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RESUMEN 

CABRIALES JIMÉNEZ JOSÉ JESÚS. Inntunoprofilaxis mediante la administración in ovo de 

linfocinas provenientes de linfocitos T de aves inmunes rs Eimeria tenella, cn pollos de engorda 

de sin día de edad. (Bajo la asesoría de: MVZ, MC. Gary García Espinosa; MVZ, PhD. Guillermo 

Téllez. Isaías; MVZ, EPA: A José Antonio Quintana López y PhD. Michael Kogut.) 

En el presente trabajo fué evaluada la administración in ovo de linfocinas provenientes de 

linfocitos T de aves inmunes contra Eimeria tenella (ET-1LK), como método profiláctico, ante un 

desafio con E. tenella en pollitos de un día de edad. Se evaluó la disminución de la severidad de 

lesiones macroscópicas al cuarto día post-desafío, en pollitos inoculados con ET•ILK al día 18 de 

la embriogénesis y desafiados al primer día de edad con 30,000 ooquistes esporulados de E. 

¡mella. También se evaluó la disminución de la producción de ooquistes al sexto día post-desafio, 

en pollitos inoculados con ET-1LK al día 18 de la embriogénesis y desafiados al primer día de, 

edad con 500 ooquistes esporulados de E ¡mella Mediante la vía de administración in oso Se 

depositaron 020 mi de ET-1LK en cavidad amniótica. Las linfocinas utilizadas fueron obtenidas 

del sobrenadante de linfocitos T en activación con Concanavalina A, provenientes de aves 

hiperininunizadas va E mella. Los resultados observados muestran que la administración in ovo 

de ET-ILK n1 día 18 del desarrollo embrionario no confieren protección ante un desafio por E 

tenella al día de edad, ya que no hubo disminución en el grado de lesiones macroscópicas al 4° cha 

post-desafio (P>0.05), ni tampoco hubo disminución en le producción de ooquistes al 6° día post-

desafio (P>0.05). Esta falta de protección puede deberse a la influencia de varios factores tales 

romo: la vía de administración de las linfocinas; la cantidad de estas linfocinas; vida media de las 

linfocinas, la condición del sistema inmune en el pollito al dio de edad o la interacción entro estos 

t'actores. 



INTRODUCCIÓN 

Coccidiosis aviar. 

Es una enfermedad provocada por un parasito protozoario del genero Einwrin que 

afecta el tracio intestinal, lo que origina un retardo en el desarrollo, baja en la producción, 

pérdida de peso y una mortalidad variable que depende del grado de parasitosis (McDougal 

y Reid, 1991; Lillehoj, 1993). Actualmente es la enfermedad parasitaria mas importante y 

que mayores pérdidas económicas causa en las explotaciones avícolas comerciales y 

rústicas. Afecta principalmente a pollos jóvenes entre la 3a. y 6a. semana de edad. De las 

especies de L'Olerlas que afectan a los pollos que pueden identificarse con mayor 

frecuencia en México son: Efineria lenella, E acervulina, E maxima, E merad y E 

hrunetii (Moreno 1992). De estas especies, las que se localizan e invaden la parte anterior y 

inedia del intestino delgado producen una alteración en las funciones de absorción de 

nutrientes y carotenos por el tracto intestinal, debido principalmente a la destrucción de 

células intestinales. Esta alteración ocasiona una baja de peso y despigmentación. Dentro 

de las especies que afectan al intestino grueso cuña: Eimeria knella, 	brunerii y E. 

necairk La coccidiosis por E. fenella, es la enfermedad más grave debido a la alta 

mortalidad, pérdida en la ganancia de peso y una evidente melena provocada por el daño 

hecho por los esquizontes de U. generación al invadir las células subepitüliales de las 

criptas (McDougal y Reid, 1991.; Moreno, 1992). 

Control de la coccidiosis aviar. 

Para el control de la coccidiosis en pones, se abarcan aspectos de quimioterapia, 

inmunoprofilaxis y nutricionales (Arakawa 1993). El uso de drogas anticoceidianas son la 

principal arma . para el control de los brotes de coccidiosis en el :mundo. Los 

nuticoccidianos de síntesis química y fermentación biológier4 tienen el incoveniente de 

tener un margen de seguridad muy estrecho debido a la toxicidad y efectos colaterales en 

el huesped, ocasionados por sobredosis, o como un resultado de manejo, genética, 

nutrición u otras interacciones. • 
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La limitante más importante del uso de los anticoccidianos, es el desarrollo de 

resistencia a los fármacos por parte de las coccidias después de la exposición a la 

medicación, y no menos importante son sus efectos potencialmente tóxicos y la 

acumulacion de sus residuos en los tejidos (Arakawa 1993; McDougal y Reid 1991: Mc 

Dougal 1994; Moreno 1991). 

ininunnprnfilaxis: vacunación vs coccidiosis. 

El pollo es el único huesped natural de las coccidias aviares siendo susceptibles a 

partir del primer dia de edad en adelante; sin embargo, se desarrolla inmunidad despues de 

varias exposiciones al parásito (Long, 1986. Nakai, 1992. Bafundo, 1994). A pesar de ello 

no hay estimulación de inmunidad cruzada entre las especies de coccidias; por lo que es 

posible encontrar varios brotes en la misma parvada involucrando a veces a mas de una 

especie de coccidia (McDougal and Reid, 1991). 

Las vacunas actuales utilizadas en pollos de engorda generalmente no contienen 

todas las especies de coccidias, solamente contienen las especies que tienen una 

significante importancia en la producción de pollo de engorda. Las especies más comunes 

de coccidias aviares que las vacunas contienen, son: E. acervulina, E. tenella y E. maxima. 

Estas vacunas vivas se aplican en el agua de bebida o por aspersión en el alimento pocas 

horas antes de llegar el pollito a la caseta; por lo general las especies presentes en la 

vacuna serán aparentes aproximadamente 28 días despues de la administración de la 

vacuna (13afundo, 1994♦ Moreno 1991). frecuentemente, las infecciones por E'inieria 

tenella se vuelven más severas durante este intervalo y es posible que la mortalidad alcance 

niveles no aceptables (Bafundo, 1994). 

El éxito de la vacuna en el pollo de engorda depende de que se desarrolle un 

sistema inmuno competente, por lo que cualquier factor que ejerza un efecto negativo sobre 

el sistema inmune afectará adversamente la respuesta producida por la vacuna (13afundo, 

1994). 

El uso de vacunas contra la coccidiosis tiene un éxito limitado en el pollo de 

engorda debido a que cuando se considera el uso de vacunas con ooquites vivos, debe 

evaluarse el impacto económico, ya que incluso las ligeras infecciones con algunas 



especies de coccidias nieetan la ganancia de peso, conversión 1.11 imenticia y pigmentación 

de la piel (MeDougal y Reid, 1991; Ilafundo, 1971). 

Mecanismos de inmunidad vs coccidiosis aviar. 

En el caso de las enfermedades causadas por protozoarios, sobre todo en las 

producidas por coccidias, los mecanismos de inmunidad no están claros todavia 

1989.), pero los trabajos ya se han iniciado para conocer el funcionamiento ((lamia. 

1995a). Actualmente se conoce que en el desarrollo de la inmunidad, la respuesta celular 

juega el papel más importante para cl control de las enfermedades Minn:chilares, donde las 

células T son fundamentales para el control de la multiplicación del parásito ( koitt, 1993 ). 

En el caso de la coccidiosis aviar está involucrado un conjunto complejo de 

poblaciones celulares y citocinas en el desarrollo de una inmunidad protectora. Las células 

T cooperadoras ( T CD4+  ) parecen ser la primer población celular involucrada durante la 

respuesta inmune. Estas células 1' cooperadoras promueven: la diferenciación de células B 

a células plasmáticas productoras de anticuerpos, la inducción de la actividad supresora y 

citotóxica por otras células T; el incremento de actividad de las células INIK; la activación 

de macrófagos y el desarrollo de mastocitos. Las células T CD8' pueden ser activadas por 

las células T CD4f  , desarrollando funciones supresoras y citotóxicas; de este modo el 

!n'aspad infectado con coccidia puede incrementar una respuesta a la infección parasitaria 

(Lillehoj y Trout, 1993). Otro tipo de población celular que interviene en los mecanismos 

de inmunidad son los macrófagos, cuya función no es tan sólo fagocitando y destruyendo 

antillanos; ellos participan en la iniciación de una respuesta inmune específica por el 

procesamiento del antígeno y presentándolo sobre su superficie en asociación con la 

proteína del Complejo Principal de Ilistocompatibilidad (MIIC por sus siglas en inglés) a 

los linfocitos. Los macrófagos también pueden secretar componentes ditotóxicos, así como 

citocinas que estimulen a otras células inmunes. Estos macrófagos juegan un papel -

importante en la inmunidad pero requieren de activación previa por exposición a citocinas 

o al parásito (Lillehoj y Trout,1993). 
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Citoeinas. 

El desarrollo de una respuesta inmune específica implica complejas interacciones 

entre las células linfoides e inflamatorias. Dichas interacciones están mediadas por 

proteinas solubles de bajo peso molecular, conocidas colectivamente con el nombre de 

caminas (Kogut 1996). 

Estas citocinas son productos solubles secretados por células inmunes. Son 

mediadores peptidicos que funcionan como reguladores de incremento y disminución de la 

respuesta inmunolágica, inflamatoria y reparadora de lesión. Estas citocinas son proteínas 

(generalmente glicoprotelnas) de un peso molecular relativamente bajo (de 8 a 25 KDa). 

Funcionan como seítales intercelulares que regulan las respuestas inflamatorias locales y 

en ocasiones sistémicas. Generalmente no están presentes en el suero y habitulamente 

actúan parácrinamente o autócrinamente (Sharma, 1991; Roitt, 1993; Openheim, 1993; 

Kogut, 1996). 

Redes de citocinas. 

La idea de las redes de citocinas (en inglés: "cytokine networks") se ha desarrollado n 

través de investigaciones sobre las interacciones que existen entre las poblaciones de células 

inmunes y no inmunes. Las evidencias, cada vez más abundantes, han demostrado la 

complejidad de esta cascadas de citocinas. Sin embargo, estas interrelaciones ftmeionales 

entre citocinas se pueden describir, básicatnente, como la respuesta directa de una población 

de células (células primarias) a estímulos específicos mediante la producción de una citocina 

particulttr para ejercer efectos distintos sobre otra población de células (células blanco, o 

células objetivo (en inglés: target casi). Las células blanco responden mediante la 

producción de eliminas que sirven ya sea como seriales de retroalimentación para las células 

primarias, o bien para iniciar una cascada de eventos, tifectando a una serie nueva y distinta 

de células blanco (Kogut 1996) . 

El papel lbneional de las eitocinas y de sus inturrelaciones funcionales, es crítico para 

la defensa del huésped y se puede clasificar en tres categorías de la respuesta inmune del 

huésped: 
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1 :) activación, crecimiento y difirenciación eta (infileitos, lo cual ocurre en respuesta 

al reconocimiento de un antígeno específico por los linfocitos 'F. 

2.-) hematopoyesis, la cual estimula el crecimiento y la diferenciación de las células 

blastos de la médula ósea, para transformarse en leucocitos inaduroS. 

3.-) inflamación que está involucrada en la movilización de los leucocitos hacia los 

sitios de la infección o de la lesión tisular, 

En el pollo se sabe que ocurren estas tres categorías de la respuesta inmune, aún 

cuando los mecanismos operativos básicos mediadores de ellas, todavía no están claros 

(Kogut 1996). 

Cl papel de las citocinas en la respuesta inflamatoria. 

La premisa mayor de la inflamación es el reclutamiento de las células efectoras, como 

son los monocitos y los leucocitos polimorfonueleares (PMN) en los sitios de infección o 

lesión tisular. Los politnorfonucleares son las células inflamatorias que predominan 

inicialmente en los sitios de reclutamiento para llevar a cabo la inflamación (Kogut 1996). 

La extravasación y el secuestro de células polimorfonucleares en el sitio de la 

inflamación, dependen de una compleja serie de eventos: 

1).- La generación local controlada de las eliminas de la respuesta temprana, como 

por ejemplo el factor de necrosis de los tumores (FM', por sus siglas en inglés) y la 

interleucina- (1L-1), que conducen a la activación de las células endoteliales y a la expresión 

superficial de las Moléculas de adhesión de los polimorfonucleares, derivadas de las células 

endoteliales; como por ejemplo las selectinas L y P y la molécula 1 de adhesión intracelular 

(ICAM-1, por sus siglas en inglés). Estas moléculas de, adhesión son receptores generados 

por las membranas luminales de las células endotcliales que recubren internamente a los 

vasos sanguíneos. 

2).- Producción local de citocinas quinnotácticas para activar los polimorfonueleares 

(como por ejemplo la interleuchia-8 (11.-81). 

3).- La activación de los polimorronucleares y la expresión de las moléculas de 

adhesión derivadas de éstos, en la sangre periférica; por ejemplo: el CD 11b/C1) I 8, ligante 

para el ICAM-I, y la selectina -L, ligante para las selectinas 1 y P. 



4).- Adherencia de las células polimorfonucleares y de las células endoteliales a través 

de los ligantes respectivos. 

5).- Diapedesis y migración de polimorfontieleares a través de la barrera de células 

endoteliales al sitio inflamado a IrilVéti de gradientes quimintacticos en el tejido local. 

Después de haber llegado al sitio inflamado, los polimorfonticleares activados pueden 

responder a los estímulos mediante thgocitosis y muerte, y mediante la liberación de citocinas 

adicionales. A medida que continúa el proceso inflamatorio agudo, después de esta etapa de 

iniciación, la evocación de la memoria de los leucocitos se torna dinámica con la 

composición celular del infiltrado inflamatorio, cambiando a una población celular en la que 

predominan las células mononucleares (Kogut 1996). 

Utilización de las citocinas. 

En la medicina veterinaria existen muchas situaciones en las que puede ser deseable 

aumentar la capacidad del animal para desarrollar una respuesta inmune. Entre ellas 

encontramos al aumento de la protección y al tratamiento de enfermedades 

inmunosupresoras. Muchos y muy diversos son los compuestos que se han utilizado para 

modificar las funciones del aparato innumocompetente en los animales domésticos. ta 

clasificación más simple consiste en dividirlos en inmunomoduladores intrínsecos, o sea 

aquellas moléculas, como las citocinas, que son componentes normales del aparato 

innumocompetente; e innumontoduladores extrínsecos, refiriéndonos a los compuestos 

externos capaces de modular la función inmune (fizard 1996). 

Los inmunomoduladores intrínsecos son componentes normales de la respuesta 

inmune, Al administrar chelos adicionales, se asunte que la disponibilidad de estas 

moléculas en el animal normal es limitante de acuerdo a su cantidad, y que la administración 

de más eitocinas en lona pura, de alguna manera promoverá la resistencia contra la 

enfennedad, o incluso la curación (finad 1996). 

Citocilas producidas por los linfocitos T. 

Las citocinas producidas por-los linfocitos se denominan linfocinas, mientras qué 

los péptidos producidos por monocitos y macrófagoa se denominan moimeinas 

Oppenhelm, 1993). 
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Recientes investigaciones han mostrado la presencia de algunas linfocinas en el 

sobrenadante de esplenocitos de pollo estimulados con Concanavalina A (Con A) como: 

Interleucina 2 (11,2) e Interferón gama (INFy) (Gómez, 1995) y posiblemente Factor 

necrosante de tumores (l'NI) (García, 1995). Estas caminas secretadas en respuesta a un 

estimulo tal como Con. A, aloantígenos o por un antígeno específico, son importantes 

mediadores de la respuesta celular. En investigaciones realizadas con pollos, se ha 

mostrado que la administración de estos productos solubles de Linfocitos T estimulados 

con Con A (Linfocinas) y que proVienen de aves hiperinmunizadas con antígenos 

específicos, son capaces de inducir protección ante infecciones por agentes intracelulales 

como es el caso de Salmonella enteritidis (McGruder et al, 1993; Téllez et al, 1993) y 

Eimeria tenella (Kogut and Slajchert, 1992; García, 1995). 

Se ha visto que la administración de estas linfocinas de linfocitos '1' provenientes de 

pollos inmunizados contra E. ¡mella (ET-ILK), pueden inducir una importante protección 

contra una infección por E. tenellq a los catorce diaS de edad. El efecto de estas linfocinas 

se refleja en el incremento de la resistencia del huesped a la infección por este parásito; ya 

que se observa una significativa reducción en el grado de lesión cecal, así como en la 

producción de ooquistes (Kogut, 1992; García, 1995). Sin embargo esta protección 

depende de la vía de administración, ya que se ha mostrado que aves inoculadas 

intraperitoncalmente presentan tal protección, no así las aves .inoculadas intramuScular y 

subcutáneamente (Kogut and Slajchert, 1992), 

García • (1995) mostró que la administración intraperitoneal de linfocinas 

provenientes de linfoCitos T de aves inmunes contra 	refrena y estimulados con Con A, 

confieren protección ante desafíos con bajos núnteros de óoquistes esporulados de E 

knella por un tiempo máximo de cinco din No Obstante, ella administración 

intraperitoneal de linfocinas a pollos criados comercialmente no seria práctico, 

Administración in ovo de linfocinas. 

Alternativamente, la administración in pro de tiaminas puede ser una solución 

práctica (McGruder el al, 1995). Investigaciones con otras enfermedades han mostrado 

que la administración in ovo de vacunas del virus de Bronquitis infecciosa (Wakenell y 
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Sharma, 1986); vacunación in ovo con virus vivo modificado de la enfermedad de 

Newcastle (Minad and Sharma, 1992); vacunación in ovo con Herpes virus del pavo para 

protejer contra la enfermedad de Marek (Sharma and Burtnester, 1982) y la administración 

de vacunas de baja virulencia contra la enfermedad de Gumboro in ovo (Sharma, 1985), 

pueden protejer a los pollitos contra estas enfermedades sin afectar su incubabilidad o su 

sobrevivencia. 

La administración in ovo de linfocinas ha mostrada que confiere protección contra 

la infección e invasión a órganos por Salmodia enteritidis (McGnider, 1995) y 

Salmonella gollinarum (Wong, 1996). Esta vía de administración de linfocinas no 

compromete la sobrevivencia de los embriones ni In:viabilidad de los pollitos al nacer 

(McGruder, 1995; Wong, 1996). Por estas razones se espera que al administrar linfocinas 

provenientes de aves inmunes vs Eimeria Imita (ET-ILK) in ovo, los pollitos nacidos 

adquieran protección ante una infección temprana por el parásito. 



10 

HIPÓTESIS 

Las linfocinas provenientes de Linfocitos T de aves inmunes contra Ei ►neria ramullo 

inoculadas in ova al din 18 de la embriogénesis, protegerán a las aves contra un desafio por 

E rellena al dio de edad. 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la protección conferida por las linfoeinas provenientes de Linfocitos T de 

aves inmunes contra alerta tenelki (ET-ILK) inoculadas in ovo al día 18 de la 

embriogénesis, ante un desafío por E. tenella a pollitos de un din de edad. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Evaluar la disminución de la severidad de lesiones macroseópica.s al cuarto din 

post-desafio, en pollitos inoculados con ET-1LK al din 18 de la embriogénesis y desafiados 

al primer día de edad con E Imana. 

Evaluar la disminución de la producción de ooquistes al sexto día post-desafío, en 

pollitos inoculados con ET-ILK al día 18 de la embriogénesis y desafiados al primer din de 

edad con E. tenella. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Preparación de la cepa de E. tenella para desafío. 

Se utilizó la cepa MOR-80 de Eimeria ¿mella, del Departamento de Producción 

Animal: Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad 

Nacional Autónoma de México. Los ()quistes Rieron cosechados, esporulados y 

almacenados como lo describen Long el 

Animales de experimentación. 

Se usaron 390 huevos fértiles de reproductoras pesadas Peterson x Aviara Farm, 

que fueron sometidos a incubación en una incubadora comercial. Despues del nachnento, 

los pollitos fueron trasladados y alojadOs en Hiedas con caldhcción que se encuentran en 

las unidades de aislamiento del Departamento de Producción Animal :Aves de la Facultad 

de Medicina' Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de 'México. 

Estas aves recibieron alimento ad libítnm con 22% de PC y 2,900 Kcal de energía 

metabolizable, sin anticoceidiano y agua ad !Milan,. 

Animales para inmunización para la obtención de linfocinas (ET-ILK). 

Se utilizaron pollos comerciales clínicamente sanos Avi ni Farm de 4 semanas de 

edad, que fueron criados desde el día de edad en baterías con calefacción, agua y ttlimento 

sin anticoecidiano cal libilum (19% P.C. y 3,100 Kcal de EM). Las aves fueron expuestas al 

parásito Eimerla lenella durante 14 días con una dosis de 1,000 noquistes/dia/ave, que 

induce una inmunidad sólida en los pollos (Joyner and Norton, 1979). Despucs de 10 dins 

de la última dosis, las aves fueron sacrificttdas para la obtención de los bazos (Kogut, 

1992). 

Preparación de la suspensión de células esplénicas. 

l'artt la obtención de los esplenochos, diez dias después del proceso de 

inmunización, se colectaron asépticamente los bazos de estas aves inmunizttdas. Los bazos 



se pasaron a Iraves de un tamiz de acero inoxidable para tejidos del número 50; tailizainio 

medio para cultivo celular RPMI 1640 adicionado con 100 ti/nil de penceilina y 1(10 mg/ml 

de estreptomicina (P-E). Las células esplénicas fueron centrifugadas a 250 xg por 10 min. a 

4 "C. Del Paquete centrifugado, solatnetue se tomó la porción superficial de este botón. Se 

realizó una sola suspensión de células separadas (5 - 7 x 10' células/mi) en medio RPMI 

1640, libre de suero y suplementado con 1,-gl mambla, piruvato de sodio y P-E (Kogin, 

1992), 

Aislamiento de Linfocitos T. 

Para purificar los linfocitos T del total de la población de esplenocitos, la 

suspensión de células aisladas preparadas anteriormente, fueron incubadas en cajas de Pctri 

de vidrio (100xI5 mm) por 2 horas a 41 °C en una incubadora con 5 % de CO2  , para 

separar las células adherentes al vidrio (macrófagos, eritrocitos, trombocitos) de los 

linfocitos. Las células que no se adherieron al vidrio (Linfocitos T y 13), fueron pasadas a 

traes de columnas de Nylon-algodón. Las columnas fueron preparadas por 

empaquetruniento del Nylon-algodón sin compactado a razón de 3.5 gr. en jeringas de 35 

ml y esterilizadas por autoclave. Estas columnas fueron preincubadas con IIPM1 1640 tibio 

con - 10 % de suero fetal bovino a 41 "C en una estufa con 5 % de CO2. Los linfocitos 

fueron aplicados a las columnas en 10 ml. de RPMI que contiene 10% de suero fetal 

bovino, Estas columnas fueron entonces incubadas por una hora a 41 'V con 5 % de CO2. 

Las células que no se adherieron al Nylon -algodón fueron sustraidas de la columna 

con medio RPMI tibio. La viabilidad de las células obtenidaS fué determinada por unción 

de Tripas-azul al 0,1% y la densidad celular fué ajustada para la concentración deseada: 1 x 

107  células/ml (Kogut, 1992), 

Preparación de linfocinas. 

Las linfocinas fueron preparadas por incubación de la suspensión de células que no 

se ndherieron al vidrio ni al nylon-algodón (1 x 107  célulasInd) en medio RPMI 1640 que 
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contiene 7.5 pg/ml de concanavalina A en botellas de cultivo celular de 75 em2  durante 48 

horas a 41 "C en una incubadora con 5 % de CO2 . 

Despues de las 48 horas de incubación, el sobrenadarte se colectó y centrifugó a 

2,000 x g por 15 tu in para separar todas las células; se le adicionó methyl ce-

mannopyranosida (40 pg/m1), para inactiva los residuos de coneanavalina A. Se 

concentraron los sobrenadantes de 10 a 12 veces mediante ultrafiltración, empleando 

membranas YM-10 (10 Kilodaltons), El material retenido se pasó a traves de un filtro 

(0.45 mm). bl producto filtrado fijé conservado a -20 °C hasta que fuera utilizado (Kogut, 

1992). 

Administración de linfocinas. 

La administración in ovo de las linfocinas se realizó segun el procedimiento 

originalmente descrito por Sharma y I3urmester (1982) y modificada por McGruder ( 1995). 

Se inocularon 0,2 ml, a cada embrión de linfocinas inmunes a E. ¿cuello (ET-11.,K) 

en cavidad amniótica al día 18 de la embriogénesis. 

Desafío con la cepa MOR-80 de E. 'mella. 
Experimento L Evaluación de la severidad de lesión mal. Cuatro días después de 

la inoculación in ovo de pz-1LK, cuando los pollitos contaban con un dia de edad, se 

desafiaron con una dosis de 30,000 ooquistes esportilados de E. tenélia. 

Experimento 2 Recuperación y coreo de ooquistes, Cuatro días después de la 

inoculación in ovó de ET-11K; cuando los pollitos contaban con un dia de edad, se 

desafiaron con una dosis de 500 ooquistes espondados de E. ¿cuello. 

Evaluación de la severidad de las lesiones :microscópicas y número de 

ooquistes eeeales: 

La severidad de las lesiones cecalcs fue evaluada al cuarto dia post-desafio como lo 

describen Johnson y Reid (1970). El corneo de ooquistes se realizó al sexto día post-

desafio tal como lo describe en su técnica Long (1976), 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

Estudio 1: Se evaluó en el pollito la severidad de lesión cecal macroscópica al 

cuarto día posterior al desafio con .:',,ner.o !cuello. Este diseno experimental estuvo 

formado de la siguiente manera: 

No. DE 00QUISTES ESPORULADOS 

GRUPO 	PARA EL DESAFIO AL ler. DIA 	No. POLLOS 

A 	4' 

13 	E'I'•ILK 

C 	RPMI 

Donde: 	A) : Grupo testigo de la cepa de Eimeria (mella. 

13) ET•ILK: Grupo experimental inoculado in ovo con Linfocinas de aves 

inmunes a anulo !mello y desafiado con ooquistes espórulados de E. 

tendía. 

C) RPMI: Grupo testigo inoculado in ovo solamente con el medio de cultivo 

RPM1 1640 y desafiado con ooquistes esporulados de E. !cuello. 

I)) Grupo testigo sin inocular y sin desafiar. 

Para cada grupo se asignaron aleatoriamente 15 aves con tres réplicas para cada uno. 

30,000 

30,000 

30,000 

NO 

45 

45 

45 
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Estudio 2: Se evaluó el número de °aquistes cocales al sexto día posterior al 

desafio con Einteria ienella en todos los grupos. Este diseño experimental estuvo formado 

de la siguiente manera: 

No. DE 00QUISTES ESPORULADOS 

GRUPO PARA EL DESAMO AL lcr, DIA No. POLLOS 

A + 500 30 

13 ET-ILK 500 30 

C RPM1 500 30 

D NO 30 

Donde: 	A) + : Grupo testigo de la cepa de Einleria ¡cuello. 

B) ET-ILK: Grupo experimental inoculado in ovo con Linfocinas de aves 

inmunes a Eimeria ienella y desafiado con °aquistes esporulados de E. 

¡cuello. 

C) RPMI: Grupo control inoculado solamente con el medio de cultivo 

RPM! 1640 y desafiado con °aquistes esporulados de E. tenella. • 

1)) Grupo control -sin inocular y sin desafiar. 

Para cada gnipo se asignaron aleatoriamente 10 aves con tres réplicas para cada uno. 

Análisis estadístico. 

lAm resultados del canteo de ooquistes fueron sometidos a un ANIMA/A poni 

determinar las diferencias entre los tratamientos. Se realizó la prueba de Scheffe para 

determinar las diferencias esttalfsticamente significativas entre medias mediante la 

utilización del paquete estadístico SAS. Para determinar las diferencias estadísticas 

significativas en el porcentaje de las aves cono sin lesiones cuales se utilizó la prueba de 

Ji cuadrada (Zar, 1984). 
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RESULTADOS 

EVALUACIÓN DE I,A SEVERIDAD DE LAS LESIONES MACROSCÓPICAS Al. 

CUARTO DIA POST-DESAFIO (CUADRO 1 Y ANEXO) 

Grupo testigo positivo: Aves desafiadas con 30,000 ooquistes esporulados de Einieria 

'eludía, se observaron algunas petequias aisladas en la pared del ciego que corresponde a 

las lesiones de grado 1+ en 12 de 45 pollitos. 

Grupo experimental: inoculado con ET-ILK in Ovo y desafiado con 30,000 ooquistes 

esporulados de E tendía. No se observaron diferencias estadísticas significativas entre el 

testigo positivo y el grupo experimental ( P > 0.05 ). 

Grupo testigo inoculado ¡o ovo solo con RPMI y desafiado con 30,000 ooquistes 

esporulados. No se encontraron diferencias estadísticas significativas entre el grupo testigo 

positivo y el grupo inoeulado in ovo con RPMI (P > 105). Tampoco hubo diferencias 

significativas entre el grupo inoculado con ET-ILK y el grupo inoculado in ovo con RPMI 

(P>0.05). 

Grupo testigo negativo: No se encontraron lesiones eh ninguno de los ciegos de las aves. 

EVALUACIÓN DEL NÚMERO DE OOQUISTES RECUPERADOS AL SEXTO DIA 

POST.DusAino (CUADRO 2) 

Grupo testigo positivo: Aves desafiadas con 500 ooquistes esporulados de.  Einterio 

Ienclia, Si se recuperaron aquistes de los ciegos de las aves. Se contaron 3,500 ooquistes 

por ml, promedio del macerado de los ciegos de las 10 :tves de cada réplica. 

Grupo experimental: inoculado con ET-IIK in ovo y desafiado con 500 ooquistes 

esporulados de E '<mella. No se observaron diferencias estadísticas significativas entro'el 

testigo positivo y el grupo experimental ( P > 0.05), 

Grupo testigo inoculado la ovo solo con RPMI y desafiado con 500 ooquistes 

esporulados. No se encontraron diferencias estadísticas significativas entre el grupo testigo 
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positivo y el grupo inoculado in ovo con RP11,11 (P > 0.05). Tampoco hubo diferencias 

significativas entre el grupo inoculado con ET-II,K y el grupo inoculado in ovo con IZI>MI 

(P>0.05). 

Grupo testigo negativo: No se recuperaron ooquistes en ninguna de las replicas. 
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DISCUSIÓN 

En la coceidiosis aviar el efecto profiláctico mediante la administración del 

sobrenadarte de linfocitos T estimulados con coneanavalina A (linfocinas), provenientes de 

aves inmunes contra Eimeria tenella (ET-ILK), es dependiente de la ruta de administración 

(Kogut 1992). Recientes investigaciones han mostrado que la administración 

intraperitoneal de !inícienlas provenientes de aves inmunes a Eimeria (mella (ET-ILK) y 

linfocinas provenientes de aves inmunes a S'almonella emerilidis (SE-11,K), confieren 

protección contra desafios por estos respectivos agentes (Kogut 1992; MeGruder 1993; 

Téllez cl al 1993). En el caso de la administración intraperitoneal de SE-1LK se ha visto 

que también confiere protección contra Salmodia gallinarnm (Wong 1993; Wong 1996) 

y contra Eimeria ienella (García 1995b). Esto sugiere que hay Una protección inespecílica 

conferida mediante la administración de linfocinas. 

Esta protección se ha asociado con un incremento concominante de leucocitos 

polimorfonueleares (PMN) en sangre periférica (McGruder 1995) y con un importante 

aumento en el grosor de la lámina propria en ciegos; en donde se observa una marcada 

infiltración de estas células inflamatorias (Téllez el al 1993). 

1Cogut (1992) reporta que cuando se administran ET-II,K por vhs intraperitoneal es 

provocada una respuesta inflamatoria que es caracterizada por una migración de células 

fagoeiticas y linfoides a la cavidad peritoneal. Esta respuesta inflamatoria resulta en la 

inducción de un gran número de macrófagos ttctivados, con un incremento de actividadel 

funcionales que incluyen: la habilidad de matar microorganismos y células t'amorales; 

adenull de regular la inmunidad adquirida mediante la presentación de antígenos :al 

linfocito. El autor supone que o posible que tal macrófago se encuentre presente cerca del 

lugar donde la coccidia infecta el epitelio intestinal. El macrófitg,o migra al sitio de 

infección y juega un papel en d incremento de la protección, reduciendo el grado de lesion 

y la producción de ooquistes. 

En el caso de la administración ,n ovo de linfoeinas, en el presente. trabajo se 

observó que la adminstración de ET-ILK al día 18 del desarrollo embrionario, no confiere 
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protección a pollitos de un día de edad contra un desafio por Eimeria terrena. Esta falta de 

protección puede deberse a la influencia de varios factores, tales como: la vía de 

administración de las linfocinas, cantidad de estas linfocinas, vida media de las mismas o la 

condición del sistema inmune del pollito a esa edad. 

Via de administración de las linfocinas: McGruder (1995) mostró que la 

administración de SE-1LK al día 18 de la cntbriogénesis confieren protección a pollitos de 

un día de edad contra la infección e invasión a órganos por S. enteriiidis al nacimiento. 

Wong (1996) reporta que esta administracón in Ova de SE-1LK presenta un efecto 

protectivo en mortalidad e invasión a órganos durante 5 días post-desafío con S. 

gallinartan. 

En el presente tabajo se inocularon las tiaminas en la cavidad amniótica 

(McGruder 1995). lii ¿minios es un saco que está lleno de un líquido transparente que le 

sirve al embrión para flotar y protejerlo de posibles traumas (North 1993; Parkhurst 1988). 

Al día 18 del desarrollo embrimutrio el pollito está acomodado con la cabeza de tal manera 

que el pico se encuentra por debajo del ala derecha y hacia la parte inferior de la amplia 

cámara de aire (North 1993). A este tiempo el líquido amniótico casi ha desaparecido 

(Parkhurst 1988), ya que una importante cantidad de este líquido amniótico es ingerido 

entre el día 17 y 18 (Watkins 1995), Esto hace Suponer qué al momento de ser hioculadas 

las linfocinas, la cantidad de líquido tunniótico es mínima y no todo el inoculo es ingerido 

por el embrión, ya que al momento de nacer el pollito se encuentra bañado por el ¿minios. 

Cantidad de linfocinas: Aún cuando el pollito lograra ingerir la cantidad inoculada 

de linfocinas (0.2 ml), no se tiene la información de la cantidad exacta de estas linfocinas 

contenidas en el inéculo. Investigaciones anteriores que han utilizado linfocinas, las 

definen como factores secretados por los linfocitos T bajo la activación de un mitógeno o 

un antígeno especifico (Kogut 1992; McGruder 1993; Téllez 1993). Recientemente se'han 

identifitado las linfocinas IL-2, IFNy (Gómez 1995), en los sobrenadantes de linfocitos 1' 

estimulados con Con. A, de aves inmunes vs enterilidis (SE-1LK) y S. gallinarion (SG 

ILK) y posiblemente TNI en los sobrenadantes de ET-1LK (García 1995a). A pesar de que 
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se han identificado estas linfocinas aviares, aun no se ha cuantificado su concentración en 

este sobrenadante. Tal vez la cantidad de linfocinas inoculadas no sea la suficiente para 

estimular una respuesta inmune en el pollito que lo proteja contra una infección por E. 

Tenella. 

Vida inedia de las linfocinas: García (1995 a) mostró que las linfocinas inoculada,. 

i.p., confieren protección a pollos de 2 semanas de edad contra un desafío por E. renal° 
Esta protección se observó hasta el 5' día post-inoculación, ya que los animales desafiados 

despues de este tiempo, fueron susceptibles a la coccidiosis. En el ciclo de vida normal de 

la coccidia, cuando es ingerido el °aquiste espurulado, tarda un día para que se liberen los 

esporozoitos e infecten a la célula. Para el segundo día post-infección se forman los 

esquizontes de 1 a  generación y al tercer día post-infección se liberan los merozoitos de la 

generación, Este es el momento a partir del cual la inmunidad debe de estar presente para 

evitar que sean infectadas otras células (MeDougal y Reid, 1991). En el presente estudio, 

del momento en que se inocularon las linfoeinas a el momento en que se desafio el pollito, 

transcurrieron 4 días. Para cuando el parásito se encuentra en su fase de merozoito, ya han 

transcurrido 7 días deIde que se inocularon las linfocinas, y según las observaciones hechas 

por García (1995a) las linfocinas no protejen al 100% a este tieinpo. Tal vez es por ésta 

razón que al inocular las linfocinas, estas posiblemente sufrieran una desnaturalización 

antes de encontrar una célula blanco para desenettdenar la cascada de eventos involucrados 

en una respuesta celular. 

Sistema inmune del pollito; Durante el desarrollo embrionario se han detectado los 

primeros leucocitos al día sus en el saco vitelino. Se han encontrado macrólagos en bazo y 

en saco vitclino al noveno dia; en intestino, bolsa de 1 abricio y timo al décimo dia; y en 

hígado al día 12 (Jansen a al 1991), Los niveles de heteróftlos encontrados en embrión de 

pavo son entre 80 y 90 % y los basáfilos, cosinófilos y monocitos constituyen menos del 

10% (Allsep el al 1990). En el embrión de pollo se sabe que los linfocitos aparecen en el 

timo alrededor del día 1 I del desarrollo embrionario. Aquí el tinto proporciona el 
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microambiente necesario para la diferenciación de la célula madre en subpoblaciones 

distintas de linfocitos: linfocito T CD4+  y lintbcito CDS' (Glick 1988). 

Lowentall (1994) encontró que las células 1' de pollitos de un (lía de edad, son 

fenotipicamente maduras y capaces de ligar mitógenos tal como lo hacen las células T de 

aves maduras, Sin embargo, estas células fueron funcionalmente inmaduras debido a su 

incapacidad para proliferar o producir citocinas seguido a un estímulo inmune. Este 

investigador explica que las células presentes en el bazo de pollitos de un día de edad, 

seguramente producen un inhibidor soluble que evita la proliferación de células T. El 

mismo autor observó que la producción de este inhibidor decrece dramáticamente por el 

segundo día de nacimiento, el cual coincide con un incremento en la habilidad de las 

céltdas 'I' para responder a una estimulación inmune. Estos resultados sugieren que el 

periódo en el cual las células '1' no responden a la intuunoestimulación, es mediada por una 

inmadurez funcional de las células T y la producción de un inhibidor soluble. 

Esta información coincide con los resultados obtenidos en este trabajo. La ausencia 

de protección mediante la administración in ovo de las E1'-II,K, pude ser ocasionada por la 

inmadurez de las células T del pollito al primer día de edad. 

Adicionalmente, esta falta de protección puede deberse a los factores antes 

mencionados o a la interacción entre éstos. 
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CONCLUSIONES 

La inoculación in ovo de linfocinas provenientes de linfocitos T de aves inmunes 

contra Eitneria tenella (ET-ILK), no confieren protección ante un desafio con este parásito 

en pollitos de un dia de edad. 

En el caso de la protección conferida mediante la administración in ovo de 

lintbeinas provenientes de aves inmunes a Sahnonella enterilidis (SE-II,K), contra la 

infección e invasión a órganos por S. enteritidis y 8. gailinarum, sugiere que las células 

blanco de las SE-lLK involucradas en la protección, posiblemente sean diferentes a las 

células involucradas contra E. Ienella en pollitos de un día de edad. 
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Cuadro 1: Evaluación de la disminución de la severidad de lesión cecal al 4°. dia post-desafio con E. tendía en pollitos de un día de edad 
inoculados con ET-ILK in ovo al día 18 del desarrollo embrionario. 

GRUPO•• No. DE 
00QUISTES 

REPETICION 1 REPETICION 2 REPETICION 3 TOTAL 

Severidad/lesión" No. De 
aves 

Severidadilesión• No. De 
aves 

Severidadlesión* No. De 
Aves 

Severidad/ lesión' Ne. De 
aves 

30,000 1 + 5/15 I ÷ . 3/15 41 5 1 1,1f15 
0 10/15 0 12/15 0 11115 0 -,;3/45 

ET-ILK 30.000 1 ÷ 4114 0 15/15 I + 2115 i - 6141 
0 10/14 0 13/15 0 38'11 

RPNII 30.000 0 14/14 1 4- 6/15 3/15 9,14 
0 9/15 O 1215 0 15.1.4 

o 15/15 0 15/15 0 14114 0 44-'44 

No hubo diferencias estadísticas significativas entre los grupos kf' > 0.05). 
La severidad de la lesión está expresado por la escala de Johnson & Reid. 

*. Donde: +: Grupo testigo de la cepa de ameria tenella. 

ET-ILK: Grupo experimental inoculado in ovo con Linfocinas de aves inmunes a &mena rendía y desafiado con 30,000 ooquistes esporulade, de 

Eimeria rcnella. 

EtP541: Grupo control inoculado solamente con el medio de cultivo RPlvIl 1610 y desafiado con ooquistes esportilados de E. te inri,.  

-: Grupo control sin inocular y sin desafiar. 



Cuadro 2: Evaluación.de la disminución en el número de ooquistes recuperados 6°. dia post-desafio con E. tenella en pollitos de un dia de edad 
inoculados con ET-ILK in ovo al dia 18 del desarrollo embrionario. 

GRUPO" DESAFIO/No. 
OOQUISTES 

REPETICION 1 

No. ooquístes recuperados* 

No se realizó 

1,000/m1 

5,000/ml 

REPETICION 2 	REPETICION 3 TOTAL 

No. ooquistes recuperados* No. ooquistes recuperados* No. ooquistes recuperados 

1,0001m1 6,000/ml 3,500/m1 

0/ml 2,000/m1 1,000/m1 

3,000/m1 1,000/m1 3,000hni 

0/ml 0./ml 

No se encontraron diferencias estadísticas significativas entre los grupos (P> 
'Se reporta el promedio de ooquisies contados del macerado de los 10 ciegos por cada grupo por ml. 
." Donde: 	Grupo 0:saco de la cepa de Eimeria rendía. 

ET-ILK: Grupo exnerimental inoculado in OVO con Linfocinas de aves inmunes a Ennerio Amelia y desafiado con 30.000 ooquistes estro: iados d. 

Eimeria cene!'a. 

PPM!: Grupo control inoculado solamente con el medio de cultivo RPN11 16-10 y desafiado con ooquístes esporulados de E .1,meila 

Grupo control sin inocular y sin desafiar. 
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ANEXO 

VALORES DE LAS LESIONES MACROSCÓPICAS POR LA ESCALA DE .101INSON 
REID EN CADA UNO DE LOS CIEGOS DE LOS POLUTOS DEL EXPERIMENTO 

(11W110 1,  GRUPO 
EXPERIMENTAL 

VIALK 

GRUPO I NOCIILADO 
SOLO CON RPMI 

(i RUPO 
NEGATIVO 

1+ 0 1+ 0 0 0 O 0 
REPLICA I 1+ 0 I+ O 0 0 0 0 

1+ 0 I+ 0 O 0 0 0 
1+ 0 I+ 0 0 O O O 
I+ O O 0 0 0 (1 0 
O O O O O O O O 
O O O O O O O O 

O O 

1+ 0 0 0 I+ O O O 
REPLICA 2 1+ 0 0 0 I+ 0 0 O 

1+ 0 0 0 1+ 0 0 0 
O O O O I+ O O O 
O O O O 1+ O O O 
O O 0 0 1+ 0 O O 
O O O O O O O O 

0 

1+ O 1+ 0 1+ O O 
REPLICA 3 1+ O I+ 0 1+ 0 O O 

1+ 0 0 0 14« 0 0 0 
1+ 0 0 0 0 0 0 0 
O O O O O O O O 
O O O O O O O O 
O O 0 O 0 O 0 O 

O 0 O 

TOTAL 1+ 12/45 1+ 6/44 1+ 9/44 1+ 0/45 

PORCENTAJE 1+ 216% I+ 	13.6 % 1+ 20A % 0 100 % 
0 73.4% 0 	86.4% 0 79.6 % 

11511 ' La. 

Gij
t1U11114ii.:.sP 
1.41 	- 
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