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RESUMEN

ORTEGA TAPIA CRISTINA. Uso de un inmunomodulador, como apoyo a la respuesta
inmune del pollo de engorda en la vacunacion contra coccidia (bajo la direccion de: MVZ.
MC. Magdalena Escorcia Martinez, Dra. Andrea Rodriguez Ropén y MVZ. Jaime Navarro

Hernandez).

El presente estudio tuvo por objetivo evaluar el uso de un inmunomodulador,
elaborado a partir de calostro de bovino, en pollos de un dia de edad como apoyo a la
vacunacion contra las coccidias. Se trabajé una poblacion de 210 pollos de engorda de la
estirpe Ross 308 de un dia de edad, distribuidos en seis tratamientos con 35 aves cada uno,
consistentes en tres grupos testigo positivo (grupo A) y tres grupos experimentales (grupo
C); a cada ave, de ambos grupos, se le aplico una dosis de vacuna comercial contra Eimeria
en alimento y a las aves del grupo experimental, se les aplicO un inmunomodulador
elaborado a partir de calostro bovino al dia 2, 3, 4, 17 y 19 de edad. Transcurridos 35 dias
posteriores a la inoculacion, las aves fueron sacrificadas mediante dislocacion cervical y se
evalud el efecto del inmunomodulador a través del grado de lesiébn macroscépica de
acuerdo a la escala de Johnson y Reid de 1970 e histolégicamente la longitud de las
vellosidades intestinales. Los resultados mostraron que el uso del inmunomodulador,
asociado a la vacuna contra coccidias redujo el grado de lesion intestinal en la regién donde
prolifera Eimeria maxima (P<0.05) y la longitud de las vellosidades de las aves a las que se
les aplicé la vacuna junto con el inmunomodulador, fue mayor para las tres secciones de

intestino evaluadas.



INTRODUCCION

La enfermedad conocida como coccidiosis aviar, es causada por un protozoario de la
familia Eimerridae que presenta una multiplicacién asexual y sexual®. Estos organismos
pertenecen al género Eimeria, el cual produce parasitosis en las aves ocasionando lesion
sobre vellosidades intestinales que alterara la absorcién de nutrientes y pigmentos®. Se han
encontrado 9 especies que afectan a las aves comerciales en México, entre las cuales, se
consideran como las méas patogenas e importantes: E. tenella, E. maxima, E. necatrix, E.
brunetti, y E. acervulina®. La prevalencia de una especie en particular, depende de factores,
como el ciclo bioldgico, la supervivencia de los oocistos a varios climas, las condiciones de
sanidad, la susceptibilidad de diferentes estirpes de pollos y la edad de las aves, entre

otros®.

La presencia de signos clinicos depende de factores como: la especie de coccidia, nUmero
de coccidias, integridad del sistema inmune, edad del ave y el sistema de confinamiento,
entre otros. En una misma granja pueden encontrarse combinaciones de especies de
Eimeria, esto establece una dificultad para atribuir las pérdidas financieras a una especie
en particular; ya que algunas especies, unicamente reducen los indices de peso, la absorcién
de nutrientes y el adecuado deposito de pigmento, mientras que otras como E. necatrix y E.

tenella, pueden causar mortalidad y aumentar los efectos antes mencionados®®”.

La coccidiosis presenta pérdidas econémicas que exceden entre US $1.5 y 2 billones'

anuales en la industria del pollo en todo el mundo®. Solo en la Unién

'Un billén americano representa 10°.



Europea, el total de costos por infecciones de coccidias se estima en por lo menos £42
millones por afio, de los cuales el 74% es debido a la reduccion en la ganancia diaria de
peso y en la conversion alimenticia, mientras que el 24% es por costo de adicion de
coccidiostatos al alimento y tratamiento de las aves enfermas’. La coccidiosis aviar
representa grandes pérdidas a la avicultura debido a los altos costos por tratamientos, a las
pérdidas por mortalidad cuando se presentan ciertas especies de Eimeria, la predisposicion
a otras enfermedades como la enteritis necrdtica o la micotoxicosis, la disminucion en la
ganancia diaria de peso, lo que trae como consecuencia un aumento en el indice de
conversion alimenticia y a la alteracion en la absorcion de nutrientes, provocando que no
haya una adecuada pigmentacion. En México éste Ultimo factor cobra importancia, debido
a que los consumidores asocian erroneamente una buena pigmentacion con el estado de

salud de las aves y la frescura de las canales en algunas zonas del pais.

Aunque los pigmentos son considerados aditivos y no ofrecen ningln aporte nutricional al
alimento del ave, en la industria avicola mexicana son de uso basico ya que la demanda de

dicho producto depende del grado de pigmentacién de la piel del ave.

Los pigmentos deben ser adicionados al alimento debido a que el ave no es capaz de
sintetizarlos por si misma; este manejo representa costos que fluctian entre ¢0.50 - ¢0.90

por ave®.

La pigmentacion del pollo de engorda permite la diferenciacion entre empresas
productoras, que muchas veces logran un sobreprecio 0 mayor demanda de sus productos.
Cuando no se alcanza la pigmentacion requerida por el mercado, existe un castigo

econémico que flucta entre ¢0.50 y hasta $1.00 por kilogramo de pollo®.



Es importante; sin embargo, que no se elimine por completo a la Eimeria del intestino del
ave y que se presente cierto estado de coccidiasis, pues la permanencia de éste parasito en
intestino estimula de manera constante la respuesta inmune y esto a su vez permite la

presencia constante de los elementos inmunoldgicos que controlen un brote de campo.

Una forma de regular la presencia de Eimeria en intestino es con el uso de coccidiostatos,

los cuales fueron introducidos en la década de los afios 40’s.

Para evitar la resistencia a estos farmacos, se utilizan programas de rotacién'?, sin embargo,
el temor a la presencia de residuos en canal ha ocasionado recientemente la prohibicion de

éstos farmacos en Europa ™% 2,

Las coccidias son altamente inmunogénicas, por lo que el desarrollo de vacunas desde los
afios 50°s en Estados Unidos de Norteamérica ofrecié una alternativa para el control de ésta
enfermedad™. En la industria farmacéutica existe una gran gama de vacunas que contienen
cepas vivas de Eimeria virulentas o atenuadas, sin embargo existen algunos aspectos que se
tienen que cuidar al usarlas, debido a que la proteccién inmunitaria es especifica de especie
y la administracion de una vacuna de oocistos vivos que contenga Unicamente tres o cuatro
especies puede no proteger adecuadamente contra brotes causados por diferentes a las
contenidas en la vacuna®®.

Otra alternativa para el tratamiento de la coccidiosis es el uso de inmunomoduladores, los
cuales como su nombre lo indica, controlan la respuesta inmune, incrementando la
magnitud de eésta respuesta (inmunoestimulante) o bien disminuyéndola. Varios agentes

quimicos y sustancias biologicas se han utilizado como inmunomoduladores, en el control



de Eimeria en las aves, algunos acttan sobre la integridad de la mucosa intestinal y en el

sistema inmune®®.
Calostro

Una de las principales funciones de la secrecion de la glandula mamaria de los mamiferos
que se provee al recién nacido entre las primeras 24 a 48 horas después del parto’® es
proporcionar inmunidad pasiva’® a través de la alimentacién; se ha demostrado que ésta
aumenta la respuesta mediada por células T y mejora la inmunidad de células B en el
sistema inmune del recién nacido®’. El calostro bovino contiene algunas hormonas como
estrégenos, progesterona, prostaglandinas'® y factores de crecimiento, vitaminas,
inmunoglobulinas, lactoperoxidasa, lisozima y sustancias inmunomoduladoras® entre las
cuales se encuentran: moléculas de bajo peso molecular (Low Molecular Weigth, LMW)
<10 KDa (IL-1B, IL-1 ra, IL-6, TNFa y el IFNy), péptidos ricos en prolina (proline-rich
peptid, PRP), nucle6tidos, nulcedsidos y otros mensajeros quimicos de origen proteico

como el Factor de Transferencia (FT)%.
Factor de Transferencia

En los afios 40 se descubri6 por primera vez la transferencia de la respuesta inmune celular
(RIC) en animales de un donador inmune a uno no inmune. Lawrence en 1949%" demostré
que esta respuesta también podia ser transferida en humanos mediante la inyeccion de un
extracto de leucocitos y postuld que el extracto contenia un factor capaz de transferir la
inmunidad del donante al receptor, denominando a esta sustancia Factor de Transferencia
que puede ser usado como terapia para enfermedades que involucran el sistema inmune,

especialmente los linfocitos T.



Puede obtenerse de linfocitos de sangre periférica, de ganglios linfaticos de bovino, bazo y
placenta de diferentes especies, sin embargo, cuando se obtiene del calostro, se encuentra
1,000 veces mas concentrado que el obtenido a partir de sangre®’; en la mayoria de los

individuos que se ha probado, el factor de transferencia calostral (FTcal) no es alergénico

por lo que es igualmente eficaz ya sea administrado de forma oral o parenteral®.

No existe una barrera interespecie, por lo que se puede utilizar FT obtenido en una especie

y aplicarse en otra sin ninguna complicacién y con excelentes resultados®*.

Lisonbee et al en 2004 sefiala que el factor de transferencia esta formado de 44

aminoacidos e incluye tres fracciones:
e Fraccion inductiva.
e Fraccion inmune supresora.
e Fraccion antigeno especifica.

La fraccion antigeno especifica del factor de transferencia esta formada por dos fracciones,
la primera de 8-12 aminoacidos y la segunda, altamente conservada de 10 amino&cidos que
tiene alta afinidad por el receptor de linfocito T?. Estas fracciones poseen distintos pesos

moleculares en donde:
v 1% constituido de moléculas mayores a 10 000 Da,
v' 65 a 95% con peso molecular de 2000 a 6000 Da,
v 10 a 30% con peso molecular de 1000 a 2000 Da.

v" menos del 10%, de menor peso molecular a 1000 Da*®



El factor de transferencia promueve la maduracion de células T en el timo e incrementa
significativamente la actividad de las células NK?’. Es anéalogo de los anticuerpos, pero en
escala mas pequefa; tanto el factor de transferencia como los anticuerpos incluyen sitios
antigeno-especifico y tienen regiones altamente conservadas que interactlan con receptores

en sus respectivas células efectoras®.

Como antecedentes a este trabajo, podemos citar a Wilson, que en 1988 utiliz6 en aves,
Factor de Transferencia a partir de calostro bovino para enfermedad de Newcastle (ENC),
laringotraqueitis infecciosa (LTI) y enfermedad de la bolsa de Fabricio (IBF) consiguiendo

aumentar el titulo de anticuerpos®.



JUSTIFICACION

La vacunacion contra coccidias ha sido una de las alternativas para el control de la
enfermedad, sin embargo, no siempre se genera una adecuada respuesta inmune a ellay las
lesiones producidas por la vacuna se exacerban llegando a provocar la enfermedad. Por lo
tanto, el presente estudio se considera necesario para saber si el uso de un
inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino, en pollos ayuda a controlar la

presentacion de lesiones y a mantener una adecuada longitud de vellosidades.
HIPOTESIS

La administracién de una vacuna de coccidias producira lesiones intestinales distribuidas
entre las lesiones de magnitud +1 a +4 segun la escala de Johnson & Reid de 1970,
mientras que la adicion de dicho antigeno en presencia de un inmunomodulador, elaborado
a partir de calostro de bovino, producira lesiones de magnitudes +1 y +2 de dicha escala.
Asi mismo permitird mantener una adecuada integridad intestinal facilitando la absorcion

de nutrientes y pigmentos.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de utilizar un inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino,
simultaneamente a la vacunacion contra coccidia, en pollos de un dia de edad, sobre la
homogeneidad de las lesiones intestinales inducidas por las coccidias, mediante el grado de
lesion intestinal, utilizando la escala de valor de Johnson & Reid de 1970, para mejorar la

pigmentacion en el pollo de engorda.

Objetivos Especificos



1. Elaborar un inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino mediante
procesos fisicos como centrifugacion y dialisis, para utilizarlo en la vacunacion de pollos de

engorda contra Eimerias.

2. Aplicar un inmunomodulador via oral, elaborado a partir de calostro de bovino, solo y
combinado con la vacuna de Eimerias en pollos de engorda de un dia de edad para observar

si hay homogeneidad de lesiones.

3. Evaluar a la necropsia el efecto de un inmunomodulador, elaborado a partir de calostro
de bovino, en el desarrollo de lesiones a nivel intestinal basadas en la clasificacion de

Johnson & Reid.

4. Evaluar la longitud de las vellosidades intestinales a los diferentes niveles del intestino

de todos los grupos de aves, usando el programa AXIOVISION MR,

5. Analizar estadisticamente los resultados para determinar la significancia del uso de un

inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino, en pollo de engorda.



MATERIAL Y METODOS

Produccion del inmunomodulador, a partir de calostro de bovino.

Inmunizacién. Se inoculd una vaca gestante clinicamente sana (sin patologias clinicas
aparentes) de raza Holstein, por via intradérmica, en edad reproductiva; la vaca recibié 3
dosis de inmundgeno de 2 ml cada una. Los 2 ml fueron repartidos en cuatro puntos
anatomicos del bovino de 0.5 ml cada uno: dos a nivel de tablas del cuello, una de cada
lado, y dos en la region de la babilla, una de cada lado; la distribucion del volumen total se
realizé debido a que el adyuvante puede irritar la zona de aplicacién®. Cada inmunizacién
fue aplicada con una diferencia de 15 dias entre ellas, a partir de los 7.5 meses de
gestacion. El indculo fue elaborado con 5 mg de proteina total de antigeno vacunal contra
E. tenella, E. maxima y E. acervulina, la que fue inactivada mediante sonicacién. La
proteina se suspendid en solucién salina isotonica y un adjuvante elaborado a partir de
aceite de cacahuate (vol/vol). Posterior al nacimiento, se colect6 el calostro por medio del
ordefio de la vaca, el cual se mantuvo congelado a - 20°C hasta que se le hiciera una serie
de tratamientos para la obtencion del inmunomodulador. EI bovino inmunizado permanecio
con el resto del rebarfio, bajo las mismas condiciones de estabulacién y alimentacion en el
Centro de Ensefianza, Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA)
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma

de México (FMVZ-UNAM), localizado en San Miguel Topilejo, México D.F.

Centrifugacion. Con el objetivo de separar células, caseina y grasa del calostro, éste se
centrifugo en 4 diferentes ciclos, a 4°C; el primer ciclo de 11,000 a 15,000 g durante 15-30

min; el segundo ciclo de 11,500 a 15,000 g durante 30-45 min, el tercer ciclo fue de 8,000



a 12,000 g durante 1-2 horas y el cuarto ciclo de 10,000 a 15,000 g también durante 1-2
horas en un rotor Beckman JA-10 y una ultracentrifuga Sorval Herdeus respectivamente.
Entre cada centrifugacion, se colecto el sobrenadante, el cual se sometié al siguiente ciclo
de centrifugado. Finalmente el calostro centrifugado fue congelado a - 20°C, para su

posterior tratamiento.

Didlisis. El sobrenadante del calostro centrifugado fue colocado en un sistema de didlisis
con una membrana con un punto de corte de 12 kDa. El sistema se dejo reposar durante 24-
48 horas a 4-6°C y finalmente, el liquido de la didlisis se colecto en condiciones asépticas,
se filtrd por una membrana de 0.4 y 0.22 um, y finalmente se le congel6 a -20°C; a la par se

colectaron muestras para determinar su concentracion proteica.

Concentracién proteica. Se envi6 al laboratorio de Patologia Clinica del Departamento de
Patologia de la FMVVZ-UNAM, una alicuota del calostro dializado para la determinacién de

proteinas totales por el método de Biuret.

Presencia de péptidos de bajo peso molecular. Se realiz6 una electroforesis del calostro
dializado en gel de poliacrilamida al 12-15%-SDS?, para evidenciar la banda de péptidos
de bajo peso molecular. EI gel se tifid6 mediante la técnica de tincion de plata Bio-Rad

Silver Strain Kit en el Instituto Nacional de Pedriatria (INP).

Prueba bioldgica in vivo.

Se trabajé una poblacion de 210 pollos de engorda de la estirpe Ross 308 de un dia de

edad, los cuales fueron distribuidos aleatoriamente en seis tratamientos con 35 aves cada



uno, consistentes en: tres grupos testigo positivos (grupo A) y tres grupos experimentales
(grupo C). Se administré un alimento balanceado para aves libres de patégenos especificos

(ALPES®), donado por Investigacion Aplicada S.A. de C.V. (IASA).

La manipulacion de los tratamientos consistio en lo siguiente:

Grupos testigo positivo: Inoculacion de vacuna viva al dia de edad contra E. tenella (35
aves), E. maxima (35 aves) y E. acervulina (35 aves), via alimento (1 dosis /ave, segln las
recomendaciones del fabricante), sin inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de

bovino y sin coccidiostato.

Grupos experimentales: Inoculacion de vacuna viva al dia de edad contra E. tenella (35
aves), E. maxima (35 aves) y E. acervulina (35 aves), via alimento (1 dosis /ave, segun las
recomendaciones del fabricante), mas inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de

bovino al segundo, tercero, cuarto, diecisiete y diecinueve dias de edad, sin coccidiostato.

Las aves fueron alojadas en piso, en unidades de aislamiento del Departamento de
Produccion Animal Aves (DPAA) de la FMVZ-UNAM, bajo condiciones de temperatura
controlada: 1ra. semana: 32° C, 2da. semana: 30°C, 3ra. semana: 28°C y la 4ta. semana:

26° C¥; se les proporcioné agua y alimento ad libitum, libre de coccidiostatos.

Evaluacion de lesiones.

A los 35 dias de edad se aplicé eutanasia a los sujetos del experimento mediante
dislocacion cervical. Se les practico la necropsia y se recolectaron muestras a tres niveles

intestinales: duodeno, yeyuno-ileon y ciego en formalina al 10% para estudio de



histopatologia. Las muestras histopatoldgicas fueron procesadas por métodos histoldgicos
convencionales: fueron cortadas con el microtomo de rotaciéon a 3 micras y tefiidas con
hematoxilina y eosina para su evaluacion. Posteriormente, a partir de las muestras de
intestinos y bajo condiciones de ceguedad de los tratamientos, se realizaron dos lecturas
independientes, por inspeccion visual, de cada lesion en cada muestra, para tener un total
de N=420 observaciones (n=70 por cada tratamiento). La respuesta al tratamiento consistio
en la lesion observada en la muestra, cada una de las cuales fue clasificada de acuerdo a
una escala ordinal, propuesta por Johnson y Reid*!, cuyo rango incluye los valores 0, 1, 2,
3 y 4, correspondiendo cero a la muestra sin lesién aparente y 4 a la lesion de mayor

magnitud.

Longitud de vellosidades.

Para estudiar el efecto del tratamiento sobre esta estructura, se enviaron al laboratorio de
biologia de IASA muestras de intestino escogidas al azar, de cada grupo. Se seleccionaron
aleatoriamente 10 vellosidades, y se midi6 su longitud desde el limite de la capa muscular
interna de la mucosa y la lamina propia, hasta el borde del epitelio en la parte apical de las
vellosidades, con el objetivo panoramico 4X del microscopio, usando el programa

AXIOVISION MR,

ANALISIS ESTADISTICO

Una vez clasificadas las lesiones, se contd el nimero de muestras observadas (frecuencias

absolutas, fi) en cada nivel (magnitud) de lesion de cada tratamiento. Con las frecuencias



obtenidas se calcularon las frecuencias relativas (proporciones, pi = fi/N) correspondientes,
con las cuales se realizaron los contrastes estadisticos de homogeneidad entre las lesiones,
Para contrastar la homogeneidad de las lesiones, entre los tratamientos, respecto tanto de
grupos, como de eimerias, se realizo la prueba de Cochran-Mantel-Haenszel (CMH) a nivel
a=0.05 como criterio de significacion estadistica, y a posteriori, la prueba Z para comparar
diferencias entre pares de proporciones en los casos necesarios. Por Gltimo, para comparar
la diferencia de los promedios de la longitud de las vellosidades entre los grupos, se aplicd
la prueba t de Student para dos muestras independientes a nivel a = 0.05 como criterio de

significacion estadistica, por medio del programa Stats®.



Resultados

Concentracion proteica.

De acuerdo a los resultados reportados por el laboratorio de Patologia Clinica del
Departamento de Patologia de la FMVZ- UNAM, se encontré una concentracion proteica
de 3.3 pg/ml, del calostro dializado, para determinar de manera indirecta la presencia del
inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino. Asegurando posteriormente la
presencia de la banda de bajo peso molecular correspondiente al inmunomodulador,
elaborado a partir de calostro de bovino en gel de poliacrilamida al 12-15% con tincién

especial de plata (Foto 1).

Analisis de lesiones.

Homogeneidad entre las lesiones.

En el analisis general de proporciones se observo heterogeneidad significativa entre niveles
de lesion, (U = 375.9; P < 0.0001). Se puede afirmar que, independientemente del
tratamiento, la mayor proporcion de muestras no presentaron lesion alguna (lesion 0) (Foto
2, 6 y 10) o bien, ésta fue minima (lesion 1) (Fotos 3, 7 y 11), no observandose diferencia
significativa entre estos niveles (Z = 0.629; P = 0.2646); asimismo, se observd que las
proporciones de muestras sin lesion o con lesion minima fueron significativamente
mayores que para las lesiones de magnitud 2 y 3, conservandose esta misma relacion entre

las lesiones 2 y 3, respectivamente (P < 0.0001) (Figura 1, Cuadro 4).

Homogeneidad entre lesiones por Eimeria.




Con el fin de determinar si la heterogeneidad observada en el patron general entre las
lesiones es atribuible a la exposicion a la vacunacion con Eimeria (testigo positivo) o a la
aplicacion de inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino (grupo
experimental), se realizo el andlisis de contingencia entre Eimerias y nivel de lesion y se
determind la razon de verosimilitud (LR) del mismo, observandose un patron significativo
de heterogeneidad de las lesiones entre las distintas Eimerias (3’ re417 = 89.965; P <
0.0001), (Figura 4). Posteriormente, se realizd el andlisis de CMH estratificando la
intervencion experimental (control y experimental) en cada Eimeria, para establecer si
dicha intervencion determina la heterogeneidad de las lesiones, observandose que ésta fue
significativa, tanto en cada Eimeria (x23,417 = 71.5104; P < 0.0001), como en cada

intervencion experimental % 417 = 61.0849; P < 0.0001.

La heterogeneidad de las lesiones, en las distintas Eimerias, presentd las siguientes

relaciones (Figura 4, Fotos 4-5, 8-9 y 12):
Eimeria Ea: Lesion 1 > (Lesidn 0 = Lesion 2) > Lesion 3.
Eimeria Em: Lesion 1 > Lesion 0 > Lesion 2 > Lesién 3.
Eimeria Et: Lesion 0 > Lesion 1 > Lesion 2 > Lesion 3.

De lo anterior se observa que, en las tres Eimerias, la mayoria fueron casos sin lesion o con
lesiones de magnitud baja (0 ,1) y que la minoria fueron lesiones de magnitud 3. En

ninguna muestra se observaron lesiones severas (de magnitud 4).

Homogeneidad entre lesiones dentro del grupo.




El analisis CMH muestra que en ambas intervenciones (testigo positivo o grupo
experimental), se observd el mismo patron de heterogeneidad entre las lesiones que en el
patron general; esto es: no hubo diferencias significativas entre las proporciones de las
muestras sin lesion (lesién 0) y con lesién minima (lesién 1) (P > 0.05). Asimismo, la
heterogeneidad entre las lesiones muestra que las proporciones de muestras sin lesion o con
lesion 1 fueron significativamente mayores que las de nivel 2 y 3, al mismo tiempo que
entre éstas Ultimas, la proporcion fue mayor en lesiones de magnitud 2 que 3,
respectivamente (P < 0.0001), (Cuadro 6, Figura 3). El analisis CMH muestra que no existe

una homogeneidad de lesiones dentro del grupo.

Comparacién entre grupos.

La evidencia muestra que en ambos grupos (testigo positivo vs experimental), no hubo
diferencia entre las proporciones de muestras sin lesion (lesion 0) y con lesion 3 (Z, =
0.583; P = 0.2798; Z3 = 0.000; P = 0.5000) respectivamente, mientras que la proporcién de
muestras con lesion 1, fue mayor en el grupo experimental que en el testigo positivo (Z = -
1.664; P = 0.0481) y con lesion 2, fue mayor en el testigo positivo, respectivamente (Z =
2.030; P = 0.0212). La prueba de Z mostr6 que el grupo experimental presenté menor

grado de lesion en comparacion con el grupo testigo (Cuadro 5, Fig. 2).

Contrastes de lesiones entre grupos.

Con base en el analisis estratificado de las lesiones, para el tipo de Eimeria, la magnitud de
lesion y la intervencion experimental de manera conjunta, se puede afirmar, que: para la
Eimeria Ea, las lesiones se distribuyen homogéneamente en el rango 0-3 sin diferencia

entre 1os grupos (y2.rea:3.137 = 0.396; P = 0.94); en Eimeria Em, ocurren mas lesiones nivel



1 con inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino que sin él, pero menos de

nivel 2 con inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino que sin él

(X2 rRem:3137 = 8.635; P = 0.0346) y para la eimeria Et, el uso de inmunomodulador,

elaborado a partir de calostro de bovino sélo disminuye las lesiones de nivel 2, sin

modificar las de nivel 0, 1 ¢ 3, respecto de no usar inmunomodulador (%2 rga:3137 = 9.234;

P =0.0099). (Figura 5, Cuadro 7).

FIGURA 5. Lesiones intestinales en pollos de 5 semanas de edad, por grupo, Eimeria
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En el eje de las abscisas: EaLO: Eimeria acervulina, lesion 0. EaL1: Eimeria
acervulina, lesion 1. EalL2: Eimeria acervulina, lesion 2. EalL3: Eimeria
acervulina, lesion 3. EmLO: Eimeria maxima, lesibn 0. EmL1: Eimeria
maxima, lesion 1. EmL2: Eimeria maxima, lesion 2. EmL3: Eimeria maxima,
lesion 3. EtLO: Eimeria tenella, lesion 0. EtL1: Eimeria tenella, lesion 1. EtL2:
Eimeria tenella, lesion 2. EtL3: Eimeria tenella lesion, 3. A: testigo positivo. C:
grupo experimental. Literales distintas indican diferencia significativa P< 0.05.

Longitud de vellosidades

Se compar6 la diferencia de los promedios de la longitud de las vellosidades entre los
grupos aplicAndose la prueba t de Student para dos muestras independientes a nivel o =
0.05 como criterio de significancia estadistica, por medio del programa Stats®. Los
resultados indican que la longitud de vellosidades a nivel de duodeno, ileon-yeyuno y ciego
fue mayor para las aves del grupo experimental en comparacion al grupo control (Figuras

56y7).

DISCUSION

La ausencia de lesiones intestinales mayores (magnitud 4) en el presente estudio sugiere
cuatro posibles explicaciones: 1) La calidad de la vacuna utilizada en el presente estudio
facilité generar una adecuada inmunidad (coccidiasis) sin llegar a provocar un cuadro de

coccidiosis. La vacuna que se utilizé asegura la viabilidad de los oocistos y la pureza de la



misma sin la presencia de contaminantes®

2) Las condiciones experimentales en las
que se mantuvieron las aves evitd que su sistema inmune se deprimiera, como sucede con
las aves de produccion. Graat y col. en 1998 mencionan que el adecuado manejo, la buena
higiene, y la ausencia de otro tipo de aves en la granja y de otras enfermedades, ayudaréan a
que no se agrave la enfermedad. 3) El porcentaje de especies de eimerias presentes en las
vacunas puede estar influenciada por el tipo de vacuna que se esté utilizando. Dalloul y
Lillehoj*® mencionan que en las vacunas vivas no atenuadas, al no ser modificadas en
ninguna forma, no contienen una cantidad adecuada de especies méas patdgenas para evitar
que se genere la enfermedad. En el presente estudio la vacuna que se utilizé no era
atenuada, por lo tanto, se concluye que posiblemente al ser Eimeria tenella la méas agresiva
entre las tres utilizadas, el laboratorio comercial incluy6 una cantidad menor de oocistos de
ésta especie por lo que no se generaron lesiones grado 3-4. 4) La presentacién de mayor
namero de lesiones por determinadas especies de acuerdo a la composicién del alimento
que se le administra a las aves ha sido reportada por Lee en 2006** quien menciona que las
dietas altas en proteina tienden a reducir el desarrollo de lesiones asociadas con E.
maxima, aunque aumenta la de lesiones asociadas con el desarrollo de E.tenella en pollos
vacunados. En el presente trabajo no se realizo6 el analisis quimico proximal para saber el
porcentaje de cada nutriente de la dieta, lo cual hubiera permitido descartar que la

presentacion de lesiones se viera influenciado por tales variables.

Trabajos realizados por Williams y Andrews®™ en 2001 coinciden con los resultados
reportados en el presente trabajo; estos investigadores pusieron de manifiesto que cuando

un grupo de pollos sanos, aislados de infecciones eran vacunados con oocistos vivos, la



mayoria de las lesiones oscilaban entre grado 1 y 2, de acuerdo a la escala de Johnson y

Reid; situacion que se repitio en el presente trabajo.

En el presente estudio no se observé evidencia concluyente de que el inmunomodulador,
elaborado a partir de calostro de bovino, en presencia de vacunacidon contra Eimeria,
disminuya el riesgo de lesiones intestinales mayores (nivel 4), lo que se observo fue que el
efecto del inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino sobre la magnitud de
las lesiones es irregular entre las Eimerias. EI comportamiento en los resultados obtenidos
en el grupo de Eimeria maxima puede estar relacionado a que el inmunomodulador,
elaborado a partir de calostro de bovino indujo la expresion de linfocitos T estimulando la
respuesta inmune celular®® y la expresion de ciertas citocinas como IL2 y el IFNy como
demostré Uribe en 2007°" a partir del uso de un inmunomodulador obtenido de sangre

periférica de gallinas.

La integridad de las vellosidades intestinales, detectadas mediante sistemas microscépicos,
fue mayor en el grupo tratado con inmunomodulador, elaborado a partir de calostro bovino,
en comparacion con el grupo sin inmunomodulador. La longitud e integridad de
vellosidades es clave para que se lleve a cabo una adecuada absorcidn de nutrientes y en el
caso particular de este trabajo, una adecuada absorcion de pigmentos; la superficie
intestinal presenta microvellosidades en las que se lleva a cabo la secrecion de enzimas
digestivas que actlan sobre sustratos importantes que dan por resultado que gran cantidad
de nutrientes sean absorbidos, la longitud de vellosidades es directamente proporcional a la

capacidad de absorcién, debido a la mayor superficie de contacto **°.



CONCLUSIONES

El uso de un inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino, asociado a una
vacuna con oocistos de Eimeria, reduce el grado de lesion intestinal en la region del

intestino donde prolifera Eimeria maxima.

El uso de un inmunomodulador, elaborado a partir de calostro de bovino, permitié que la
integridad de las vellosidades intestinales fuera mejor en el grupo experimental con

respecto del grupo testigo.

El uso del inmunomodulador, elaborado a partir de calostro bovino, no influye en la

homogeneidad de lesiones.
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ANEXO 1. FOTOS
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Foto 1. Presencia de péptidos de bajo peso p :
molecular. Gel de poliacrilamida al 12-15% con Foto 2. Lesion de E. acervulina en pollos de

tincion especial de plata. Carril uno (C1) y carril dos cinco semanas de edad, grado 0.
(C2): muestra el calostro dializado, evidenciando la

banda con peso molecular de 5-6 kDa. Carril 4: (C4):

marcador de peso molecular cuya masa (kDa) se indica

a laizquierda

E. acervulina

Foto 3. Lesion de E. acervulina en pollos de cinco Foto 4. Lesion de E. acervulina en pollos de
semanas de edad, grado 1. cinco semanas de edad, grado 2.



E. acervulina

Foto 5. Lesion por E. acervulina en pollos de cinco Foto 6. Lesion por E. maxima en pollos de
semanas de edad, grado 3. cinco semanas de edad, grado 0.

Foto 7. Lesidon por E. maxima en pollos de cinco Foto 8. Lesién por E .maxima en pollos de
semanas de edad, grado 1. cinco semanas de edad, grado 2.



E. tenella
0

Foto 9. Lesion por E .maxima en pollos de cinco
semanas de edad, grado 3.

Foto 10. Lesion por E. tenella en pollos de
cinco semanas de edad, grado 0.




Foto 11. Lesién por E. tenella en pollos de cinco

semanas de edad, grado 1. Foto 12. Lesion por E. tenella en pollos de

cinco semanas de edad, grado 2.

ANEXO 2. FIGURAS

FIGURA 1. Patron general de heterogeneidad entre lesiones, de las 420
observaciones.
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En el eje de las abscisas, grados de lesion de acuerdo a la escala de Jonson y
Reid (el grado de lesién 4 no se incluye debido a que no se present6 en
ningun grupo). Literales distintas indican diferencia significativa de P<
0.0001: entre la lesion de magnitud 0 y 1 no hay diferencia estadistica, pero
si entre los demas grados de lesion.

FIGURA 2. Proporcion de lesiones entre grupos.
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En el eje de las abscisas: grados de lesion (0, 1, 2 y 3) A: testigo
positivo, C: grupo experimental. Literales distintas indican
diferencia significativa P< 0.05.

FIGURA 3. Heterogeneidad de lesiones por grupo.
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Proporcion de la magnitud de lesién por grupo, respecto del total 420. En el eje de
las abscisas: grados de lesion de la escala Johnson y Reid. A: testigo positivo. C:
grupo experimental. Literales distintas indican diferencia significativa P< 0.01.

FIGURA 4. Lesion en Eimeria.
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En el eje de las abscisas: grados de lesién de la escala Johnson y Reid Ea: Eimeria
acervulina. Em: Eimeria maxima. Et: Eimeria tenella. Literales distintas indican
diferencias significativas entre lesiones P< 0.05.

FIGURA 5. Longitud de vellosidades de duodeno.
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Grupo A: Testigo positivo. Grupo C: Grupo experimental. Literales distintas indican
diferencias significativas entre lesiones P< 0.05.

FIGURA 6. Longitud de vellosidades de yeyuno-ileon.
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Grupo A: Testigo positivo. Grupo C: Grupo experimental. Literales distintas indican
diferencias significativas entre lesiones P< 0.05.

FIGURA 7. Longitud de vellosidades de ciego.
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Grupo A: Testigo positivo. Grupo C: Grupo experimental. Literales distintas
indican diferencias significativas entre lesiones P< 0.05.




ANEXO 3. CUADROS

CUADRO 1. Frecuencias absolutas de lesion intestinal en testigo positivo (aves
vacunadas, grupo A) y grupo experimental (aves vacunadas mas inmunomodulador,

grupo C) de tres Eimerias.

fi Lesion
Grupo Eimeria 0 1 | 2 | 3 | Nagimea
nEa 18 35 | 14| 3 70
A nEm 32 30 7 1 70
nEt 48 12 (10| O 70
Na, Lesion 98 77 | 31| 4 210
fi Lesion
Eimeria 0 1 2 | 3 | Ncgimeria
c nEa 15 38 | 14 | 3 70
nEm 21 46 1 70
nEt 54 15 0 70
N, Lesion 90 9 |17 | 4 210
Total, Lesion | 188 | 176 | 48 | 8 420

Muestra las frecuencias absolutas del nimero de lesiones observadas, agrupadas de acuerdo al nivel de la

lesion y al tratamiento. fi: Frecuencia absoluta. N,n: Totales de

acervulina. Em: Eimeria maxima. Et: Eimeria tenella.

frecuencias absolutas. Ea: Eimeria



CUADRO 2. Frecuencias relativas por Eimeriay lesion en testigo positivo (aves
vacunadas, grupo A) y grupo experimental (aves vacunadas mas inmunomodulador,
grupo C) de tres Eimerias.

pi Lesion
Grupo Eimeria 0 1 2 3
Ea 0.04286 | 0.08333 | 0.03333 | 0.00714
A Em 0.07619 | 0.07143 | 0.01667 | 0.00238
Et 0.11429 | 0.02857 | 0.02381 | 0.00000
PTotal, 1esisn | 0.23333 | 0.18333 | 0.07381 | 0.00952
pi Lesion
Eimeria 0 1 2 3
Ea 0.03571 | 0.09048 | 0.03333 | 0.00714
c Em 0.05000 | 0.10952 | 0.00476 | 0.00238
Et 0.12857 | 0.03571 | 0.00238 | 0.00000
PC 0.21429 | 0.23571 | 0.04048 | 0.00952
PTotal, tesicn | 0.44762 | 0.41905 | 0.11429 | 0.01905

Incluye las proporciones correspondientes a las frecuencias del cuadro 1, con respecto del total de
observaciones del estudio (N=420). Proporciones: pi= fi/n. PTotal: Proporcién total por cada magnitud de
lesion. Ea: Eimeria acervulina. Em: Eimeria maxima. Et: Eimeria tenella.

CUADRO 3. Frecuencias absolutas y frecuencias relativas acumuladas de los grupos
testigo positivo (aves vacunadas) y experimental (aves vacunadas +
inmunomodulador, entre Eimerias, para distinto nivel de lesién.

Gpo A-C (fi) Lesion
Eimeria 0 1 2 3 P
Ea 33 73 28 6 140
Em 53 76 9 2 140
Et 102 27 11 0 140
P 188 176 48 8 420
Gpo A-C (pi) Lesion
Eimeria 0 1 2 3 P
Ea 0.07857143 | 0.17380952 | 0.06666667 | 0.01428571 | 0.33333333
Em 0.12619048 | 0.18095238 | 0.02142857 | 0.0047619 | 0.33333333
Et 0.24285714 | 0.06428571 | 0.02619048 0 0.33333333
) 0.44761905 | 0.41904762 | 0.11428571 | 0.01904762 1

Muestra las frecuencias relativas y absolutas del grupo A y grupo C de acuerdo a la escala de lesion de
Johnson y Reid. Gpo. A-C (fi): Frecuencia absoluta. Gpo A-C (pi): Frecuencias relativas. X: sumatoria por cada
Eimeria. Ea: Eimeria acervulina. Em: Eimeria maxima. Et: Eimeria tenella.



CUADRO 4. Contrastes entre magnitud de lesiones.

(Patrén General)

Diferencia entre magnitud de lesiones

0-1 0-2 0-3 1-2 1-3 2-3

Estimado | 0.02857 | 0.33333 0.42857 0.30476 0.40000 0.09524

Y4 0.629 10.174 16.51 9.411 15.545 5.537

p* 0.2646 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001

*. Los valores P < 0.05 indican diferencia estadistica significativa entre las proporciones
comparadas. 0-1,0-2,0-3,1-2,1-3,2-3: comparacion entre grados de lesion de acuerdo a la escala de
Johnson y Reid.

CUADRO 5. Contrastes de lesiones entre grupos.

Magnitud de Lesion
Grupo 0 1 2 3 P
pA 0.23333 | 0.18333 | 0.07381 | 0.00952 0.5
pC 0.21429 | 0.23571 | 0.04048 | 0.00952 0.5
n 188 176 48 8 N =420

>pi 0.44762 | 0.41905 | 0.11429 | 0.01905 1
Diferencia pA - pC | 0.01904 | -0.05238 | 0.03333 | 0.00000 -
Estadistico Z: 0.583 -1.664 2.030 0.000 -

P 0.2798 0.0481 0.0212 0.500 -

pA, pC: Proporciones de sujetos con lesidn en los grupos A y C. n: Total de sujetos en ambos grupos (A,C),
en cada nivel de lesion. Zpi: Proporcion de sujetos con lesién en ambos grupos (A,C), con respecto al total.
>: Total. n: Casos observados en cada magnitud de lesion. N: Total de observaciones en el estudio. Estadistico
Z: Resultado del contraste de la diferencia entre las proporciones de lesiones entre los grupos Ay C. P:
Diferencia estadisticamente significativa entre las proporciones de Ay C en cada nivel de lesién, cuando P <
0.05.



CUADRO 6. Comparacion entre lesiones por grupo.

Magnitud de lesion

Grupo Estimado 0-1 0-2 0-3 1-2 1-3 2-3
Diferencia® | 0.05000 | 0.15952 | 0.22381 | 0.10952 | 0.17381 | 0.06429

A z® 1.592 6.16 10.447 4.533 8.832 4.681
p* 0.0557 <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001
Diferencia | -0.02143 | 0.17381 | 0.20476 | 0.19524 | 0.22619 | 0.03095

c z -0.654 7.516 9.842 8.198 10.556 2.869

p* 0.2565 <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 0.002
Diferencia | 0.02857 | 0.33333 | 0.42857 | 0.30476 | 0.40000 | 0.09524

General Z 0.53 10.173 16.514 9.409 15.548 5.541
p* 0.2644 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001

(a). Diferencia de las proporciones entre los niveles de lesion que se comparan. (b). Estadistico de prueba (de
la distribucién normal) del contraste de las proporciones entre niveles de lesién. *. Los valores P < 0.05
indican diferencia estadistica significativa entre las proporciones comparadas.

CUADRO 7. Comparacion de grupos por Eimeriay lesion.

Comparacién (Grupo:Lesion)®
Eimeria @ Estimado ALO-CLO AL1-CL1 AL2-CL2 AL3-CL3

Diferencia® 3 -3 0 0

Ea z9 0.525 -0.351 0 0
p* 0.3007 0.3627 0.5 0.5

Diferencia 11 -16 5 0

Em Z 1.515 -1.843 1.672 0
p* 0.0649 0.0327 0.04272 0.5

Diferencia -6 -3 9 0

Et Z -0.594 -0.578 2.738 0

p* 0.2761 0.2818 0.003

(a). Ea: Eimeria acervulina; Em: Eimeria maxima; Et: Eimeria tenella. (b). ALO: Grupo A: Lesion 0; CLO:
Grupo C:Lesion 0. (c). Diferencia: Diferencia de proporciones entre los grupos y la lesion que se comparan.
(d). Estadistico (de la distribucion normal) del contraste de las proporciones. (*). Significacion estadistica del
contraste. El valor P < 0.05 indica diferencia significativa entre las proporciones comparadas.
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