastrointestinal se incluyen epitelios que funcionan como barreras fisicas y
secretan fluidos para mantener su integridad como la saliva, moco, sales biliares, peristaltismo,
mucus, pH y microbiota autdctona. Asi mismo cuenta con células innatas que incluyen monocitos,
macrdfagos, granulocitos polimorfonucleares, células dendriticas, células natural killer (NK) y
linfocitos intraepiteliales, asi como factores solubles como el sistema del complemento y citocinas

innatas (Blanco y col., 2013).

El sistema inmune mucosal mas extenso es el del sistema gastrointestinal, donde el sistema inmune
de mucosas interactla con la microbiota intestinal, desempefiando un papel fundamental en la
homeostasis de las mucosas, manteniendo un ambiente antinflamatorio protector. El sistema
inmunitario de la mucosa intestinal mantiene la homeostasis por inmunidad innata y adquirida a lo
largo de la superficie epitelial. El tejido linfoide asociado al intestino representa el 80% del sistema
inmune de la mucosa y se distribuye por todo el intestino, como tejido linfoide difuso (células
inmunes dispersas en la lamina propia) y tejido linfoide estructurado que incluye las placas de Peyer,

linfonodos mesentéricos, foliculos linfoides aislados (Moretd y Pérez, 2009).

Una funcidn clave del epitelio intestinal es servir como barrera selectiva que permite la absorcion de
nutrientes evitando el contacto con antigenos peligrosos como toxinas y microorganismos. Sin
embargo, el epitelio esta bajo un delicado equilibrio entre la absorcién de nutrientes, la tolerancia a
la microbiota y antigenos inocuos, y la presencia de patobiontes, pero manteniendo siempre un
ambiente antiinflamatorio. La disrupcién de este equilibrio genera la patogénesis de enfermedades

gastrointestinales con la pérdida de la homeostasis gastrointestinal (Barrett, 2008).

1.4. PROTECCION INMUNOLOGICA AL NACIMIENTO
Al nacer, debido a la placentacion endoteliocorial en los caninos solo del 1-7% del total de IgG es

obtenida por inmunidad pasiva de origen placentario. Por lo cual la gran mayoria de IgG y células
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inmunes son absorbidos al nacimiento, por medio de la ingesta de calostro durante las primeras horas
de vida gracias a la mayor permeabilidad y expresion de receptores para inmunoglobulinas de la
mucosa intestinal del neonato, la cual permite el paso a través de la mucosa, de macromoléculas y
células para alcanzar la circulacién sistémica del neonato (Grundy, 2006). Sin embargo, la mucosa
intestinal aumenta sus uniones estrechas y disminuye la expresion de receptores para
inmunoglobulinas en los enterocitos en cuestion de horas, por lo que disminuye el paso de células y
macromoléculas, incluidos anticuerpos como la IgG. La tasa de absorcién de inmunoglobulinas
disminuye gradualmente a las pocas horas tras el nacimiento, pasando del 40% al nacer, al 14% a las

8 horas Yy siendo nula a las 24 horas de nacido (Chastant-Maillard y col., 2012).

De acuerdo a datos experimentales, los cachorros a los 2 dias de nacidos, con concentraciones séricas
de 1gG inferiores a 230 mg/dL, tienen nueve veces méas riesgo de morir que un cachorro con

concentraciones mayores a 230 mg/dL (Milay col., 2014).

La proteccién inmunoldgica del cachorro no solo depende de la absorcion de la IgG en la lactancia.
Aunque la 1gG es la inmunoglobulina predominante contenida en la leche en los primeros dias de
lactancia, la IgA aumenta rapidamente convirtiéndose en la principal inmunoglobulina de la leche,
desde el dia 7 hasta el final de la lactancia (Mila y col., 2017). A diferencia de la IgG que se encarga
de la inmunidad a nivel sistémico después de ser absorbida, la IgA tiene una funcion fundamental en
la inmunidad mucosal del individuo. Ambas inmunoglobulinas son cruciales para la inmunidad y

mantenimiento de la salud del cachorro los primeros dias de vida (Tizard, 2009).

15. RESPUESTA DEL SISTEMA INMUNE FRENTE A AGENTES
INFECCIOSOS.
El inicio de la signologia de una enfermedad infecciosa se genera cuando hay una disrupcion de las
barreras epiteliales, lo que activa al sistema inmune. La caracteristica comun a todas las infecciones
parasitarias es que producen moléculas inmunomoduladores con efecto antiinflamatorio, evitando la
respuesta inmunol6gica manteniendo un estado silencioso frente al sistema inmune mucosal del
hospedador (Tizard, 2009).

En la defensa contra los protozoos la inmunidad adquirida cobra mayor importancia. En general los
anticuerpos acttan frente a los estadios de vida libre, mientras que la inmunidad celular mediada por
Linfocitos T actta en contra del ciclo intracelular de estos. Los anticuerpos séricos dirigidos contra
los antigenos de superficie de los protozoos pueden opsonizarlos, aglutinarlos o neutralizarlos. Los

parasitos intracelulares utilizan multiples estrategias para evitar la respuesta inmunitaria. La mayoria
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penetran a la célula mediante procesos mediados por el hospedador como la fagocitosis (Tizard,
2009).

En cuanto a la defensa bacteriana y viral, la célula epitelial juega un papel muy importante. La
activacién de los mecanismos de defensa depende en primer lugar del reconocimiento rapido a través
de receptores innatos (PRRs, receptores de reconocimiento de patrones, por sus siglas en ingles) que
detectan los PAMPs de estos microorganismos. La activacion de los PRRs genera inmediatamente
sefiales que activan factores de transcripcion al nicleo celular, activando la expresion de genes para
la sintesis de citocinas proinflamatorias. De este modo, las células epiteliales inician el proceso
inflamatorio, alterando la permeabilidad vascular y reclutando leucocitos al sitio de dafio (Guarner,
2007).

1.6. IMPORTANCIA DE LA MICROBIOTA FECAL EN LA SALUD
INTESTINAL CANINA

La microbiota gastrointestinal forma un microambiente complejo, que juega un papel importante en

la salud e inmunidad del hospedero, estd compuesto por billones de microorganismos que recubren

el tracto gastrointestinal, desde la boca al ano. La microbiota esta compuesta por bacterias, hongos,

arqueas, virus y protozoos (Wernimonty col., 2020).

La microbiota gastrointestinal participa en mdaltiples procesos fisiolégicos del hospedero,
manteniendo una gran diversidad de microorganismos que diluyen, eliminan y compiten con
potenciales patogenos, producen una gran cantidad de metabolitos y nutrientes que modulan el
sistema inmune de mucosas y ayudan a mantener la integridad de las células epiteliales, fortaleciendo
y estimulando constantemente las barreras fisiol6gicas sin generar inflamacion (Garcia y Minamoto,
2013).

La microbiota varia en abundancia y diversidad a lo largo del tracto gastrointestinal, su nimero
fluctGa desde 102 hasta 10* UFC/g de contenido luminal, encontrandose los valores mas alto en
intestino grueso. De manera que, el conteo de UFC tampoco es el mismo para las excretas, que para
el contenido luminal. En el 2005, Mentula y colaboradores reportaron diferencias significativas entre
la cuantificacion de UFC/g en yeyuno (102 a 10° UFC/g) y excretas (108 a 10'* UFC/g). A lo largo
del TGI, encontramos los siguientes filos de bacterias: Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes,

Proteobacteria y Actino bacterias (Pilla y Suchodolski, 2020)
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Las bacterias intestinales ayudan a la digestion de alimentos, extraccion de nutrientes, produccion de
sustancias como acidos grasos de cadena corta (AGCC) y vitaminas K, B9 y B12. Estos organismos
defienden el sistema gastrointestinal de invasores por competencia directa de nutrientes, estimulacién
de antimicrobianos, produccion de péptidos por el enterocito y la inmodulacion del huésped (Redfern
y col., 2017).

Las bacterias son las mas abundantes y metabGlicamente activas de toda la microbiota
gastrointestinal. En estudios realizados se ha mostrado que las bacterias pueden representar hasta el
98% de toda la microbiota fecal en perros La microbiota es dindmica y esta sujeta a cambios
importantes durante la vida del hospedero en respuesta a una variedad de factores que incluyen la
dieta, factores hormonales y ambientales, farmacos, y procesos de enfermedad (Barko y col., 2018).

Un factor muy importante que repercute en la microbiota intestinal es el estrés, tal y como lo menciona
Lutgendorff en el 2008, reduce el nimero de bacterias benéficas, permitiendo de esta manera la

proliferacion de bacterias patdgenas y alterando la homeostasis del ambiente intestinal.

1.7. ENFERMEDADES PARASITARIAS GASTROINTESTINALES

Los parasitos gastrointestinales constituyes la causa mas comun de las enteritis agudas y crdnicas en
perros. Afecta a animales de cualquier edad, aunque los jovenes son los mas susceptibles. Los
parasitos causan diarrea a través de diversos mecanismos. La mayor parte lesiona la mucosa y reduce
la superficie de absorcion intestinal dando lugar a una diarrea de caracter osmético. Otros inducen
una secrecion o exudacion intestinal, o bien alteran la motilidad del intestino causando diarrea. En la
mayor parte de los casos se alteran simultdneamente dos o0 mas de estos mecanismos, ocasionando
diarreas de caracter mixto (Schaer, 2006). Los canidos son hospedadores de diversos parasitos, de los
cuales los mas comunes y ampliamente diseminados son: nematodos, cestodos y protozoarios. Los
efectos de estos parasitos en la salud animal van desde efectos subclinicos a crénicos que deterioran
la condicién del animal y casos extremos a ocasionar la muerte (Encalada y col., 2011). Dentro de las
enfermedades parasitarias con mayor prevalencia en los perros domésticos se encuentran encuentra
Isospora canis, Toxocara canis, Giardia lamblia, Ancylostoma caninum y Dypilidium caninum
(Rangel y col., 2014):(L6pez, 2018).

Las enfermedades gastrointestinales representan una de las causas mas comunes de atencion médica
en las clinicas veterinarias (Armstrong, 2011). En un estudio observacional analitico, realizado a
partir de la base de datos del Hospital VVeterinario de Pequefias Especies de la Universidad Autonoma
del Estado de México (HVPE-UAEM) durante el periodo, agosto de 2012 - diciembre de 2013, se
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tomaron todos los casos de pacientes caninos con un diagnostico de enfermedad gastrointestinal. Se
observé que los animales mas afectados por las patologias del tracto gastrointestinal fueron pacientes
menores del afio de edad representando el 72.23% del total de la poblacién estudiada. Mientras que
dentro de este grupo de edad de los pacientes caninos el grupo de animales de entre 0 a 4 meses de
edad, fueron los mas afectados ya que representaron el 67.58%; esto fue asociado a que los cachorros
tienen un sistema inmune menos vigoroso por no tener aun, un desafio antigénico extenso, como en
el caso de los adultos. De los 211 casos clinicos con un diagnéstico definitivo, fueron en primer lugar
las gastroenteritis de origen parasitario con un 42.65% de los casos, gastroenteritis de origen viral con
un 28.85%, gastroenteritis alimentaria el 21.32%, obstrucciones intestinales con el 3.72% casos
totales y por dltimo se presentaron con menor frecuencia patologias como intususcepcion,
gastroenteritis de origen farmacoldgico, afecciones hepaticas, megaesofago congénito y pancreatitis
(Rangel y col., 2014).

Las asociaciones parasitarias son comunes en caninos, se ha demostrado que es mas comun encontrar
monoparasitosis (68.21%), seguida de las biparasitarias (23.17% ) y por ultimo las triparasitarias
(8.60%) (Encalada y col., 2011). Mundialmente el 35.0% de las zoonosis son consideradas de
etiologia parasitaria y representan un gran problema de salud pablica (Vélez y col., 2014). En México
la parasitosis de mayor prevalencia en humanos es la Giardiasis, causada por el protozoo Giardia

lamblia, misma que tiene como hospedero al perro doméstico (Vazquez y Campos, 2009).

1.7.1. GIARDIA

La Giardiasis es una infeccion protozoaria intestinal, cronica, presente en todo el mundo en la mayoria
de los mamiferos domésticos, salvajes, aves e inclusive en el hombre. Los animales jévenes son los
que presenten mas frecuentemente esta enfermedad. Afecta principalmente las primeras porciones
del intestino delgado, y ocasionalmente en el intestino grueso, se caracteriza prioritariamente por un
sindrome de mala absorcion y diarrea, afectando la salud de los animales. (Del Campillo y col., 1999).
Uno de los aspectos mas desconcertantes de la infeccion por Giardia es la diversidad de sintomas y
signos en los pacientes afectados tanto en humanos como en animales. Su presencia en el intestino
puede causar diarrea, pérdida del apetito, distension y dolor abdominal, sin embargo, muchos de los
animales afectados pueden permanecer asintomaticos a pesar de la expulsién de quistes al medio
ambiente (Tysnes y col., 2014). El pasaje de parésitos en las heces no es continuo: un solo examen
de deposiciones puede demostrar s6lo 50 a 70% de las infecciones, por lo cual se recomienda obtener

tres muestras, una cada dia. El diagndstico de la Giardiasis tradicionalmente ha dependido de la
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identificacion de trofozoitos o quistes en heces frescas de animales afectados (Carvajal, 2008). La
flotacion con sulfato de magnesio o sulfato de zinc es el método de eleccion para la concentracion y

deteccidn de quistes de Giardia spp (Del Campillo y col., 1999).
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Figura 1. Mecanismos de defensa del hospedero contra Giardia lamblia

(2). Los péptidos antimicrobianos liberados por las células de Panneth (AMP) y otras células, pueden matar a trofozoitos
(2). La microbiota tiene un efecto anti-Giardia por competencia, toxicidad directa o por modulacion de la respuesta
inmune. Y, ademas, contribuye a preservar la integridad del intestino (3). Los mastocitos liberan citocinas pro-
inflamatorias como la IL-6, la degranulacion de su contenido promueve la peristalsis (4). Las células epiteliales y algunos
leucocitos liberan éxido nitrico (ON), el cual tiene efecto citostatico, inhibe los procesos de desenquistamiento y
enquistamiento y contribuye a la peristalsis (5). Las células M son importantes para la captura de antigeno hacia placas
de Peyer (6). Las células dendriticas juegan un papel como conectores de la inmunidad innata y adaptativa. Se localizan
en lamina propia y placas de Peyer donde pueden tener contacto con el antigeno (7). Las dendriticas fagocitan y procesan
antigenos de Giardia para presentarlos a células T a través de sus MHC-II . Las células T activadas liberan un panel de
citocinas que modulan la respuesta anti-Giardia (8). La 11-6 liberada por mastocitos, dendriticas o células T, modula la
maduracion de células B e induce un cambio de isotipo ("switching") hacia IgA (9). Estos anticuerpos pueden actuar
como neutralizantes (10). Las células T CD4+ Th17 liberan citocinas I1L-17, 11-21, 11-22, los cuales tienen un papel pro-
inflamatorio anti-Giardia (11). Los linfocitos intraepiteliales (IEL) contribuyen en el dafio patoldgico durante la
giardiasis. (L6pez-Romero et al. 2015).
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1.7.2. TOXOCAROSIS

Esta parasitosis es provocada por un nematodo del orden Ascaridida, llamado Toxocara canis. Son
parésitos relativamente grandes, de color blanquecino, su cuticula posee finas estriaciones
transversales. Tienen 3 labios y lateramente dos alas cervicales. Los machos miden de 4-10 cm X 2-
3 cm de didmetro y las hembras de 5-18 cm. Los huevos (Figura 2) son esféricos de 75-90 pm y
poseen una cubierta gruesa y rugosa con varias capas concéntricas. Son de color marrén oscuro, no

segmentados, y su contenido ocupa practicamente todo el espacio interior (Del Campilloy col., 1999).

La infestacion por Toxocara canis en el perro surge por tres fuentes: transmision intrauterina,

Figura 2. Huevo de Toxocara canis

Fuente: (Blagburn y Dryden, 1999)

lactogénica e ingestion de huevos embrionados del medio ambiente. En el caso de los humanos
generalmente se da por via oral, por ingestion de alimentos contaminados sin lavar con huevos de
Toxocara 0 por ingestion de larvas presentes en carne cruda o mal cocida de huéspedes paraténicos

(pollos, rumiantes o cerdos) (Overgaauw y van Knapen, 2013).

Los caninos se infestan por ingestion de huevos con la segunda larva, este eclosiona en el intestino y
penetra en la mucosa intestinal, después de esto comienza la migracion larvaria, la cual es
determinada por edad, sexo, estado reproductivo e infestaciones previas (Rojas-Salamanca y col.,
2016).

En cacharros, la migracion ascaraoide finaliza en el intestino con la muda de la cuarta larva, la cual
crece, copulay es excretada en las heces. En perros adultos la mayoria de las larvas llegan al intestino,
si no que pasan a la circulacién y permanecen en diferentes tejidos (higado, musculo, corazon,
pulmones), en los perros adultos, las larvas n logran su desarrollo intestinal (Overgaauw y van
Knapen, 2013).
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En el caso de perras gestantes con larvas tisulares, en el Gltimo tercio de la gestacion estas se reactivan
y migran al Utero para infestar a los cachorros. Si la hembra no habia tenido infestacién y se infesta
durante la gestacion, las larvas emigran a feto, pero llegan al intestino de la perra para alcanzar su
madurez sexual. Tras el parto un pequefio nimero de larvas reactivas pueden eliminarse en la leche,
pero es un tipo secundario de transmisién para este parasito. Los cachorros infestados por via
transparentaria comienzan con la eliminacion de huevos en las heces a las 2 0 3 semanas de edad
(Browman, 2011).

Para el diagnostico de Toxocara canis, se debe tener en cuenta el estadio larvario que esta cursando
el huésped. El diagnostico de rutina para cachorros, los cuales tienen eliminacion de quistes en las
heces, es por medios coproldgicos. Los métodos coprolégicos con mayor efectividad para detectar a
este pardsito son las técnicas de flotacion y sedimentacion (Dryden y col., 2005).

Para su tratamiento, este también va a depender el huésped y estadio larvario en que se encuentre. La
terapéutica en cachorros con eliminacion de quistes en heces va a depender de la edad del animal. El
pamoato de pirantel es el Gnico tratamiento autorizado en cachorros de 2 semanas de edad. Para
cachorros de mas de 6 semanas de edad pueden ser tratados con fenbendazol o ivermectina y pamoato
de pirantel (Browman, 2011). El fenbendazol oral a 50 mg/kg cada 24 h durante tres dias es el

tratamiento de eleccidn para toxocariasis canina. (Delgado y Rodriguez-Morales, 2009).
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1.7.3. ANCILOSTOMIASIS

Ancylostoma caninum es un nematodo que se localiza en el intestino delgado de caninos domésticos
y salvajes. Los vermes en estado fresco son de color grisaceo o gris rojizo y miden de 1-2 cm; los
huevos son ovalados de unos 45 X 75 pum, con cubierta fina y transparente y tienen 6-8 células al salir
con las heces (Del Campillo y col., 1999).

Su transmisién se produce por ingestion de huevos del medio ambiente o a través del calostro (figura
3). Las larvas también pueden infestar por via transparentaria, los cachorros infestados comienzan
con la expulsion de huevos en las heces a los 10-12 dias de nacidos. Las larvas recién salidas del
huevo tienen la capacidad de penetrar la piel. Los adultos habitan en la luz del intestino delgado donde

se adhieren a la mucosa intestinal (Nelson y Couto, 2010)

Esta parasitosis puede ir desde una infeccion asintomatica hasta una pérdida de sangre que puede ser
mortal, esto depende de la resistencia del hospedador y del grado de infeccion. La forma clinica de
esta enfermedad, puede presentarse de manera: hiperaguda (presente en neonatos), aguda (cachorros
y perros adultos) y crénica (Browman, 2011)

La signologia varia segln la forma clinica presente. La presentacidn hiperaguda es la mas agresiva,
el paciente presenta diarreas con sangre y moco, mucosas palidas, consecuente a una anemia severa,
y ocasionalmente signos respiratorios consecuente a la migracion larvaria, en estos casos el
tratamiento antihelmintico debe ser acompafiado de transfusion sanguinea. En la forma aguda y
crénica, suele presentarse pérdida de peso, lesiones cutaneas y de pelaje, signos intermitentes de
enfermedad gastrointestinal, la respuesta al tratamiento con solo el antihelmintico suele ser alta, y la
terapia de soporte mas alla de una dieta pertinente no es necesaria en la mayoria de los casos (Taylor
y col., 2016).
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Figura 3. Ciclo Bioldgico de Ancylostoma caninum

(Browman, 2011)

Las larvas pueden infectar al hospedador, tanto por deglucién, como por penetracion cutanea.
Los huevos se eliminan con las heces alrededor de las 2 semanas tras la ingestion de las larvas y
un mes tras la penetracion percutanea de las larvas. Sin embargo, o maduran todas las larvas,
algunas invaden las células de la musculatura esquelética o la pared intestinal y entran en un
estado de latencia. Estas larvas se reactivan posteriormente y migran al intestino delgado donde
maduran, como a la glandula mamaria, donde se excretan. Las larvas latentes se reactivan
durante las 2 Gltimas semanas de gestacion.
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1.7.4. DIPILIDIASIS

La Dipilidiasis es una zoonosis parasitaria ocasionada por Dipylidium caninum (D. caninum) es un
parasito perteneciente a la familia de los cestodos. Estd conformado por una cadena de proglétides
elipticas, miden de 100-700 mm de longitud, cada proglotide tiene un ancho méximo de 3,2 mmy
10-12 mm de longitud. Su escélex es pequefio, romboide, con 4 ventosas ovales y profundas. Los
huevos se encuentran en grupos de 5-30 en el interior de capsulas ovigeras (Figura 4), son de color
marrén amarillento y casi esférico (Del Campillo y col., 1999).

Figura 4. Huevo de Dipylidium
Fuente:(Blagburn & Dryden, 1999)

Los perros dispersan los proglotidos y los huevos en sus heces, los huéspedes intermediarios son
pulgas Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis y Pulex irritans, que se infestan cuando sus
larvas ingieren heces de perros contaminadas con los huevos de D. caninum. Estas pulgas son
ingeridas por los perros en su forma adulta, y parasitan el intestino de delgado de sus huéspedes
definitivos (perros y gatos). Donde se alimentan y reproduces, para asi después ser expulsados en las
defecaciones e iniciar de nuevo con su ciclo. Los humanos contraen la infeccién con la ingesta

accidental de pulgas infectadas ocasionando teniasis (Jiang y col., 2017).

El adulto en el intestino es poco patdgeno, puede ser tolerado sin causar efectos clinicos significativos.
Los signos clinicos mas comunes son molestias anales, picazén que se manifiesta en los perros
frotando su ano contra el piso. En cuanto a su tratamiento y control, debe tomarse en cuenta el ciclo
del parasito y no olvidar al huésped intermediario, para poder eliminar por completo la infestacion.
El control anti pulgas es fundamental para el tratamiento y control de esta parasitosis (Taylor y col.,
2016).

23



1.8. EVALUACION DE SALUD INTESTINAL Y DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDADES INFECCIOSAS GASTROINTESTINALES

Las enfermedades gastrointestinales ocurren cominmente en animales de compafiia, pero debido a

sus signos clinicos inespecificos, los trastornos gastrointestinales plantean un desafio para el

diagnostico clinico, recopilar una base de datos inicial con un buen examen clinico es basico para

poder llegar a un diagndstico certero (Washabau y Day, 2012).

Varios procedimientos de laboratorio especializados estan disponibles para el diagndstico de
pacientes con enfermedad gastrointestinal. Muchas de estas pruebas se utilizan en el diagndstico
clinico o puede ser realizado por un laboratorio especializado. Estas pruebas incluyen marcadores
séricos de la funcion gastrointestinal e inflamacion y la evaluacion de muestras fecales para deteccién
de agentes infecciosos. Estas pruebas son Utiles para el diagnostico de la enfermedad gastrointestinal
y evaluacion de su gravedad, y puede emplearse antes de continuar a procedimientos diagndsticos

mas invasivos como las biopsias o laparoscopias (Washabau y Day, 2012).

Para el diagndstico de endoparasitos, existen multiples pruebas coproparasitoscopicas, que identifican
y cuantifican a estos organismos. En el caso de parasitos gastrointestinales, las muestra a analizar son
heces. La prueba que se elija para el diagnéstico va a depender del tipo de parasito, curso de la
enfermedad y de la disponibilidad de equipo. Las técnicas de diagndstico parasitoldgico se dividen
en cualitativas (Frotis directo, flotacion, sedimentacion, deteccidn de antigenos parasitarios, reaccion
en cadena de polimerasa, micrometria y cultivo de larvas de nematodos) y cuantitativas (técnica de
McMaster, recuento de huevos por concentracion) (Browman, 2011). En cuanto a la evaluacion de
técnicas de diagnostico coproldgicas para protozoarios, el frotis directo modificado y la técnica de
flotacion Faust han mostrado mayor eficacia para la deteccion cualitativa de estos parasitos en heces
(Carvajal, 2008)

1.9. TRATAMIENTO Y PREVENCION DE ENFERMEDADES
INFECCIOSAS GASTROINTESTINALES EN CANINOS.

Para el tratamiento de cualquier enfermedad, primero es necesario establecer la causa, para de esta

manera poder dar el tratamiento adecuado. Dentro de los tratamientos para enfermedad

gastrointestinal existen desde medicamentos, hasta dietas especializadas. En este caso nos

enfocaremos en describir y mencionar los medicamentos mayormente utilizados para el tratamiento

de enfermedad diarreicas aguda. La fluidorerapia es primordial en el tratamiento de pacientes con

enfermedad diarreica aguda, para reponer los fluidos y electrolitos perdidos. Se debe ser sumamente
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cuidadoso con la solucién para reponer los liquidos perdidos, se puede elegir entre cristaloides y
coloides. Lo méas recomendables es la utilizacién de parametros clinicos para la administracion de
fluidos (Nelson y Couto, 2010).

El tratamiento con antibi6ticos es una practica comin en pacientes con enfermedad gastrointestinal.
Esta indicada en pacientes con lesiones que inducen a la inflamacion producida por bacterias en el
tracto gastrointestinal, las mismas que son evidenciadas por numerosas bacterias y tejido intestinal
inflamado presentes en examenes coproldgicos. Entre los antimicrobianos utilizados para el control
y eliminacion de patdgenos asociados a gastroenteritis estdn: Gentamicina, Cloranfenicol,
Metronidazol, Ampicilina y Amikacina (Jiménez, 2017).

Para el tratamiento sintomatico de la enfermedad gastrointestinal, principalmente sintomaéticos, se
utilizan antidiarreicos, antieméticos, analgésicos, antiinflamatorios, antimicoticos, protectores
gastricos, antiespasmaodicos y desparasitantes. Para que el tratamiento tenga éxito, la administracién
de cualquier medicamento debe ser justificada mediante un diagnédstico previo (Washabau y Day,
2012).

1.10. TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS PARA MANTENER LA SALUD
INTESTINAL EN CANINOS.

En los dltimos afios, ha tomado gran importancia el mantenimiento del homeostasis del sistema
gastrointestinal, lo cual va de la mano con el mantenimiento del equilibrio del microbioma intestinal.
El uso excesivo de antibiéticos y medicamentos para tratar enfermedades gastrointestinales, ocasiona
resistencia microbiana y repercute directamente en la poblacién de bacterias comensales en el
intestino, ejerciendo efectos adversos sobre la salud del animal, esto ha llevado a la basqueda de

alternativas de tratamiento, prevencion y apoyo (Kelley y col., 2012).

Existen opciones terapéuticas para tratar las dishiosis, a través del uso de prebi6ticos, probidticos,
simbidticos, trasplante de microbiota fecal, alimentos nutracéuticos y proteinas bioplasmaticas
(Redfern y col., 2017)

Los probidticos se definen como microorganismos vivos y viables que producen un efecto terapéutico
cuando se administra en cantidades suficientes, modulando la microbiota intestinal, favoreciendo un
estado antiinflamatorio. Se han observado efectos variables en perros con probi6ticos a base de los

géneros bacterianos: Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus, Streptococcus, Bifidobacterium,
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Pediococcus y Weissella (Shmalberg y col., 2019). Un estudio reciente controlado con placebo
concluy6 que los probioticos pueden reducir la duracién de los signos clinicos en perros con diarrea

aguda de etiologia variada (Herstad y col., 2010).

Los prebidticos son carbohidratos no absorbibles, que funcionan como sustrato para el crecimiento y
actividad metabdlica de bacterias comensales intestinales, en especial de las especies Bifidobacterium
y Lactobacillus. Los prebidticos promueven la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)
como lactato y butirato (Sartor, 2004).

Por su parte, un simbiotico, es la combinacion de un probiético y un prebidtico. La unién de ambos
crea un efecto sinérgico para mantener la salud intestinal. Los simbi6ticos reducen la concentracion
de metabolitos indeseables, con las nitrosaminas, inactivan carcinogénicos, previene el estrefiimiento
y la diarrea en humanos (Redfern y col., 2017). Existen pocos reportes que estudien el efecto de los
simbioticos en animales. En el 2011, Garcia Mazcorro y col., evaluaron el efecto de una formulacién
simbiotica sobre la microbiota de perros y gatos sanos, encontrando que la administracion de esta

formulacion elevo el nimero de especies probi6ticas en las excretas de los animales.

Una opcion novedosa, es el trasplante de microbiota fecal (TMF), que consiste en la infusion de una
suspension fecal de un individuo sano en el colon de un individuo con enfermedades inflamatorias
intestinales, previa deplecion de su microbiota. El trasplante fecal busca sustituir una microbiota
alterada con una microbiota sana, que promueva un ambiente antiinflamatorio. En humanos se ha
demostrado su efecto benéfico en infeccidn recurrente por Clostridium difficile, con una tasa media
de curacion del 87-90% (Kassam y col., 2013).

El uso de alimentos nutracéuticos, especializados en la recuperacion de la mucosa gastrointestinal
dafiada es una practica comun para la recuperacion de paciente con enfermedad del tracto digestivo.
La L-glutamina es un aminoacido que se usa comunmente en este tipo de alimentos. La glutamina es
un aminoacido esencial para el enterocito y es necesario para el mantenimiento y recuperacion de la
integridad de la mucosa intestinal . Diversos estudios realizados en animales de experimentacién han
mostrado que un suplemento de glutamina previene la atrofia de las vellosidades del intestino y la

traslocacion bacteriana, condiciones asociadas con la nutricion enteral (Jassim, 2012).

Por otra parte, las proteinas bioplasmaticas son otro método alternativo no solo para el tratamiento,
sino también para la prevencion de enfermedades gastrointestinales. Se ha comprobado en estudios
recientes que la adicion de IgY en la dieta de perros sanos mantiene el equilibrio microbiano
gastrointestinal, por lo que se considera como una buena alternativa para la prevencion y tratamiento

de enfermedades intestinales en animales de compafiia (Scheraiber y col., 2019).
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1.11. TECNOLOGIAIGY
1.11.1. Antecedentes de la IgY

La IgY es la inmunoglobulina sérica predominante en aves, reptiles y anfibios, y se transfieren del
plasma de las gallinas a la yema de huevo para transferir inmunidad pasiva a sus crias (Patterson y
col., 1962). En 1893 Kemperer describid por primera vez un experimento que demostré que, por
medio de la inmunizacién de gallinas, se podia obtener de la yema de sus huevos la transferencia
pasiva de anticuerpos especificos. La IgY es el equivalente funcional a la de IgG de los mamiferos.
Mientras que desde una perspectiva evolutiva, se considera a la IgY ser el antepasado de los

anticuerpos IgG e IgE de mamiferos (Warr y col., 1995).
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1.11.2. Estructura

La estructura de la molécula de IgY es similar a la IgG, con dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas
ligeras (L), pero la IgY tiene un peso molecular de 180 kDa mayor a la IgG (150 kDa) (Figura 5). El
peso molecular (67-70 kDa) de la cadena H de IgY es méas pesada que la de mamiferos. ElI aumento
en el peso molecular de IgY se debe a un aumento en la cantidad de dominios constantes de cadena
pesada y de carbohidratos, su punto isoeléctrico es de 5.7-7.6 (Warr y col., 1995). La region bisagra
de la IgY es mucho menos flexible en comparacion con la de IgG en mamiferos, la IgY también es

mas hidréfoba (Davalos y col., 2000).

Structure of mammalian IgG

Antigen binding

Mammalian IgG

Structure of chicken IgY
c) yCHi | Fy
Fab -

£H3

CH4

kY

Figura 5. Comparacion estructura de 1gY e 1gG.

Fuente: (Abbas y col., 2019)
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1.11.3. Caracteristicas

Aunque la IgY es una inmunoglobulina con caracteristicas y funciones similares a la 1gG, posee una

estructura diferente que proporciona diferentes propiedades. 1gY parece combinar funciones similares

a la IgG e IgE de mamiferos, no solo proporciona defensa contras las infecciones, también ayuda a

mediar la anafilaxia. La flexibilidad molecular potencialmente reducida de la IgY por la ausencia de

la regidn bisagra en su estructura, se puede asociar con una menor susceptibilidad a la degradacién

proteolitica, pero puede ser fragmentada por tripsina y quimiotripsina al ser ingerida de manera oral,

pero al administrarse con soluciones alcalinas o proteicas se incrementa su resistencia. En cuanto a la

resistencia a temperatura la IgY es estable entre 60 y 70° C (Spillner y col., 2012). En el cuadro 1 se

comparan las principales caracteristicas de la IgG e IgY.

Cuadro 1. Comparacion de 1gG e IgY

Caracteristica IgG IgY

Animal Mamiferos Aves, reptiles, anfibios
Fuente Plasma sanguineo Yema de huevo
Forma de extraccion Invasiva No invasiva

Peso molecular (KDa) 150 180

Punto isoeléctrico (pl) 6.4-9.0 5.7-7.6

Estructura

Region de bisagra flexible,
regién Fc mas corta con 2 pares
de cadenas de carbohidratos

Region bisagra méas corta y
menos flexible, regién Fc mas
larga con 3 pares de cadenas de
carbohidratos

Respuesta inmune a
antigenos de mamiferos

Afectado negativamente por la
homologia filogénica

Mejorada por la diferencia
filogénica

Afinidad por avidez

Buena

Comparable

Inmunidad cruzada

Reacciona al factor de

complemento

Sin unién a inmunoglobulinas
de mamiferos, ni al factor de
complemento.

Aislamiento Es necesario remover varios Se necesita principalmente
componentes plasmaticos remover los componentes
lipidicos de la yema de huevo
Estabilidad Buena, pH 3-10, resiste hasta Buena, pH 4-9, resiste hasta
70°c, menos hidrofébica que la  65°c, regién Fc hidrofébica
lgY
Interferencia con factor Si No

reumatoide

Fuente: Adecuado y modificado a partir de (Zhang, 2003)(Xu y col., 2011).
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1.11.4. Modo de Accion

Los mecanismos precisos por los cuales la 1gY interactua con los patégenos gastrointestinales no
estan bien definidos en la actualidad. Sin embargo, la IgY especifica podria inhibir la acumulacion y
multiplicacion de patdgenos neutralizar sus toxinas, y de esta forma se han propuesto algunos
mecanismos sobre el modo de accién de esta inmunoglobulina. La IgY tiene la capacidad de modificar
y modular la composicion de la microbiota intestinal, cuando se administra IgY especifica contra
ciertos microorganismos patdgenos que colonizan el tracto gastrointestinal (Goepp, 2019). Dentro de
sus modos de accion se describe el bloqueo de la adherencia de patdgenos, opsonizacion, aglutinacion
bacteriana y neutralizacion de toxinas, tal como se describe en el cuadro 2 (Thirumalai y col., 2019).

Cuadro 2 Mecanismos de accion de la IgY

Mecanismo de accion

Bloqueo de la adherenciade Evita la adherencia de patdgenos a sus sitios objetivo. Este es el
patégenos mecanismo mas significativo por el cual la IgY combate contra los
patégenos. La unidén de la IgY con antigenos en la superficie de
patégenos bloguea los componentes responsables del crecimiento
celular e interrumpe la sefalizacion celular para inhibir su

crecimiento.

Opsonizacion La union de la IgY con los antigenos de superficie de patdgenos
podria mejorar la fagocitosis. Se ha observado que la union de IgY
especifica produce alteraciones estructurales en la superficie de los
patégenos, debido a variaciones en la nube de electrones y/o
campo eléctrico de la bacteria. Esto puede influir en la

susceptibilidad de los patégenos a la fagocitosis.

Aglutinacion Pocos estudios sugiere que el crecimiento bacteriano podria ser
inhibido por la aglutinacion bacteriana debido a la unién de IgY
en la superficie bacteriana, en lugar de efectos directos sobre

células bacterianas individuales.

Neutralizacién de toxinas Si el efecto fisiopatologico se debe a toxinas secretadas por el
patégeno y no por la célula, la actividad de neutralizacion de
toxinas con IgY es mas significativa que el prevenir el crecimiento

de patdgenos.

Fuente: Adecuado y elaborado a partir de (Thirumalai y col., 2019)
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1.11.5. Produccion de la IgY

Para producir anticuerpos IgY especificos, las gallinas deben ser inmunizadas con patdgenos
especificos para inducir una respuesta inmune especifica, la cual producira anticuerpos contra
especificos que seréan transferidos a la yema de huevo. Se necesitara una vacunacion de refuerzo para
garantizar la transferencia continua de anticuerpos (Li y col., 2015). Se han descrito diferentes
protocolos de inmunizacion para cada antigeno, y para cada especie animal, estos tienen que ser
probados para descubrir que método induce la mayor cantidad de titulos de anticuerpos en la yema
de huevo. Por lo general, se emplean de 10 a 100 pg de antigeno proteico en un volumen final de
ImL, y se aplica por via intramuscular en el musculo de la pechuga. La frecuencia e intervalo de
vacunacion dependen del potencial inmunogenico del antigeno y adyuvante utilizado (Pereira y col.,
2019)

1.11.6. Extraccion y Conservacion de la IgY

Los métodos para la extraccion de IgY de la yema de huevo, se pueden categorizar en 3 grupos:
Técnicas de precipitacion (Utilizando sulfato de amonio o sodio, polietilenglicol, acido caprilico y
carragenano), Delipidacién (usando pectina, carragenano, carboximetilcelulosa, metilcelulosa y
sulfato de dextrano) en el primer paso, seguido de la técnica de precipitacion, y las Técnicas
cromatograficas (afinidad, intercambio i6nico, interaccion hidrofébica, interaccion tiofilica y
métodos de cromatografia de filtracion en gel). Cada uno de estos métodos produce diferentes
rendimientos, pureza, estabilidad y actividad de la IgY. La eleccion del método de extraccion va a
depender de la aplicacién que se le dé a los anticuerpos, costos, accesibilidad (Thirumalai y col.,
2019).

Debido a la inestabilidad que presenta la IgY en medios &cidos, se han desarrollado técnicas donde
la inmunoglobulina ha sido encapsulada dentro de liposomas obteniendo mejores resultados que la
IgY administrada directamente. Como medio de conservacion se ha utilizado la congelacién donde
se ha comprobado que las temperaturas de hasta -20°C no afectan la concentracion de la IgY (Chacana
y col., 2004). La estabilidad de IgY durante el almacenamiento es razonablemente bueno bajo
condiciones especificas. Las soluciones de IgY pueden almacenarse a 4°C por periodos que van desde
meses a unos pocos afios, afiadiendo 0.0% NaN3, 0.03% w/v thimerosal o0 50 pg/mL de Gentamicina

han tenido buenos efectos retardando el crecimiento microbiano en la solucién (Schade y col., 2005).
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1.11.7.Ventajas de la IgY

La utilizacion de gallinas para la produccion de anticuerpos policlonales proporciona muchas ventajas
sobre los métodos de produccion en mamiferos. Una de las ventajas mas importantes es que para su
obtencidn no es necesario el sacrificio del animal, debido a que se obtiene de la yema de huevo de la
gallina. Debido a la distancia filogenética entre aves y mamiferos, las gallinas requieren una menor
inoculacion de antigeno para poder producir una respuesta inmune eficiente y de esta manera producir
los anticuerpos IgY especificos necesarios, sin poner en riesgo la vida del animal con dicha
inoculacion, ya gue no reacciona de forma clinica ante la administracion del antigeno (Xu y col.,
2011).

Una gallina produce de 50-100 mg de IgY por huevo, por lo tanto, una gallina inmunizada produce
22,500 mg de IgY por afio, lo que equivale a la produccion de 4.3 conejos en el transcurso de un afio,
para la obtencion de 1gG. El costo de mantenimiento de las gallinas, es mas bajo que el de mamiferos,
como por ejemplo el conejo (Schade y col., 2005). En el cuadro 3, se muestra la comparacion del
rendimiento de anticuerpos de conejo (IgG) y gallina (IgY) durante un periodo de dos semanas

después de la segunda inmunizacion.

Cuadro 3.- Comparacion del rendimiento de anticuerpos policlonales de conejo y gallina durante un periodo
de dos semanas después de la segunda inmunizacion.

Conejo Gallina
No. De animales i 1
Método de muestreo Desangrado (20mL/semana) Colecta diaria de huevo
Volumen de muestreo (en2 40 mL de sangre 14 huevos= 210 mL de yema*
semanas)
Cantidad total de 200 mg 1120 mg **
anticuerpos
Cantidad de anticuerpos 5% (10 mg) 2-10 % (22.4-112mgq)
especificos
Conejo/ Gallina total*** 5-6 1
Conejo/ Gallina Especifica 2-11 1
*kkk
Presencia de otras Ig IgM, IgA, IgE Ninguna

Fuente: modificado de (Leenaars y col., 1999).

* el volumen promedio de yema de huevo es de 15 mL; ** la cantidad promedio de 1gY es de 80 mg por una yema de huevo;
***No. de conejos que producen la misma cantidad de anticuerpos totales que un pollo en un periodo de dos semanas;
****No. de conejos que producen la misma cantidad de anticuerpos especificos que un pollo en un periodo de dos semanas.
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1.11.8.Uso de la IgY en animales domésticos

En el ganado bovino, se ha comprobado que el uso de IgY especifica contra Staphylococcus aureus
y/o Escherichia coli (E .coli) son efectivas para el control clinico de mastitis, la IgY reduce la
capacidad de las bacterias para adherirse a las células epiteliales a la mama (Zhen y col., 2008). En
cerdos se ha comprobado que la IgY especifica contra E. coli enterotoxigénica ofrece un potencial
profilactico y terapéutico para controlar la diarrea, debido a que inhibe la adhesion bacteriana a la
mucosa intestinal (Hideaki Yokoyama y col., 1992).

La administracién de IgY especifica contra Salmonela typhimurium y Salmonella dublin en bovinos,
previene la infeccion por salmonelosis en terneros, y reduce significativamente la gravedad de
presentacién de los signos clinicos, mejorando la recuperacion de los pacientes (Yokoyama y col.,
1998).

En cuanto a su accion antiparasitaria, existen maltiples estudios realizados al respecto, tanto en
humanos como en animales. Thirumalai y col., (2019) expone en una revision literaria de diversos
autores, estudios donde se evalla el uso de la IgY en el diagnostico y terapéutica de enfermedades
parasitarias. En el 2017 Selim y col. Demostraron que en ratones infectados con Giardia lamblia, la
aplicacion de IgY especifica reducia significativamente la produccion de quistes. De igual manera,
se comprobd que la IgY especifica contra Eimeria administrada en pollos de engorde redujo el
desprendimiento de oocistos fecales significativamente e también se registr6 un aumento del peso

corporal de las aves (Lee y col., 2009)

La IgY tiene la capacidad de modificar y modular la composicidn de la microbiota intestinal, cuando
se administra IgY especifica contra ciertos microorganismos patdgenos que colonizan el tracto

gastrointestinal (Leiva y col., 2020)

En cuanto a lo nutricional y regulacién de enfermedades metabdlicas, IgY es capaz de mejorar los
sintomas asociados con enfermedad del higado graso no alcohdlico, la IgY contra secuencias de una
proteina de transporte de colesterol conocida como NiemanPick C1-Like 1, tiene efecto sobre la
absorcion del colesterol, similar a medicamentos convencionales que inhiben su captacion (Bae y
col., 2017). Por lo tanto se inform6 que la union de la IgY a la proteina de transporte reduce la
transferencia del fosfato a células Caco-2 humanas, por lo que su uso es una alternativa para la

terapéutica de hiperfosfatemia (Bobeck y col., 2015)

Se ha comprobado que la adicién de IgY en la dieta de perros sanos mantiene el equilibrio de la

microbiota gastrointestinal y tiene un efecto benéfico sobre los metabolitos microbianos intestinales
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(Scheraiber y col., 2019). La administracién oral o endovenosa de IgY en caninos es Gtil para proteger
contra la enfermedad clinica provocada por Parvovirus caninos tipo 2 (CPV-2), reduciendo la
mortalidad y morbilidad de la infeccion (Van y col., 2006). Por otra parte, la IgY se ha aplicado con
éxito en diferentes especies, incluida la canina, para la deteccion del factor-1 de hipoxia inducible
(HIF-1). El uso del anticuerpo IgY permitid la deteccion y localizacién subcelular de HIF-1a en los

nucleos de las células hipdxicas en caninos y otros mamiferos (Tini y col., 2002).

Por lo anterior, la tecnologia IgY ha sido reconocido como una alternativa prometedora para generar
una gran cantidad de anticuerpos altamente especificos, calificados para su uso en inmunodiagnostico
y en inmunoterapia en caninos, como en las enfermedades del Distemper y Parvovirus canino, con
las ventajas de ser un método relativamente simple y no invasivo para la produccion de anticuerpos

especificos (Oliveira y col., 2002).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inmunoglobulina Y (IgY) de yema de huevo de gallinas hiperinmunizadas, en

la carga parasitaria y bacteriana fecal en caninos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Evaluar el efecto de la IgY en la carga parasitaria intestinal que presenten los caninos.

e Evaluar el efecto de la IgY en la carga bacteriana intestinal que presenten los caninos.

3. HIPOTESIS
La utilizacion de Inmunoglobulina Y de yema de huevo de gallinas hiperinmunizadas, reduce la carga

parasitaria y bacteriana fecal en caninos.
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4. MATERIALY METODOS.

4.1. UBICACION DEL ESTUDIO
La explotacion avicola y el laboratorio del CCA, estan ubicados en el area pecuaria de Posta

Zootécnica de la Universidad Autonoma de Aguascalientes, ubicada en el municipio de Jests Maria,
Aguascalientes, cuyas coordenadas son 21.970545° latitud norte y -102.374883°longitud oeste, con
una elevacion de 1939 m (Figura 5). En el estado predomina el clima semiseco en el 86% de su
territorio, el 14% presenta clima templado subhimedo. La temperatura mas alta (30°C o més), se
presenta en los meses de mayo y junio y la mas baja, es alrededor de 4°C, en el mes de enero. Las

lluvias son escasas y se presentan durante el verano.

:

\l'alRostaZootécnica
CERRADO y

A /
Figura 6. Ubicacion del estudio
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4.1.1. CARACTERISTICAS DE LAS INSTALACIONES AVICOLAS

La explotacion es una caseta de aves experimental que cuenta con 480 jaulas tipo bateria de alambre
galvanizado con una dimension de 45x40x40 cm, comederos tipo canalén de ld&mina galvanizada,

bebederos automaticos marca Siji (México, DF).
4.1.2 CLINICAS VETERINARIAS

La recoleccion y toma de muestra se realizé en clinicas veterinarias del municipio de Aguascalientes.
Se visitaron diferentes clinicas veterinarias en varios puntos de la ciudad, se habl6 con los médicos
encargado de las mismas, para brindarles informacion sobre el trabajo de investigacion y se les
entregaron tripticos (Anexo 1) para facilitar la difusion de la informacion a los propietarios Los
criterios de inclusion para las clinicas veterinarias, eran Unicamente que un médico veterinario
zootecnista se encontrara como responsable de la misma, autorizara que su paciente entrara en el
estudio y facilitara las instalaciones de su clinica para la revision y toma de muestras del paciente

durante todo el estudio.
4.1.3 POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio fueron 44 caninos, cachorros, de raza y sexo indistinto, con los siguientes

criterios de inclusién y exclusion.
Criterios de inclusion de los caninos:

e Sin sintomas de enfermedad (enfermedad subclinica).
e Peso indistinto

¢ Color indistinto

e Ser alimentado Gnicamente con croqueta

e Tener minimo dos vacunas polivalentes

e Edad: 4a 12 meses

o Defecaciones solidas o pastosas

e Condicion corporal de 3a 4

e Coproparasitoscopicos positivo

e No haber recibido la vacuna contra Giardia anteriormente.
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Criterios de exclusion:

e Haber padecido una enfermedad gastroenterica en el Gltimo mes,

e Consumir antibidticos, desparasitantes, prebioticos o probiéticos en el Gltimo mes.
e Presentar vomitos.

e Tener mas de 4 defecaciones diarias.

e Presentar hematoquecia o0 melena.

e Heces liquidas.

e Consumir comida casera o dieta BARF.

4.2 MANEJO DE LAS GALLINAS Y EL HUEVO
Las gallinas se alimentaron a base de una dieta isoproteicas e isoenergéticas con un 14% de proteina
y 2,800 kcal y un 0.3% de calcio y agua de manera ad libitum. La alimentacion fue controlada a 120
g por dia, se lleva a cabo un protocolo de 16 horas luz, el que se monitoreo y regulo a través de un
temporizador de 24 horas marca Steren (México, DF).

A todas las gallinas se les aplico un protocolo de inmunizacién como manejo general con Triple Aviar
PM (Newcastle cepa La Sota, Pasteurella multocida A aviar, Pasteurella multocida X73) a 1 ml/ave

via intramuscular, y se reforz6 cada 3 meses.

De las 60 aves totales, se seleccionaron 40 gallinas las cuales se vacunaron en presentacion liquida
con el parasito de Giardia lamblia inactivada con concentrado de trofozoitos de (>1.2 x 108
organismos/mL) R.P. > 1.55 en Vehiculo, cbp. 1 mL. La dosis administrada fue de 0.10 mL/ave
(>1.2X10" organismos/mL) via intramuscular, con cuatro aplicaciones a intervalos de 21 dias.
Después de cuatro semanas de la Gltima aplicacion de vacunas, el huevo se recolecto, clasifico y

almaceno a una temperatura de 4° C (Garciay col., 2005), para la posterior preparacién de las dosis..

Para el almacenamiento del huevo, se separaron las yemas con ayuda de un separador de plastico, se
vertieron en un vaso de precipitado estéril para poder medir su volumen. Con ayuda de un agitador
de vidrio, se homogenizan y se vierten en bolsas plasticas herméticas la cantidad de 300 ml de yema
de huevo sin diluir. Las bolsas son etiquetadas con fecha, volumen y las iniciales “H” para la yema
de huevo hiperinmunizada y “NH” para las yemas no hiperinmunizadas, posteriormente se procedio

a su congelamiento a -15 °C (Chacana et al., 2004)
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4.2.1 EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA IGY

Una vez finalizado el periodo de vacunacion de las gallinas, se seleccionaron al azar 10 huevos en
total, cinco de los huevos hiperinmunizados, y el resto de los no hiperinmunizados. Los cuales se
llevaron al Laboratorio de Investigaciéon del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Autonoma de Aguascalientes donde se procedio a realizar la extraccion y purificacion de la IgY, para
realizar este proceso se utiliz6 la técnica con un Kit de la empresa Gallus Immunotech (Cat. No. IK
2000) (Carolina del Norte, EE. UU.), que contiene un reactivo A (4 x 500mL) y un reactivo B (4 x
500mL) (Anexo 2).

422 CUANTIFICACION DE LA IGY

Se realiz6 una curva de calibracion para proteinas mediante diluciones de Albumina Sérica Bovina
(ASB) en concentraciones de 0, 5, 10, 15y 20 mg/mL. Se realiz6 la cuantificacion de proteinas totales
(Anexo 3) a través de un método espectrofotométrico por medio de la reaccion de Biuret (G., 1949)
utilizando el espectrofotémetro V visible, marca VARIAN MODELO CARY 100 a 540 nm.

Obteniendo la siguiente curva de calibracién (figura 7) con una concentracion de 9mg/ml.

Curva de calibraciéon paralgyY

0.4 17 y=0.0107x+0.1042
R2=0.95.06

o 03
(&)
c
]
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o)
< 0.19
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0 5 10 15 20

Concentracion mg/mL

Figura 7.-Curva de calibracion
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4.2.3 PREPARACION Y ADMINISTRACION DE LA DOSIS DE IGY

Se descongelaron las yemas de huevo, a una temperatura de 4 °C por 24 h, una vez descongeladas, se
procedié a realizar una dilucion 1:1, agregando agua destilada y estéril a las yemas y
homogenizandolas.

Una vez homogenizadas las yemas, se calcul6 la dosis del animal a razén de 20 mg de IgY por kg. Al
realizar la dilucion, la solucion quedo con una concentracion de 4.5mg/ml, de esta forma se administro
a los perros 4.4 mL/kg. Las dosis se almaceno en frascos estériles a 4° C hasta su administracion a
los individuos. Este proceso se llevd a cabo un dia antes del inicio del periodo de administracion en
los caninos.

Los dias de administracion de IgY fueron del dia O al 15 por via oral. La dosis se dio junto con el

alimento seco a los perros, en una racion al dia por la mafiana y agua a libre acceso.

4.3 MANEJO, OBTENCION Y ANALISIS DE LA MUESTRA DE HECES

Se seleccionaron los caninos que asistian a manejo preventivo o consulta clinicas veterinaria, con los
criterios de inclusion y exclusion antes mencionados. Se realiz6 un examen clinico riguroso a todos
los perros sin excepcion, al no encontrarse ninguna anormalidad al examen fisico general, se continuo
con la toma de muestra. A los propietarios de los animales seleccionados, se le explico y pidi6
autorizacion para que sus perros formen parte del estudio. El propietario del canino firmo una hoja
de autorizacion y consentimiento (Anexo 4) donde estipula estar de acuerdo en que su mascota forme
parte del estudio.

Se realizé asepsia con alcohol al 96% de la zona perianal del animal, se tom6 una muestrade 2a5g
de heces, estimulando el recto con un hisopo estéril. Las heces recolectadas se colaron en un frasco
estéril, y fueron transportadas inmediatamente al laboratorio en una hielera con refrigerante para su
posterior analisis bacterioldgico y coproparasitoscépicos. Se realiz6 evaluacion macroscépica de las
heces por medio de la escala de Bristol (anexo 9). Todas las muestras se procesaron antes de las 6
horas posteriores a su recoleccion. Este procedimiento se realizara en todos los grupos a los 0, 15y
30 dias del estudio.

4.3.1 DETERMINACION DE CARGA PARASITARIA EN HECES.

Se tomaron muestras de 2 a 5 g de heces a los 0, 15 y 30 dias de estudio a los perros participantes.
Para la toma de muestra se recolectaron heces después de la defecacion espontanea de los individuos.

Las heces se colocaron en bolsas plasticas nuevas, se sellaron e identificaron (nombre individuo,
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grupo y fecha), para su transporte al laboratorio y posterior analisis. Todas las muestras de heces para
analisis parasitoldgico fueron procesadas antes de las 24 horas posteriores a su recoleccion. Si el
procesamiento de la muestra no se podia realizar inmediatamente, se mantenia la muestra en

refrigeracion a 4°C, para evitar su deterioro.

4.3.2 DETERMINACION CUALITATIVA PARASITARIA

La determinacion cualitativa parasitaria se efectu6 por medio de dos técnicas, la primera fue un frotis
directo fecal modificado con tincion de lugol y flotacion directa con sulfato de Zinc (Browman, 2011).
Para realizar el frotis directo con lugol se procedié a colocar en un portaobjetos, una gota de suero
fisioldgico, con una pequefa cantidad de heces, con la ayuda de un hisopo o palillo de madera, se
homogenizo la gota de solucién con las heces, hasta conseguir una capa fina, se agreg6 una gota de
lugol, y se volvié a homogenizar. La solucion debe de tener la transparencia suficiente para que un
texto colocado bajo el portaobjetos pueda ser leido. Se coloc6 un cubreobjetos sobre la solucion,
evitando la formacion de burbujas. Se observo al microscopio en el objetivo 10X y 40X, recorriendo
la totalidad de la laminilla.

Al finalizar esta técnica, se procedié a realizar otro examen coprolégico cualitativo para asegurar que
efectivamente la muestra examinada fuera negativa o positiva a parasitos, para de esta forma poder
descartar o aceptar al paciente en nuestro estudio, para ello se utilizé la técnica por flotacién con

sulfato de Zinc (Anexo 5).

4.3.3 DETERMINACION CUANTITATIVA PARASITARIA

Una vez que se determin6 que la muestra es positiva al examen cualitativo, se realiz6 la cuantificacion
de huevos/gr/heces por la técnica de McMaster (Anexo 6). Se pesé una muestra de heces y se mezcld
vigorosamente con agua en proporcion de 1g/15mL. Se realiz6 el mismo procedimiento que la técnica
de flotacién con sulfato de zinc, solo que al obtener el tubo centrifugado con el sulfato de zinc se
extrajo con un gotero la solucién y se coloco en la camara de McMaster de manera cuidadosa para
evitar formacion de burbujas en la superficie, se dejé reposar la camara 15 minutos. Los huevos de
los parasitos flotan en este medio y vienen a confluir en la cara inferior de la cubierta de la cAmara.
Se procedi6 a realizar la cuantificacion de huevecillos bajo el microscopio a 10X, solo se cuantifican

los huevecillos en la cuadricula. EI nimero de huevos contados en esta alicuota se multiplico por 50
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y proporciona una estimacion de la cantidad de huevos existentes por gramo de heces (Benavides,
2013).

4.3.4 DETERMINACION DE LAS UFC/G EN HECES

A todas las muestras se le realizo la determinacion de las unidades formadoras de colonias por gramo
de heces (UFC/qg).

Se realizaron diluciones seriadas con 9 ml de agua destilada estéril y un gramo de heces con lo que
se realizo la cuenta en placa de bacterias por la técnica de vertido en placa (Camacho y col., 2009)
(Anexo 7), para cuantificacion de las UFC/G de heces, en los medios Estandar, xilosina, lisina
desoxicolato (XLD) y eosina azul de metileno (EMB). Los medios de cultivo se incubaron a 37° C en
la estufa BINDER por 24 h. Las diluciones que se eligieron para este estudio, después de una previa
estandarizacion fueron para el medio estandar 10°, 10° y 107; para el medio XLD y EMB se
utilizaron las diluciones 102, 10 y 10, de las cuales se eligio la mejor placa de cada medio para su

cuantificacion en base a lo descrito por Camacho y col., 2009.

Transcurrido el tiempo de incubacion se realizo la cuantificacion manual de UFC/g de heces. Se
realiz6 una descripcion macroscopica de las colonias tomando en cuenta, tamafio, forma y cambios
de pH en los medios.

De las colonias que se desarrollaron en la superficie de los medios XLD y EMB se tomd una muestra
con un asa recta y se efectu6 el aislamiento por agotamiento por estria (Gamazo Carlos, Lopez-Gofii
y Diaz, 2005) (Anexo 8) en placas solidas de XLD y EMB, y se incubaron las placas a 37° C por 24
h en una estufa BINDER. Después se tom¢ cada una de las colonias aisladas con un asa recta, para
realizar las pruebas bioquimicas de las mismas, y se inocularon en tubos con los medios de Triple
azucar y hierro (TSI), Lisina y hierro (LIA), Movilidad, indol y ornitina (M10), Acido sulfdrico, Indol
y motilidad (SIM) y Citrato de Sodio (Citrato de Simmons), que se incubaron a 37° C por 24 h, para

su posterior lectura y determinacion del género bacteriano.
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4.4 DISENO DE LA INVESTIGACION

El estudio se realizo bajo un disefio no experimental, de tipo longitudinal (Sampieri et al., 2014). Para
la primera etapa que consistié en la obtencion del huevo, se recibieron 60 gallinas raza Bovans White,
con un peso promedio de 1.400 + 0.150 kg, se alimentaron con 120 g de alimento diariamente, el
agua ad libitum y se manejaron con periodos de luz de 16 h al dia. A todas las gallinas se les aplico
un protocolo de inmunizacién como manejo general con Triple Aviar PM (Newcastle cepa La Sota,
Pasteurella multocida A aviar, Pasteurella multocida X73), y se reforzara cada 3 meses; se
seleccionaron 40 gallinas las cuales se vacunaron con Giardia lambia, en cuatro ocasiones a
intervalos de 21 dias. A partir de los 21 dias posteriores a la Gltima vacunacion se inicié la recoleccion
del huevo. Se seleccionaron al azar 10 huevos los cuales fueron llevados al Laboratorio de
Investigacion del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autébnoma de Aguascalientes
donde se realiz6 la extraccién y purificacién de la IgY. Posteriormente se elabord la cuantificacion
de proteina total por medio de espectrofotometria con reactivo Biuret, donde se obtuvo una
concentracion de 9mg/mL de IgY. Las yemas se almacenaron a -14 °C, hasta que fueron utilizadas
para la preparacion de las dosis. Para la preparacion de las dosis se descongelaron las yemas a 4°C
por 24 hy se preparé una dilucion 1:1 con agua destilada estéril, quedando de esta manera una
concentracion de 4.5 mg/mL de IgY para la dosis administrada a los individuos.

Para la segunda etapa se tomaron en cuenta los criterios de inclusién y exclusién. Se seleccionaron
un total de 44 perros y se formaron 6 grupos totales.

A todos los grupos se les tomaron muestras de heces fecales directamente del recto, los dias 0, 15 y
30, un total de 3 muestras por individuo a lo largo de 30 dias. Dependiendo del resultado del analisis
coproparasitoscépico, los individuos fueron asignados en los 6 diferentes grupos. En cada uno de los
muestreos se realizaba un examen fisico general, y evaluacion macroscopica de las heces por medio
de la escala de Bristol.

Los grupos a los que se les incluyo la IgY, la dosis administrada por animal fue de 20mg/kg/dia
durante 15 dias totales. La IgY se administraba junto con el alimento, en una sola toma los dias del 0
al 15, los dias restantes no se administraba la IgY a los individuos.

Para los grupos que se les asigno desparasitante, se utiliz6 Fenbendazol a 50mg/kg una vez al dia,
durante los primeros 5 dias del estudio.

Los grupos en que se asignaron los individuos fueron los siguientes:

.- Control: control (C): (n=15) se asignaron perros libres de parasitos, no se les administro ningun

tratamiento. Solo se realizaron los muestreos correspondientes.
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Il.- Hiperinmunizados (H): (n=7) animales parasitados subclinicamente. Se les administro IgY
hiperinmunizada, a una dosis de 20 mg de IgY/kg de PC cada 24 h, durante los dias 0 al 15.

I11.- No hiperinmunizados (NH): (n=3) animales parasitados subclinicamente. Se les administro IgY
no hiperinmunizada, a una dosis de 20 mg de IgY/kg de PC cada 24 h, durante los dias 0 al 15.

IV.- Desparasitados (D): (n=6) animales parasitados subclinicamente. Se les administro un
desparasitante a base de fenbendazol a una dosis de 50 mg/kg de PC, cada 24 h durante los primeros
cinco dias.

V.- Desparasitados mas IgY (HD): (n=6) animales parasitados subclinicamente. Se les administro
IgY hiperinmunizada a una dosis de 20 mg de IgY/kg de PC cada 24 h, durante los dias 0 al 15, y
fenbendazol a una dosis de 50 mg/kg de PC, cada 24 h durante los primeros cinco dias.

V.- Sanos més IgY (HS): (n=7) animales libres de parasitos, clinicamente sanos. Se les administro
IgY hiperinmunizada, a una dosis de 20 mg de IgY/kg de PC cada 24 h, durante los dias 0 al 15.

Las heces recolectadas en cada muestreo fueron procesadas para la cuantificacion e identificacion de
parésitos y para la evaluacion del nimero de UFC/g de heces. Los datos fueron recolectados,
organizados y codificados para su andlisis estadistico e interpretacion correspondiente.

A todos los propietarios se les explico la finalidad del estudio, las muestras necesarias y el manejo
que debe tener el animal dentro de casa. Todos los animales en el estudio permaneceran en su casa

dandoles seguimiento durante los 30 dias de duracion del estudio.
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4.5 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos y resultados de cada individuo fueron capturados y ordenados en una hoja electrénica de
Microsoft Excel® para facilitar su interpretacion. El analisis estadistico se realizé con ayuda del

Software Estadistico R. Considerando un nivel de significancia p<0.05.

Todos los datos se compararon entre los diferentes tratamientos. A todos los datos se les ordeno para
un analisis descriptivo con medias y desviaciones estandar. Los datos se analizaron mediante los
procedimientos de andlisis de varianza (ANDEVA) de medidas repetidas y una Prueba HSD

(Diferencia honestamente significativa de Tukey) para las comparaciones mdaltiples.
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5 RESULTADOS
5.1 ANALISIS BACTERIOLOGICO

5.1.1 CUANTIFICACION DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)
POR GRAMO DE HECES.

En el medio estandar, el grupo HS presento una diminucién de los valores del dia 0 al 15, presentando
8.4+1.0 UFC parael dia0y 6.4+1.2 UFC en el dia 15 (P<0.05), con respecto al resto de los grupos,
representado en la figura 8, donde también se puede observar que los grupos restantes del medio
estandar (C, H, NH, HD y D) tuvieron un comportamiento diferente, sin diferencias significativas,
donde la cuantificacion de UFC presento ligeros incrementos para el dia 15 en los grupos C, D, HY

HD y para el dia 30 disminuyeron los valores (P>0.05).
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Figura 8.- Cuantificacién de UFC/g de heces en Medio estandar

Hiperinmunizados (H), no hiperinmunizados (NH), desparasitante (D), hiperinmunizados y
desparasitante (HD), hiperinmunizados sanos (HS) y control (C). Literales diferentes
indican diferencias significativas (P<0.05).

En el medio EMB y XLD con los que se evaluaron las bacterias aerobias, se obtuvieron mas

diferencias que en el analisis de bacterias anaerobias con el medio estdndar. Para el grupo Hy HS no
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se obtuvieron diferencias significativas. Aunque el grupo H presento una disminucion de los datos

para el dia 15 y estos volvieron a incrementar para el dia 30 (P>0.05) y para el HS los valores fueron

disminuyendo ligeramente en cada muestreo. Mientras que para el tratamiento con IgY no
hiperinmunizada (NH) se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05), con valores de 6.7+0.17
UFC dia 0, 5.1+0.6 UFC dia 15 y 4.8+0.05 UFC dia 30, observandose una disminucion de las UFC
para el dia 30. En el grupo D del medio EMB, se obtuvo una disminucion de las UFC para los dias
15y 30, sus valores por muestreo fueron 6.6+1.6 UFC/dia 0, 4.4+1.8 UFC/ dia 15y 5.4+0.85 UFC/dia
30 (P<0.05). Es de resaltarse que para el grupo HD la cuantificacion de UFC permaneci6 similar para

el dia 0y 15, notandose una disminucidn al dia 30, con valores de 5.6+0.85 UFC dia 0, 5.6+1.02 UFC

dia 15, 5.0+0.9 UFC dia 30.
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Figura 9.- Cuantificacién de UFC/g de heces para medio EMB

Hiperinmunizados (H), no hiperinmunizados (NH), desparasitante (D), hiperinmunizados y

desparasitante (HD), hiperinmunizados sanos (HS) y control (C). Literales diferentes

indican diferencias significativas (p<0.05).

En el cultivo de agar XLD los datos mostraron un comportamiento similar al medio EMB en todos

los tratamientos, excepto para el grupo HS, con un valor de 4.9+1.2 UFC en el dia 0 y 4.5+1.0 UFC

para el dia 15 (P<0.05).
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5.1.2 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS

Para el medio XLD se realizaron un total de 264 aislamientos y para el medio EMB un total de 231
aislados, por lo tanto, se hicieron 495 pruebas bioguimicas. Para el medio XLD el total de cepas
aisladas positivas para las siguientes bacterias fueron de: Escherichia coli 158 (59.8%), Salmonella
spp. 17 (6.4%), otras 27 (10.2%) y sin identificar 62 (23.5%). En el medio EMB el total de cepas
positivas para las siguientes bacterias fueron: Escherichia coli 154 (66.7%), Salmonella spp. 10
(4.3%), otras 16 (6.9%) y sin identificar 51 (22.1%), tal y como se observa en la tabla 1. Las bacterias
identificadas para ambos medios fueron: Escherichia coli, Salmonella marcescens, Salmonella
entérica, Pantoea agglomerans, Proteus mirabilis, klebsiella pneumoniae, klebsiella oxytoca,

Yersinia enterocolica y Shigella spp.

Cuadro 4.- Total de bacterias identificadas por pruebas bioquimicas

Medio XLD Medio EMB
DIA E.coli Salmonella Otras Sin identificar | E.coli Salmonella Otras Sin
Spp. spp. identificar

0 72 0 8 18 61 3 5 14

15 44 13 14 19 43 7 7 23

30 42 4 5 25 50 0 4 14

TOTAL | 158 17 27 62 154 10 16 51
(%) 59.8 6.4 10.2 23.5 66.7 43 6.9 22.1
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5.2 ANALISIS COPROPARASITOSCOPICO
5.2.1 IDENTIFICACION DE PARASITOS.

Para la identificacion de paréasitos en heces por medio de la técnica de flotacion con sulfato de zinc,

se analizaron un total de 67 muestras de las cuales 21 resultaron positivos, obteniendo los resultados

que se observan en la figura 10. Se identificaron un total de 4 parésitos (Giardia, Ancylostoma,

Isospora y Toxocara canis), el mas prevalente en este estudio fue Giardia lamblia y el menos comun

fue la asociacion de Isospora con Giardia lamblia.

17.4% 13.0%

Ancylostoma
Giardia-Isospora
Cysloisospora canis
Toxocara canis
Giardia lamblia

N

NEDEH

13.0%

4 3% \
52.2%

Figura 10.- Parasitos identificados en heces por técnica de flotacion en sulfato de
zinc.
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5.2.2 CUANTIFICACION DE HUEVECILLOS POR GRAMOS DE HECES

La cuantificacion de huevecillos por gramo de heces se realiz6 mediante la técnica de MacMaster a
los 21 individuos de 4 grupos: Hiperinmunizados (H), no hiperinmunizados (NH), Desparasitante (D)
y Hiperinmunizados con desparasitante (HD). Se observa una clara disminucién en la cantidad de
huevecillos en los muestreos al dia 15y 30 en los grupos D y HD (P<0.05), con respecto a los grupos
Hy NH. Mientras que los grupos H y NH incrementaron ligeramente la cuantificacion de huevecillos
a lo largo de los muestreos (P>0.05), tal y como se puede observar en la figura 11 .

3000
D

2000— HD

NH

-
b

1000 AN

Huevecillos por gramo
de heces (HPG)
-

Muestra

Figura 11.- Cuantificacion de huevecillos por gramo de heces
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6. DISCUSION
6.1 CUANTIFICACION DE UFC/G DE HECES

Los resultados obtenidos del cultivo de heces fecales en caninos que describen la composicion del
ecosistema microbiano gastrointestinal han revelado diferencias en el conteo total de UFC/g de heces
a lo largo de todo el tracto digestivo, encontrando variaciones en el conteo, por edad, alimentacion,
estado nutricional y patologias presentes. El rango reportado en la literatura es desde 10°— 10 UFC/g
de heces (Suchodolski, 2011), coincidiendo con el rango encontrado en este estudio que fue de 10%
10* UFC/g para conteo de aerobios y 10°- 107 UFC/g de heces para cuantificacion de anaerobios en

medio estandar.

El tratamiento con la IgY de yema hiperinmunizada no tuvo diferencias significativas en ninguno de
los medios de cultivo. Lo que indica que la administracion de IgY en perros parasitados (grupo H)
no tuvo efecto significativo sobre las bacterias cultivables de la microbiota gastrointestinal. Mientras
gue la administracién de la IgY hiperinmunizada en perros sanos, si tuvo diferencias significativas
con respecto al resto de los grupos, en los dias 15 y 30 con una disminucion de las UFC por lo que en
los individuos libres de parésitos tuvo un mejor efecto la administracion de esta inmunoglobulina. En
un estudio realizado por Scheraiber y col. en 2019 se adiciono a la dieta de perros sanos IgY
purificada de yemas hiperinmunizadas contra los principales patdégenos gastrointestinales y a otro
grupo solo se le dio una dieta sin este anticuerpo, de tal manera que se encontraron diferencias
significativas en la cantidad de metabolitos fecales bacterianos y bacterias identificadas en el grupo

que consumio el alimento con la IgY.

El que la cuantificacion de bacterias descendieran en el tratamiento NH es un hallazgo interesante,
debido a que en la literatura no se ha evaluado lo suficiente los efectos de la IgY sin
hiperinmunizacion, en este estudio se observé que descendié la carga de bacterias en los muestreos
subsecuentes a su administracion, a diferencia de la administracion de IgY hiperinmunizada donde
no tuvo un efecto significativo su administracion, ni incrementando o disminuyendo los valores de

colonias bacterianas, sobre el microbioma intestinal.

Para el grupo que se le administro desparasitante era un resultado esperado que la cuantificacion de
UFC disminuyera debido a los efectos que los desparasitantes tienen naturalmente en la microbiota
(Chaitman y col., 2020); mientras que en el grupo que se administro el desparasitante y se afiadio la
dosis de IgY hiperinmunizada (HD) los valores de la cuantificacion se mantuvieron constantes, esto
lo podemos interpretar como que la IgY hiperinmunizada mantuvo estable el microbioma

gastrointestinal del perro aun con la administracion de la dosis de desparasitante.
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El campo de investigacion de la inmunoglobulina Y es muy amplio y atn queda mucho por estudiar,
para futuros proyectos se sugiere evaluar la capacidad de la IgY sin hiperinmunizar en perros sanos

ylo enfermos para regular y mantener el equilibrio del microbioma gastrointestinal.

6.2 IDENTIFICACION DE GENEROS BACTERIANOS

Los géneros bacterianos encontrados en este estudios coinciden con lo reportado en la literatura
(Honneffer et al., 2017) donde las familias Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, y Bacteroidetes
predominan. La identificacion de Salmonella spp fue en los grupos de perros parasitados, lo que nos
indica una predisposicion del microbioma a infecciones secundarias debido a la presencia de un
patégeno existente, sin embargo, a pesar de la presencia de Salmonella en las heces, los perros no
presentaron signos de enfermedad gastrointestinal, pudiendo atribuirse a la administracion de
tratamientos a los mismos. Se ha descrito que la IgA participa en la regulacion de la colonizacion
bacteriana gastrointestinal de Salmonella (Ahmer & Gunn, 2011), la IgY al ser administrada de forma
oral cumple una funcion similar a la IgA lo que podria explicar por qué los perros positivos a

Salmonella no presentaron sintomatologia clinica.

6.3 CUANTIFICACION HUEVECILLOS POR GRAMOS DE HECES

No se observaron diferencias estadisticas en la reduccion y/o aumento de los huevecillos por gramo
de heces en los grupos NH y H. aunque se pudo observar una ligera tendencia en el aumento de los
huevecillos, se sugiere evaluar para futuros estudios este grupo con un control positivo a parasitos
para comparar si el crecimiento de parasitos es igual a un perro que no reciba ningun tratamiento. Lo
que es de resaltar es que, al no haber cambios significativos en estos dos grupos, es que la
concentracién por hiperinmunizacién de la IgY no tuvo un efecto sobre la carga parasitaria. Esto
puede deberse a que los animales no solo estaban parasitados con Giardia, que fue la vacuna que se

utilizo para la hiperinmunizacion.

La marcada disminucion que presentaron los grupos D y HD es atribuye al uso de desparasitante en
estos dos grupos, siendo este un resultado esperado para la dosis y dias de administracion del

desparasitante.
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6.4 IDENTIFICACION DE PARASITOS EN HECES

En este estudio el parasito que tuvo mayor prevalencia en la poblacion de estudio fue Giardia spp.
(52.2%), seguido de Toxocara canis (17.4%), lo que difiere de un estudio realizado en 2006 en
Aguascalientes, México por (Martinez R. et al., 2006) donde Dipylidium caninum fue el principal
parasito identificado, mientras que en este estudio no se encontrd ningun perro positivo a Dipylidium
caninum, esto puede ser atribuible a que los perros estudiados por Martinez, eran perros sin hogar y
sin manejos de medicina preventiva previos, mientras que los perros en este estudios tenian su cuadro
de vacunas y desparasitacion externa vigente realizadas por sus propietarios, por lo cual al no tener

pulgas era dificil encontrar individuos positivos a dicho parasito.
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CONCLUSIONES

La administracion de 1gY hiperinmunizada no mostro diferencias significativas con respecto al resto

de los grupos en la cuantificacion de UFC en perros parasitados.

La administracion de 1gY hiperinmunizada mostro diferencias significativas en la cuantificacién de
UFC/g de heces en perros sanos, mostrando una disminucion de los valores para los dias post

administracién del anticuerpo.

La administracion de desparasitante a perros parasitados disminuye la cuantificacion de UFC/g de
heces.

La adicion de IgY hiperinmunizada al tratamiento con desparasitante ayudo a mantener estable la

cuantificacion de UFC/g de heces y que esta no disminuyera tras la administracion del desparasitante.

La administracion de IgY tanto hiperinmunizada con Giardia como no hiperinmunizada en perros
parasitados con helmintos y protozoarios no mostro cambios significativos en la cuantificacion de

huevecillos por gramos de heces.
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ANEXOS
ANEXO 1

FOLLETO

REQUISITOS

PARA QUE MI MASIOTA PUTDA INCATSAR AL
oITUR

Tener menos de un afio de

edad.
e Tener minimo 2 vacunas
polivalentes.

No haber recibido la vacuna
contra Giardia.

* No haber recibido antibiéticos,
desparasitantes o probifticos
en el dtimo mes.

No presentar vomitos.

No tener més de &
defecaciones diarias.

* Comer exclusivamente
croquetas.

LA IGY ES UNA
ALTERNATIVA VIABLE
PARA EL
TRATAMIENTO Y
PREVENCION DE
ENFERMEDADES

GASTROINTESTINALES

EN PERROS.

VIDEO INFORMATIVO

UNACRSDA0 SUTONOMa
De aGLascauenTes

CONTACTO

M.V.Z. Estefany Vazquez
Tel 4861058688
21285866 @edu.@amx

;QuéeslalGY?

La nmunogictuline ¥ (gY) ex un esticuerpo
producida par lex gelines de forme netural,
con e cusd protegen e s polusiox de
wofurmmsmcen nfeccioue.

L Y ww ot S le ywma de hosvs Le
wiminintraciin de este saticoeepc @ otres
wgecien teoe la cepackied de conferk
InTunided contra infecciores

La sdmiristraciin coel de wete anticusrpo
protege i sisteme  pecrmntecnsl  oe
wrfermecuces nfecciouas (perdniton,
Dacteles y i)

BENEFICIOS DE LA IGY

Awguls o crecimisnto de le microbiots
Irtestinel.

-Evita L sdherwncin de patégercs a la
mucoes gastrobtestined

-Ayuda a la neutralzacion de agentes
Ierfec Choncs gantrontest vale

LEN QUE CONSISTE EL
ESTUDIO?

Se len sdmivstrark une dosis de yema dw
huosve o Wl aimento & lon canines
seisccionados, darements durante 30
dias. ¥ sw tomarks musstres fecales cada
15 dias, pars valorer su svolucdn con el
tutamieto

i

(CUALES SON MIS
OBLIGACIONES COMO
PROPIETARIO?

1~ La administraciin diaria de le yema de
hueve wn el alimento

2. Supervinién clarie de Las secrwtas de
mi mascotn

3.~ Livarlo cada 'S dies a valnracion
mecice y toma de musstras @ Le clinics
winricaria
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ANEXO 2
TECNICA DE EXTRACCION Y PURIFICACION GALLUS INMUNOTECH

Para la extraccion y purificacion de las inmunoglobulinas Y (1gY) de las yemas de huevo se utilizara
un kit de la empresa Gallusimmunotech (Cat. No. IK 2000 hecho en Canad&) que contiene un reactivo
A (4 x 500mL) y un reactivo B (4 x 500mL). Se seguiran las siguientes indicaciones:

Nota: Es importante que los Reactivos A'y By los huevos estén a 4 °C antes de su uso.

Se separard la yema de huevo frio utilizando el separador de huevo, se enjuagara la yema con agua
destilada y se secara sobre una toalla de papel para eliminar la adhesion de clara de huevo. Se
puncionard la membrana de la yema con una pipeta Pasteur y se permitira que la yema se drene en un
vaso de precipitado tarado.

Nota: Es importante tomar en cuenta el peso de la yema de huevo suponiendo que 1 mL de yema es
igualalg.

2. Se afiadirad5 volumenes de reactivo frio A a las yemas muy lentamente mientras se agite suavemente
y de forma continua hasta que esté bien mezclado evitando la formacion de espuma, se dejara la yema
diluida en reposo durante al menos 2 horas o hasta 24 horas a 4°C, se mezclara suavemente antes de
afiadir a tubos para centrifugarlos a 4000 x g durante 15 min a 4°C.

3. Se recogera el sobrenadante en el cilindro graduado, el sobrenadante debe ser incoloro y
transparente. Si las particulas estan presentes, debera repetirse la etapa de centrifugacion, y si es
necesario, se filtra. (medir el volumen obtenido).

4. Se transferira el sobrenadante a un vaso de precipitado y afiadir un volumen igual de reactivo B
frio mientras se agita con una varilla durante 2 min a 1 h o hasta que se observe una suspension de la
mezcla.

5. Se centrifugara a 4000 x g durante 15 minutos a 4°C y se desechara el sobrenadante.

6. Se disolvera el precipitado en volumen de PBS igual al volumen original de la yema de huevo y
filtrar de forma estéril, la concentracion de IgY sera de entre 4 y 7 mg/mL con pureza de 90% o
mayor.

7. Se guardara la IgY en el refrigerador hasta un afio 0 mas sin pérdida de su actividad.
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ANEXO 3

CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES BIURET (POINTE SCIENTIFIC.
INC.)

La reaccion de color de las moléculas de proteinas con iones cupricos, es conocida como la reaccién
de color de Biuret, y es conocida desde 1878, desde las publicaciones de Riegler en 1914, se han
hecho intentos de estabilizar los iones clpricos en reactivo alcalino. Kingsley modifico el
procedimiento desde 1939 y en 1942 para el uso de tratato de sodio potasio como agente complejo.
Este procedimiento fue modificado por Weichselbaum y Gornall. El presente método esta basado en

esta modificacion.

Principio

Las proteinas del suero forman un complejo coloreado violeta cuando reacciona con iones cupronicos
en solucidn alcalina. La intensidad de color es proporcional a la cantidad de proteina presente

Procedimiento

Etiquetar los tubos blancos, control, estandar, muestra, etc.

Pipeteé 1.0 mL de reactivo de trabajo en cada tubo

Anadir 20 pl de muestra a los tubos respectivos. Mezclar por inversion
Incubar 5 min a temperatura ambiente

Ajustar el espectrofotémetro a cero con blanco a 540 nm

o o b~ w D

Leer y anotar absorbancias
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ANEXO 4
HOJA DE AUTORIZACION

Aguascalientes a 2020
Por medio de la presente autorizo que mi mascota , de meses de edad,
raza y sexo . Forme parte del estudio titulado “EFECTO DE LA

INMUNOGLOBULINA Y (lgY) DE YEMA DE HUEVO DE GALLINAS
HIPERINMUNIZADAS, SOBRE LA CARGA PRASITARIA Y BACTERIANA FECAL EN
CANINOS.

El cual se esta llevando a cabo por la M.V.Z. Estefany Del Carmen Vazquez Sénchez, estudiante
adscrita al Programa de la Maestria en Ciencias Agrondmicas y Veterinarias del Centro de Ciencias
Agropecuarias de la Benemérita Universidad Auténoma de Aguascalientes. Conozco y asumo las
responsabilidades que tengo como propietario, las cuales son las siguientes:

La administracién oral de la Inmunoglobulina IgY, monitorizacion de las excretas de mi mascota,
asistir a las revisiones periddicas y permitir la toma de muestras de heces de forma quincenal durante
la duracion de los 60 dias del estudio.

Atentamente
Nombre y firma del propietario
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ANEXO 5
TECNICA DE FLOTACION CON SULFATO DE ZINC

1.

Mezclar aproximadamente una cucharadita de heces con suficiente volumen de agua como
para hacer una suspension semisélida. Usar un depresor de lengua y un vaso de papel
desechable.

Poner dos capas de gasa simple sobre un segundo vaso de papel, y vaciar sobre ella
suspension fecal. Devolver la gasa con los residuos solidos al primer vaso de papel y
desechar.

Transferir el contenido a tubos de centrifuga de 15 mL.

Centrifugar durante 3 minutos a 1500 rpm y decantar el sobrenadante que contiene grasas y
pigmentos disueltos.

Anadir una solucion de sulfato de zinc (densidad especifica 1,18) a 1 cm desde la boca del
tubo y resuspender el sedimento con una varilla aplicadora. Insertar un tapén y mezclar
invirtiendo el tubo cuatro o mé&s veces. La viscosidad de la solucién del azucar dificulta la
mezcla, no obstante, la solucién debe quedar completamente mezclada con el sedimento.
Centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm. Sin quitar el tubo de la centrifuga, recuperar la
pelicula superficial que contiene los huevos y los quistes tocdndola suavemente con un asa
de platino. Transferir la pelicula de superficie al portaobjetos de un microscopio y colocar
encima un cubreobjetos.

Examinar el portaobjetos a 100 aumentos en el microscopio.
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ANEXO 6
TECNICA DE MCMASTER

1.
2.

Pese 3 g de heces y pongalos en un vaso de precipitados.

Agregue cerca de 30 mL de agua y suspenda las heces con la ayuda de un abatelenguas.
Tamice la muestra a través de un colador fino, colocando el producto en otro vaso, deje
escurrir bien. Ajuste el volumen a 45 mL con agua.

Centrifugue en tubos conicos de 15 mL a 1500 r.p.m. por un minuto (uno o dos tubos por
muestra).

Bote el sobrenadante y suspenda el sedimento en solucion de flotacion. Regrese el material a
un vaso de precipitados limpio.

Agite la muestra en este vaso y manteniéndola agitada extraiga una muestra con una pipeta
gotero o pipeta Pasteur. Llene la primera cdmara de recuento sin formar burbujas, dejando
que el liquido entre por capilaridad.

Desocupe la pipeta y volviendo a agitar el vaso, tome una segunda submuestra y llene la
segunda camara.

Deje la lamina en reposo sobre el mesén por cinco minutos, esto permite que los huevos
floten.

Luego examine la muestra bajo un microscopio a una magnificacion de 10X. Identifique y
cuente todos los huevos que halle en las dos camaras. Ignore los huevos que estén por fuera
del cuadrado gravado en la lamina.

La carga parasitaria (hpg) corresponde a la suma de los huevos hallados en ambas camaras,

multiplicado por 50.

(Benavides, 2013).
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ANEXO 7
CUENTA EN PLACA DE BACTERIAS/TECNICA DE VERTIDO EN PLACA

1.
2.

N g A

Pesar 1 g de heces y colocar en 9 mL de agua destilada estéril y homogenizar perfectamente.
Preparar diluciones seriadas tomando 1 mL de la primera dilucion problemay transferir en 9 mL
de agua destilada estéril, seguir este paso sucesivamente hasta la dilucion deseada.

Distribuir las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la inoculacion y la adicién de
medio de cultivo se puedan realizar comoda y libremente.

Marcar las bases de las cajas con los datos pertinentes antes de inocular.

Inocular por duplicado, 1 mL de la dilucion correspondiente en cada caja, mediante pipeta esteéril.
Agregar de 18 a 20 mL del medio fundido y mantenido a 45 °C.

Para homogenizar, mezclar mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de
las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras a adelante, sobre una superficie lisa y
horizontal hasta lograr la completa incorporacion del in6culo en el medio; cuidar que el medio
no moje la cubierta de las cajas.

Dejar solidificar. El tiempo transcurrido desde el momento en que la muestra se incorpora al
diluyente hasta que finalmente se adiciona el medio de cultivo a las cajas, no debe exceder de 20
minutos.

Incluir una caja sin indculo por cada lote de medio y diluyente preparado como testigo de

esterilidad.

10. Incubar las cajas en posicion invertida a 37° C por 24 horas.
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ANEXO 8
AISLAMIENTO POR AGOTAMIENTO POR ESTRIA

Recomendaciones previas

Es importante no olvidar que el objetivo es establecer un gradiente de concentracidn bacteriana
sobre la superficie de la placa de agar, de tal suerte que en alguna zona de la misma las células
no estén lo suficientemente separadas unas de otras como para formar colonias aisladas. La placa
debe colocarse en posicion invertida sobre la mesa de trabajo y, tomando la parte que contiene el
medio de cultivo, levantarla hasta la altura del mechero. En esta posicion casi vertical, se
realizarén las sucesivas series de estrias. Para llevar a cabo las estrias debe mover el asa de
siembra sobre la superficie del agar mediante un balanceo sucesivo y répido de la mufieca. No
haga mas presion sobre el agar que la debida al propio peso del asa y su mango para no rasgar el

agar. Es muy importante emplear un asa de siembra en buen estado.

1. Esterilizar el asa flameéndola en el mechero hasta conseguir un rojo incandescente.

2. Enfriar el asa en la proximidad de la Ilama. Tomar una porcion de la muestra mediante la
técnica descrita anteriormente.

3. Transferir el inéculo a un area pequefia de la superficie de la placa, proxima al borde.
Extenderlo formando estrias muy juntas, cubriendo aproximadamente la primera mitad de la
placa. El nimero de estrias debe ser practicamente incontable.

4. Flamear el asa de nuevo y enfriarla. Tomar una muestra de los microorganismos depositados
en la Gltima zona de estrias de la primera etapa (simplemente, rozar una vez dichas estrias).
Realizar sobre una Procion virgen de la placa una segunda serie de estrias que no toque la
primera.

5. Flameary enfriar el asa. Repetir exactamente la operacién descrita en el punto anterior, pero
rozando la segunda serie de estrias. Las nuevas series de estrias no deben tocar ninguna de
las series anteriores.

6. Flamear el asa y tapar la placa de Petri. Esta se incubaréd en las condiciones ambientales
adecuadas en posicion invertida con el objeto de impedir que el agua de condensacion se

deposite sobre la superficie del agar impidiendo la obtencién de colonias aislada.
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ANEXO 9

FORMATO PARA SUPERVICION DE EXCRETAS DIARIAS

El presente formato seré llenado por el propietario del canino diariamente, para mantener el monitoreo
de las excretas del animal. Se rellenard la siguiente tabla donde se evaluaran el ndmero de
deposiciones, consistencia, coloracion, cantidad, presencia de sangre y moco en las heces.

Numero de deposiciones: se evaluaran en 24 horas y se rellenara con numero la cantidad total de
excreciones fecales diarias de la mascota.

Consistencia: se valorara segun la escala se Bristol, que se presenta a continuacion, y se colocara en

la tabla el nimero de la escala al cual se asemeje mas la excreta del canino.

ESCALA DE HECES DE BRISTOL

13.=. TIPO1 Trozosduros separados, que pasan condicuiad. ESTRENIMIENTO IMPORTANTE
- TIPO2 Como una salchicha compeestade fragnentos.  LIGERO ESTRENIMIENTO
G TIPO3 Conforna de morei con riets enla supericie. NORMAL
SRR, TIPO 4 Comouna salchicha o serpiente, isayblanda.  NORMAL

BB P05 Touos domas pstsacontrtsdfnics, FALTADE FIBRA
TR TIPOS Fagnoniospsiosos,conbries irogdass.  IGERA DIARREA

' TIPOT Acuosa,sin pedazes silidcs, totaiments ligida.  DIARREA IMPORTANTE

Coloracién: se anotara una de las siguientes opciones en la tabla: amarillenta, amarillo-verdosa,
naranja, rojiza, café claro, café oscuro, negra, blanquecina.

Cantidad: se marca con una X, en la tabla la opcion que sea similar a la cantidad defecada por la
mascota: Poca (p), Normal (N), Abundante (A).

Presencia de sangre y/o moco: se marca con una X, si presenta o no alguno de estos dos componentes
en sus excretas

(Martinez & Azevedo, 2012)
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