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RESUMEN

La respuesta celular inflamatoria de las aves, no ha sido estudiada
detalladamente, ya que los granulocitos aviares no se distinguen claramente con
la técnica de hematoxilina y eosina (HE), siendo necesario utilizar técnicas
histoquimicas. Se realizaron 6 experimentos con pollos Leghorn de 4 semanas de
edad. Tres grupos de 80 pollos infectados oraimente con 1) 10% unidades
formadoras de colonias (UFC) de Salmonella enteritidis, 2) 10* ooquistes de
Eimeria tenella y 3) 10° UFC de S. enteritidis mas 10* ooquistes de E. tenella. 4)
80 aves intoxicadas por 28 dias con 3.25% de NaCl en el alimento y del dia 21 al
28, con 1% de NaCl en el agua de bebida. 5) 12 aves intoxicadas por 5 dias, con
1% de NaC! en agua. 8) 10 aves tratadas cutaneamente 3 veces en 14 dias con
anhidrido citraconico (AC) al 1%. Se tomaron muestras fiiandose en formalina al
10% en los siguientes tiempos posinoculacion (Pi). Se tomaron ciegos alos 4,8y
12 h, 1,3, 5, 7y 14 dias Pien los experimentos 1), 2) y 3). Se toméd encéfalo y
médula espinal de los experimentos 4) y 5), tomando muestras para el primero a
los 7, 14, 21 y 28 dias y para el segundo entre 3 y 5 dias. Se tomo piel del
apterilo toracico, del experimento 6), al dia 14 Pi. Las muestras se tifieron con
HE para identificar heterofilos y eosindfilos, Zieh-Neelsen para basofilos y p-
fenilenediamina dihidroclorida mas pirocatecol para eosindfilos. Las aves del
experimento 1) no mastraron cambios en la cantidad de granulocitos (P>0.05). Las
de los experimentos 2) y 3) presentaron mayor cantidad de heterdfilos en mucosa y
submucosa cecal en los dias 5y 7 posinoculacion (P<0.05), mientras que en el
experimento 3) tuvo disminucion de basdfilos en submucosa en el dia 3 Pi. Los
experimentos 2) y 3) exhibieron aumento de basofilos en mucosa entre los dias Ty
14 Pi, y de eosindfilos en el experimento  3) al dia 5Pi. No se apreciaron
granulocitos en los experimentos 4)y 5). En el experimento 6) se encontrd aumento
de eosindfilos en dermis superficial y de pasofilos en la dermis superficial y
profunda (P<0.05). En esta investigacion se encontro que las tinciones empleadas
diferenciaron correctamente a los granulocitos. Los heteréfilos se observaron en fa
inflamacién aguda producida por S. enteritidis y durante la liberacion de merozoitos
de E. tenella. Los basofilos estuvieron en el proceso inflamatorio agudo producido
por E. tenelfa y en reacciones de hipersensibildad cutanea. Los eosinofilos se
encontraron en las reacciones de hipersensibilidad cutanea.

Palabras claves: inflamacion, granulocito, heterofilos, basafilo, mastocito, eosinafito, polimorfonuclear,
Salmonelia enteritidis, Eimeria tenelfa, NaCl, intoxicacion, cloruro de sodio, anhidrido citracénico,
hipersensibilidad, aves, pollos Leghorn.




IDENTIFICATION AND CUANTIFICATION OF GRANULOCYTES IN THE
INFLAMMATORY PROCESS ASSOCIATED WITH EXPERIMENTAL INFECTION
OF Salmoneila enteritidis PHAGOTYPE 13 AND Eimeria tenelfa MORS80, AND
ADMINISTRATION OF SODIUM CHLORIDE AND CITRACONIC ANHYDRIDE, IN
LEGHCRN CHICKENS

SUMMARY

Cellular inflammatory response in chicken has not been studied in detail, because
avian granulocytes could not be distinguished clearly with hematoxylin and eosin
(HE) staining method. Therefore, it is necessary to use histochemical techniques.
Six experiments were carried out using 4 weeks old Leghom chickens. Three
groups of 80 chickens in each were orally inoculated with 1) 10® viable Safmonella
enteritidis, 2) 10 sPoruIated oocyst of Eimeria tenelia and 3) 10° viable Salmoneila
enteritidis and 10° sporulated oocyst of Eimeria fenella. 4) 60 chickens were
intoxicated with 3.25% of NaC! in food for 28 days and with 1% NaCl in drinking
water between 21 and 28 days. 5) 12 chickens were intoxicated for 5 days, with 1%
NaCl in drinking water. 6) 10 chickens were treated by topical application using 1%
citraconic anhydride three times in 14 days. Tissue samples were taken and fixed in
10% neutral formalin in different times after treatment. In experiments 1), 2) and 3),
cecal samples were taken at 4, 8, 12 h, and 1, 3, 5, 7, 14 days postinoculation (P1).
Brain and spinal cord samples were taken in experiments 4) at 7, 14, 21 and 28
days Pi, and in experiment 5) between 3 and 5 days Pi. Samples of skin from
thoracic apterium were taken in experiment 8), at day 14 Pi. The samples were
stained with HE in order to identify heterophils and ecsinophils, Ziehl-Neelsen was
used for basophiis and p-phenyienediamine dihydrochloride plus pyrocatechol was
used for eosinophils. Birds of experiment 1) did not have change in granulocytes
number (P>0.05). The number of cecal mucous and submucous heterophils
increased on days 5 and 7 Pi in experiments 2) and 3) (P<0.05). Meanwhile, cecal
submucosal basophils decreased in number on day 3 Pi in experiment 3}. Cecal
mucous basophils also increased between days 7 and 14 Pi in experiments 2) and
3). Eosinophils were expanded on day 5 Pi in experiment 3). Samples taken from
experiments 4) and 5) did not have granulocytes. Superficial dermal eosinophils
were an increase number in experiment 6). Superficial and deep dermal basophils
showed an increase number in experiment 6) (P<0.05). This research demostrated
that the stains differentiated correctly the granulocytes. Heterophils were observed
during the acute inflammation process yielded by S. enteritidis, as well as during the
release period of merozoites of E. tenella. Basophils were seen during the acute
inflammation and cutaneus hypersensitivity reactions. Eosinophils were observed in
cutaneus hypersensitivity reactions.

Keywords: inflammation, polymorphonuclear granulocyte, heterophil, basophil, mast cell, eosinophil,
Salmonella entenitidis, Eimeria teneffa, NaCl, sodium chloride, intoxication, poisoning, citraconic
anhydride, hypersensitivity, bird, Legharn, chicken.
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1.0 INTRODUCCION

La inflamacion es un proceso dinamico de los organismos vivos, en el que
suceden una serie de fenomenos, con participacion de factores hemodinamicos y
celulares. Estos factores tienen como ventajas selectivas eliminar el agente
responsable y reparar el dafio causado’. Entre los animales domésticos la
inflamacién tiene similitudes, sin embargo, también existen diferencias, por
ejemplo, en los mamiferos los granulocitos participantes en la inflamacién son los
neutréfilos, basofilos y eosindfilos?, mientras que en las aves son los heterofilos,
baséfilos y eosinofilos®. Dependiendo de la etapa en que se encuentre el proceso

se pueden utilizar los términos inflamacion aguda y subaguda o cronica.
1.1 INFLAMACION EN MAMIFEROS

El proceso inflamatorio en los mamiferos ha sido extensamente revisado y ha
servido como modelo para el estudio de la inflamacion en otros animales. La
inflamacién aguda en los mamiferos se caracteriza por cambios vasculares,
principalmente congestion, trombosis, edema, hemorragia, salida de fibrina y
presencia de neutréfilos. Se considera aguda la reaccion que dura entre horas y
unos pocos dias. No existe una separacion precisa entre la inflamacién aguda y la
subaguda; sin embargo, en la subaguda se observa la disminucién de los cambios
vasculares y la exudacion neutrofilica, asi como el predominio de macrofagos y
linfocitos. La duracion del proceso subagudo va desde unos cuantes dias hasta
una o dos semanas. La principal caracteristica de la inflamacion crénica es la
evidencia de reparacién por parte del huésped. En la mayor parte de los casos, ia
inflamacién cronica presenta las siguientes caracteristicas: persistencia del
estimulo dafiino, por incapacidad del huésped para destruirlo; el proceso

inflamatorio generalmente esta aunado a respuesta inmunitaria y evidencia de




proceso de reparacién por parte del huésped, ya sea por regeneracion o

sustitucion por tejido fibroso y proliferacion de vasos sanguineos“.

Sequn la naturaleza de la inflamacién se presentan diferentes tipos de exudados.
Estos tienen un componente humoral y uno celular y se clasifican de acuerdo con
el contenido y tipo de las proteinas, asi como el tipo de células que los forma’.
Considerando exclusivamente su componente celular, ios diferentes tipos de
exudados, son purulento, caseoso 0 granulomatoso, linfocitario, eosinofilico y

mixto®.

a) Exudado purulento.- Esta compuesto principalmente por neutrdfilos, primeros
leucocitos atraidos al area de inflamacion. El exudado purulento presenta una
coloracion amarillenta y consistencia cremosa. Por lo general este exudado se
forma por reaccién a infecciones por bacterias piogenas, esta respuesta esta dada
porque los neutréfilos liberan enzimas proteoliticas produciendo necrosis
licuefactiva del tejido, formando pus. En casos cronicos, el pus es rodeado por
tejido conective fibroso, constituyendo una cépsula o membrana pidgena, con lo
que se forman abscesos. Los abscesos asi formados, pueden permanecer por
largo tiempo, hasta que el agente causal pueda ser eliminado y el material del

absceso sea reabsorbido lentamente hasta desaparecers.

b) Exudado caseoso o granulomatoso.- Pertenece a un proceso cronico, las
células que lo constituyen son macrofagos, linfocitos y pueden coexistir neutréfilos
o ecsindfilos, de ahi el nombre piogranulomay granuloma eosinofilico. El exudado
caseoso se observa macroscopicamente como un nodulo duro, que al corte
presenta una apariencia granular. Los macrofagos en algunos casos se
transforman en células epitelicides, las cuales presentan nucieo excéntrico

vesiculado, citoplasma abundante y pafido. También los macrofagos pueden




transformarse en células gigantes, que son sincicios de estos leucocitos con
citoplasmas fusionados y miultiples nlcleos. Otra caracteristica de este exudado
en mamiferos es la persistencia del agente causal en el centro de la lesion,

rodeado por macréfagos, linfocitos y una capsula de tejido conectivo fibroso”.

c) Exudado linfocitario.- Este tipo de proceso, en la mayoria de los casos es de
origen viral. En el sistema nervioso se caracteriza por acumulacién de linfocitos
alrededor de vasos sanguineos. Este exudado sdlo es visible microscopicamente

y se le denomina procesc no supurativos.

d) Exudado eosinofilico.- La respuesta inflamatoria contra gran cantidad de
parasitos tisulares, tiende a estar constituida por eosinofilos. Asi mismo en ia
intoxicacién con sal en cerdos, la lesion caracteristica consiste en fa acumulacion
de una gran cantidad de eosindfilos alrededor de los vasos sanguineos del

encéfalo®.

e) Exudado mixto.- Se denominan exudados mixtos a los constituidos por

diferentes tipos de leucocitos®.

1.1.1 Participacion de los granulocitos en el proceso inflamatorio en
mamiferos

El proceso inflamatorioc agudo en los mamiferos, se caracteriza por cambios

hemodinaimicos, incremento en la permeabilidad vascular e infiltracion leucocitaria.

Los leucocitos constituyen la primera defensa celular de la respuesta inflamatoria,

aunados a las enzimas liberadas por eilos y por las enzimas de células en necrosis’.

En mamiferos, los granulocitos son de tres tipos, los neutrdfilos, los eosindfilos y los

baséfilos o su equivalente tisular, los mastocitos o células cebadas. De estos, los




neutréfilos y eosinéfilos presentan lobulaciones en su nicleo. En mamiferos, a los
neutréfilos también se les denomina polimorfonucleares (PMN)S. Estos tipos
celulares tienen caracteristicas morfologicas, quimicas y quimiotacticas distintas

entre si.

Los primeros leucocitos en llegar al area de inflamacion son los neutrofilos. Estos
leucocitos requieren entre 4 y 24 horas para alcanzar su mayor proporcion en el
area, mientras que los monocitos requieren alrededor de 18 a 24 horas'. Existen
algunas excepciones en cuanto a este patron de migracién celular, ya que los
linfocitos pueden ser las primeras células en llegar en infecciones virales y los
eosinofilos en algunas reacciones de hipersensibilidad y en la respuesta contra

parésitos“.

Los neutréfilos en su citoplasma, presentan gran cantidad de granuios esféricos que
no tienen afinidad a la tincién de hematoxilina y eosina (HE). Sin embargo, algunos
de sus granulos se tifien con los azures de metilo de la tincién de Romanowsky'.
Los neutréfilos presentan receptores para las inmunogiobulinas y la fraccién C3b del
complemento. La principal funcion de los neutrofilos es fagocitar microorganismos
(bacterias, hongos, parasitos), particutas virales y detritus celulares, asi como liberar

enzimas lisosomales liticas y factores quimiotacticos hacia otros leucocitos®.

Otro tipo de granulocito es el eosindfilo, que tiene en su citoplasma abundantes
granulos acidéfiios, que pueden ser esféricos, ovales o elipscidales. Los granulos
contienen enzimas similares a los del neutréfilo, pero los del eosindfilo en su centro,
presentan un material cristalino central, compuesto principalmente por la proteina
basica de los eosindfilos (PBE). Las funciones principales de esta proteina son lisar

2

parasitos, liberar histamina por los mastocitos y neutralizar la heparina”. Los

eosindfilos en su superficie exhiben receptores para inmunoglobufinas G {IgG), IgE,




IgM, IgA, interleucina 2 (IL-2), IL-5, 1a fraccion C3b del complemento, leucotrieno B4,
histamina y glucocorticoidesa. Las funciones de los eosindfilos en los mamiferos son
combatir las infecciones par parasitos metazoarios’, regular el proceso anafilactico e
inflamatorio agudo, asi como fagocitar y destruir bacterias®, Los eosinofilos también
se han observado en procesos téxicos como en la meningitis eosinofilica presente

10,1

en la intoxicacién por cloruro de sodio en los cerdos™ ', y neoplasias como la

feucemia eosinofilica'.

El otro granulocito, el mastocito (célula cebada) reside en el tejido conectivo y su
mayor numero se ubica en piel y mucosas, pero se puede encontrar en la mayoria
de los érganos. En el humano y en los roedores, los mastocitos forman dos
poblacicnes diferentes con base en su origen y funcién, los de los organos
parenquimatosos y los de las mucosas. Los granulos de los mastocitos que se
encuentran en los érganos, son ricos en histamina y heparina. Los granulos del otro
tipo de mastocitos, que se encuentran en las muccsas, tienen menor numero y
menos histamina y contienen condroitina E en lugar de heparina, exhiben mayor
cantidad de receptores para la interleucina 3 y aparentemente responden de

1314 packer et al."”

manera especifica a los antigenos de los nematodos
demostraron la presencia de diferentes poblaciones de mastocitos en la piel de
perro, con base en la caracteristica tintorial de sus granulos. Los mastocitos de
ambas poblaciones, tienen receptores especificos para la fraccion cristalizable de la
IgE. Cuando los antigenos se unen a dos moléculas de IgE que estén adheridas a
la membrana del mastocito y cercanas entre si, causan la liberacion de las
sustancias contenidas en los granulos citoplasméticos”. Las principales sustancias
que contienen los granulos de los mastocitos son la histamina, la sustancia de

reaccion lenta de anafilaxia (SRS-A), leucotrienos, la heparina y la condroitina E®S.




1.2 INFLAMACION EN AVES

El proceso inflamatorio en las aves es similar al de los mamiferos, sin embargo se
pueden encontrar algunas diferencias. La inflamacién aguda en las aves transcurre
en horas o dias, mientras que en los mamiferos requiere de horas hasta
semanas>'®. En este periodo de la inflamacion, las aves presentan mayor cantidad
de basofilos que los mamiferos'”. En la inflamacion subaguda y crénica de las aves,
la acumulacion de exudado heterofilico se transforma invariablemente en caseoso,
en contraste con los mamiferos, donde los neutréfilos promueven ficuefaccion
produciendo exudado purulento. Debido a estos hechos, la literatura reciente,

recomienda usar el término heterofilico en lugar de supurativo”.

1.2.4 Participacion de los granulocitos en el proceso inflamatorio en aves

A diferencia de los granulocitos de los mamiferos, las aves carecen de neutrdfilos y
en su lugar tienen heteréfilos (granulocitos PMN seudoeosindfilos)™®. Sin embargo,
los heterofilos aviares se consideran analogos de los neutrofilos por su accion
fagocitica y su importancia como barrera de defensa contra infecciones
bacterianas'®. Estos leucocitos se tifien con la eosina de igual manera que los
eosinofilos, de ahi que el término acidofilo sea aplicado para ambos®. Es importante
considerar que en las aves, los eosindfilos y basofilos, se incluyen dentro del
termino PMN'®. Los reptiles y peces, también, poseen heterdfilos con las mismas
propiedades que los de las aves. En cambio, en los conejos, debido a que los
neutrofilos tienen afinidad por la eosina, algunos autores los consideran heterofilos,
sin embargo, éstos tienen las mismas caracteristicas enzimaticas que los

neutréfitos®.

Carlson y Allen”', demostraron que los PMN aviares estan presentes en el proceso

inflamatorio agudo en aves inoculadas en el pliegue del ala, con trementina o




Staphylococcus aureus. Los PMN se observaron a los primeros 30 minutos despues
de ia inoculacién, alcanzando su mayor numerc a las 12 horas; mientras que los
linfocitos eran las células predominantes a las 36 horas. En un estudio posterior,
Carlson®?, observé en el muasculo pectoral de aves inoculadas con
Staphylococcus aureus, que las células inflamatorias predominantes, en las
primeras 12 horas, eran fos PMN. Después, a ias 24 horas posinoculacien (i), la
mayor cantidad de leucocitos eran los linfocitos. En ambos trabajos se encontraron

gran cantidad de basofilos durante fas primeras 4 horas Pi.

Heterdfilos

Los heterdfilos tienen nucleo esférico o bilobulado y rara vez presentan mas
lobulaciones. Los granulos de estos leucocitos son esféricos o fusiformes® y
contienen fosfatasa acida, G-glucoronidasa y estereasa no especifica™. Atwal y
McFarland®, asi como Brune y Spintzanagel®, probaron que los heteréfilos carecen
de mieloperoxidasa y fosfatasa alcalina, ademas no pudieron demostrar la
presencia de muchas otras enzimas como las proteasas acidas, entre las que se
encuentran la catepsina. Estas enzimas si estan presentes en los neutrofilos. A
pesar de que los heterdfilos aviares no presentan mieloperoxidasa se ha probado su
poder litico contra Serratia marcescens, E. coli, Candida albicans®, Pasteurella
multocida, Staphylococcus aureus?®?® y Salmonelia entenitidis™. Los heterofilos son
mas eficientes que los monocitos en fagocitar y destruir bacterias incluso en
ausencia de opsoninas”. La diferencia entre la consistencia caseosa del exudado
heterofilico y la cremosa del neutrofilico depende de la accion de la mieloperoxidasa

y proteasas acidas presentes en los neutrofilos”.




Basofilos

Los basofilos aviares se han encontrado en mayor cantidad entre las 2 'y 4 horas de
iniciar procesos inflamatorios cutaneos, producidos por trementina, endotoxina,
albumina sérica bovina®' o lesiones mecanicas®, mientras que con concavalina-A
(Con-A) aumentaron hasta las 12 horas®'. En duodeno de pavo se observé aumento
de basafilos a los 4.5 dias de inoculacion con el virus de la enteritis hemorragica del

pavo™.

Eosinodfilos

La participacion de los eosinéfilos en el controt de infecciones por parasitos en las
aves, no esta clare. En infecciones naturales por metazoarios, se ha observado
eosinofiia severa como es el caso de gallos Bantam con infeccion cecal de
Trichostrongylus tenius® o en galiinas infectadas experimentalmente con
Austrobitharzia varfg!andis35. Por otro lado, gallinas inoculadas intraperitoneaimente
con larvas vivas de Ascaris summ, Toxocara canis y Ascaridia galli no desarrolfaron
eosinofitia®®¥ . resultados similares se observaron con Railletinia tetragona, mientras
que con Railletinia cesticillus asociada con infecciones secundarias, se presento
eosinofilia®®*®. El mismo autor no encontré aumento en la cantidad de eosindfilos en
la mucosa intestinal con la infeccion R. cesticillus®®. Es importante sefalar que el
autor busco eosinofilos y no heterdfilos, encontrando algunos eosinofilos que
pudieron ser heterofilos puesto que no utilizé tinciones especiales. Rose et al®
estudiaron el efecto de eosindfilos ante infeccion de coccidias, no encontrando

eosinofilia.

1.2.2 Los granulocitos de las aves en distintos procesos patologicos
Para el estudio de los granulocitos aviares se utilizan como ejemplos de modelos de

experimentacion, infecciones  por Salmonella enteritidis 'y  Eimenia tenella,




intoxicacion por cloruro de sodio e hipersensibilidad aviar, que a continuacion se

revisan.

Los granulocitos en la infaccion por Saimonella enteritidis

En una infeccion digestiva por S. enferitidis la respuesta inflamatoria inicial se
caracteriza por la llegada de gran numero de PMN y leucocitos mononucieares*. El
origen de estas células inflamatorias es la medula dsea, de donde migran a la
sangre y después a los tejidos a través de factores quimiotécticos“'““‘s. Lo anterior
fue comprobado por Kogut et al.*®*  al utilizar el 5-flucrouracilo (5-FU) que es una
droga mielosupresora, con accion citolitica, principalmente contra las células
multipotenciales de la serie de los PMN. Los pollos tratados con esta droga, en
comparacion con los testigos, sufrieron mayor invasién de S. enteritidis y lesiones
con apariencia macroscépica de inflamacion y hemorragia, mas graves en intestino
y ciego. Las lesiones fueron mas severas aun cuando se les inocularen oralmente

pocas unidades formadoras de colonias de S. enteritidis.

Los granulocitos en la infeccion por Eimeria tenelia
En el ciego infectado por Eimeria tenella, se ha observado infiltracion de heterdfilos
en la submucosa conforme se desarrollan los esquizontes de segunda generacion

en la {amina propia‘a. Pero al igua! que con S. ententidis, no se usaron tinciones

especiales para identificar ios eosindfilos en el infilirado heterofilico.

Los granulocitos en Ja intoxicacion por Cloruro dé Sodio
En cerdos esta comprobado gque la intoxicacion por Cloruro de Scodio (NaCl)

produce meningitis eosinofilica’®"".

Mientras que en aves hay publicaciones
contradictorias, ya que Trainer y Karstad*® observaron encefalitis eosinofilica en una
intoxicacion natural de NaCl, pero no la pudieron replicar expefimentaimente.

Mohanty y West™, lograron desarrollar mielomeningitis eosinofilica en el 15% de los




polios intoxicados experimentalmente con NaCl. Baze®' no informd infiltracién de
PMN en pollos intoxicados con NaCl y tratades con corticoesteroides 0 con una
sustancia diurética (acido etacrinico). Wages ef al. 52 an una intoxicacién natural en
pavos, encontraron encefalitis con infiltracion perivascular de acidéfilos y debido a
que no utilizaron tinciones especiales no se realizd diferenciacién entre heterofilos y

eosinofilos.

Los granulocitos en la hipersensibilidad

En aves se pueden causar reacciones de hipersensibilidad retardada, después de
varias inyecciones intradérmicas con sustancias quimicas que tengan efecto de
hapteno, como el dinitroclorobenceno (DNCB)"’:"54 y el anhidrido citraconico (AC) %,
Estas reacciones se caracterizan por la infiltracion de heterofilos y eosindfilos. Ya
que las aves carecen de IgE, la presencia de eosindfilos se puede explicar, porque
la funcién de ésta inmunoglobulina esta parcialmente cubierta por la
inmunoglobulina Y (|gY)55. Rose vy Bradley57, informaron que con el uso de
Mycobacterium avium y del haptenc 2 4-dinitrofenil conjugado con y-globulina de
bovino, se presentd infiltracion severa de leucocitos mononucleares y leve de PMN.
Sin embargo, estos autores” mencionan que probablemente los PMN son

heterofilos.

En reacciones inmunologicas de fas aves, los eosindfilos solo han sido observados
en reacciones de hipersensibilidad retardada®®*. En procesos inflamatorios agudos,
Carison y Allen?' . encontraron abundantes heterofilos pero no hicieron tinciones
para diferenciar eosinéfilos. Chand y Deroth®®, observaron niveles de histamina
elevados y basofiia en pollos que sufrieron anafilaxia, pero no eosinofilia.
Inyecciones intraperitoneales de suero de equino59 y bovino causaron eosinofilia® lo
que fue atribuido a una reaccion anafilactica que no se presenta cuando la via de

administracion del antigeno es intramuscular®™.




1.2.3 Distincién histoquimica de los granulocitos aviares

La distincién entre los heterofios y los eosindfilos en preparaciones histologicas
tefiidas con HE es dificil, ya que ambos tienen morfologia similar y la afinidad
tintorial de sus granulos es la misma®. Debido a esto, existen pocos informes en la
literatura que mencicnen la presencia de eosindfilos en los procesos patolégicos de
las aves. Varias tinciones se han utilizado para tefiir a los eosinofilos, algunas
basadas en presencia de lipidos en sus granulos, como lo es el "luxol fast blue” ¢!y
el rojo oleoso®. Otra tincién utiliza como marcador de la peroxidasa presente en sus
granulos, es la p-fenilenediamina dihidroclorida mas pirocatecol (PPD+PCY*™®. Es
importante recordar que los heterdfilos carecen de peroxidasa en sus granulos. Por
lo que la tincién histologica para la distincion de eosindfilos es PPD+PC, mientras
que la HE tife a los heteréfilos y eosinofilos, sin poder distinguirlos (Cuadro 1).
Debido a que la identificacién de los baséfilos pude ser dificil con la tincién de HE,
se han utilizado las tincién de Ziehl-Neelsen (ZN) y azul de toloidina para

diferenciarios de los demas granutocitos®®.

Cuadro 1. Tinciones utilizadas para la identificacion de los granulocitos de las

aves
TINCION CELULA BLANCO ORGANELO TIPO DE REACCION
BLANCO
Eosina HETEROFILOS Y GRANULOS QUIMICA
EOSINOFILOS
Ziehl-Neelsen BASOFILOS GRANULOS QUIMICA
Azul de toloidina BASQFILOS GRANULOS QUIMICA
PPO+PC’ EOSINOFILOS GRANULOS ENZIMATICA
Luxo! fast blue EQSINOFILCS GRANULOS QUIMICA
Rojo 0ieosa ECSINOFILOS GRANULOS QUIMICA

T p-fenilenediamina dikidrociorida mas pirocatecol




1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo general
- identificar y cuantificar los heterdfilos, basodfilos y eosindfilos por medio de las
tinciones histolégicas de HE, PPD+PC y ZN, en ciegos, sistema nervioso
central (SNC) y piel de pollos Leghorn de 4 semanas de edad, inoculados con
Salmonella enteritidis fagotipo 13 y Eimeria tenella cepa MORSB0 y la
administracion de NaCl y AC.

1.3.2 Objetivos especificos

- |dentificar y cuantificar heterdfilos, basofilos y eosindfilos en el proceso
inflamatoric de mucosa y submucosa cecal en distintos periados posteriores a
la inoculacion experimental de S. ententidis fagotipo 13, en pollos Leghorn de

cuatro semanas de edad.

- |dentificar y cuantificar heterdfilos, baséfilos y eosindfilos en el proceso
inflamatorio de mucosa y submucosa cecal en distintos periodos posteriores a
la inoculacion experimenta! de E. fenefla cepa MORS80, en pollos Leghorn de

cuatro semanas de edad.

- Identificar y cuantificar heterdfilos, hasofilos v eosinofilos en el proceso
inflamatorio de mucosa y submucosa cecal en distintos periodos posteriores a
la inoculacion experimental de S. enteritidis fagotipo 13 y E. fenella cepa

MORSQ, en pollos Leghorn de cuatro semanas de edad.




- identificar y cuantificar heterofilos, basdfilos y eosindfilos en el proceso
inflamatorio en sistema nervioso central, en distintos periodos posteriores a la

administracion de NaC! en pollos Leghorn de cuatro semanas de edad.

- Identificar y cuantificar heteréfilos, basofilos y eosindfilos en el proceso
inflamatorio cutaneo posterior a la administracion de AC en pollos Leghom de

cuatro semanas de edad.

1.4 HIPOTESIS

-Los heterdfilos, basofilos y eosindfilos participan en el proceso inflamatorio
causado por la inoculacién experimental de S. enteritidis fagotipo 13, E. tenella
cepa MORSO y la administracion de NaCl y AC en pollos Leghorn de cuatro

semanas de edad.

-La proporcién de heterdfilos, basofilos y eosindfilos cecales, tiene un
comportamiento diferente durante el curso del proceso inflamatoric asociado a
la inoculacion experimental de S. enteritidis fagotipo 13 y E. tenelfa cepa

MORSG en pollos Leghorn de cuatro semanas de edad.




2.0 MATERIAL Y METODOS

Se prepararon inoculos de S. enteritidis fagotipo 13, E. tenelfla cepa MORS0, cloruro
de sodio y de anhidrido citracénico y se les aplicé a pollos Leghorn a partir de los
28 dias de edad. Los indculos se suministraron por diferentes vias y en distintos
tiempos. A las aves se les realizo eutanasia para obtener diferentes drganos para
su proceso histoquimico con HE, ZN y PPD+PC. Posteriormente los heterdfilos,
eosindfilos y basofilos se identificaron y cuantificaron por medio de microscopia

foténica. A continuacion se detallan los pasos de cada uno de los experimentos.

2.1 ANIMALES PARA EXPERIMENTACION

Se utilizaron 500 pollos Leghorn, machos, convencionales que fueron obtenidos
inmediatamente después de su nacimiento de una incubadora comercial. Los pollos
se mantuvieron hasta el dia 28 de edad en jaulas en bateria con piso de reja de
alambre, con calentador eléctrico, ubicadas en las unidades de aislamiento del
Departamento de Proguccion Animal: Aves (DPA'A) de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autdnoma de México.

A las aves se les proporciond alimento balanceado comercial sin medicar de
iniciacion para polla de postura (Alimentos FLAGASA, S.A. de C.V.,, México D.F)),
con 0.25% de NaCl y agua ad fibitum. A cinco pollos al 1y 28 dias de edad se les
realizé muestreo serolégico, bacteriologico y necropsia. A las muestras para
serologia se les realizd aglutinacion en placa (AP) para descarar Salmonella spp,
asi como Mycoplasma synoviae y M. gaflisepticum. En los pollos de 28 dias de
edad, también se realizé prueba de ELISA para infeccion de bolsa de Fabricio (IBF),
bronquitis infecciosa (Bl) y reovirosis, ademas de inhibicion de la hemaglutinacion

(1H) de enfermedad de Newcastle (ENc) e influenza aviar (IA). Para bacteriologia se




tomaron duodeno, ciego, higado, bazo, corazén, médula ésea y saco vitelino para el
aislamiento de Salmonella spp. Se consideré como el dia 1 de la etapa de
experimentacion al dia 28 de edad de los poilos. Para la obtencion de las muestras,
a todas las aves se les realizo eutanasia por dislocamiento cervical y se obtuvieron

6rganos segun correspondiera a cada experimento.
2.2 DISENO EXPERIMENTAL

En los experimentos 1, 2 y 3, que a continuacion se detallan, se utilizaron dos
grupos de 80 poilos cada uno. El grupo 1 correspondio al indculo del patogeno y el
grupe 2, al indculo de  solucion estéril amortiguada de fosfatos (PBS) a un pH de
7.4. A su vez cada grupo fue dividido aleatoriamente en dos repeticiones de 40
aves. Se utilizaron las mismas aves del grupo 2 para los tres experimentos. A las
aves de los tres experimentos se les suministré su respectivo indculo el primer dia

de la etapa de experimentacion (Cuadro 2).
2.2.1 Experimento 1. Inoculacion con S. enteritidis fagotipo 13

Preparacién del inéeulo

Se utilizd una cepa de S. enterifidis fagotipo 13, de baja virulencia y aitamente
invasiva para aves de mas de 2 semanas de edad, donada por el “National
Veterinary Services Laboratory”, Ames, lowa, USA. La bacteria fue ajustada,
siguiendo la metodologia descrita por Tellez et al® a una concentracion de 1 X 108
unidades formadoras de colonias (UFC)/mi de PBS. Inmediatamente despues de la

utilizacion de este inaculo, se le verifico la concentracion viable de UFC.




inoculacion de los polfos
A cada pollo del grupo 1 se le inoculo 1 X 10% UFC de S. enteritidis fagotipo 13 via

oral. A los pollos del grupo 2 se les inocul6 1 ml de PBS esteril via oral (Cuadro 2).

Obtencién, conservacion de las muestras y recuperacion de fos inéculos

Al cabo de 4, 8 y 12 horas, asi como 1,3, 5, 7 y 14 dias después de fa inoculacion
de los pollos, se obtuvo, para su andlisis histoldgico, un segmento transversal de la
parte media del ciego derecho, de 75 mm de largo. Las muestras se fijaron en
formalina amortiguada a pH de 7.4, en una proporcion 1:20 (tejido:formalina)e?,

durante un minimo de 24 h y un maximo de 14 dias.

Para el aislamiento de S. enferitidis se tomé medio 16bulo izquierdo del higado, el
bazo y la porcién sobrante de ciegos que se almacenaron en frascos estériles, en
refrigeracion a 4 C. Los organos colectados se maceraron y se sembraron en caldo
tetrationato y posteriormente en agar verde brillante, realizandose pruebas
biogquimicas, con la técnica descrita por Mallinson y Snoeyenbosea. Para descartar la
presencia de E. tenelfa, se cosechd el contenido cecal y se mezclé en dicromato de
potasio al 3% en una proporcion 1:10 (contenido cecat.dicromato de potasio).
Posteriormente, se observé conforme a fa técnica de flotacion en solucién salina

saturada descrita por Long et al®.
2.2.2 Experimento 2. Inoculacion con E. tenelfla cepa MORBS0.

Preparacién del inéeulo
Se utilizd la cepa virulenta, MOR80 de E. tenella, donada por el Dr. Reynaldo
Moreno del DPAA. Los ooquistes fueron cosechados, esporulados, almacenados y

contadas como lo describe Long et al®® La concentracion del indculo se ajusto & 1




X 10® ooquistes esporulados/mi de PBS. inmediatamente despues de la utilizacion

de este indculo, se le verifico la concentracion de ooguistes esporulados.

Inoculacién de fos polios
A cada pollo del grupo 1 se le inoculd 1 X 10* ooquistes esporulados de E. tenella

cepa MORSO via oral. A los pollos det grupo 2 se les inoculé 1 ml de PBS estéril via
oral (Cuadro 2).

Oblencion, conservacion de las muestras y recuperacion de los inoculos
La toma de muestras y la recuperacion de los inoculos se realizaron de la misma

manera gue el experimento 1.

2.2.3 Experimento 3. inoculacién con S. enteritidis fagotipo 13 y E. tenella
cepa MORS30

Preparacion de los inoculos

Los indeulos se prepararon de la misma manera que en los experimentos 1y 2.

Inoculacion de fos pollos
A cada pollo del grupo 1 se le inoculd 1 X 10° UFC de S. enteritidis fagotipo 13 via
oral e inmediatamente después se le inoculd 1 X 10* ooquistes esporulados de £.

tenella via oral. A los pollos del grupo 2 se les inoculd 1 ml de PBS via oral
{Cuadro 2).

Oblencion, conservacion de las muestras y recuperacion de los indculos
La toma de muestras y la recuperacion de los indculos se realizaron de la misma

manera que el experimento 1.




2.2.4 Experimento 4. intoxicacion con 3.25% de NaCl en el alimento y 1% de

NaCl en el agua de bebida

Preparacion del alimento y agua de bebida con NaCl

_Alimento con 3% de NaCl. Al alimento comercial se le adicioné 3% de NaCi al
99.5% {Laboratorio J. Baker, Edo. Mex.), para que contuviera en total 3.25%.

-Agua de bebida con 1% de NaCl. Al agua potable se agreg6 1% de NaCl.

intoxicacién de los pollos

Se utilizaron dos grupes de 60 pollos cada uno, divididos en tres repeticiones por
grupo. A los polios del grupo 1 se les suministré alimento con 3.25% de NaCl
durante 27 dias y tomaron agua potable en proporcién 1:2 (alimento:agua) los
primeros 21 dias y agua con 1% de NaCl de los 22 a los 27 dias. Los pollos del
grupo 2 consumieron alimento comercial sin suplemento extra de sal y agua potable

en proporcion 1:2 (alimento:agua) durante los 27 dias (Cuadro 2).

Obtencion de las muestras

Alos 7, 14, 21y 28 dias de! inicio de suministro de alimento con 3.25% de NaCl, se
secciond longitudinalmente al encefalo y se corto transversalmente a fa médula
espinal entre 1a 5a. y 6a. vértebras cervicales, obteniendo porciones de 3 mm de
espesor, para su examen histolégico. Las muestras se fijaron de la misma manera

que en el experimento 1.
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2.2.5 Experimento 5. Intoxicacién con 1% de NaCl en el agua de bebida

Preparacién del agua de bebida con NaCl

El agua de bebida se prepard de la misma manera que en el experimento 4.

Infoxicacion de los pollos

Se utilizaron dos grupos de 12 pollos cada uno, divididos en fres repeticiones por
grupo. Los poilos de! grupo 1 tomarcn agua con 1% de NaCl hasta que se les
realizd eutanasia en el momento gue presentaron signos clinicos. Los pollos del
grupo 2 consumieron agua potable ad libitum, hasta que se les realizo eutanasia en

el mismo tiempo que los dei grupo 1 (Cuadro 2).

Obtencion de fas muestras

Después de! suministro del agua con 1% de NaCl, a los pollos se les aplico
eutanasia cuando presentaron signoiogia nerviosa como tremores, movimientos de
carrera o estado comatoso, lo que sucedio entre los 3 y 5 dias de tratamiento y se
tomaron las mismas muestras que para el experimento 4, fijandose de la misma

manera que en el experimento 1.
2.2.6 Experimento 6. Tratamiento con anhidrido citraconico
Preparacion de la solucién de anhidrido citraconico

Se prepard una solucién al 1% de AC (SIGMA CHEMICAL Co., St. Louis MO) en
sulfoxido de dimetilo (DMS) al 90% (Laboratorios CYANAMID, México D.F.}.




Tratamiento de los pollos

Se utilizaron dos grupos de 10 pollos cada uno, divididos en dos repeticiones por
grupo. A los pollos del grupo 1 en 1 cm? de piel del apterilo toracico izquierdo se les
aplicd la solucion de AC con hisopo, hasta humedecer la zona. La primera
aplicacién se realizd el primer dia del experimento, seguido por otras dos, con siete
dias de intervalo. En los pollos det grupo 2 se utilizo la misma zona y metodolegia

del anterior grupo, para la aplicacion de DMS {Cuadro 2).

Obtencién de las muestras
A los 30 min posteriores a la 3a aplicacion de la solucion de AC o DMS, se tomo
1cm? de la piel tratada para su revision histolégica. Este fragmento de piel se

coloco sobre una tarjeta de cartdn para su fijacion como en el experimento 1.

Cuadro 2. Numero de aves, tratamiento y tiempo de muestreo posinoculacidn en
pollos Leghorn de 28 dias de edad.

TIEMPO DE MUESTREO
HORAS DIAS

EXPERIMENTCQ TRATAMIENTO' 218112l 11234157 142126027
1 S. enteritidis 001041010 - [1w0fw0j0]-]-] -
2 E. tenella EECEER] EDEC BRI ) L e
3 Etenelia’s. enteritidis | 10 |10 | 10§10[10] - [10[10)10] - | - -
1,2y3 PBS® Wwlwlofwo|w]|-jofwol10f-]-1-
4 NaCl(aimentojfagua)’ | - | - | - |- |- |- |- 11 15|15 7| B
4 NaCl 0.25% (Alimento)” | - | -} - -4 -]~ 15|15 (15] 7 | 8
5 NaC! 1% ( agua)’ -y -] - 3145 -1-F-1-74-
5 Agua potable - - - 3415 -f-1]-1- -

5] Anhidrido citraconico -l -1 -1-1-1- - 10l -q -
6 Sulfdxido de dimetilo - - - - - - B -1l -9 -

TE!l tatamiento consistio en inoculacion de E. teneila o S. ententidis, intoxicacion con NaCl o
aplicacion de anhidrido citraconico

2 Salucion amortiguada con fosfatos

3| as aves consumieron alimento con 3.25% de NaCl fos 28 dias del tratamiento y ademas tomaron
agua con 1% de NaCl del 22 al 27 dias.

*_as aves consumieron alimento con 0.25% de NaCl y agua potable los 28 dias del tratamiento

5| as aves tomaron agua con 1% de NaCl de! dia1al 5

" Nimero de aves
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23 PROCESAMIENTO Y TINCION DE LAS MUESTRAS PARA SU EXAMEN
HISTOLOGICO

Las muestras fijadas de todos los experimentos, se procesaron segun el método
convencional de inclusidén en paraﬁnam, para obtener secciones histologicas de

4 um de espesor. Estas secciones se tiieron con HE'' y ZN™2,

Para la identificacion de eosinéfilos una mitad de los érganos fijados, se incubd en
un sustrato compuesto por 10mg de p-fenilenediamina dihidrocloridro (PPD)
(SIGMA Chemical Co., St. Louis MO), 20mg de pirocatecol (PC) (Mallinckrodt
Baker, Phillipsburg NJ), 10 ml del amortiguador Tris (0.1 M) a un pH de 7.6 & La
incubacion durd 180 min cambiando el sustrato a los 80 min por uno fresco.
Después de este proceso, se incluyeron en paran‘”lnr:f'n y se realizd una seccion
histolégica por muestra de 4 pm de espesor que se contratifd con hematoxilina de

Harris’".

A los encéfalos de los pollos de los experimentos 4 y 5 que mostraron leucocitos
mononucleares, ademas, se realizé en una seccion extra con las mismas

caracteristicas de fas anteriores, la tincién de verde de metilo y pironina (VMP)”.
2.4 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE GRANULOCITOS.

Por medio del objetivo de inmersion (100x) de microscopia fotonica, se identificaron
heterofilos, basdfilos v eosinofilos, utilizando éareas seleccionadas con muestreo
aleatorio simple de los cortes tefiidos con HE, PPD+PC y ZN, respectivamente.

Para cuantificar a los granulocitos cecales de los experimentos 1, 2 y 3 se




observaron 0.464 mmZ de cada corte divididos en 5 areas de submucosa y 5 de las

areas mas superficiales de mucosa. Por lo que s obtuvieron:

a) Heterdfilos cecales de la mucosa {HCM).

b) Heteréfilos cecales de la submucosa (HCS).

¢) Heterofilos cecales totales (HCT) que incluyen los de la mucosa y submucosa.
d) Basdfilos cecales de la mucosa (BCM).

e) Basofilos cecales de la submucosa (BCS).

f) Basofilos cecales totales (BCT) que incluyen los de la mucosa y submucosa.
) Eosindfilos cecales de la mucosa (ECM).

h) Eosinéfilos cecales de la submucosa {ECS).

i) Eosindfilos cecales totales (ECT) que incluyen los de la mucosa y submucosa.

Para el estudio del SNC de los experimentos 4 y 5 se observo la presencia de
granulocitos en toda la seccion histologica. Para cuantificar a los granulocitos
cutaneos del ex;ierimento 6 se observaron 0.464 mm? de cada corte divididos en
5 areas que incluian epidermis y dermis superficial, asi como 5 areas de dermis
profunda. Utllizando el mismo criterio que para jos granulocitos cecales se

obtuvieron:

a) Heterofilos cutaneos epidérmicos (HPE).

b) Heterofilos cutdneos dérmicos (HPD).

¢) Heterofilos cutaneos totales (HPT) que incluyen los de epidermis y dermis.
d) Basofilos cutaneos epidérmicos (BPE)

e) Basdfilos cutaneos dérmicos (BPD).

f) Basdfilos cutaneos totales (BPT) que incluyen los de epidermis y dermis.
g) Eosinéfilos cutaneos epidermicos (EPE).

h) Eosinéfilos cutdneos dérmicos (EPD).

i) Eosinofilos cutaneos totales (EPT) que incluyen los de epidermis y dermis.
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2.5 ANALISIS ESTADISTICO

A los valores totales de granulocitos se les aplicé andlisis de varianza multivariado,
donde las variables de respuesta fueron la cantidad de los diferentes granulocitos,
mientras que las variables explicativas fueron los factores causales, asi como, el
curso y la distribucion de los granulocitos. A las cantidades de granulocitos por
érgano se les aplicd una transformacion logaritmica, sumandoles una unidad para
evitar las cantidades cero. A las medias se les aplicd analisis Tukey para sus

diferencias '*’*. La significancia estadistica se fijé con una P<0.05.
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3.0 RESULTADOS

3.1 ANALISIS SEROLOGICOS Y BACTERIOLOGICOS, PREVIOS A LA ETAPA
DE EXPERIMENTACION

En los pollos de 1 y 28 dias de edad las pruebas de AP resultaron negativas para
Salmoneila spp, M. synoviae y M. gallisepticum. Asi como, las pruebas de IH para la
ENc e IA. Los aislamientos bacteriolégicos a partir de muestras de duodeno, ciego,
higado, bazo, corazén, médula osea y saco vitelino resuitaron negativos para
Salmonella spp. En los pollos de 28 dias de edad, las pruebas de ELISA no

mostraron anticuerpos contra iBF, Bl y reovirosis.
3.2 IDENTIFICACION DE GRANULOCITOS

Heterdfilos. Estas células se observaron con la tincion de HE, como células de
redondas a ovales, con nicleo basofilico monolobulado o bilebulado y con
abundante citoplasma que contenia granulos, eosinofilicos, circulares y en forma
de baston, que fueron mieloperoxidasa negativos con la tincion de PPD+PC.
Basoéfilos. Estos leucocitos cuando se localizaron en piel se apreciaron, con la
tincion de ZN, como células redondas con nucleo en su mayoria monolobulado,
aunque algunos eran bilobulados. Estas células presentaban citoplasma de
escaso a moderado, con granulos de esféricos a ovales que en su mayoria eran
de color azul y algunos rojos. Los baséfilos cecales eran de ovales a fusiformes
con nicleo en su mayoria monolobulado, aungue algunos presentaban dos
l6bulos y abundante citoplasma magenta. La mayoria de los baséfilos en tejido
conjuntivo de la submucosa presentaban granulos azules y rojos, mientras que los
granulos de los BCM podian o no ser aparentes.

Eosindfilos. Estos se observaron con la tincion de PPD+PC, como células
esféricas con nucleo monolobulado o bilcbulado y con abundante citoplasma que

contenia abundantes granulos café cscuro, circulares.




3.3 CUANTIFICACION DE GRANULOCITOS

3.3.1 Experimentos 1, 2 y 3. Inoculacion con S. enteritidis fagotipo 13, con
E. tenella cepa MORS0 y con S. enteritidis fagotipo 13 y E. tenefla
cepa MORS0

CUANTIFICACION DE HETEROFILOS

Efecto del curso de fa infeccion sobre la preéencia de heterofilos cecales fotales, en
mucosa y en submucosa

La cantidad de HCT, HCM y HCS, en los pollos inoculados con S. enteritidis, no
mostraron diferencias significativas (P>0.05) entre las diferentes tomas (Figuras 1, 2
y 3). En los pollos inoculados con E. teneffa, los HCT de la toma del dia 5 estaban
en mayor cantidad (P<0.05), disminuyendo (P<0.05) el dia 7 y decreciendo (P<0.05)
ain mas el dia 14, hasta llegar a la cantidad de las primeras 5 tomas (Figura 1).
Mientras que los HCM tuvieron su mayor cantidad (P<0.05) los dias Sy 7 Pi (Figura
2). Los HCS presentaron su mayor cantidad (P<0.05) en el dia 5 Pi, disminuyendo
(P<0.05) el dia 7 y decreciendo (P<0.05) aun mas el dia 14, hasta llegar a la
cantidad de las primeras 5 tomas (Figura 3). Los pollos inoculados con S. enteritidis
y E. tenella presentaron la mayor cantidad (P<0.05) de HCT en el dia 5 Pi,
disminuyendo (P<0.05) los dias 7 y 14 (Figura 1). Estas aves presentaron la mayor
cantidad (P<0.05) de HCM el dia 5 Pi, decreciende (P<0.05) los dias 7 y 14 hasta el
nivel de las 12 h de inoculacién (Figura 2). Mientras que los HCS tuvieron su mayor
cantidad (P<0.05) a los 5 dias Pi, disminuyendo (P<0.05) hasta su nivel anterior en

la siguiente toma (Figura 3).

Efecto de los diferentes inculos sobre la presencia de heterdfilos cecales totales,
ef1 mucosa o en submucosa

Los pollos inoculados con E. tenelfla y con E. tenelfa y S. emnteritidis tuvieron mayor
cantidad de HCT (P<0.05) en los dias 5 y 7 Pi con respecto a los inoculados con

S. enteritidis y PBS (Figura 1). Mientras que los HCM de estos pollos, mostraron su
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mayor cantidad (P<0.05) en los dias 5, 7 y 14 con respecto a los inoculados con
S. enteritidis y PBS (Figura2). Los HCS de las aves inoculas con E. fenefla
mostraron su mayor cantidad (P<0.05) en los dias 5 y 7 Pi con respecto a los
inoculados con S. enteritidis y PBS, mientras que los inoculados con E. teneffa y
S. enteritidis presentaron su mayor cantidad en el dia 5 Pi con respecto a los

inoculados con S. enteritidis y con PBS (Figura 3).

Figura 1: Hetertfitos presentes en mucosa y en submucosa cecal de pollos Leghorn inoculados
con S. enteritidis, S. enteritidis + E. tenella, E. tenella y PBS.

,\ PBS
18 /ﬂ IS. enteritcis
4 M8, enteriticis+E. tenella
& E IE. tensila
e8Iz
E
g g 10
S §
g3 ©
i
2E 4
2
0
0 ah 8h 12h  1da 3dias Sdlas 7das 14das
Tlempo posinoculacién
INGCULO
MUESTREQ
POSINOCULACION 5 enteritidis E. teneila  S.enteritidis+E. tenella pas'
4h 135(065"%®  0.71(041)%% 1.44 (1.53)°® 0.55 (0.26)*™
8h 1.03 (0.79)*@ 1.28 {1.44)%%@ 0.98 (0.55)*® 0.52 (0.58) @
12h 0.90 (0.46) "™ 1.03 (0.79)* " 1.77 (1.3 0.53 (0.50)*@
1 dia 1.28 (0.89)°™ 0.54 (0.39)*™ 1.04 (0.63)*" 0.46 (0.47)°®
3 dias 0.60 (0.71)°™® 2,63 (2.50)°% 2.80 (3.21)* P 0.45 (0.29)**
5 dias 074 (075"  1328(6.29)°®™ 1364 (3.93)°° 0.39 (0.16)*
7 dias 0.43 (0.16)% 7.15 (4.20)°@ 522 (2.73)°® 0.17 (0.20)*"
14 dias 0.37 (0.15)*" 261 (1.87*@ 373 (2.38)°" 0.27 (0.16)*@

* Media {desviacién estandar}

' Solucion amortiguada con fosfatos
Literales distintas fuera del paréntesis sefialan diferencia significativa {P<0.05) dentro dei mismo renglon
Literales distintas entre paréntesis sefialan diferencia significativa {P<0.05) dentro de la misma columna
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Figura 2: Heterdfilos presentes en mucosa cecal de pollos Leghorn inoculados con S.enteritidis,
S.enteritidis + E. tenelfa, E. tenellay PBS

A [ZPBS
12 A1 |E3s. enteriticis
8. enteritidis+E. tenslla
N% 10 WE. tenslla
£
ol 8
38
< o
Bg 8
=
8 E
° 4
-
¥}
I
2 la
0 L'; LT T
0 4h 8h 12h 1da 3dlas 5das 7dias 14dias
Tiempo posinoculacion
INOCULO
MUESTREO
POSINOCULAGION S.enteritidis E. tenella S.enteritidis+E. tenella PBS’
4h 1.62 (0.66) *™ 1.02 (0.54)°® 1.84 {1.53)% &9 0.86 {0.50)**¥
8h 1.76 (1.63) ** 2.24 (2.76)° ™ 1.50 (1.09) * @™ 0.86 (0.98)° "
12h 1.36 (0.80) *® 1.49 (0.40)*™ 2.82 (2.25) >0 0.76 (0.88) ™
1 dia 1.88 (1.58) 7@ 0.90 (0.71)°% 1.24 (0.88)"%@ 0.72 (0.88)*®
3 dias 0.98 (1.37)*® 3.47 (4.06)°™ 446 (4.50) 0.65 (0.59)**
5 dias 0.72 (0.40)*® 8.86 (4.82)"™ 10.58 (4.90)° 0.60 (0.24)* @
7 dias 0.52 (0.21) 8.00 (6.44)°™ 6.24 (4.30}°" 0.29 (0.43)*™
14 dias 0.44 (0.18) *® 2.00 (1.99y°°1 8.67 (3.90y°%° 0.20 (0.21)*"

* Media (desviacion estandar)

* Solucién amortiguada con fosfatos
Literales distintas fuera de! paréntesis sefialan diferencia significativa (P«<0.05) dentro del mismo renglon
Literales distintas entre paréntesis sefalan diferencia significativa (P<0.05) dentro de la misma columna
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Figura 3: Heterofilos presentes en submucosa cecal de pollos Leghom inocutados con
S.enteritidis, S.enteritidis+E. tenelia, £. tenelfla y PBS.

,14 [”PBS
20 ﬂﬂ 35S, enteritidis
1S, enteritidis+E. teneila
B HE. tenella
& _ 15
1
w0
3 b
o
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85
532
Q
o 5
154 T o
0 4h 8h i2h 1da 3das G5dlas 7das t4das
Tiempo posinoculacién
INOCULO
MUESTREO
POSINOCULACION S.enteritidis E. tenelia S.enteritidis+E. tenelia PBS’
4h 1.08 (0.81)* = 0.40 (0.41)%"® 0.53 (0.57)*™ 0.24(0.21)*®
8h 0.31 (0.20)*™ 0.32 {0.25)°® 0.46 (0.28)*" 0.18 (0.22)"®
12 h 0.44 (0.30)°® 0.58 (0.39)*™ 0.72 (0.75) 0.30 (0.22)*®
1 dia 0.62 (0.60)*® 0.18 (0.15)*" 0.84 (0.80)*™ 0.20 (019"
3 dias 0.22 (0.18)° " 1.70 (1.22)°® 1.41 (2.08)*" 0.25 (018"
5 dias 0.82 (1.45)** 17.70 (9.50) ™ 16.71 (5.33)°™ 0.18 (0.20y*™
7 dias 0.34 {0.23)°@ 6,30 (4.52)° ¢ 4.20 (2.70)°°™ 0.06 (0.10)°*™
14 dias 0.30 (0.22)°® 2.32 (2.09)°® 180 (2.01)*™ 0.34 (0.30)*™

* Media (desviacion estandar)

! Solucion amortiguada con fosfatos
Literales distintas fuera del paréntesis sefalan diferencia significativa {P<0.05) dentro del mismo rengtén
Literales distintas entre paréntesis sefalan diferencia significativa (F<0.03) dentro de la misma columna
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CUANTIFICACION DE BASOFILOS

Efecto del curso de la infeccién sobre la presencia de basodfilos cecales totales, en
mucosa y en submucosa

En los pollos inoculados con S. enteritidis no se aprecid cambio significativo
(P>0.05) en la cantidad de BCT, BCM y BCS entre las tomas (Figuras 4, 5 y 6). Las
aves inoculadas con E. tenella no presentaron diferencia (P>0.05) en la cantidad de
BCT y BCS entre las tomas. Sin embargo, si tuvieron mayor cantidad de BCM en
los dias 7 y 14 Pi con respecto a las tomas anteriores (Figura 5). En los polios
inoculados con S. enterifidis y E. tenella se observo que los BCT disminuyeron
(P<0.05) su cantidad a los 3 y 5 dias Pi con respecto a las tomas anteriores y
recuperaron (P<0.05) su cantidad hasta los 7 dias Pi (Figuras 4). Sin embargo, los
BCM aumentaron (P<0.05) su cantidad en los dias 7 y 14 Pi con respecto a las
tomas anteriores (Figuras 5). Mientras que los BCS disminuyeron su cantidad
(P<0.05) ai dia 3 Pi, con respecto al dia 1 Pi y recuperaron (P<0.05) su cantidad
hasta el dia 7 Pi (Figura 6).

Efecto de los diferentes indculos sobre ja presencia de basdfilos cecales

Los pollos inoculados con S. enteritidis tuvieron mayor cantidad de BCT (P<0.05)
que los inoculados con PBS al dia 1 Pi. Las aves inoculadas con E. tenella
presentaron mas BCT (P<0.05) que los inoculados PBS en los dias 1, 7 y 14 Pi.
Los pollos inoculados con S. enteritidis y E. tenella mostraron mayor cantidad de
BCT (P<0.05) que los inocutados con PBS a las 4 y 12 h, asi como en los dias 1,7
y 14 Pi. Estos pollos también presentaron mayor cantidad de BCT que los

inoculados con S. enteritidis alas 4y 12 h, asi como a los 7 y 14 dias {Figura 4).

Efecto de los diferentes indculos sobre la presencia de basdfilos cecales totales, en
mucosa o en submucosa
Los pollos inoculados con S. enteritidis y E. tenella presentaron mayor cantidad de

BCT (P<0.05) que los inoculados con PBS en los 7 y 14 dias Pi (Figura 4). Sin
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embargo, 1as aves inoculadas con E. teneila y con S. enteriticis y E. teneila mostraron

mayor cantidad (P<0.05) de BCM que los inoculados en los dias 7 y 14 con

S. enteritidis y con PBS (Figura 5). Mientras que los BCS no tuvieron diferencia

{P>0.05) entre los distintos tratamientos {Figura 6).

Figura 4. Basofilos presentes en Mucosa y en submucosa cecal de polios Leghorn inoculados con

S.enteritidis, S.enteritidis+E. tenella, E. tenella'y PBS.
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/l COPBS
14 A 35. enteriticiis
12 1S, ententicis+E. tenella
b g ’ HlE. tenella
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52 0.4
0.2 4
7
0 7
0 4h 8h 12h 1 dia ddias Sdias 7dias 14 dias
Tiempo posinoculadion
INOCULO
MUESTREOQ
POSINOCULACION S.enteritidis E. tenelia S.enteritidis+E. tenella PBS
4h 033 (0.15)°*® 052(0.32)*% 0.65 (0.29) *@°° 0.39 (0.13)*™
8h 0.42 (0.18)°®  0.49(0.22)°% 0.61 (0.36) *#P2 .37 (0.22)°*®
12h 046 (023)°™  069{0.33)°9 0.87 (0.39) *®*® 0.52 (0.19)*®
1 dia 085 (047 0820287 1,07 (0.38) *®¥ 0.54 (0.29)*™
3 dias 048 (022°®  056(0.40)*® 0.34 (0.26) *¥ 0.40(0.34)**
5 dias 077 {0.40)°® 0510287 " 0,58 {0.32) **° 0.50 (0.49) "*
7 dias 074 (0.46)™™ 098057 1.22 (0.66) *™ 0.60 (0.24)°™
14 dias 067 (0.39)°°® 1.01(0.38)"" 1.16 (0.48) *©*¥ 0.62(0.16)°®

* Media (desviacion estandar)
T Solucién amertiguada can fosfatos

Literales distintas fuera del paréntesis sefialan diferencia significativa (P<0.05) dentro del mismo renglén
Literales distintas entre paréntesis sefialan diferencia significativa {P<0.05) dentre de 1a misrma columna
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Figura 5. Basofilos presenies en mucosa cecal de
S.enteritidis+E. tenefla, E. tenella y PBS

potles Leghom inoculados con S.ententidis,

PBS
1.4 S. ententidis
1S, ententidis+E. teneila
X 12 HlE. tenella
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E _ 1
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: g 0.6
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oV K T e
o] 4h 8h 12h idia 3das Sdias 7dias 14dias
Tiempo posinocuiadion
INOCULO
MUESTREOC
POSINOCULAGION  S.enteritidis E. tenella  S.enteritidis+E. tenella PBS'
4h 0.02 (0.08) *® o0*® 0(o)*@ 00}
8h o (0y* ™ 0{0)*® 0(0)*® o(0)*®
12h 0.02 (0.06) *® 0(0)*® 0(0)*® 0.02 (0.06)*®
1dia 0(0)°™ 0@ 0.02 (0.08)* @ 0(0)*®
3 dlas oo™ 0.02 (0.06)*@ 0(0)*@ (o F) S
5 dias 0(0)*®™ 0.10¢0.10)*® 0.16 (0.18)*® 00y*®
7 dias 0(0)°*® 0.72 (0.51)°® 1.28 (0.85)°® 0 (0)*®
14 dias 0 (0)*®@ 0.52 (0.38)°® 0.81(0.62)"® 0(0)*®

* Media (desviati6n estandar)

! Solucion amortiguada con fosfatos
Literales distintas fuera del paréntesis sefialan diferencia s
Literales distintas entre paréntesis sefialan diferencia signi

ignificativa {P<0.05) dentra del mismo renglon
ficativa (P<0.05) dentro de la misma columna
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Figura 6; Baséfilos presentes en submucosa cecal de pollos Leghom inoculados con S.enteritidis.
S.enteritidis+E. teneila, E. tenelia y PBS.

4/ PBS
5 A1 | IES. ertentidis
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Tiempo posinoculacion
INOCULO
MUESTREQ _
POSINOCULACION S.enteritidis E. tenelia S.enteritidis+E. tenella PBS'

4h 0.64 (0.30)* 2@ 1,02 (0.59)2®@ 1.30 (0.57y 280 0.78 (0.26)*®
8h 0.84 (0.34)%® 0.98 (0.44)7@ 1.22 (0.71) @9 0.74 (0.43)%®
12h 0.90 (0.42)%® 1.38 (0.66)* ™ 1.74 (0.78) 2@ 1.02(0.37 %%
1 dia 1.69 (0.90)*® 1,66 (0.53)*® 213(0.73) *® 1.12 (0.65)*®
3 dias 0.98 (0.44)°® 1.09 (0.79)*® 0.68 (0.51) *® 0.80 (0.68)°®
5 dias 1.54 (0.80)° 0.92 (0.55)°@ 1.00 (0.57) *® 1.00 (0.98)*®
7 dias 1.48 (0.93)%@ 1.26 (0.77) 2% 1.16 (0.69) 2@ 1,20 (0.48)2 @
14 dias 1.34 (0.79)°@ 1.50 (0.56)*® 1.42 (0.67) *©9 1.24 (0.33)°®

* Media (desviacion estandar}

* Solucion amortiguada con fosfatos
Literales distintas fuera del paréntesis sefalan diferencia significativa (P<0.05) dentro del mismo renglén
Literales distintas entre paréntesis sefialan diferencia significativa (P<0.05} dentro de la misma columna
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CUANTIFICACION DE EOSINOFILOS

En los pollos tratados con S. enteritidis y E. teneffa sélo se encontré un promedio de
0.02 ECM y ECT en el dia 5 Pi, cantidad significativamente mayor (P<0.05) con
respecto a ECM y ECT del resto de las tomas e indculos con excepcion (P>0.05) de
los ECT de la misma toma de los pollos inoculados con E. feneffa. Los pollos
tratados con E. tenella presentaron 0.01 de ECS y ECT, cantidad sin diferencia
significativa (P>0.05) con respecto al resto de las tomas e indculos. En la toma del
dia 5 de inoculacion con E. fenefla y con S. ententidis y E. tenella se apreciaron

areas amplias y abundantes de hemorragias, las cuales contenian los eosindfilos.

AISLAMIENTO DE S. enteritidis
Se aisld S. enteritidis de los pollos inoculados con S. entenitidis y con S. enteritidis y
E. fenella de todas las tomas de ciego a partir de las 8 h, mientras que de higado y

bazo a partir de los 3 dias. De los pollos inoculados con E. fenella y PBS, no se
aislé Salmonelia sp.

RECUPERACION DE LAE. tenella
Se observaron ocoquistes de E. tenella de los polios inoculados con E. tenefia y con
S. enteritidis y E. tenefla de todas las tomas de contenido ciego a partir de los 5

dias. De los pollos inoculados con S. enteritidis y PBS, no se observaron E. tenelfa.
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3.3.2 Experimentos 4 y 5. Intoxicacion con 3.25% de NaCl en el alimento y con
1% de NaCl en el agua de bebida

-

Ninguna de las secciones de encéfalo o méduia espinal presentaron algun tipo de
granulocito. Sin embargo, en la toma 4 de los experimentos 4 y 5 se encontraron 2 y
10 encéfalos, respectivamente, con infitrado de leve a severo de celulas
inflamatorias  mononucleares, con pleomorfismo celular, abundante citoplasma
vacuolado. El citoplasma de estas células con tincion de VMP, fue pironino

débilmente positivo, por lo que estas células son compatibles con linfocitos T

inmaduros.
3.3.3 Experimento 6. Tratamiento con anhidrido citracénico

La cantidad de heterafilos no mostraron diferencia (P>0.05) entre los pollos tratados
con AC o DMS. Los BPE, BPD y BPT, se encontraron en mayor cantidad (P<0.03)
en los pollos tratados con AC que en los tratados con DMS. Mientras que las aves
tratadas con AC presentaron mayor cantidad (P<0.05) de EPE que las tratadas con
DMS (Cuadro 3).

Cuadro 3: Granuiocitos presentes1 en epidermis, dermis y totales en piel de
pollos Leghorn, tratados con anhidrido citraconica (AC).

TRATAMIENTO
GRANULOCITO AC DMS*
Heterofilos cutaneos epidérmicos 0.68 (0.56)*° 0.64 {0247
Heterdfilos cutaneos dérmicos 483 (2.67)° 169 (1.28)°
Hetersfilos cutaneos totales 2.76 (2.84)° 1.16 (1.03)°
Baséfilos cutaneos epidérmicos 0.72 (0.28)* 0.12 (0.18Y°
Basdfilos cutaneos dérmicos 1.45 (1.16)* 0.03 (0.06)°
Basofilos cutaneos totales 0.89 (1.08° 0.07 (0.13)"
Eosintfilos cutaneos epidermicos 0.07 (0.08)° 0.00 (0.00)°
Eosindfilos cutaneos dérmicos 0.05 (0.06)° 0.02 (0.05)°
Eosindfilos cutaneos totales 0.08 (0.07)° 0.01 {0.03)°

! Area de tejido evaluada: 0.046 mm’
? Sulfoxido de dimetilo
3Inc:luy'e granulocitos de epidermis y dermis superficial
* Media (desviacion estandar)}
Literales distintas sedatan diferencia significativa (P<0.05} dentro del mismo rengion




4.0 DISCUSION Y CONCLUSIONES

En los experimentos realizados con pollos Leghorn inoculados con S. enteritidis,
con E. tenella, con S. enteritidis y E. tenelia y tratados con AC, los heterdfilos se
observaron redondos, con nicleo monolobulado o bilobulado y sus granulos eran
esféricos o en forma de baston y mieloperoxidasa negativos. Lo anterior
concuerda con Montali®, quien informa que los heteréfilos de la mayoria de las
aves, son células redondas que presentan una o varias lobulaciones del nucleo y
sus granulos son aciddfilos, peroxidasa negativos, esféricos o en forma de baston.
Sin embargo, Montali® no especifica el tipo de ave que presenta este tipo de
granulacién, ya que los heterdfilos de los patos presentan granulaciones
esféricas'’. En esta investigacién, la mayoria de los heterdfilos encontrados en los
procesos inflamatorios causado por E£. tenefla o por S. enteritidis, se hallaban
degenerados y con sus granulos tumefactos. Esta tumefaccion producia que los
granulos mostraron aspecto esférico. Estas observaciones concuerdan con
Barnes'” y Latimer ef al.”®, quienes informan que en pollos y pavos, los heterdfilos
maduros tienen granutos en forma de baston. Sin embargo, cuando estos
leucocitos estan degenerados, autoliticos o son inmaduros, sus granulos se
aprecian esféricos'’. Cuando existen estas similitudes morfolégicas entre
heteréfilos y eosinofilos es necesario hacer tinciones especiales para distinguir

heterofilos de eosindfilos.

En esta investigacién, los basdfilos se colorearon adecuadamente con la tincidn
de ZN, hallazgo observado por Adamu®, quien comprobé que la tincion de ZN es
mas efectiva que la de azul de toluidina para tefir basofilos cutaneos en perro. Los
basofilos cutaneos se apreciaron, con la tincion de ZN. como celulas redondas
con nucleo en su mayoria monolobulado. Estas células presentaban citoplasma

de escaso a moderado, con granulos de esféricos a ovales que en su mayoria
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eran de color azul y algunos rojos. Los basoéfilos cecales eran de ovales a
fusiformes con nucleo en su mayoria monolobulado, aunque algunos presentaban
dos lbulos, y abundante citoplasma magenta, con grénulos azules y rojos. Estos
hallazgoes discrepan con Rose ef al”, guienes no observo diferencia tintorial
entre los granulos de los basofilos de piel con los de intestino. La discrepancia
entre lo encontrado en este trabajo y lo observado por Rose et al.’”’, se puede
deber a que Rose ef al”’, utilizaron la tincion de azul alciano con safranina para
evidenciar a los basofilos. Becker et al.'®, encontraron diferentes afinidades
tintoriales de los granulos de baséfilos en la piel de perro, estos autores también
utilizaron azul alciano y safranina. Por otra parte, la ausencia de granulos en los
BCM se puede deber al estimulo antigénico producido por los indculos de E. tenefla
o de E. tenella y S. enteritidis. Esto se ha comprobado en mamiferos, donde los
baséfilos tienen receptores especificos para la fraccion cristalizable de la IgE.
Cuando los antigenos se unen a dos moléculas de IgE gue estén adheridas a la
membrana del baséfilo y cercanas entre si, causan la liberacion de las sustancias

contenidas en granulos citoplasmaticos ™.

La tincién de PPD+PC resultd facil, segura y especifica para fa mieloperoxidasa
contenida en los granulos de los eosinéfilos en pollos tratados con AC, hallazgos
que concuerdan con Hanker®, quien encontré que este cromégeno es facil de
preparar, no es carcinogénico y marca la peroxidasa de los granulocitos de rata.
Montali® también encontré que esta tincion es eficaz para identificar a los eosindfilos
en procesos inflamatorios aviares. Los eosinofilos se observaron redondos, con
nucleo monolobulado o bilobulado con abundantes granulos cafe obscuros,
observados con la tincion de PPD+PC, caracteristicas que concuerdan con 1o
informado por Maxwell*®, quien sefiala que son células redondas con granulos

‘esféricos y cafés obscuros con la tincion de PPD+PC.
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En la respuesta inflamatoria exhibida en los pollos inoculados con S. enteritidis, no
se encontrd participacion estadisticamente significativa de los heteréfilos. Pero se
observe aumento importante de heterdfilos, similar al descrito por Kogut et al.*’ en la
fase aguda de la infeccion pos S. enterntidis. También, Porter y Holt*, hallaron
heterofilos dentro de los 4 dias Pi por S. enteritidis en gallinas de postura. Otro
hallazgo que demuestra esta participacion de los heterdfilos es el informado por
Kogut et al.*’, quienes encontraron que poilos Leghorn de 2 semanas de edad,
tratados con 5-FU, droga que produce reduccion en la cantidad de heterofilos,
necesitaban 4,000 veces menos cantidad de S. enterifidis para provocarles

septicemia.

Los resultados de este trabajo demuestran la participacion de los heterdfilos cecales
en el proceso inflamatorio, a los 5 y 7 dias Pi oral de E. tenefla en pollos Leghorn.
Estos dias Pi coinciden con la liberacién de merozoitos y con la ruptura y necrosis
del epitelio cecal®®. Los heteréfilos se encontraron tanto en mucosa como en
submucosa. Estos resuitados concuerdan con fos de McDougald y Reid®, quienes
encontraron infiltrado hetercofilico en la submucosa cecal, en pollos infectados con
Eimeria tenelia, conforme se desarrollan los esguizontes de segunda generacion en
fa lamina propia. También Rose et al*' encontraron aumento en los heterdfilos
sanguineos, a los 3 y 10 dias de la inoculacién con Eimeria maxima en pollos
Leghorn. En otra investigacion, Rose ef al.”®, observaron aumento de los heterdfilos
sanguineos a los 150 min Pi de £. maxima y su disminucion a los dias 1, 2y 3Pi
Huff y Clark ", demostraron la presencia de heterofilos en exudado peritoneal en
pollos Leghorn a los 15 min de la inoculacién intraperitoneal con E. tenella. La
diferencia en los tiempos de aparicion de los heteréfilos se pudiera deber a la
muestra examinada y a la especie de Eimeria empleada. No hubo diferencia entre la
cantidad de heterdfilos entre los pollos inoculados con E. tenella y los inoculados

con S. ententidis y E. tenefla, por lo que la combinacion de estos dos




microorganismos no parecen formar sinergismo para la atraccion de heterdfilos. La
falta de sinergismo se pudiera deber a que la infeccion con E. tenella induce
resistencia a la invasion por S. ententidis de higado y bazo de pollos Leghorn8°. En
esta investigacion se observé que a pesar de que la S. enteritidis produjo menor
infiltrado de heterdfilos que la E. tenella, la S. ententidis pudo causar septicemia al

haber colonizado higado y bazo.

La llegada de heterdfilos al area de infeccion de E. fenella se puede deber a
factores quimiotacticos liberados por la necrosis del epitelio, por las distintas fases
de maduracién de Ia E. tenella y por la penetracion bacteriana hacia el interior de la
mucosa®. La necrosis del epitelio puede liberar sustancias quimiotacticas para los
heterofilos como la IL-8 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFe). Ademas los
macrofagos de pollos infectados con E. tenella o £. maxima tienen mayor capacidad
de producir IL-1y TNFa®. Klasing'®, menciona que la IL-1 produce heterofilia en
pollos. Otra citocina liberada en infecciones por protozoarios son el factor
estimulante de colonias de granulocitosas, que al parecer explicaria el aumento de
HCT y del aumento de heterdfilos circulantes en pollos infectados con
£. tenelfa’™*'. Hernandez et al.®, demostraron en pollos de engorda tratados con 5-
FU e inoculados con E. tenella, que la ausencia de heteréfilos aumenta la cantidad
de ooquistes y el grado de severidad de las lesiones producidas por E. tenelfa. Huff
y Clark’®, observaron que los heterdfilos de pollos Leghorn son capaces de fagocitar
esporozoitos de E. tenella. Stabler et al*®, probaron en pollos de engorda, que los

heterofilos pueden fagocitar y lisar a la S. enteritidis, ain en ausencia de opsoninas.

En los pollos inoculados con S. enteritidis y E. tenella se abservé disminucion en la
cantidad de BCS y BST en los dias 3 y 5 Pi, con aumento de BCM en los dias 7 y
14 Pi. La disminucion de basafilos concuerda con Rose et al.”’, quienes observaron

su disminucion en duodeno, entre los dias 4 y 11 Pi con Eimeria acervulina a pollos
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Leghorn. Tambien Gray40 encontrd disminucion de baséfilos entéricos a los 4 dias
de la infeccion secundaria con Raillietinia cesticillus de pollos, sin embargo, a los

8 dias de la infeccion encontré mayor abundancia de estos granuiocitos.

La mayor cantidad de BCM encontrados al séptimo dia Pi de E. tenella con la
disminucién de BCS y BCT sugieren la posible migracion de estos granulocitos
hacia la mucesa, lo que concuerda con Natt 8 quien no observé variacion en la
cantidad de basofilos circulantes en la infeccion por E. tenella. También la
disminucion de BCM concuerda con Opengart et al®, quienes encontraron mayor
cantidad de baséfilos en la mucosa duodenal de pavos inocutados con el virus de la
enteritis hemorragica. La mayor cantidad de HCM al 5 dia Pi con E. tenella sugiere
que los heterdfilos liberen sustancias quimiotacticas para la llegada de basdfilos dos
dias después de los heterdfilos. También se debe tomar en cuenta que los basdfilos
fagocitan bacterias®®, por lo que la mayor cantidad de BCM en aves inoculadas con
E. tenella se pudiera deber a la necrosis de la mucosa cecal causada por la
E. tenella. La necrosis crea una via de entrada para bacterias cecales’' que los
baséfilos fagocitan. Esta observacién concuerda con Tellez et al¥, guienes
encontraron disminucion en la susceptibilidad a la infeccion por S. ententidis en
pollos ligeros inoculados con 10, 100 y 1000 ooquistes de E. tenella. Estas
inoculaciones no produjeron lesiones macroscopicas en ciego. Los basdfilos
también pueden estar involucrados mediante la liberacion de histamina, heparina,

cininas y prostaglandinas®

en el proceso hemorragico producido por E. tenella
entre los 5 y 7 dias Pi y los BCM inician su aumento en el dia 5, teniendo su mayor
cantidad (P<0.05) al dia 7 Pi. Estas observaciones confirman lo descrito por Rose
etal”, quienes encontraron disminucion de basdfilos en ducdeno de pollos, entre
los 4 y 11 dias Pi de Eimeria acervulina. Por lo que, el aumento o {a disminucion de
basofilos parece estar relacionado con el proceso necrético y hemorragico

producido por la E. teneffa, ya que la E. acervulina stlo produce hiperplasia del
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epitelio intestinal e infiltracion mononuclear con gran cantidad de linfocitos
intraepiteliales intestinales (IEL)*®. Finkelman y Urban® informaron que la IL-3, IL4
e IL-5 son quimictacticas para los basofifos. Por lo que se pudiera considerar que en
la migracion de baséfilos estén involucrados los IEL, ya que estos también liheran
esas interteucinas®’. Sin embargo, no se observan mayor cantidad de basofilos
duodenales en pollos infectados con E.acervulina”. Ademas, Rose ef al®,
probaron que los baséfilos no son necesarios para la migracién linfocitaria en la

infeccion en ratén con E. vermiformis.

Aunque, en la toma del dia 5, los pollos inoculados con S. enteritidis y E. tenella
presentaron escasos ECM y ECT. Estos granulocitos estuvieron en cantidad
significativamente mayor que el resto de las tomas y tratamientos, con excepcion de
los ECT de la misma toma de los pollos inoculados con E. teneffa. Este hallazgo se
pudo deber a que los eosindfilos, salieron de los vasos sanguineos por rexis, ya
que Unicamente se encontraron dos eosindfilos y estaban dentro de dos areas de
hemorragia cecal de los pollos inoculados con S. ententidis y E. tenella. Sturkie y
Griminger'®, informaron que el promedic de eosindfilos con respecto al total de
leucocitos circulantes es 2.7%. Por lo que no se puede considerar que los
eosinofilos observados en los pollos inoculados con S. ententidis y E. tenella,
participen activamente en el proceso inflamatorio. Este hecho concuerda con Rose
etal®, quienes no encontraron eosinofiia en polios Leghorn inoculados con
E. maxima. Broaddus et al.®®, Ramirez et al.** y Upton et a/.*® tampoco encontraron
aumento de eosindfilos en ratones y ratas infectadas con Eimera nieschulzi y
Eimeria separata respectivamente. Los hallazgos en este trabajo discrepan de los
de Vervelde ef al®, quienes encontraron en pollos Leghorn, gran cantidad de
granulocitos peroxidasa positivos, probablemente eran eosindfilos, Pero, estos

autores utilizaron 3-amino-9-carbazol, para marcar la peroxidasa y este cromogeno

40




produce reaccion cruzada con los heterofilos®, por lo que no se puede asegurar que

esas células sean eosindfilos.

Los pollos intoxicados con NaCl presentaron infiltrado mononuclear y no
granulocitico en SNC fo que concuerda con Baze®', quien no observé infiitracion
granulocitica en  pollos intoxicados con 1 y 1.5% de NaCl en agua de bebida.
Tambien Sinovek et al.”’ no encontraron eosinofilia en codornices intoxicadas con
0.6, 1.0, 2.0 y 3.0% de NaCl en el alimento. Sin embargo, los hallazgos de esta
investigacion, no concuerdan con Mohanty y West™, Trainer y Karstad®®, y Wages
et al. 2, quienes observaron infiltrado granulocitico en SNC en pollos, palomas y
pavos, respectivamente, intoxicados con NaCl. Las diferencias ohservadas se
pudieran deber a enfermedades secundarias a la intoxicacion por NaCl, como en el
caso de esta investigacion, donde se observo infiltrado encefalico de iinfocitos T

pleomérficos. Este infiltrado es caracteristico de la enfermedad de Marek™.

Aungue no se encontrd diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de
heterafilos cutaneos en los pollos tratados con AC. La menor cantidad de HPE, asi
como el mayor numero de HPD y de HPT en los pollos tratados con AC, concuerda
con Maxwell® quien observé menos heterdfilos en la dermis superficial y mayor
abundancia en la dermis profunda a los 30 min de |a inoculacion con AC. Huynh y
Chubb®®, también observaron mayor cantidad de heterdfilos dérmicos en la fase
aguda de polios tratados con DNCB, otro agente inductor de hipersensibilidad. Los
heterdfilos ademas han sido encontrados en su mayor cantidad, entre las 4 y 48 h
de la inoculacidn en pollos con trementina, Con-A, endotoxina de E. coli {EnT),
albtmina sérica bovina (BSA) y fitohemaglutinina (PHAY'7%%%'% | Estos hallazgos
sugieren que los heterofilos encontrados en los pollos tratados con sustancias
causantes de hipersensibilidad, migran no sélo por la reaccion inmune, sino también

como una de las primeras células participantes en el proceso inflamatorio.
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Chand et al.'® probaron que los baséfilos aviares contienen histamina y SRS-A.
Mientras que Chand y Deroth®®, asi como Chand y Eyre'® demostraron que estos
mediadores quimicos son capaces de producir reacciones inmunolégicas sistémicas
en las aves. Por lo que la infiltracion de basdéfilos, en los pollos tratados con AC, se
puede atribuir a una reaccién inmunolégica. Esta infiltracion no se ha informado
en investigaciones realizadas en aves inoculadas con AC o DNCB. Sin embargo,
Parish et al.'®® encontraron infiltrado de basofilos dérmicos en cebayos tratados
con estos haptenos. En aves inoculadas con PHA se ha descrito hipersensibilidad
basofilica cutanea (CHB)'®'* Esta hipersensibilidad se caracteriza por el
infiltrado de basdfilos, heterofilos, macréfagos, linfocitos y ocasionatimente
eosinofilos'™. El infiltrado observado en los pollos tratados con AC, tiene como
componente importante a los eosinofilos, por lo que no se puede considerar como
CHB. También se han encontrado cantidades significativas de baséfilos dentro de
las 4 h de tratamiento con EnT, trementina y BSAY¥2781® con base en lo anterior,
se demuestra que los basdfiios aviares tienen un papel importante tanto en

reacciones inmunoldgicas como en las reacciones inflamatorias agudas.

La mayor cantidad de EPE observada en esta investigacion es similar a la
encontrada por Huynh y Chubb®, Maxwell®®, asi como por Singh y Mohanty®. Lo
que demuestra que los eosindfilos estdn invoiucrados en el proceso de
hipersensibilidad cutdnea aviar. Latimer ef al’® observaron en pollos tratados via
subcutanea con trementina que la cantidad de eosinéfilos no variaba. Tomando en
cuenta estos hallazgos, parece que los eosindfilos Unicamente regulan a los
baséfilos en las reacciones de hipersensibilidad aviar. En mamiferos, los eosindfilos
aparecen en las inflamaciones agudas y al final de las subagudas, ademas de
procesos de hipersensibilidad®. Sin embargo, estos eosindfilos presentan PBE. Las

funciones principales de esta proteina son lisar parasitos, producir liberacion de
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histamina y neutralizar la heparina de los basofilos®. Los granulos de estos
leucocitos también contienen histaminasa, cininasas y peroxidasa entre otra
enzimas. Ademas, exhiben receptores de membrana para 1gG, IgE, IgM, IgA, IL-2,
IL-5, la fraccion C3b del complemento, leucotrieno B4, histamina y glucocoﬂicoidess.
En las aves los eosinofilos no contienen PBE. sin embargo, se han encontrado
grandes niveles de histamina circulante en pollos que sufren un proceso
anafilactico®™ 2. En las aves no existen la IgG y la IgE, perc tienen la IgY que
interviene en procesos de hipersensibilidad™. Por lo que es posible que los
eosinofilos aviares tengan receptores para algun subtipo de IgY, pero carezcan de
algunos de ofros receptores y enzimas que intervengan en las reacciones

inflamatorias.

Con base en los hallazgos de esta investigacion, se concluye que las tinciones
utilizadas diferenciaron correctamente a los granulocitos de pollos Leghorn de 4
semanas de edad, inoculados con S. enteritidis fagotipo 13, con E. tenelfa MORS0
y con S. enteritidis fagotipo 13 y E. tenella MORB80, asi como, los granulocitos de
los tratados con AC. También se encontré que la funcidn de los heterdfilos es
principalmente en la fase aguda de la inflamacion producida por S. enteritidis y por
AC. Asi como, en la fase de liberacién de merozoitos de ia infeccion por E. tenelfa.
Sin embargo, los heterdfilos no parecen tener papel importante en la reaccion de
hipersensibilidad cutanea producida por AC. Los basdfilos parecen tener
importancia tanto en procesos inflamatorios agudos como en reacciones de
hipersensibildad cutanea. Ademas, los basofilos pudieran estar regulados en los
procesos inflamatorios por los heterdfilos y en las reacciones de hipersensibilidad
por los eosindfilos. Los eosindfilos solo juegan un papel importante en las
reacciones de hipersensibilidad cuténea y no parece que intervengan en los
procesos inflamatorios asociados a agentes infecciosos como S. ententidis v
E. tenelfa.
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