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RESUMEN

WONG GONZALEZ ROSA ANA. Inmunoprofilaxis mediante linfocinas aplicadas in
ovo y en pollos de engorda contra la infeccion por Salmonella gallinarum. (Bajo la
asesoria de: MVZ., Ph. D. Guillermo Téllez Isaias; MVZ, E.P.A. Jose Antonio
Quintana Lopez; DMV., Ph. D. Billy M. Hargis.)

En los 2 primeros experimentos, se evalud el efecto profilactico de linfocinas
derivadas de aves inmunizadas ya sea con Salmonella enteritidis (Se-ILK) o
Salmonella gallinarum (Sg-ILK) en pollos de engorda infectados experimentalmente
con Salmonella gallinarum. Al dia de edad, se les inyectd via peritoneal con .5ml de
Se-ILK, Sg-ILK o linfocinas de aves no inmunizadas (NILK). Treinta minutos
después, todas las aves fueron desafiadas via oral con 10* ufe (unidades
formadoras de colonia)/ml o 10° ufc/ml de Salmonelia gallinarum. A 10 dias
posinoculacidn (p.i.) se evalué ganancia de peso, mortalidad, cultivo directo de
higados de la mortandad, e invasion en 6rganos de aves sobrevivientes. El
tratamiento con Se-ILK indujo una proteccion significativa contra |a infeccion por
Salmonella en comparacion con NILK, seglin se indica por: aumento significativo en
la ganancia de peso (P<0.05), reduccién significativa en invasidn a organos (P<0.01)
y mortalidad (P<0.05) en pollos desafiados con 10* o 10° ufc de Salmonella
gallinarum. Con la administracién de Sg-ILK a diferencia de las NILK se observo:
descenso significativo en mortalidad sdlo en pollos desafiados con 10* ufc de
Salmonella gallinarum; disminucién significativa en la invasion de érganos por
Salmonella al cultivo de aves muertas (P<0.01) y sobrevivientes (P<0.05); un
significativo aumento en la ganancia de peso corporal (P<0.05) unicamente en dosis
haja. En el tercer experimento, para evaluar el efecto in ovo de Sg-ILK, se inyecté en
amnios Sg-ILK o NILK al dia 18 de incubacidn; se determind el nimero de pollos
nacidos y peso corporal, posteriormente fueron desafiados con 10° de Salmonella
gallinarum. A diez dias p.i. se estudic mortalidad, ganancia de peso corporal e
invasion en organos. El tratamiento de Sg-ILK in ovo, causé un aumento significativo
en la ganancia de peso (P<0.05). La mortalidad en pollos tratados in ovo con Sg-ILK
fue significativamente menor los dias 3, 4, 5, (P<0.01) y 6 p.i. (P<0.05) en contraste
con NiLK. Sin embargo, al cultivo de la mortandad y en mortalidad a 10 dias p.i. no
hubo diferencias significativas comparado ambos tratamientos. Al cultivo de pollos
sobrevivientes se observd una reduccion significativa (P<0.05) en la invasion de
drganos por Salmonelia. Los resultados de estos experimentos sugieren que la
administracion profilictica de Se-ILK o Sg-ILK, pueden reducir significativamente la
mortalidad e invasién en drganos por una cepa virulenta de S. gallinarum en pollos
de engorda. Ademas de nueva informacidn con respecto a la longevidad de
proteccion, resistencia contra un serotipo de Salmonelia antigénicamente diferente e
incremento en el desarrollo corporal en las aves. La administracion in ovo de Sg-iLK
no altera el porcentaje de nacimientos, otorga un electo protectivo durante los
primeros 5 dias posdesafio en mortalidad e invasion en drganos de dicha mortalidad
en pollos de engorda,



ABSTRACT

WONG GONZALEZ ROSA ANA. Immunoprophylaxis of lymphokines administered
in ovo and in broiler chicks against Salmonelia gallinarum.

In the first 2 experiments, the prophyiatic treatment of neonatal broiler chicks with
derived from S.enteritidis (Se)- or S. gaflinarum (Sg)-immunized chickens (Se-iLK or
§g-ILK) was evaluated for their effect on the birds resistance to an experimental
infection with S.gallinarum (Sg). On the day of hatch, chicks were administered
intraperitoneally (IP) .5ml of Se-ILK or 8g-ILK or contral ponimmune lympokines
(NILK). Thirty min later, all chicks were gavaged with either 10* cfu or 10° cfu Sg. At
10 days after challenged were evalueted: weight gains, montality, and organ invasion
of Sg in the birds that died during the experiment, and in the chickens that survived
at 10 days postinoculation (Pl). The prophylactic treatment of chickens with Se-ILK
induced significant proctection against organ invasion Sg infections when compared
to NILK as evidenced by; 1) significant reduction (P< 0.5) in the mortality of chicks
challenged with either 10* and 10° cfu Sg (79.4% and 33.4%, respectively); 2)
increased average weight gains of chicks challenge with either 10* and 10° cfu Sg
{15g and 339, respectively), and 3) a significant (P< 0.01) reduction in the number of
Sg-organ-culture positive chicks. The prophylactic treatment of chickens with Sg-ILK
induced significant protection against Sg infections when compared to NILK as
evidenced by: 1) significant reduction (P< 0.5) in the mortality only in the chicks
challenged with 10* cfu Sg; 2) increased average weight gains of chicks challenged
with 10° cfu Sg; and 3) a significant (P< 0.01) reduction in the number of Sg-organ-
culture positive chicks. In the third experiment, the effect, of in ovo administration
with Sg-immune lymphokines on hatchability, hatch weight, and resistance to an
experimental infection with Sg was investigated. On day 18 of embriogenesis,
injections were made into the amnion with either Sg-ILK or nonimmune ILK (NILK).
On the day of hatch, the chicks were orally challenged with 10° cfu Sg. At 10 days
after challenged were evalueted: weight gains, mortality, and organ invasion of Sg in
the birds that died during the experiment, and In the chickens that survived at 10
days pi. Hatchability of Sg-ILK-and NILK treated chicks was not different from that of
untreated chicks. Hatch weight of ILK-treated chicks were approximately 2g more
(P< 0.05) than that of NILK-treated. In the mortality in Sg challenge of Sg-ILK-treated
chicks there were a significant reduction in the days 3, 4, 5 and 6 pi as compared
with the NILK-treated. However, there was not differences in the mortality at ten days
postchallenge between Sg-lLK- and NiLK-treated chicks. The treatment in ovo with
Sg-ILK resulted in significant (P< 0.05) increase in welght gains of chicks. Qrgan
invaslon with Sg was markedly and significantly decreased in the Sg-lLK-treated
chicks as compared with chicks treated with NILK. The results suggest that the
prophylatic administration of Se-ILK or Sg-ILK can significantly reduce the mortality,
and organ infectivity of Sqg, and provides important new Information on the longevity
of the protective response, enhanced resistance against an antigenically different
Salmonella serotype, and enhanced bird performance. The results suggest that in
cvo administration of Sg-lLK con significantly reduce the mortality, and organ
infectivily of Sg in broiler chicks, during the first 5 days of life.
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TIFOIDEA AVIAR

La Tifoidea Aviar (TA) se encuentra presente en la avicultura comercial
de algunos palses de Latinoamérica, Africa y Medio Oriente (67). En México
se ha detectado en los estados de Chiapas, Guadalajara, Puebla, Hidalgo,
Tiaxcala, Toluca, Coahuila y Durango por laboratorios de diagnastico (50). La
enfermedad afecta principalmente a las aves de postura y reproductoras, su
prevalencia se ve favorecida ante las deficientes medidas higiénico sanitarias
en varias de las explotaciones de reproductoras. El tipo de ransmision de la
enfermedad, vertical y horizontal causa que las aves enfermas y portadoras
perpeten y difundan la enfermedad (59,67). Las aves infectan no solo a su
propla generacion, sino también a generaciones sucesivas, en virtud de la
transmision a través del huevo. Este tipo de explotaciones puede constituir un
reservorio importante de la infeccian (59,67).

Las pérdidas econdmicas en la avicultura mexicana por la TA a través
de los afios, se han presentado por la mortalidad en aves adultas y jovenes,
disminucion en la produccion de huevo, retraso en el crecimiento, baja fertilidad
e incubabilidad en aves reproductoras, gastos que derivan de su control y
programas de erradicacion (34,59,70,86).

" La Salmonella gallinarum agente etilégico de la TA, es un bacilo corto,
Gram-negativo, inmdvil, que no forma esporas ni contiene capsula, es aerobio
o anaerobio facultativo (6,68,59). Posee el antigeno "O" somatico 1, 9, y 12.
No posee los antigenos "H” flagelar, ni*"Vi* capsular (68,59 ).

Una vez que S. galinarum entra por via oral, pasa al {racto
gastrointestinal, donde se confronta con la actividad microbicida def extracto de
intestino delgado (que contiene ribonucleasas, enzimas protecliticas, tripsina y
lisozima (71). Ya presente en intestino grueso y ciegos se ve favorecida su
mulliplicacidn y colonizacion debido a fa baja motilidad, pH alcalino y una
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general carencia de enzimas digestivas (57). Posteriormente se adhiere a las
células epiteliales de la mucosa, mediante moléculas (adhesinas) como por
ejemplo la fimbria o pili, expresadas en la superficie de la bacteria, facilitando
su colonizacion y penetracion (11,12). Las bacterias no adheridas son barridas
fuera del contenido luminal por medios mecénicos tales como la accion ciliar,
peristalsis y excrecion (11). Después de atravesar la capa de células
epiteliales encuentran la membrana basal, la cual acttia como un filtro y puede
en algin grado detener la infeccion; pero la integridad funcional de la
membrana es pronto abatida por la inflamacion o el dafio celular epitelial (21).
En este punto, mediante invasidn alcanza el tejido subepitelial y aqui esta
expuesta a tres importantes sistemas de defensa del hospedador: fluidos
tisulares, sistema linfatico y células fagoclticas. Al ser la Salmonella bacteria
intracelular facultativa gana acceso al lumen de un linfalico subepitelial o vaso
sangulneo como un microorganismo libre o después entra a una célula movil
(leucocito) transportandola a otras partes de! cuerpo (26). En sangre causa
anemia hemolltica severa con pérdida de méas del 70% de ios eritrocitos
circulantes originales. Se piensa que los eritrocitos modificados por la
endotoxina presente en la bacteria son eliminados por el sistema
reticuloendotelial (8); Por otro lado la S. gallinarum invade 6rganos internos
principaimente hlgado, bazo, rifidn, corazén y ovarios (37,70). En higado se ha
reportado que los hepatocitos son altamente permisibles para el crecimiento de
la salmonella, la cual sobrevive a los mecanismos microbicidas de células
Kupffer, continta la invasién y crece cerca de fos hepatocitos, antes de entrar
en ellos, primero debe sintetizar nuevas protelnas de membrana (88).
Adicionalmente los mecanismos tempranos de defensa son necesarios para
controlar esta fase en el proceso de infeccion (mediada por polimorfonucleares)
y dias después por la respuesta mediada por linfocitos (37,74,88). La infeccion
disminuye cuando el sistema inmune sigue con la eliminacion de la bacteria



antes de que se desarrolle signologia clinica. Alternativamente, el dafio en
tejidos aumenta a un nivel significativo antes de que el sistema inmune pueda
controlar al agente patégeno de manera efectiva, manifestindose la
enfermedad clinicamente (37,74).

Un ave en la fase aguda de la enfermedad, es capaz de excretar la
bacteria en las secreciones de la boca, oculares, nasales y por heces,
contaminando rdpidamente alimento, agua y cama, convirtiéndolos en fuentes
de infeccién y favoreciendo asi la rapida diseminacion de la enfermedad. Las
aves que se recuperan y entran a la fase cronica, eliminan la bacteria a través
del huevo (34,39,68).

El periodo de incubacioén de la enfermedad es de 4 a 5 dias, aunque
puede variar de acuerdo con la virulencia del microorganismo (70).

Aunque la TA se considera una enfermedad de aves adultas, se ha
demostrado que las aves de todas las edades son susceptibles (67,70,93).

Los signos observados en pollos jovenes o recién nacidos que
provienen de huevos infectados muestran somnolencia, pobre crecimiento,
debilidad, inapetencia y empastamiento fecal en la cloaca, o bien un
excremento blanquecino rico en uratos debido a un proceso de deshidratacion
y muerte. En aves adultas se observa sibito descenso en el consumo de
alimento, decaimiento, cresta palida y doblada, diarrea verdosa o amarillenta,
renuencia a moverse. En gallinas gravemente enfermas cesa la produccion de
huevo debldo a la infeccién ovarica (68,70).

Las lesiones presentes en pollitos se confinan principalmente a higado,
bazo y rifiones. El higado y bazo muestran un notable aumento de tamario,
puntos necréticos blanquecinos focales o multifocales; los rifiones se observan
inflamados y aumentados de tamafio; pulimones, corazon y mollejas pueden
presentar abscesos. Las aves adultas que padecieron un curso crénico o

subagudo presentan el higado, bazo y rifidn aumentados de tamaiio, el higado



presenta un color café verdoso o bronceado con puntilleo necrético
blanquecino ademas una enteritis catarral hemorragica, los ovarios se
observan flacidos, hemorragicos y algunas veces con ruptura (70).

Para el diagndstico definitivo de TA se requiere aislar e identificar la S.
gallinarum; la historia de la parvada, los signos clinicos y las lesiones son
altamente sugestivas; los hallazgos seroldgicos mediante aglutinacion en placa
o hemoaglutinacién pueden ser provechosos en aves de crecimiento y adultas
para llegar a un diagnéstico presuntive (34,70). S. gallinarum es facilmente
aislada de organos viscerales, siendo el higado y bazo los drganos de
preferencia para el cultivo (B).

Actualmente en México, cuando se presenta una infeccién a nivel de
progenitoras, la parvada debe ser eliminada por completo. En el caso de
gallinas reproductoras, se debe muestrear al 100% de las aves, y eliminar a las
reactoras positivas. Ademas se emplea el tratamiento masivo con antibiético
y la vacunacién sobre brote con la vacuna 9R (59). Sin embargo, fa proteccién
conferida por Ila vacuna es minima ante cepas muy virulentas de S. gallinarum
(14). En muchas ocasiones, la culminaciéon de todos los esfuerzos por
controlar el brote ya presente, es el envio de la parvada al rastro (34,59).



PARATIFOIDEA POR Salmonella enteritidis

La infeccion por Salmonella enfentidis en aves existe en todas partes
del munda (26) can exepcidn de los paises Escandinavos (63). El nimero de
aislamientos de S. enferitidis se ha incrementado considerablemente en los
uitimos 10 afos en el norte de los Estados Unidas, representando el 18% y en
Europa del 50 al 90% de los brotes de salmanelosis, esta especie se ha
encontrado junto con S. typhimunum (10,35,63); en los Estados Unidos los
brates de salmonelosis han sido reportados en 40,000 casos y han muerte 500
personas y los costas en tratamientos han excedido los $50 billones de ddlares
anualmente (35). En México los casos de salmonelosis registrados en
humanas durante 1987 ascendieron a 68423 y para 1991 se incrementd a
105,104 (87); quiza el principal problema en la industria avicola es que S.
enteritidis se asocia a una contaminacion del huevo debido a la transmision
vertical, trayendo como consecuencias grandes pérdidas econdmicas en el
sector avicala (19,24,27 81).

La epizoaticlogla del complejo de S. enteritidis en 1as aves puede ocurrir
en diferentes etapas del ciclo productiva {en los primeros dias de edad, al
momento de la madurez sexual y durante la induccidn de la pelacha) (63). En
aves jOvenes la mortalidad se preserta en las primeras 2 semanas despues de
la incubacion, con las mas altas pérdidas entre el 6° y el 10° dia; en brotes
agudos los signos no pueden ser notados y se ha observado un 80% de
mortalidad. Brotes agudo en aves semimaduras y aduitas bajo condiciones
nalurales son raras, generalmente no muestran signos aparentes (31,34),
Gnicamente se ha observado depresion de la produccion de hueveo (26); sin
embargo estas gallinas actiian como transportadoras de la infeccion intestinal
por largos periodos (34).



La Salmonella ententidis puede ser aislada a partir de los seres
humanos y de muchas especies animales entre las que se encuentran;
bovinos, equinos, perros, gatos, roedores y las aves. También es posible su
aislamiento a partir de alimento y agua de bebida. Esto demuestra que la
transmisidn vertical, no es necesariamente la via mas importante de difusién de
la bacteria (26,33). En Holanda durante 1992 se reporta que el 40% de los
brotes de S. ententidis en pollos de engorda y gallinas de postura fue causada
por la transmisién horizontal y para 1993 la gran mayoria de los casos fueron
por transmisidn horizontal (31).

Despuies de la inoculacién oral de las gallinas, Sa/monella enteritidis
coloniza el tracto gastrointestinal y, a menudo, invade subsecuentemente y
se disemina hacia varios drganos intemos y, en ciertas instancias, se
deposita en el contenido de los huevos (26). Al ser una bacteria Gram-
negativo, mévil, intracelular facultativa con antigenos somaticos 1, 9, 12 y
antlgenos flagelares g y m (26,34) induce €l desarrollo de la respuesta inmune
de tipo celular. Esta inmunidad celular consiste en diferentes reacciones: fa
fagocitosis y destruccidn de los microorganismos por los macréfagos los cuales
presentan el antigeno procesado a linfocitos T, estos responden dividiéndose
repetidamente originando células de memona y efectoras; estas ultimas
sintetizan y secretan proteinas llamadas linfocinas, las cuales son un
importante componente de la inmunidad celular (37,74).



INMUNIZACION in ovo

Estructuras y crecimiento embrionario
Las membranas del cascardn mantienen la integridad microbiol6gica del

huevo, permitiendo la difusion de gases dentro y fuera del huevo (61,75). La

distribucién de gases dentro del huevo es facilitado por la membrana
corioalantoidea altamente vascular, la cual sirve como el 6rgano respiratorio del
embrién. La formacidn de esta membrana ocurre adyacente a ila membrana
del cascardn. Durante el desarrolio, alrededor del tercer dia esta membrana
forma una cavidad relativamente amplia conocida como saco alantoideo, el
cual contiene entre 5-10 ml de liquido (32,61). Su funcion es oxigenar la
sangre del embrion y eliminar el bibxido de carbono, elimina las excreciones
del rifdn embrionario y las deposita en la cavidad alantoidea, ayuda en la
digestién de la albumina y la absorcion de calcio del cascarén (61). El embridn
se encuentra rodeado por la membrana amniética formando el saco amniético,
el cual contiene 1-2 ml de liquido que le sirve al embrién para flotar durante su
desarrollo. Elsaco vitelino localizado aproximadamente en el centro del huevo,
envuelve a la yema y secreta una enzima que cambia el contenido de la yema

a una forma soluble para que el material alimenticlo pueda ser transportado y

absorbido por el embrién en desarrollo (32,61,75).

Durante las primeras 24 horas de incubacion hay varios procesos
embrionarios.

Primer y segundo dia: Se inicia el desarollo del corazén y de los vasos
sanguineos, a las 12 horas el corazén comienza a latir, fomentando la
circulacion de la sangre con la unién de los vasos sanguineos del
embridn al saco vitelino; desarrolio del segmento del mesodermo,
estructura de forma alargada que se desarrolla a ambos lados de la
médula espinal. A partir de esta, se desarrollan el hueso y el musculo.
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Aparece el aparato digestivo, la columna vertebral, sistema nervioso y
formacion de cabeza, ojos y oldo (32,61).

Tercer al quintodla: formacion de nariz y alas, desarrollo de piemgs. rotacion
del embridn y aumento rapido del sislema circulatorio. Los drganos
reproductores se diferencian y se desarrolla f sexo, el corazén empieza
a tomar su forma definitiva y el drea vascularizada del saco vitelino
cubre dos terceras partes de la yema. En este petiodo ya se
encuentran todos fos trganos del cuerpo (32,61).

Sexto al décimo dia: Pico y diente del nacimiento empiezan a tomar su forma
nomial, movimientos voluntarios del embrion, rapido desarrolio del
cuerpo, aparecen los foliculos de las plumas, y el origen de las regiones
emplumadas, aparecen los dedos al igual que las escamas de los tarsos
(32,61,75).

Undécimo al decimocuarto dia: aparecen las paredes del abdomen, se
observan los intestinos en el saco vitelino, ef esqueleto se empieza a
calcificar, la mayor parte de los 6rganos estan diferenciados. El embrion
rota a una posicién paralela al eje longitudinal del huevo, con fa cabeza
orientada hacia el extremo més ancho del hueva (81.75).

Decimoséptinio al vigésimo dia: La cabeza gira de modo que el pico se coloca
debajo de! ala derecha, el saco vitefino empieza involucionar hacia la
cavidad abdominal a través del ombligo. Elembrion ocupa toda el area
del cascardn, excepto la cdmara de aire. Se inicia la cicatrizacion del
ombligo. Con el pico rompe la membrana interna del cascarén legando
a la cdmara de aire, comienza la respiracién pulmonar (61,75).

Vigésimo primer dla: después de plcar el cascardn, descansa por varias horas,
luego corta una linea circular alrededor del cascardn en direcclon
contraria a las manecillas del reloj (61,76).



Aparece el aparato digestivo, la columna vertebral, sistema nervioso y
formacidn de cabeza, ojos y oldo (32,61).

Tercer al quinto dla: formacion de nariz y alas, desarrollo de pierngs. rotacion
del embrién y aumento rapido del sistema circulatorio. Los drganos
reproductores se diferencian y se desarrolla el sexo, el carazén empieza
a tomar su forma definitiva y el &rea vascularizada de! saco vitelino
cubre dos terceras partes de la yema. En este perlodo yase
encuentran todos los érganos del cuerpo (32,61).

Sexto al décimo dla: Pico y diente de! nacimiento empiezan a tomar su forma
normal, movimientos voluntarios del embrién, rapido desarrollo del
cuerpo, aparecen los fullculos de las plumas, y el origen de las regiones
emplumadas, aparecen los dedos al igual que las escamas de los tarsos
(32,61,75).

Undécimo al decimocuarto dia: aparecen las paredes del abdomen, se
observan los intestinos en el saco vitelino, el esqueleto se empieza a
calciﬁcér. la mayor parte de los 6rganos estan diferenciados. El embridn
rota a una posicién paralela al eje longitudinal del huevo, con la cabeza
orientada hacla el extremo mas ancho del huevo (61,75).

Decimoséptimo al vigésimo dla: La cabeza gira de modo que el pico se coloca
dehajo del ala derecha, e! saco vitelino empieza involucionar hacia la
cavidad abdominal a través del ombligo. El embrién ocupa toda el area
del cascardn, excepto la camara de aire. Se inicla la cicatrizacion del
ombligo. Con el pico rompe la membrana interna del cascardn llegando
a la cdmara de aire, comienza la respiracidn pulmonar (61,75).

Vigésimo primer dla; después de picar el cascarén, descansa por varias horas,
luego corta una linea circular alrededor del cascarén en direccion
contraria a las maneciilas del reloj (61,76).



Deteccl6n y actividad de leucocitos en embrién de pollo

Estudios realizados por Janse ef al. (1991) empleando anticuerpos
monoclonales especificos para fagocitos mononucleares y leucocitos,
encontraron macrofagos en saco vilelino y bazo al noveno dia, en intestino,
bolsa de Fabricio y timo al décimo dla, y en hlgado al dia 12 de incubacion.
Los primeros leucocitos fueron detectados el dia 6 en saco vitelino, ei dia 8 en
bazo, también se encontraron en hlgado e intestino al noveno dla y en bolsa de
Fabricio como en timo el dia 10. Ademds determinaron mediante ta inyeccion
de carbono coloidal y el antigeno FITC-Ficoll, actividad fagocitica por
macrofagos y células reticulares en bazo e higado (39).

Allsep et al. (1990) reportaron en el conteo diferencial de célutas biancas
en embrién de pavo, un gran numero de heteréfilos en sangre periférica ef dia
12 de incubacion, constituyendo el 66 al 80 % de! total de leucocitos en sangre.
Los segundos mas numerosos fueron finfocitos con un 10 al 33 %. En embrién
de pollo los niveles encontrados de heterdfilos el dia 15 son entre un 80 y 90
%, y los eosinofilos, baséfilos y monocitos constituyen menos dei 10 % (5). Se
menciona que una vez encontrade heterdfilos en circulacion periférica en
embrion de aves su concentracion se incrementa antes del nacimiento (73).

Distribucién de Inmunoglobulinas

Se ha determinado en huevo fértil, concenfraciones de IgA, igG e igM
en yema, slendo 1gG cuantitativamente la de mayor concentraciéon (91). t.a
concentracion promedio de IgG en yema es de 8.7 mg/mi, en saco vitelino a los
14 dias de vida embrionaria se encuentra en 5.7 mg/ml, y conforme se acerca
el nacimiento disminuye aun méas (40). Esto es debido en parte, por la gran
cantidad de fluldo en movimiento de la clara al saco vitelino, durante el tercer y
quinto dia, que ocasiona una dilucion del contenido del saco vitelino. La
transferencia de 1gG dentro de la circulacidn del embrion comienza alrededor
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del dia 12 (40,46). Se ha determinado entre los 19 y 21 dias aumento en Ja
concentracion de IgG en suero fetal (40).

Las inmunoglobulinas IgM e IgA se encuentran durante los primeros 10
dlas de vida embrionaria en la clara, por lo cual su concentracién es baja o casi
nula en saco vitelino durante este perlodo (40). Se han encontrado estas
inmunoglobulinas en liquido amnitico comenzando el dia 11 del desarrollo
embrionario después de la ruptura de la conexion sero-amnidtica (75). La
concentracion promedio reportada el dia 21 en saco vitelino de IgM es de
0.145 mg/ml y de IgA 0.207 mg/ml, y su presencia probablemente, es debida a
la sintesis por el embrion o resultado de su transferencia desde la clara al saco

vitelino, durante el tltimo tercio de! desarrollo embrionario (40).

Investigaciones en Embridon de Pollo

El embrién de pollo hasta el momento, ha sido uno de los sistemas
hospederos mas usados para el aislamiento, propagacion y caracterizacion de
virus aviares y para la produccién de vacunas virales (77); En gran parte se
debe a su disponibilidad y cantidad durante todo el afio, bajo costo por unidad,
facilidad de transporte en gran nimero, facil manejo y obtencién de resultados
en un periodo corto (76).

En los Ultimos 10 aflos se han empleado exitosamente como modelos
experimentales para la inmunizacion de aves (2,3,79,80). Se ha determinado
que la exposicién prenatal a ciertos antigenos induce una alta y sostenida
respuesta de anticuerpos (56).

Ahmad et al. (1992) reportaron en pollos, que dias antes del nacimiento,
éstos ya han desarrollado cierto grado de respuesta inmune ante agentes
extrafios al organismo (2). Sharman (1981) demostré que pollos nacidos de
embriones inoculados el dla 18 de incubacién con vacuna hemesvirus de pavo
contra la enfermedad de Marek y desafiados con hempes virus, presentaron una
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mayor resistencia al desaffo en comparacion con pollos vacunades al primer
dia de edad;, La vacunacién embrionaria no afectd la incubabilidad o la
sobrevivencia de los pollos. La ruta de inyeccién ya sea en saco vitelino,
cuerpo del embrion o fluido amnidtico fue igualmente efecliva en inducir
resistencia contra el desafio con herpes virus (79). En estudios similares,
realizaron la vacunacion embrionaria inyectando una mezcla de vacunas
(Infeccidn de la Bolsa de Fabricio y Marek) ohteniendo proteccién a las 3
semanas del desaflo con virus virulento de ambas enfermedades (80). Ahmad
el al. (1992,1993) mostraron que pollos y pavos pueden ser inmunizados
mediante la inyeccion in avo con vacuna contra la enfermedad de Newcastle
(2,3).

Las investigaciones han demostrado que la administracién in ovo de
vacunas contra infecciones por virus puede resultar en proteccion contra éstos
y otros patdgenos al nacimiento del pollo. Ademas, se ha desarrollado una
maquina para inyectar huevos fértiles de uso comercial. La maquina fue
disefiada para transferir embriones los dias 18 0 19 a la nacedora mientras se

inyectan a un ritmo de 30,000 huevos por hora (48).
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PRIMERA LINEA DE DEFENSA CONTRA Salmonella spp.

La proteccion contra una varledad de bacterias intracelulares
facultativas incluyende Salmonella, es primariamente dependiente de la
respuesta inmune mediada por células; Imientras que los {actores inmunes
humorales tienen poco o nulo valor protectivo (16,88). Asi un mecanismo
temprano de defensa existe, para prevenir patégenos con un coito tiempo de
generacion, desde su multiplicacién en un nimero capaz de abrumar alguna
inmunidad desarrollada por linfocitos T (88).

E! fagocito al ser la parte mas importante del sistema de defensa innato
de!l hospedador, opera contra la invasién del microrganismo después de un
dafio a la supetficle epitelial (62). En general hay dos tipos de céluias
fagociticas especializadas, los macréfagos y los polimorfonuclearas {(PMN)
{49,62,74).

Los macrdfagos derivan de células (monocitos) circulantes en sangre
periférica pracedentes de la médula ésea; tienen varias funciones ademas de
la fagocltica actdan como células presentadoras de antigenc procesado, a
linfocitos y como células secretoras de monocinas (83). Estructuralmente,
presentan lisosomas que contienen peroxidasa e hidrolaza, Otles en la
destruccion de microorganismos (74); poseen receptores para citocinas tales
como Interleucina-4 (IL-4), interferén-5 (IFN-8) y Factor inhibidor de la
migracién (MIF). Por consiguiente, Ia funcién de estos puede ser incrementada
por linfocinas derivadas de linfocitos T a través de estos receptores (74,83).

Los PMN son producidos en a médula ésea, su funcién predominante
es la fagocitosis. No muestran alguna especificidad inherente por los
antigenos, pero juegan un importante funcién en la inflamacion en contra de los
microorganismos (5,74). Existen lres tipos de PMN: los heterofilos (neutréfilos
en mamiferos), los baséfilos y los eosindfilos (43,47). Los heterdfilos,
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constituyen el 70% del total de leucocitos en sangre, son capaces de producir
sustancias bactericidas tales como perdxido de hidrogeno, superdxido vy
lactoferrin en respuesta a la estimulacion por citocinas asl como por
lipopolisacaridos (LPS), sobre receptores especificos favoreciendo la activacion
de mecanismos bactericidas (15,45,82). El receptor activado por LPS es
CD14, el cual controla la expresion de los receptores CD11b y CD18
importantes en la fagocitosis y en la adherencia de neutrofilos a los endotelios
(52). Las cilocinas secretadas por estas células fagociticas incluyen
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), y factor de necrosis tumoral. Estos
factores secretados pueden promover la migracion, fagocitosis, e interaccion
con células asesinas, monaocitos, y linfocitos (69).

Canning et al. (1989) evaluaron el efecto in vitro del INF-& en neutréfilos
de bovino ante Brucella abortus, obtuvieron un incremento del metabolismo
oxidativo y la enzima mieloperoxidasa resultando en una mayor habilidad del
neutrdfilo para matar B. abortus (17). Se ha reportado en aves que los
heterdfilos son metabdlicamente activados y atraldos hacia el tejido dafiado,
por liberacion de IL-1 (69).

Cuando S. enteritidis u otras salmonelas penetran en el intestino, se
inicia una respuesta inflamatoria caracterizada por el flujo de un gran nimero
de células PMN al sitio de infeccidn (44). En las aves, estas células provienen
de la sangre, siendo originalmente producidas por células de la médula dsea,
Una vez en el sitio de infeccion, los PMN parecen intervenir en dos distintos
mecanismos:

i) fagocitosis directa y muerte de bacteria extracelular con o sin opsonizacién
seguida de la penetracion del epitelio intestinal por PMN.
ii) células infectadas por bacterias son lizadas por PMN los cuales se acumulan

en el sitio de infeccion y luego es ingerida la bacteria liberada por los mismas
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PMN. Estos actlan anles que los macréfagos arriben al sitio de Inflamacion
(43,44,74).

Cuando los PMN o macréfagos se adhieren a las baclerias se inicia el
proceso de fagocitosis (22,62).

En dicho proceso estan involucradas diferentes etapas secuenciales:
quimiotaxis, adherencia, endocitosis, incremento en el metabolismo general de
las células fagociticas, formacién del fagosoma, interaccion fagosoma-lisosoma
para formar el fagolisosoma, mecanismos para la destruccion del agente y
finalmente la expulsién del material de desecho durante el proceso de la
exocilosis (1,22,62,74).

La fagocitosis no es suficiente para eliminar el agente, ésta debe ser
seguida por muerte y digestion intracelular de la bacteria (1,18). Se han
descnito diferentes mecanismo de liquidacién bacteriana por parte de los
fagocitos, los mas importantes son: actividad bactericida dependiente del
oxigeno, via del éxido nitrico y cambios en el pH del fagolisosoma (4,15,52,90).

Stabler et al. (1994) estudiaron las Interacciones de S. enteritidis, con
heteréfilos y monocitos de la aves, concluyendo que dichas células juegan un
pape! determinante para evitar la presentacion de un cuadro clinico en las
aves, por S, enlerilidis, ya que los heteréfilos, y en menor grado los monocitos
la fagocitan y destruyen eficazmente (82). Investigaciones realizadas por
Kogut ef al (1994c) sugieren que los hetersfilos son extremadamente
importantes en controlar la inicial diseminacién en érganos por S. enteritidis y la
subsecuente patogenia de la enfermedad en pollos (44).

Por otro lado, estudios realizados in vitro determinaron que el macrofago
de aves es relativamente ineficients en la destruccion de Saimonella en
comparacién con el heterdfilo aviar (82). Se ha observado en higado que S.
typhimurium puede sobrevivir en células Kupffer dentro del fagosoma, debido a
que inhibe la fusidn fago-lisosoma (88). La adhesion de citocinas como IFN-§,

15



TNF-a (liberadas principalmente por linfocitos T), a receptores de macrafagos
aumenta su activida bactericida gracias a la formacién de oxido nitrico y otros

mecanismos microbicidas (65,74,84,90).
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PROTEINAS SOLUBLES SECRETADAS POR LINFOCITOS T

Los linfocitos T CD4, al reconocer el antigeno sobre la superficie de!
macréfago asociado con moléculas de clase |l del complejo principal de
histocompatibiidad (CPH), més la liberacion de IL-1, incrementan el
metabolismo de dichos linfocitos ocasionando divisién, sintesis y secrecion de
diferentes citocinas (49,74,84).

Las citocinas son protelnas de bajo pesc molecular, usualmente entre
15 y 25 kDa. Actian de forma transitoria y la mayorla actuan localmente,
aunque IL-1 y IL-6 pueden mediar la secrecion de protelnas en fase aguda
desde el higado. Presentan multiples efectos en distintas dreas;

i) control del crecimiento de linfocitos.

i) activacion de mecanismos de la inmunidad innata (incluyendo inflamacion).
iii) control de la hematopoyesis en médula 6sea.

iiii) reparacion del tejido (13,49,74).

Estas proteinas solubles pueden actuar secuencialmente, y asi a través
de una citocina inducir la produccion de otra o por transmodulacion de los
receplores por otra citocina; pueden actuar también en forma sinérgica o
antagoénica (74,84).

Los iinfocitos T CD4 se han dividido en TH1 y TH2 segtn el tipo de
linfocinas fiheradas. Asf os TiH1 producen linfocinas tales como: IL-2, una de
las mas {mportantes encargada de regular, activar e! crecimiento y la
diferenciacion de la misma TH1, TH2, CD8, y linfocitos B. También secretan
IFN-5, Factor de necrosis tumoral (TNF-«) entre otras que intervienen en
diversas funciones relacionadas con citotoxicidad y reacciones inflamatorias
focales. Dichas finfocinas son particularmente importantes para combatir virus,
parasitos y bacterias intraceluiares. IFN-5 es inmunorregulador de citocinas,
antiviral y antitumorai. También se producen TNF-8 y MIF. Cuando estan
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presentas IFN-§ y TNF-« poseen un fuerte sinergismo y actividad citolitica. Los
efectos por TH1 son predominantemente de una respuesta inmune celular
(7,74,84).

La estimulacién de TH2 conduce a la secrecidén de: IL-3 también
llamado Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF); IL4 actla en linfocitos B para secretar una gran cantidad de IgG e IgE,
IL-5 incrementa la secrecidn de IgA; IL-6 es capaz de estimular la secrecion de
todo tipo de inmunoglobulinas; IL-9 activa a los mastocitos asi como también
IL-5 e IL-13, e IL-10 (49,74).

En todas estas reacciones, los macrdfagos juegan un papel importante
como células presentadoras de antigenos y también por la secrecion de
citocinas tales como TNF-o, IL-1, IL-6, GM-CSF, Factor transformante de
crecimiento (TGF) el cud inhibe la sintesis de citocinas, Factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF) y el Factor estimulador de colonias de
macréfagos (M-CSF). TNF-a juega un papel importante en la activacion de la
respuesta inmune por ejemplo, activa TH1, CD8, eosindfilos, macréfagos y
PMN, tiene efectos sinérgicos con IFN-3, linfotoxinas y especialmente en PMN,
incrementa los aniones del perdxido de hidrégeno, aumenta la actividad de los
lisosomas y degranulacién de enzimas proteoliticas (13,74,84). Al mismo
tiempo la activacion y secrecién de IFN-8 por TH1 dirige la actividad de
macréfagos (84).

Por otra parte los linfocitos T CD8 reconocen el antigeno sobre la
superficie de las células, asociado con las moléculas de clase | del CPH,
activandolos de tal forma que la mayoria de granulos citoplasmaticos se
movilizan hacia la periferia de su membrana colindante a la célula infectada
(virus, bacteria intracelular), por exocitosis del contenido de los granulos
(perforinas, enzimas, y TNF) lesionan la membrana y causan muerte celular
por apoplosis. Poseen receptores para TNF-a, liberan IFN-6 y TNF-o (13,84).
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Por lo tanto las citocinas tienen multiples funciones y, mas de una
citocina puede mediar la misma o varias funciones similares (84). Una de las
funciones mds importante de IL-8 es la quimiotaxis y activacion de PMN (41).
Larsen ef al. (1989) demostré que la inyeccién intradérmica de IL.-8 inicia una
respuesta inflamatoria aguda, la cual se caracteriza por acumulacion local de
PMN (47).

Se ha reportado que !a administracion profilactica de citocinas (IL-2, IL-
1, IL-6, y INF-3) presentan un efecto protectivo al hospedador disminuyendo la
infeccién por bactenas como Listeria monocylogenes, Escherichia coli,
Bacleroides fragilis, Brucella abortus y Candida albicans. Dichos estudios
sugieren que el empleo de linfocinas puede ser Util en la profilaxis de
infecciones bactefianas, en medicina veterinaria (17,20,29,45,69).

Estudios realizados por Kogut y Slajchert (1992) mostraron que
linfocinas obtenidas de aves inmunizadas con coccidia confieren proteccion
contra Eimeria tenella (41). En investigaciones recientes se ha observado que
la administracién profilactica del sobrenadante con linfocinas obtenidas de
Linfocitos T de aves hiperinmunizadas con S. enferitidis y activados con
concanavalina A "Se-immune lymphokines” (Se-ILK), confirio proteccion
significativa contra la invasién por S. enferitidis en drganos de pollos de 18 dlas
de edad. Esta proteccién ocurid en un periodo de 24 horas y fue asociada a
un incremento de células inflamatorias en la lamina cecal (85). Estudios
similares en los cuales se administré linfocinas via intrapesitoneal (Se-ILK),
estas confirieron una significativa proteccion contra la invasion en érganos en
pollos de un dla de edad, desafiados via oral con 10*, 10°% o 10° unidades
formadoras de colonias (ufc)/m! de S. enterilidis, en un perfodo de 24 h (55).

Ademds, Ray ef al. (1993) reportaron que con la aplicacion de Se-ILK se
presentd una reduccién significativa en la invasion de 6rganos en polios de un
dia de edad, desafiados via oral con 10° o 10° ufe/ml de Saimonella
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thyphimurium, obteniendo proteccidn cruzada (bacterias heterdlogas) inducida
por el SE-ILK (72).

Estudios preliminares, han demostrado la presencia de IL-2 e INF-3 en
el sobrenadante obtenido de linfocitos T de aves hiperinmunizadas con S.
gallinarum o S. entenlidis, lo cual sugire que estas linfocinas paricipan en i
efecto profilactico conferido por Se-LK en pdlos desafiados con S. enlerilidis
(30).

Actualmente la vacunacion tradicional de las aves contra Salmonella ha
tenido aceptaciorn comercial y éxito limitado ante cepas virulentas, por lo cual
resulta interesante evaluar si el Se-ILK y el sobrenadante que contiene
linfocinas de aves hipeinmunizadas con S. gallinarum (Sg-ILK) tienen un
efecto profildctico contra la infeccién producida por una cepa de campo
patégena de S. gallinarum en polios de engorda, durante los primeros 10 dias
de vida. La manipulacién del aparato inmunocompetente mediante estas
linfocinas aplicadas en las aves se puede contribuir a la solucién de la

salmonelosis en las aves explotadas comercialmente,

Con respecto a la inyeccidn de linfocinas in ovo; Estudios realizados por
McGruder et al. (1995b) confirleron proleccién en pollos necnatos contra la
invasién en drganos por S. enteritidis con la administracién de Se-ILK en
huevos fértiles a los 18 dias de vida embrionaria. Este experimento sugirié que
esta via resulta mas practica que la intraperitoneal (54).

Debido a que la inyeccion in ovo presenta ventajas tales como:
administracién de dosis uniforme, aplicacién al momento de transferir el huevo
fértil ala nacedora y se evita el manejo de aves al dia de edad por consiguente
el estrés, es interesante conocer si la aplicacidn del Sg-ILK in ovo influye en la
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incubabilidad, y si confiere proteccion durante 10 dias después del nacimiento
al desafio con S. gallinarum.
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HIPOTES|S
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- La administracidn de Se-ILK o Sg-ILK pueden proteger a pollos de
engorda de un dia de edad contra la invasidn en 6rganos y mortalidad
causada por fa infeccién de S. gallinarum.

- La administracién del Sg-ILK in ovo no afecta la viabilidad al
nacimiento y puede proleger contra la invasién en los érganos y
mortalidad por S. gallinarum, al desafiar dichos pollos al dia de edad.
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS GENERALES

- Determinar el efecto profilactico de Se-ILK o Sg-LK en pallos de
engorda inoculados al primer dia de edad con 10* y 10° ufc/ml de .
gallinarum.

- Evaluar el efecto de Sg-1LK aplicado al dia 18 de incubacion del
embrién en pollos de engorda desafiados con 10° ufe/ml S. gallinarum
al dia de edad.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar e! % de viabilidad, asi como el peso corporal en pollos
de engorda al primer dfa de edad, Inoculado con Sg-ILK in ovo.

- Determinar el efacto profildctico del Sg-ILK in ovo asi como de Se-
ILK o 8g-lLK via intraperitonial, en polios de engorda desafiados con
S. gallinarum mediante la ganancia diaria de peso, mortalidad, cultivo
primario de higado en la mortalidad, e invasion a érganos.



MATERIAL Y METODOS
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Bacterias

Para la hiperinmunizacién, se utilizé una cepa de S. enteritidis fagotipo
13 obtenida del Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios (LNSV) Ames,
lowa, aprobada para su uso en el Departamento de Produccién Animal; Aves
(DPA: Aves) de la FMVZ, UNAM, y una cepa de campo patégena de S.
gallinarum ', 1a cual fue seleccionada por su resistencia a novobiocina y al
acido nalidixico (NO-AN), las cuales se mantuvieron en agar nutritivo. Los
inéculos para la inmunizacién con S. enfertidis y S. gallinarum fueron
preparados con solucién salina fosfatada esténl (PBS) y ajustados a una
concentracion de 10° ufc/m! mediante espectrofotometria.

Para el desaflo de las aves se utiliz6 la cepa de S. gallinarum, la
concentracién de 10° ufc/ml, diluida en PBS para obtener 10*, 10°% y 10° ufe/m!.
L.a concentracién celular viable de los indculos se determind por el conteo de
colonias en placas de agar tripticasa soya (TSA).

Proceso de Inmunizacién

Para la obtencién de las linfocinas de aves hiperinmunizadas, se utilizé
21 gallinas de postura raza “White Leghorn™ de 42 semanas de edad, 7 fueron
desafiadas via oral con una dosis de 10° ufc/ml de S. enteritidis y las restantes
se desafiaron con 10°® ufc/ml de S. gallinarum. Se aplicaron dosis iguales de
refuerzo 14 y 21 dias después con la respectiva bacteria. Como grupo testigo
se mantuvieron 21 gallinas no infectadas, bajo condiciones similares, en una
unidad de alslamiento por separado, con el objeto de obtener linfocinas de
aves sin inmunizar,

' Donada por el MVZ. Mario Padrén Navairo
? Alpes S.A.de C.V.
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Preparacidn de la suspension de células esplénicas

Diez dias después del proceso de inmunizacion, se colectaron
asépticamente los bazos de las aves inmunizadas experimentaimente y de los
testigos no infectados. Los bazos se pasaron a través de una criba del nitmero
50, de acero inoxidable para tefidos, utitizando medio RPMI 1640 que contiene
100 wmi de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina (P-E). Las células
esplénicas fueron centrifugadas a 250 x g por 10 min a 4 C, resuspendidas en
agua destilada estéril fria para lisar los eritrocitos, se diluyd a 1:25 en medio frio
RPMI 1640 que s recentrifugo a 250 x g por 10 min a4 C. Se realizé una sola
suspension celular (5-7 x 10° células/ml) en medio RPM) 1640 libre de suero,
suplementado con L-glutamina (mM), piruvato de sodio (1 mM) y P-E. Las
células testigo fueron preparadas a partir de los bazos de aves no
inmunizadas, mediante el mismo métado.

Aislamiento de Linfocitos T

La suspension celular a partir de Bazo preparada con anterioridad, se
pas6 a través de columnas de lana de nylon® descrito por Julius ef al,
adaptado por Kogut y Salichert para la purificacion de linfocitos T (41). Las
columnas fueron preparadas con lana de nylon himeda, a razén de 3.5 g,
introduciéndola sin compactarla, en jeringas de 35 ml y esterilizadas por
autoclave. Las columnas se preincubaron con medio RPMI 1640 tibio mas 10
% de Suero Fetal Bovinio (SFB), a 41 C por una hora en una incubadora con §
% de CO,. Las células se aplicaron a las columnas con 10 mil de medio RPIW
1640. Hecho lo anterior se incubaron a 41 C durante una hora en una
incubadora con 5 % de CO,. Las células no adherentes a la lana de nylon
fueron eluldas de la columna con medio RPM! 1640 tibio. La viabilidad de las
células eluidas se determiné mediante tincion con azul de tripanc al 0.1 % y se

* Fenwwal Laboratories, Morton Grove, IL
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ajusté la densidad celular a fa concentracion de 2 x 10° células viables/imt con
medio RPM! 1640 libre de suero mds P-E. Diez ml de células no adherentes a
la lana de nylon se incubaron en placas de petri, de 100 x 15 m!, durante 2h a
41 C, en una incubadora con 5 % de CO,, para eliminar a los macrofagos. Las
células no adherentes (células T} se lavaron de tas cajas de petri, se verifico su
viabilidad tifiéndolas con azul de tripano at 0.1 % y se ajustaron a tas diversas
densidades celulares con medio RPMI 1640 libre se suero, estas se utilizaron
para la preparacion de las linfocinas.

Preparacion de las Linfocinas

Las linfocinas se obtuvieron mediante fa incubacidn de linfocitos T
purificados (1 x 107 células/mi) en medio RPM! 1640 conteniendo 7.5 mm/m!
de concanavalina A en cajas de petri para cultivo tisular por 48 h, a 41 C en
una incubadora con 5 % de CO,. Después de la incubacion, et sobrenadante
se colectd y centrifugd a 2,000 x g por 15 min para remover {odas las células, se
le adiciond methyl a-mannopyranosida (40 mnvml) para inactivar residuos de
concanavalina A. Se concentraron los sobrenadantes de 10 a 12 veces
mediante ultrafitracién, empleando membranas YM-10° (10 kilodaltons). Al
final se pasd a través de un fillro (0.45 min); el sobrenadante fue guardado en
refrigeracidn a 20 C hasta que se utilizd, Con esto se obtuvieron las Se-lLK y
Sg-ILK, bajo el mismo procedimiento fueron obtenidas las linfocinas de aves no

inmunizadas con S, ententidis o S. gallinarum "No-immune lymphokines"
(NILK},

* Amicon Carp., Danvers, MAD1915
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Aves de experimentacion

Se utilizaron 580 pallos de engorda5 de una incubadora comercial de un
dia de edad (Arbor Acres x Arbor Acres), y se alojaron en baterias eléctricas,
ubicadas en las unidades de aislamiento del DPA: Aves de la FMVZ, UNAM.
Los pollos se alimentaron con una dieta comercial y agua ad libitum. Antes del
desafio se realizo el estudio bacteriologico de la paja de transporte, alimento y
de 20 pollos, para descartar la presencia de Salmonella spp. empleando
métodos de cultivo estandar (6). Para el tratamiento in ovo se utilizaron 200
huevos fértiles de reproductoras pesadas (Peterson x Aviam Farm) libres de S.
gaflinarum, los cuales fueron incubados hasta el nacimiento del pollo v
posteriormente se alojaron en baterias eléctricas, ubicadas en las unidades de
aislamiento del DPA: Aves. Los pollos se alimentaron con una dieta comercial y
agua ad libitum.

Disefio Experimental
Experimento 1:

Estudio a) Al primer dia de edad, ias aves se asignaron de manera
aleatoria en § grupos de 20 pollas con 3 réplicas cada una. A los grupos 1y 2
se ies inyectd via intraperitoneal 0.5 ml de Se-ILK, los grupos 3 y 4 se
inyectaron por la misma via con NILK (testigos positivos). Treinta minutos
después se desafiaron via oral los grupos 1y 3 con 10" ufe/ml de S.
gallinarum, los grupos 2 y 4 se desafiaron con 10° ufc/ml de S. gallinarum.

Estudio b) Al primer dia de edad, las aves se asignaron de manera
aleataria en 4 grupos de 20 pollos con 3 réplicas cada uno. A los grupos 1y 2
se les inyectd via intraperitoneal 0.5 ml de Sg-lLK, los grupos 3 y 4 se

inyectaron por fa misma via con NILK (testiges positives), Treinta minutos

* Arbor Acres, Productores Agropecuarios de Tepexpan, Texcoco, MX06200
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después se desafiaron via oral con 10* ufc/ml de S. gallinarum los grupos 1y
3, alos grupos 2 y 4 se desafiaron con 10° ufc/ml de S. gallinarum.

Un quinto grupo (testigo negativo) se inoculd y desafio con PB! estéril
por las mismas vias y sirvi6 para los estudiosay b.

A partir de este momento, de cada estudio fue realizado un seguimiento
diario de la morbilidad y mortalidad en las aves, se registro el peso corporal al
nacimiento y al dia 10 de edad, as! como estudio bacteriologico a patrtir de los
pollos muertos durante el experimento. De las aves sobrevivientes a los 10
dias posinoculacién se sacrificaron por dislocacion cervical y posteriormente se
tomaron muestras de Organos para su cultivo y determinacion de S.
gallinarum,

Experimento 2:

Al dia 18 de vida embrionaria, los' huevos fértiles se asignaron de
manera aleatoria en tres grupos. Posteriormente se limpiaron con ethanol al
70% en Ia parte roma del huevo y se les inyectd 0.1 ml en cavidad amnidtica
de Sg-ILK al grupo 1y NILK al grupo 2 (testigo positivo) empleando jeringas
esténles de 1 ml y agujas de 22 x 25 mm, siguiendo el procedimiento descrito
por Sharman et al. (79). Eltercer grupo (testigo negativo) no fue inyectado.

Al momento del nacimiento, se registré el niumero de pollos nacidos, asi
como el peso corporal de cada uno. Posteriormente de los pollos nacidos se
utilizaron 216 pollos, 36 en cada grupo con 2 réplicas; los cuales fueron
desafiados via oral con 10° ufc/ml de S. gallinarum. El testigo negativo no fue
desafiado.

A pattir de este momento, se realizd un seguimiento diario de la
morbilidad y mortalidad en las aves, fue registrada la ganancia de peso diariay
estudio bacteriolégico a partir de los pollos muertos durante el experimento.
De las aves sobrevivientes a los 10 dias posinoculacion se sacrificaron por
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dislocacién cervical y posteriormente se tomaron muestras de érganos para su
cultivo y determinacioén de S. gallinanim.

Los datos obtenidos en los estudios se reportaron en forma separada.

Determinacién de S. gallinarum en érganos

De las aves muertas durante los Experimentos 1y 2, se realizé una
toma directa de higado (en la parte mas lesionada) con una aza estéril
sembrando por estria en placas de Agar verde brillante (AVB), incubadas a 37
C por 24 h y examinadas para determinar la presencia de S. gallinarum
resistente a NO-AN. Los érganos colectados de las aves sobrevivientes se
cultivaron de acuerdo a los lineamentos del Plan Nacional de Mejoramiento
Avlcola de los E.U.A. (NPIP) (21). Ei higado, bazo y tonsilas cecales se
colectaron asépticamente y fueron cullivados; trabajandose bazo e higado
€omo una muestra combinada y tonsilas cecales por separado. Se incubaron
durante 18 h a 37 C en caldo tetrationato. Después de incubacion, el caldo fue
sembrado por estria en placas de AVB conteniendo 25 mg / ml de novobiocina
y 20 mg / ml de acido nalidixico, tas cuales se incubaron a 37 C por 24 h y se
examinaron en busca de la presencia de colonias tipicas de S. gallinarum.
Ademds se hicieron pruebas bioguimicas para confirmar la presencia de la
bacteria en cuestion (6).
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Andlisis Estadistico

Se utilizd analisis de Ji-cuadrada para determinar diferencias
significativas en la invasion de drganos por S. gallinarum entre los tratamientos
de grupos, la viabilidad al nacimiento, asi como la mortalidad de cada
experimento (92).

Para determinar posibles diferencias en los pesos de las aves se utilizé
andlisis de varianza empleando el procedimiento de Modelos Generales
Lineares. Las diferencias estadisticas significativas fusron separadas mediante
la prueba de Duncan, utilizando el paquete estadistico SAS (51).
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Anélisis Estadistico

Se ullizé analisis de Ji-cuadrada para determinar diferencias
significativas en la invasion de érganos por S. gallinarum entre los tratamientos
de grupos, la viabilidad al nacimiento, asl como la mortalidad de cada
experimenta (92).

Para determinar posibles diferencias en los pesos de las aves se utilizd
andlisis de varanza empleando el procedimiento de Modelos Generales
Lineares. Las diferencias estadisticas significativas fueron separadas mediante
la prueba de Duncan, utilizando e paquete estadistico SAS (51).
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Experimento 1: Efecto de Se-iLK o Sg4LK en pollos de engorda
desaflados con S.gallinarum
Estudio a)
Signos clinicos

En aves que recibieron NILK se observd depresion, inapetencia,
amontonamiento, deshidratacién, anorexia, emaciacién, diarrea y debilidad. En
contraste con las aves que recibieron Se-ILK, las cuales no mostraron signos

de tifoidea aviar.

Mortalidad

Se observé una reduccion significativa en la mortalidad acumulada de
los grupos tratados con Se-ILK desafiados con 10* ufc (P< 0.01) y 10° ufc (P<
0.05) de S. gallinarum a los 10 dlas posinoculacién a diferencia de las aves
{ratadas con NILK. La mayoria de las aves tratadas con NILK y desafiadas con
ambas dosis de S. galfinurum murieron a partir del dla 6 posinoculacion. El
pico de montalidad se presento los dlas 6 y 7 (Cuadro 1).

Ganancia de peso corporal

A los 10 dlas posinoculacién se encontré un aumento significativo en la
ganancia de peso en aves que recibieron Se-ILK (P< 0.05) y desafi6 con S.
gaflfinarum a diferencia de las aves inyectadas con NILK y desafiadas con dicha
bacteria. Sin embargo la ganancia de peso de aves tratadas con Se-lILK fue
significativamente menor que el grupo testigo negativo (Cuadro 2).

Invasién de érganos por S. gallinarum

Al aislamiento de S. gallinarum a partir del higado de aves muerias
durante el experimento se encontrd en el grupo tratado con Se-ILK 0/8 aves (0
%) y 2/26 (7.6 %) posttivas a las dosis 10* y 10%, a diferencia del grupo tratado
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con NILK 36/44 (81.8 %) y 40/48 (83.3 %) respectivamente, se obtuvo
diferencias estadisticas aitamente significativas (P< 0.01) entre grupos de
misma dasis (Figura 1).

En fa bacteriologla de las aves sobrevivientes tratadas con Se-ILK,
fueron positivas a 10*y 10% de S. gallinarum en bazo e higado 1/44 aves (2.2
%) y 5/22 (22.7%), de tonsilas cecales 3/44 (6.8 %) y 0/22 (0 %)
respectivamente, en contraste de las aves tratadas con NILK, dé las cuales se
aislo 1a bacteria en bazo e higado de 5/15 aves (33.3 %) y 9/11 (81.8 %), en
tonsilas cecales 8/15 (53.3 %) y 8/11 (72,7 %) de las respectivas dosis,
obteniendose diferencias estadisticas significativas (P< 0.05), (P< 0.01) entre
grupos de diferente tratamiento y misma dosis. Todas las aves del grupo
testigo negativo, resultaron negativas al aislamiento de S. gallinarum (Figura
2).

Estudio b)
Signos clinicos

Los signos observados tanto en aves que recibieron NILK como Sg-ILK
fueron depresién, inapetencia, amontonamiento, deshidratacién, anorexia,
emaciacion, diarrea y debilidad. Sin embargo fos signos fueron leves en el
grupo tratado con Sg-ILK, y en el grupo testigo negativo no se observo ningin
signo.

Mortalidad

El porcentaje de mortalidad acumulada a los 10 dias posinoculacion, se
registro en el grupo tratado con Sg-ILK y desafiado con 10* ufc de S.
gallinarum 33.8 % (20/59) en contraste con el grupo de NILK desafiado con la
misma dosis 74.5% (44/58), obteniéndose diferencias estadisticas significativas
(P< 0.01) entre estos dos grupos.  Sin embargo las aves desafiadas con 10°
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ufc de S. gallinarum vy tratadas con Sg-ILK y NILK no hubo diferencias
signiticativas entre grupos. El grupo testigo negativo solo registré 2 aves
muertas (Cuadro 3).

Ganancia de peso corporal

Se observaron diferencias estadisticas significativas (P< 0.05) entre la
ganancia de peso corporal promedio a los 10 dias de edad unicamente en los
grupos desafiados con 10* ufc de S. gallinarum que fueron: grupo tratado con
Sg-ILK 108.62 g y el grupo con NiLK 86.36 g. Sin embargo la ganancia de
peso de aves tratadas con Se-lLK fue significativamente menor que el grupo
testigo negativo 128.01 g (Cuadro 4).

Invasién de érganos por S. gallinarum

Al estudio bacteriolégico del higado en aves muertas durante el
experimento, fueron positivas a 10° y 10°® ufc de S. gallinanim en el grupo
tratado con Sg-ILK 4/20 aves (20 %) y 21/41 (51.2 %) respectivamente, en
contraste con el grupo que recibié NILK 36/44 aves (81.8 %) y 40/48 aves (83.3
%) desafiadas con 10 y 10° ufc con dicha bacteria, obteniéndose entre grupos
de misma dosis diferencias estadisticas significativas (P< 0.01). Las dos aves
que murieron en el grupo testigo negativo, resultaron negativas al aislamiento
de S. gallinarum (Figura 3).

Al cultivo de drganos colectados de aves sobrevivientes a los 10 dias
resultaron positivas a 10* de S. gallinarum en el grupo inyectado con Sg-ILK
5139 aves (12.8 %) en bazo e higado a diferencia del grupo que recibié NILK se
aislé S. gallinarum de bazo e higado en 5/15 (33.3 %) y en tonsilas cecales
815 (53.3 %), obteniéndose diferencias estadisticas en érganos (P< 0.05) y
tonsilas cecales (P< 0.01) entre ambos grupos. En aves desafiadas con 10° de
S. gallinarum, se encontré en el grupo con NILK 72.72 % (8/11) positivos al

37



cultivo de tonsilas cecales en contraste con el grupo de Sg-ILK 36.6 % (7/19)
cultivos positivos a S. gallinanum, presenténdose diferencias estadisticas (P<
0.05) (Figura 4).

Comparacion entre los tratamientos Sg-ILK y Se-ILK

Se observé una reduccién significativa en la mortalidad del tratamiento
Se-ILK con dosis 10* de S. gallinarum en comparacion con el tratamiento Sg-
ILK con misma dosis. En cuanto a la invasion de érganos por Salmonella tanto
en aves muertas como en sobrevivientes se encontrd un descenso significativo
en el niumero de cultivos positivos a dicha bacteria en el tratamiento Se-ILK
dosis 10° a diferencia de! tratamiento Sg-ILK con similar dosis (Cuadro 5).

Experimento 2: Efecto in ovo de Sg-lLK en pollos de engorda
desafiados al dia de edad

El cuadro 6 muestra el efecto in ovo de 1a administracion de Sg-ILK en
huevos fértiles. En las 2 replicas no se observo diferencias estadisticas
significativas en e! porcentaje de nacimientos, tanto los tratados con Sg-ILK
como los NILK comparado con el grupo testigo negativo. El porcentaje
promedio de hacimientos fue en la réplica 1y 2 de 97 y 93 % respectivamente.

En el cuadro 6 también se observa el promedio del peso corporal al
nacimiento. En la réplica 1, el peso corporalbfue mayor 2.45 g en huevos
tratados con Sg-ILK que los tratados con NILK, y 0.11 g menor que el grupo
con NILK. E!aumento en el peso corporal fue estadlsticamente significativo en
la réplica 1 perono enla 2 (P< .05).

Mortalidad
Los huevos fértiles tratados con NILK y desafiados ai dia de edad con S.
gallinarum murieron a partir del dia 2 posinoculacién (p.i.), los inyectados con
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Sg-ILK a partir del dia 5 p.i. Se observé una reduccién significativa en
mortalidad los dias 3, 4, 5, (P< 0.01) y 8 p.i. (P< 0.05) entre estos grupos
tratados. El porcentaje promedio de moralidad en los grupos tratados de
ambas réplicas fue del 86 % no se observaron diferencias estadisticas
significativas.  El pico de moralidad se presenté los dias 6 y 7. En el grupo
testigo negativo no se observo mortalidad (Cuadro 7).

Ganancia de peso comoral

A los 10 dias posinoculacién se encontrd en aves de la réplica 1 un
aumento significativo en la ganancia de peso en huevos fértiles que recibieron
Sg-ILK (P< 0.05) y desafiados al nacimiento con S. gaflinarum a diferencia de
los huevos tratados con NILK. En la réplica 2 no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos. Sin embargo la ganancia de peso en los
grupos tratados de ambas réplicas fueron significativamente menor que el
grupo testigo negativo. Los resultados se resumen en el cuadro 10.

Invasién de drganos por S. gallinarum

En el cuadro 8, se observa el efecto in ovo del Sg-ILK a 10 dias p.i. de
S. gallinarum al estudio bacteriolégico del higado de aves muertas.

Los resultados totales del cultivo primario del higado durante el
experimento, fueron en la réplica 1 positivas a Salmonella 28/33 (84.8 %) aves
de huevos tratados con Sg-ILK y 26/29 (89.6 %) aves de huevos tratados con
NILK, en la réplica 2 se obtuvo 30/31 (96.7 %) y 28/31 (83.5 %) cultivos
positivos a dicha bacteria del grupo tratado con Sg-ILK y NILK
respectivamente. No hubo diferencias estadisticas entre ambos grupos.

En el cuadro 9, se observan los resultados de la administracién in ovo
del Sg-ILK al cultivo de bazo e higado y tonsilas cecales en aves
sobrevivientes a 10 dlas posdesafio.
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En la bacteriologia de dichos érganos colectados, resultd en la réplica 1
positivos a Salmonella en el grupo tratado con NILK el 86 % (6/7) en bazo e
higado y 71 % (5/7) en tonsilas cecales a diferencia del grupo que recibié Sg-
ILK
del cual no se aisl¢ dicha bacteria de drganos y tonsilas cecales de 3 cultivos.
En las aves de la réplica 2, se encontré en el grupo con NILK 60 % (3/5) en
érganos positivos a Saimonella y tonsilas cecales un 80 % (4/5); de! grupo
tratado con Sg-ILK se aislé Salmonella de bazo e higado en 40 % (2/5) y en
tonsilas cecales no se obtuvo Salmonella de 5 cultivos.
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DISCUSION
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Efecto de Se-ILK o Sg-ILK en pollos de engorda desafiados
con S.gallinarum

El porcentaje de mortalidad causado por la Tifoidea Aviar dependera de
la edad y en gran parte de la virulencia de la cepa de S. gallinarum presente en
la granja (9,70). Bajo condiciones experimentales, se ha observado mortalidad
del 100 % en pollos de 1 a 11 dias de edad desafiadas con S. gallinarum (28).
En forma similar durante los 10 dias del presente periodo experimental, la cepa
de campo S. gallinarum fue altamente virulenta en pollos inyectados con NILK
causando un aumento significativo en la moralidad, incrementada conforme
fue mayor la dosis administrada. El pico de mortalidad ocurrié entre los 5y 7
dias posdesaflo similar a reportes previos (14,70).

Los signos clinicos de Tifoldea Aviar observados durante los estudios
realizados incluyen depresidn, inapetencia, amontonamiento, deshidratacion.
anorexia, emaciacion, diarrea y debilidad los cuaies son simiiares a los
reportados previamente (67,70). El higado ha sido identificado como el sitio
comun de lesiones en pollos seguido por el rifén, bazo e intestino (70). En el
presente estudio se observé en bazo e higado congestion, aumento de tamafo
y focos necroticas; nefromegalia, tiflitis hemorrdgica, hemorragias petequiales y
engrosamiento de ureteres, presencia de matenal caseoso cubriendo la retina.

Al igual que en previos estudios, los cuales demostraron la eficacla de
Se-ILK contra la infecclén por S. enferitidis en pollos al dia de edad, en el
presente trabajo se observé que el sobrenadante obtenido de linfocitos T a
partir de aves inmunizadas ya sea con S. ententidis o S. gallinarum y activados
con concanavalina A, son capaces de reducir significativamente la modalidad e
invasion en los érganos de una infeccién causada por una cepa patdgena de
S. gallinarum en pollos de engorda.

Por otra parte, se observd que las NILK no presentaron efecto alguno en
aves desafiadas con ambas dosis de S, gallinarum.
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Se encontrd que linfocinas producidas por linfocitos T de aves
inmunizadas con S. enterlidis causante de paratifoidea en aves , confiere
proteccibn ante un desafi con S. gallinaum en pollos jévenes. La
paratifoidea, se asocia frecuentemente con enfermedad en humanos y en
muchas especies animales, rara vez causa mortalidad aita o lesiones agudas
en aves, presenta antigenos somatices 1, 9, y 12, antigenos flagelares g, m
(26,33), en contraste con S. gallinarum el cual es un serovar fuertemente
adaptado a las aves, presenta Gnicamente antigenos somaticos 1, 9,y 12 (70).

Los resulados obtenidos demuestran que las Se-ILK pueden inducir una
proteccién cruzada entre especies de Salmonella a pesar de las diferencias
antigénicas, esto es consistente con estudios ya reportados (72) donde
observaron en polios tratados con Se-ILK una reduccion en la diseminacion de
S. typhimurium a drganos intemos (bazo e higado). Estos hallazgos sugieren
que el mecanismo de resistencia del hospedador a Salmonella en aves puede
ser menos dependiente de una respuesta especifica hacia el antigeno, pero
mas eficaz al iniciar una temprana respuesta innata del hospedador durante la
infeccion. Asi, se ha reportado la potencializacién de la respuesta inflamatoria
del hospedador por las Se-ILK, esto asociado con la proteccidon contra ia
infecclén por paratifoidea en aves (85).

Ef efecto profilactico inducido fanto por las Se-ILK en ambos desafios
(10*y 10° ufc de S. gallinarum) como por las Sg-ILK (con desafié 10% ufc de S.
gallinarum) parece ser de un lapso laigo de dlas, observado en la disminucién
de mortalidad, reduccién en la diseminacién bacteriana en drganos internos y
ganancia de peso corporal durante los 10 dias del perfodo experimental. En
previos estudios enconfraron que polios desafiades 6 dias después del
tratamiento con las Se-ILK fueron protegidos contra la invasitén de érganos por
S. ententidis (53,85). Esto es importante a considerar ya que fos paollos jévenes
son altamente susceptibles a la infeccién por Salmonella durante los primeros 4
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dias posinacimiento, dias después comienza a incfementarse la resistencia a
la enfermedad (93). Por o tanto durante estos primeros cuatro dlas en los
cuales el mecanismo de defensa innata debe funcionar para prevenir que
Salmonella se multiplique a un nGmero capaz de sobrepasar alguna respuesta
generada (88).

Con respecto a la dosis empleada de S. gallinarum para los desafios, se
ha reportado que al empleo de una dosis letal 100 % (10° ufc de S. gallinanum)
en pollos al dia de edad previo tratamiento con Se-ILK mostré reduccion tanto
en la mortalidad como en la diseminacidn de la bacteria en drganos durante los
primeros 5 dias posinoculacién, sin embargo dias posteriores no presentd
proteccidn alguna (89). Por consiguiente las dosis para ef desafio (10° y 10°
ufc) de S. gallinarum utilizadas en la presente investigacion penmiten una mejor
evaluacién de las Se-ILK y las Sg-iLK, el re-aislamiento del organismo
inoculado a partir de ¢rganos internos tanto de aves muertas como de
sobrevivientes, indicando que ccumié una infeccion activa.

Una importante ventaja de las linfocinas como inmunorreguladores de la
respuesta inflamatoria del hospedador por encima del tratamiento con vacunas
es la répida respuesta protectiva mostrada en un perfodo de 24 horas (85) y un
aumento de leucocitos polimorfonucleares en sangre periférica. 4 horas
después (42,53), inducido por Se-ILK en ambos casos. A pesar de la eficacia
de una vacuna, se requiere de 7 a 10 dias para la estimulacion de la respuesta
inmmune adquirida e inducir proteccion (36,63). Por otra parte el uso de
antibidticos en forma preventiva o en tratamiento contra infecciones por
Salmonella presenta varias desventajas, como: incremento de la
susceptibilidad del hospedador, incremento en la virulencia y resistencia del
micraorganismo (38).

Varios investigadores han reportado que la aplicacion profilactica de
citocinas tales como TNF-a (60), G-CSF (78) e lL-1 (20,58) previenen el
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desarrolio de infeccibn por baclerias intracelulares, reduciendo la carga
bacteriana en 6rganos y con ello proteccién contra la mortalidad. En el
presente estudio es interesante marcar la aparente asociacion en la dramalica
reduccidn en la invasién de érganos como montalidad por S. gallinarum en
polios tratadas con Se-lLK o Sg-lLK (dosis baja) cuando se comparo con el
tratamiento de NILK, segiin queda en evidencia, def total de palios tratadas con
Se-ILK desafiados con 10* y 10° ufs de S. gallinarum, séla 3 (2.2%) y 7 (22.7%)
aves respectivamente se les detectd S. gallinarum en 6rganos intemos (Figura
2). De igual importancia fue el hecho que ninguno de los pollos del grupo Se-
ILK + 10* S. gallinarum muertos durante el experimento fue encontrada positivo
a dicha bacteria al cultivo de Ihigado de la mortalidad (Figura 1) y solo 2 aves
del grupo Se-fLK + 10° S. gallinarum. A diferéncia del tratamlento de pollos
con NILK desafiados con ambas dosis presentaron 44 muertos de un total de
59 y 48 muertos de 59, de los cuales e! 81.8 y 83.3% respectivamente fueran
positivos a Salmanefia. AGn en aves sabrevivientes se encontré el 33 y 81.8%
de 4rganos intemos positivos a dicha bacteria (Figura 2). Estos resultados
implican que la proteccidn mediada por las SeLK o Sg-lLK (dosls baja)
previene la invasién bacteriana mas alld de intestino o inhibe la multiplicacién
bacteriana en drganos extraintestinales.  Adiclonalmente la diferencia
significativa encontrada al cultive de tonsilas cecales entre grupos tratados y
desafiados con ta misma dosls, suglere un efecto bactericida a nivel intestinal.
En lo referente al tratamiento con tas Sg-ILK desaflo 10% ufc de S.
gallinarum Gnicamente 20 de 59 murieron en contraste del tratamiento con
NILK de §9 murieron 44 (Cuadro 1), de igual forna es marcada {a diferencia
entre estos grupos de aves sabravivientes al alslamiento de Saimonelia a partir
de diganos internas (12.8 % en Sg-ILK y 84.2% NILK) observada en la figura 4.
Sin embargo, al desaflo con una dosls mayor 10° ufc de Salmonella no se
observaron diferencias significativas en mortalidad e invasién a drganos
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comparado con el grupo tratado NILK (Cuadro 2,Figura 4), unicamente hubo
diferencias significativas entre estos dos grupos ai cultivo de tonsilas cecales.
Probablemente la dosis mayor de Salmonella en aves tratadas con Sg-ILK
saturd alguna respuesta generada por las linfocinas, protegiendo a nivel
intestinal disminuyendo 1a carga bacteriana, pero no fue suficiente
diseminandose a drganos internos.

En un reporte previo se detectd la presencia de IL-2 en Se-ILK e INF-§,
en Se-lLK y Sg-ILK (30). Motivo por el cual probablemente fue mejor el efecto
protectivo de Se-ILK comparado con Sg-ILK. Se ha reportado que iL-2 e INF-3
actian sinérgicamente incrementado fa actividad celular (74), incluso se ha
observado un efecto cooperativo a la inyeccion de TNF-a e IFN-S
incrementando la actividad bactericida contra Salmonefla in vivo y con ello el
rango de sobrevivencia en ratones (60).

El presente esludio es el primero en el cual se reponta que al tratamiento
con Sg-ILK o Sg-ILK un incremento del desarrollo corporal (ganancia de peso)
seguido de un desaflo con Samonells, segin se muestra mediante un
incremento significativo en la ganancia de peso (P< .05) en pollos inyectados
con Se-lLK o Sg-ILK (dosis menor) en comparacian con la inyeccién de' las
NILK (Cuadro 2 y 4). Ademds, no se onservd ningdn signo de TA en aves
tratadas con linfocinas durante el perfodo experimenal.

Los resultados del primer experimento sugieren que el sobrenadante
obtenido de linfocitos T a partir de aves inmunizadas ya sea con S. enteritldis o
S. gallinarum y activados con concanavalina A, son capaces de reducir
significativamente la mortalidad e invasién en los 4rganos de una infeccién
causada por una cepa patégena de S. gallinarum en pollos de engorda.
Ademds, estos resultados proveen de nueva informacién con respecto a la
longevidad en la respuesta protectiva, incremento en la resistencia contra un
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serotipo de Salmonella antigénicamente diferente e incremento en el desarrollo
corporal de las aves.

Efecto in ovo de Sg-ILK en pollos de engorda desafiados al dia
de edad

Un estudio previo reportd que la administracion de linfocinas
provenientes de aves inmunizadas con S. ententidis (Se-ILK) en embrién de
pallo no altera el porcentaje de nacimientos (54). En el presente experimento
al evaluar el efecto in ovo de Ia administracién de Sg-ILK en huevos fértiles al
dla 18 de incubacién, no se vio afectado el nimero de pollos nacidos tanto del
grupo inyectado con Sg-ILK como el grupo de NILK comparados con los
embriones no tratados (testigo negativo). E! porcentaje promedio de
nacimientos en ambas réplicas fluctud enire el 93 y 97 % (Cuadro 6). Estos
resultados son similares ha los reportados por Mcgruder et al. (1995a) quienes
obtuvieron un 92 % en nacimientos (54).

Por otra parte se observé en la réplica 1, que el peso corporal al
nacimiento de los pollos inyectados in ovo con SG-ILK fue 2.45 y 2.32 g mayor
que las grupos inyectadas con NILK y el testigo negativo respectivamente, a
diferencia de la réplica 2 en la cual el peso mayor fue en pollos con NILK.
Unicamente el aumento fue significativo en la primer réplica. En general el
peso promedio de los grupos experimentales se encontré por armiba de 41g,
siendo un excelente peso en pollos de engorda al dia de edad segun reportes
previos (55). Con base los resultados obtenidas se puede decir que la técnica
de inmunizacién empleada aqui, como la inyeccién in ovo de linfocinas a partir
de aves sensibilizadas con S. gallinarum no incrementan la mortalidad, ni
afectan la etapa final del desarrollo embrionario.

Es importante a considerar el tiempo de proteccidn obtenido a la
inyeccidn de citocinas en el cual se incrementa [a resistencia en animales ante
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infecciones bacterianas. Morrissey y Charrier (1991) y Ozaki et al. (1987)
reportaron que IL-1 incrementa la resistencia bacteriana durante 7 dias,
maximo 10 posteriormente aumenta el numero de bacterias aisladas de
organos, en forma similar el porcentaje de mortalidad aumento alrededor de los
7-10 dias posdesafio (58,66). En el presente estudio la mortalidad inicio en los
grupos inyectados con NiLK el dia 2 p.i. en contraste con el grupo inyectado
con Sg-ILK comenzando al 5° dia p.i., dia en el cual ya llevaban 7 dias de ser
aplicadas las linfocinas, al final del estudio se observo una diferencia del 10%
en mortalidad entre los grupos tratados de la primer réplica y ninguna
diferencia entre estos en la segunda réplica (Cuadro 7). Al cultivo de la
mortandad se aisld Salmonella en ambos tratamientos (Cuadro 8).

Es posible que la aplicacion de Sg-llLK a dia 18 de vida embrionaria
protegiéd durante los primeros 5 dias posdesafio, disminuyendo su efecto
bactericida los siguentes dlas, incrementandoce la carga bacteriana.

Por otra parte la dosis administrada de Sg-ILK in ovo (0.1 ml) fue menor
a la aplicada en polios al dia de edad (0.5 ml), por lo cuai es posible un efecto
protectivo menor en los pollos ante una cepa virulenta de Salmonella. Esta
observacion es similar a lo reportado por Kong (1986) quien determino que el
efecto protectivo inducido por Il-2 in vivo es dependiente de la dosis
administrada, obtuvo un mayor porcentaje de ratones sobrevivientes con alta
dosis de dicha linfocina (45).

Se ha observado previamente que pollos tratados in ovo con Se-ILK son
protegidos contra la invasidn de organos por S. enteritidis en un periodo de 24
horas (48). El estudio presentado aqul, al evaluar el efecto in ovo de Sg-lL.K en
la diseminacin a drganos por S. gallinarum a 10 dias posdesafio, en la réplica
1 se observa que Sg-ILK causo una reducclon significativa a la invasién en
bazo e higado (85.7%) y tonsilas cecales (71.4%) por Salmonella comparado
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con NILK. En la réplica 2, tnicamente en tonsilas cecales (80%) hubo
diferencia significativa entre los grupos tratados (Cuadro 9).

A pesar de que sdlo sobrevivieron 8 aves tratadas con Sg-ILK solo en
dos aves se logré aislar Salmonella, ademas no se observaron signos clinicos
en estas aves,

En lo referente a la ganancia de peso corporal, los grupos inyectados
con Sg-ILK obtuvieron un mayor peso corporal comparado con NILK, sélo se
observo diferencia significativa entre estos grupos en la réplica 1, pero los
grupos tratados con Sg-ILK y NILK fueron significativamente menores que el
grupo testigo negativo (Cuadro 10).

Los resultados observados en el presente estudio indican que la
administracidn in ovo de linfocinas provenientes de aves inmunizadas con S.
gallinarum no alteran el porcentaje de nacimientos, otorgan un efecto protectivo
durante los primeros 5 dias posdesafio en mortatidad e invasion en organos de
aves mueras. El porcentaje alto de mortalidad observado al dla 10 posdesafio
pudo deberse: i) menor cantidad de sobrenadante administrado con linfocinas,
ii) perfodo del efecto protectivo (alrededor de 7 dias), i) Cepa de S. gallinarum
altamente virulenta para la inmunizacion de las gallinas.

Una importante observacién a discutir en ambos experimentos
presentados aqul, es la efectividad entre Sg-ILK o Se-lLK administrada en
pollos al dia de edad y Sg-ILK aplicada en huevos fértiles a 18 dlas de
incubacion contra la infeccion por S. galinarum. Los resultados indican una
mayor proleccion conferida por Se-lLK, probablemente cuando se
hiperinmunizan la gallinas con S. gallinarum el sistema inmune de las aves
genera mas esfuerzo, pelea contra la primera infeccidn, trata de eliminar {a S.
gallinarum antes de que mate al hospedador, asl las citocinas de linfocitos T
obtenidos de estas aves son menos protectivas debido a la menor cantidad de
linfocinas presentes en el sobrenadante de Sg-ILK que en Se-ILK (Cuadro §).
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CONCLUSIONES



El sobrenadante obtenido a partir de linfocitos T de aves inmunizadas ya
sea con S, enteritidis o S. gallinarum disminuye {a invasidn a drganos y
mortalidad causada por la infecclén de S. gallinarum evaluado a los 10 dlas del

perlodo experimental,

Con la aplicacion de Se-ILK o Sg-ILK se aobtiene proteccion alrededor de
7 dias después de su aplicaclon, incremento en la resistencia contra un
serotipo de Salmonella antigénicamente diferente e incremento en el desarrollo

corporal de las aves.

Se otorga mayor proteccion en aves empleando linfocinas de aves
hiperinmunizadas con S. enteritidis ante la infeccidn por S. gallinamim, ya que
es menos virulenta y permite obtener mayor cantidad de linfacinas en el

sohrenadante.

La inyeccién in ovo con Sg-lLK no afecta el término del desarollo
embrionario, ni el nimero de poilos nacidos, presenta un efecto protectivo en
mottalidad 8 invasion de érganos durante 5 dias posdesafio con 10° ufc de S
gallinarum. E) porcentsje alio de mortalidad observado a los 10 dias del
periodo experimental, asl como el alslamiento de Salmonella a partic de esta
durante el experimento podria deberse a 3 circunstancias: a) Aplicacién de una
menor cantidad de sobrenadante y menor concentracion de linfoclnas en dicho
sobrenadante de Sg-itK , b) tiempo de proteccién 7 dias después de
aplicadas, ¢) Cepa de S. gallinarum altamente virulenta en la inmunizacién de
las gallinas. '
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Se sugiere repetir el experimento in ovo hiperinmunizando las gallinas
con dosis mas bajas de S. gallinarum y concentrar las linfocinas obtenidas de
estas aves.
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Cuadro 1.  Efecto a la administracién de Se-ILK en la mortalidad de pollos de

engorda desafiados al dia de edad con S. gallinarum.

Grupos
experimentales

Mortalidad p.i. en dias

#muertos/total (%) !

Testigo negativo
Se-ILK +sg 10*
NILK  +Sg 10*
Se-ILK + Sg 10°

NILK +sg10°

1

6 7
1 1
4 2
10 14
6 2
110

10

. 2143 (4.6)
8/52 (15.3)"

1 44/59 (74.5)

- 26/48 (54.1)*

2 48/59 (81.3)

1

Comparacién entre los tratamientos Se-ILK y NILK desafiados con la misma dosis

de S. gallinarum. El asterisco indica que el valor es significativamente diferente

entre los grupos de tratamiento; * (P< 0.05), ** (P<0.01)
Se-ILK = “Se-immune lymphokines®, linfocinas de aves hiperinmunizadas con
S. enteritidis.
NILK = “No-immune lymphokines”, linfocinas de aves no inmunizadas.
pi. = posinoculacién,
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Cuadro 2. Efecto ala administracion de Se-ILK en la ganancia de peso corporal

de pollos de engorda desafiados con S. gallinarum al nacimiento.

Grupos Dosis Promedio Promedio Promedio '
experimentales bacter del peso del peso ganancia
inicial aldia 10 de peso
(@) )} (9)
Testigo negative - 42 170 128°
Se-ILK 10 40 124 102°
NILK 10* 41 128 ar¢
Se-dLK 108 42 148 106°
NILK 10° 42 116 73°¢¢

Medias de la columna con diferente literal son significativamente diferentes
(P< 0.05). Evaluado mediante la prueba de Duncan.
ufc = Unidades formadoras de calonias
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Cuadro 3, Efecto a la administracion de Sg-ILK en la mortalidad de pollos de

engorda desafiados al dia de edad con S. gaflinarum.

ll

Grupos Montalidad p.i. en dlas # muertosttotal (%) *
experimentales
3 5 6 7 8 9 10

Testigo negative - S L T 2143 (4.6)
SgllK + Sg 10 - 4 5 1 . 12 20/59 (33.8%)*
NILK +Sg10' - 5 10 14 9 2 1 44159 (74.5)
Sgllk+Sg10®° 2 0 2 7 6 5 3 41/60 (68.3%)
NILK + Sg 10° 1 M1 11 10 7 3 2 48/59 (81.3)

Comparacién entre los tratamientos Sg-ILK y NILK desafiados con la misma dosis

de S. gallinarum. E asterisco indica que el valor es significativamente diferente entre

los grupos de tratamiento; * (P<0.01)
$g-ILK = “Sg-immune lymphokines", linfocinas da aves hiperinmunizadas con

S. gallinarum.

NILK = *No-immune lymphokines’, linfocinas de aves no Inmunizadas.

pl. = posinoculacién,
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Cuadro 4. Efecto a la administracién de Sg-ILK en la ganancia de peso corporal
de polios de engorda desafiados con S. gallinarum al nacimiento.

Grupos Dosis Promedi. Promexdio Promedio '
experimentales bacteriana del peso . del peso- ganancia
inicial al dla 10 de peso
(ufc) {9) @ (@
Testigo negativo - 42 170 128"
8g-ILK 10* 42 150 108°
NILK 10¢ 41 128 g7°%!
Syl 108 41 13 72¢
NILK 10° 42 115 73¢

! Medias de la columna con diferente literal son significativamente diferentes
(P< .05). Evaluado mediante la prueba de Duncan.
ufc = Unidades formadoras de colonlas



Cuadro §, Comparacién entre los tratamientos Se-ILK y Sg-ILK

Variable SedLK + Sg10* Sg-ILK +Sg 10*  Se-LK +Sg10°  Sg-ILK + Sg 10°
a 10 dias p.l.
Mortalidad 8/52°¢ 20/59 26/48 41160
Promedio en 102 108 106 72
gancia de peso (g)
Cultivo de' 0/8 (0) 4120 (20) 2126 (7.6)* 21/41(51.2)
mortandad (higado)

Culivodeérganos’ BeH Tc BeH To BeH Tc BeH Tc
144 344 B9 OPBS 522 022 1619 719
22) (68 (128 (@ (27 (O (842) (3%6.8)

1]

Comparacidn entre los tratamientos Se-ILK y Sg-ILK desafiadas con dosis
diferentes de S. gainarum. El asterisco indica que el valor es significativamente
diferente entre tratamiento; (P<.025), ** (P< 0.01), *** (P< 0.05)

No. de cultivos positivos a Salmonella / total (%)

B e H = Bazo e Higado, T¢ = Tonsllas cecales
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Cuadro €. Efecto in ovo de la administracién de Sg-ILK y NILK al dia 18 de
incubacion en nacimientos y peso corporal al dia de edad.

Réplicas Grupos . Nacimientos ' Peso corporal ?
experimentales (9)

Testigo negativo 44145 (98) 42.58 +0.62"

1 Sg-ILK 44/45 (98) 44.9010.79°
NILK 43145 (95) 42.45£0.50°

Testigo negativo 44/45 (98) 41.8810.64°

2 Sg-ILK 42/45(93) 4226+183"°
NILK 40/45 (89) 42,374079°

e Medias de la columna con diferente literal son significativamente diferentes,

(P<0.05)
No. de pollos nacidos / No. de huevos inyectados (%).
Media + Desviacion estandar.
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Cuadro 7.

de engorda desafiados al nacimiento con 8. galfinarum.

ettt et s i e e O

fe— =L

Efecto in ovo del Sg-ILK y NILK en la mortalidad acumulada en pollos

Réplica 1" Réplica 2'
Diaspi.  Testigo  SglLK+Sg10° NILK+Sg10®  Sg-lLK+Sg10° NILK+Sg10®
negativo
2 0/36 (D) 0/36 (0) 4136 (11.1)  0/36 (0) 6/36 (16.6)
3 036(0) 0/36 (0) * 11136 (30.5)  0/36(0)* 12/36 (33.3)
4 0036 (0) 1136 (2.7)* 13/36 (36.1)  0/36 (0)* 16/36 (44.4)
5  0/36(0) 3/36 (8.3)* 16/36 (44.4)  3/36 (8.3) * 18/36 (50)
6  0/36(0) 13/36 (36.1)*  22/36 (61.1)  13/36(36.1)  21/36(58.3)
7 0/36(0) 25/36 (69.4)  26/36(72.2)  23/38(63.8)  26/36(72.2)
8  0/36(0) 3036 (83.3)  20/36(80.5)  30/36 (83.3)  28/36(77.7)
9 0R6(0) 32/36 (88.8)  29/36(80.5)  31/36(86.1) 30136 (83.3)
10 036 (0) 33/36 (91.6)  20/36 (80.5)  31/36(86.1)  31/36 (86.1)

1

p.i.

No. de polios muertos / No. de polios inyectados (%)

= posinoculacién.

Comparacién entre los tratamientos Sg-ILK y NILK. Ef asterisco indica que ef valor

es significativamente diferente entre los grupos de tratamiento; * (P< 0.01),

** (P<0.05).
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Cuadro B.  Efecto in ovo de Sg-ILK y NILK al cultivo de higado en la montalidad
infectada con S. gallianrum a 10 dias del perlodo experimental,

Reéplicas Grupos esperimentales Higados '
Testigo negativo -
1 Sg-ILK + Sg 10° 28/33 (84.8)
NILK  +Sg 10° 26/23 (89.6)
Testigo negativo -
2 Sg-ILK + Sg 10° 30/31 (86.7)
NILK  +Sg 10° 26/31(93.5)

No. de cultivos positivos a Salmonella / total (%)



Cuadro 9. Efecto in ovo de Sg-ILK y NILK al cultivo de bazo e higado y tonsilas
cecales en aves sobrevivientes a 10 dias posdesaflo.

No. de cultivos positivos a Salmoneiia / total (%)

Réplicas Grupos Bazo e higada Tansllas cecales

experimentales
Testigo negativo 0/38 (0) 0/36 (0)

1 Sg-LK + Sg 10° 013 (0)* 03 (0)
NILK  +Sg10° 617(85.7) 5T (71.4)*
Testigo negativo 0136 {(0) 0/36 {0)

2 Sg-LK + g 10° 2/5 (40.0) 0/5(0) ***
NILK  +Sg10° 345 (80.0) 415 (80.0)

Camparacion entre fos tratamientos Se-ILK y NILK. El asterisco indica que el valor
es significativamente diferente entra los grupos de tratamiento; * (P<.025),
“*(P<.05), ***(P<.0%).

76



Cuadro 10. Efecto in ovo de Sg-ILK y NILK en Ia ganancia de peso corporal de

pollos de engorda desafiados con S. gallinarum al nacimiento.

Réplicas Grupos Dosis Promedio Fromedio Promedio '
experimentales  bacteriana del peso del peso ganaricla
inicial al dfa 10 de peso
(ufc) ()] (9 (9)
Testigo neg. - 43 172 129°
1 Sg-LK 10° 45 145 100"
NILK 10* 42 123 81¢¢
Testigo neg. . 42 173 131"
2 Sg-ILK 10° 42 110 68¢
NILK 10° 42 112 70°
ab

Medias de la columna con diferente literal son significativamente diferentes (P< .05).
Evaluado mediante la prueba de Duncan,
ufc = Unidades formadoras de colonias



Figura 1. Efecto del Se-ILK al cuitivo de higado en la mortalidad infectada
con S. gallinarum a 10 dias del periodo experimental
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Diferencias significativas entre Se-ILK y NILK desafiados con
la misma dosis de S. gallinarum, ** (P< 0.01)



Figura 2. Efecto del Se-ILK al cultivo de higado, bazo y tonsilas
cecales de pollos sobrevivientes a los 10 dias del periodo experimental
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Diferencias significativas entre Se-ILK y NILK desafiados
con la misma dosis de S. gallinarum, * (P< 0.05), ** (P< 0.01)



Figura 3. Efecto del Sg-ILK al cultivo de higado de la mortalidad
infectada con S. gallinarum a los 10 dias del periodo experimental
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Diferencias significativas entre Sg-ILK y NILK desafiados
con la misma dosis de S. gallinarum, ** (P< 0.01}



Figura 4. Efecto del Sg-ILK al cultivo de higado, bazo y tonsilas
cecales de pollos sobrevivientes a 10 dias del periodo experimental
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