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RESUMEN

Para evaluar la proteccién de una vacuna guiada por anticuerpos contra coccidia, se realizaron
2 experimentos, cada uno con 200 pollos de engorda sexados de la estirpe Ross 308, durante los
21 a 42 dias de edad, en los cuales se evaluaron absorcién y deposito de las xantofilas, asi como
parametros productivos. Las aves fueron infectadas con Eimeria maxima y se distribuyeron en 5
tratamientos con 4 réplicas. El objetivo del primer experimento fue encontrar una dosis desafio
para ser probada con la vacuna de subunidades; y los tratamientos fueron: 1) testigo no
infectado; 2) 9.625x10' ooquistes esporulados de E. maxima (OEEm)/ave; 3) 9.625x10?
OEEm/ave; 4) 9.625x10° OEEm/ave; 5) 9.625x10* OEEm/ave. Los resultados obtenidos de las
variables estudiadas se analizaron por medio de una regresion lineal multiple. Hubo un aumento
en el consumo de alimento, el consumo de pigmento se increment6 4 mg conforme aumentaba
el titulo infectante, la absorcion de xantofilas en plasma (XP) disminuy6 de 16.98 a 7.44 pg/mL
y las unidades de amarillamiento (b*) disminuyeron hasta 6.1 unidades en promedio, con el
titulo infectante mas alto. Los tratamientos infectados no igualaron al testigo en pigmentacion
cutanea ni en XP al final de la prueba. Las mejores dosis infectantes para el desafio vacunal
fueron 9.625x10%y 10* OEEm/ave. Objetivo del segundo experimento, evaluar la proteccién de
la vacuna contra coccidia, la dosis infectante se adecu6 a 4x10* OEEm y los tratamientos fueron:
1) Vacuna, 50 pg de una mezcla de proteina proteasa micronema (MPP) y proteina an6nima
relacionada con la trombospondina (TRAP), desafiado con E. maxima; 2) Vacuna, 100ug de una
mezcla de MPP y TRAP, desafiado con E. maxima; 3) Sin vacuna, con coccidiostato y desafiado
con E. maxima; 4) Sin Vacuna, desafiado con E. maxima y 5) Sin vacuna, no desafiado con E.
maxima. Por efecto de la vacuna no hubo diferencias en ganancia de peso, consumo de alimento
y conversion alimentaria (p>0.05). El tratamiento con coccidiostato presentd los mejores
valores de b* (p<0.05) y no hubo diferencia significativa en las concentraciones de XP. Se
concluye que el empleo de la vacuna a base de epitopos aislados de E. maxima no generd
inmunidad ni afectd los parametros productivos de los pollos de engorda de 21 a 42 dias de
edad.

Palabras clave: parametros productivos, Eimeria maxima, xantofilas amarillas, pollo de engorda,

Proteina Anonima Relacionada con la Trombospondina, Proteina Proteasa Micronema.



ABSTRACT

To evaluate the protection of an antibody-guided vaccine against coccidia, 2 experiments were
performed, each one with 200 sexed broilers of the Ross 308 line, during the 21 to 42 days old,
in which absorption and deposition of xanthophylls, as well as productive parameters, were
evaluated. The birds were infected with Eimeria maxima and were distributed in 5 treatments
with 4 replicates. The objective of the first experiment was to find a challenge dose to later be
tested with the subunit vaccine; and the treatments were: 1) uninfected control; 2) 9.625x10!
sporulated oocysts of E. maxima (OEEm)/bird; 3) 9.625x10> OEEm/bird; 4) 9.625x10°
OEEm/bird; 5) 9.625x10* OEEm/bird. The results obtained from the variables studied were
analyzed by means of a multiple linear regression. There was an increase in food consumption,
pigment consumption increased 4mg as the infecting titer increased, the absorption of
xanthophylls in plasma (XP) decreased from 16.98 to 7.44 pg/mL and the yellowing units (b *)
decreased by 6.1 units on average, with the highest infective titer. The infected treatments did
not match the control in skin pigmentation or XP at the end of the test. The best infecting doses
for the challenge were 9.625x10° and 10* OEEm/bird. Objective of the second experiment, to
evaluate the protection of the vaccine against coccidia, the infecting dose was adapted to 4x10*
OEEm; and the treatments were: 1) Vaccine, 50 ug of a mixture of microneme protease protein
(MPP) and thrombospondin-related anonymous protein (TRAP), challenged with E. maxima;
2) Vaccine, 100ug of a mixture of MPP and TRAP, challenged with E. maxima; 3) Without
vaccine, with coccidiostat and challenged with E. maxima; 4) Without vaccine, challenged with
E. maxima and 5) Without vaccine, not challenged with E. maxima. The effect of the vaccine,
there were no differences in weight gain, food consumption and food conversion (p> 0.05).
Treatment with coccidiostat presented the best b * values (p <0.05) and there was no significant
difference in XP concentrations. It is concluded that the use of the vaccine based on epitopes
isolated from E. maxima did not generate immunity or affect the productive parameters of

broilers between 21 and 42 days of age.

Key words: productive parameters, Eimeria maxima, yellow xanthophylls, microneme

protease protein, thrombospondin-related anonymous protein, broiler.
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INTRODUCCION

En etapas iniciales de la produccion avicola, la coloracién amarilla en piel se lograba con los
pigmentos contenidos en ingredientes como el maiz amarillo. Actualmente este ingrediente es
utilizado en México principalmente para la alimentacién humana, por lo que se ha sustituido
en su mayoria por ingredientes como el sorgo, que tiene bajo aporte de carotenoides. A causa
de estos cambios en la alimentacion, ademas de cambios en la genética de las aves, se ha optado
por integrar pigmentos tanto de naturaleza sintética como natural a las dietas, para lograr un
amarillo o amarillo naranja en la piel y grasa del animal. Estos productos pueden representar
del 8 al 10% del costo total de la dieta (Ratcliff et al., 1959; Brambila et al., 1961; Becerril, 1988;
Mufioz-Diaz et al., 2012;) .

Hoy en dia hay mas paises como Peru, Espafia, Francia, Italia y China (Rajput et al., 2013) que
prefieren particularmente una coloracion intensa y brillante en la piel del ave, volviéndose una
caracteristica muy importante que puede determinar la preferencia o rechazo del producto por
parte del consumidor (Becerril, 1988; W. D. Williams, 1992). En la industria avicola mexicana,
el consumo de pollo con una piel y tarsos amarillos intensos es una caracteristica cultural
profundamente arraigada que define la comercializaciéon del producto (Mufoz-Diaz et al.,
2012). Hay diferentes factores que pueden afectar la pigmentacion cutanea en el pollo de
engorda, uno de ellos esta relacionado con el estado de salud del ave, enfermedades que lesionen
la mucosa intestinal y que afecten los mecanismos de absorcioén (Garcia, 2008), daran como
resultado una pigmentacién pobre, un ejemplo de enfermedad es la coccidiosis causada por
protozoarios del género Eimeria spp. Durante los altimos 50 afios se han utilizado diferentes
productos anticoccidianos para el control de esta enfermedad, no obstante, el mal uso de estos
ha provocado resistencia de los coccidios a todos ellos, sumado a esto, actualmente existen
politicas que restringen el uso de quimioterapia profilactica sobre las aves, por lo que el interés
por una alternativa inmunologia ha ido en aumento. Es por esto que el objetivo del presente
trabajo es evaluar el uso de una vacuna conformada por dos epitopos inmuno protectores
encontrados en E. maxima, denominados TRAP y MPP, junto con un adyuvante guiado por
anticuerpos (anti- chCD40), que se plantea brindara proteccion contra E. maxima, sin ocasionar
lesiones en el epitelio intestinal, ni la concentraciéon de pigmento en plasma, pigmentacion

cutanea y parametros productivos.



Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos liposolubles naturales sintetizados por plantas, algas y bacterias
fotosintéticas. Estos pigmentos son responsables del color de flores y frutos, asi como de algunos
animales como crustaceos, peces, anfibios, reptiles y aves (Delgado-Vargas et al., 2000;
Meléndez-Martinez et al., 2007; Jauregui et al., 2011). Se han identificado mas de 750 en la
naturaleza y algunos de éstos tienen capacidad para actuar como provitamina A (Tunio et al.,

2013).

Desde el punto de vista quimico, los carotenoides son generalmente pigmentos de polieno
isopropenoides amarillo-rojo ampliamente distribuidos en la naturaleza. La mayoria estan
compuestos de tetraterpenos de ocho unidades de isopreno, con un anillo ciclohexano sustituido
e instaurado en cada uno de los extremos (Krinsky et al., 2004; Jauregui et al., 2011). La
caracteristica distintiva de los carotenoides es el extenso sistema de dobles enlaces conjugados,
denominado cadena polienica. Esta parte de la molécula conocida como cromédforo es
responsable de la capacidad de los carotenoides de absorber luz y transmitir los colores amarillo,

naranja o rojo (Teixeira & Meleiro, 2008).

Debido a su caracter hidrofobico se encuentran normalmente en ambientes lipofilos, como en
membranas, sin embargo, su asociacion con proteinas o reacciones de glicosilacion, les permiten

también estar presentes en medios acuosos (Becerril, 1988; Meléndez-Martinez et al., 2007).

Considerando los elementos quimicos presentes en sus moléculas, los carotenoides pueden
dividirse en dos grandes grupos: carotenos que son hidrocarburos, y xantofilas que contienen
atomos de oxigeno (Meléndez-Martinez et al., 2007). En el area avicola las xantofilas son las
moléculas de mayor interés debido a su participacion en la pigmentacion, ya que son las

responsables de pigmentar la piel del pollo, y no son sintetizados de manera natural por las aves.

Metabolismo, transporte y absorcion

La absorcion de los carotenoides se da por un mecanismo similar al de los lipidos, y se divide
en cuatro fases principales: emulsion, hidrélisis, formacién de micelas y absorcion (Bradley,

2014; Furr & Clark, 1997).



Los carotenoides se liberan en el bolo alimenticio, sin embargo, en las aves no se reporta la
accion de la lipasa lingual ni de la lipasa gastrica, por lo tanto, el proventriculo (molleja) y el
intestino son los encargados de la emulsificacion de los lipidos. Para realizar este proceso, las
células intestinales tienen la capacidad de formar una apolipoproteina de tipo III. Esta proteina
tiene una estructura terciaria muy compleja con alto contenido de dobles enlaces, que permiten
“atrapar” a la molécula de xantofila, junto con colesterol y fosfolipidos, para que ésta pueda
mantenerse en emulsion en la sangre. Esta apolipoproteina es un factor critico en el proceso de
pigmentacion, ya que si no se produce correctamente, la cantidad de xantofilas en el sistema no

es adecuada y la pigmentacion no sera la ideal (Cortés, 2005).

Posteriormente se da la formacion de vesiculas multilaminares o micelas debido a la accién de
sales biliares y lipasas pancreaticas. Estas micelas chocan y su contenido se difunde por la
mucosa duodenal a través de la membrana del enterocito, por mecanismos que involucran
difusidon pasiva. Se ha establecido una preferente absorcion de las xantofilas respecto a los

carotenos, por su mayor polaridad ( Parker, 1996; Minguez et al., 2005).

Para ser transportados, los lipidos hidrolizados en la luz del intestino deben ser reesterificados.
En las aves toma el nombre de portomicron, debido a que las lipoproteinas formadas entran en
los vasos sanguineos a través de las vesiculas intracitoplasmaticas endoteliales y son
transportados desde las venas pancreatico-duodenal y yeyunal hasta la vena porta, debido a que

carecen de sistema linfatico (Osorio & Florez, 2011).

Los carotenoides se acumulan en el tejido adiposo tomando su caracteristico color amarillo. E1
higado en condiciones normales retiene las xantofilas en forma libre y muy poco esterificadas.
Utiliza muy pocas de ellas para su propio metabolismo y en general reintegra a la circulacion
las mismas lipoproteinas transportadoras: lipoproteinas de alta densidad (HDL) y lipoproteinas
de baja densidad (LDL) (Cortés, 2005).

El plasma, al ser el medio de distribucion de estos pigmentos, mantiene siempre una reserva de
carotenoides circulando, que son transportados por lipoproteinas de baja densidad en el caso de
los B-carotenos, y por lipoproteinas tanto de alta densidad como de baja densidad en el caso de
las xantofilas ( Parker, 1996; Minguez et al., 2005; Jauregui et al., 2011).

La eficiencia de los carotenoides en cuanto a su digestibilidad, absorcién, metabolismo y

deposito dependera de la estructura quimica, isomerizacién, presentacion de los carotenoides



(libres o esterificados), tipo de grasa presente en la dieta, entre otros factores (Hencken, 1992;
Breithaupt et al., 2003; Montoya, 2015). La tasa de depdsito de carotenoides en organos y
tejidos depende de la absorcidn selectiva a través de la pared intestinal, y de su utilizacion y

excrecion (Minguez et al., 2005).

Tipos de pigmentos utilizados en la industria avicola

En general se utilizan dos tipos de carotenoides para pigmentar de un color amarillo intenso la

piel del pollo de engorda.

Naturales: Las principales fuentes de xantofilas empleadas son los carotenoides de la flor de
cempasuchil (Tagetes erecta), que aporta una coloracion amarilla y el chile rojo (Capsicum

annuum) que dan una pigmentacion roja (Martinez et al., 2004; Mufioz-Diaz et al., 2012).

Sintéticos: Los pigmentos de sintesis quimica tienen una alta concentracién, minima variacion,
estabilidad y respuesta lineal progresiva. Principalmente se utilizan el etil éster del acido -apo-
8’carotenoico, conocido genéricamente como apo-éster, que proporciona un color amarillo-
naranja, y cantaxantina aportando una coloracion roja. Los pigmentos sintéticos tienen la

desventaja de ser mas caros (Martinez et al., 2004; Liu et al., 2008;).

Evaluacion del pigmento cutaneo

Se han desarrollado y utilizado varios métodos para la evaluacién de la piel del pollo. La
seleccion del método mas adecuado estara en funcion de alguna situacion en particular, debido
a que un solo método no cubre todo lo que se desea evaluar. Al ser la pigmentacién una
herramienta para describir el color del producto final, existen varios métodos para evaluarlo, y

estos se pueden clasificar en directos e indirectos (Becerril, 1988; Martinez et al., 2004).

Meétodos directos

Consisten en la evaluacion directa del color de 1a piel del pollo, mediante la descomposicion del
haz de luz (reflectancia) o la comparacién contra un color conocido, aunque esta apreciacion es
subjetiva (Fletcher et al., 1986). Las pruebas que se realizan son: Prueba Rank para canales de

pollo, abanicos y escalas colorimétricas (Bauernfeind, 1981) y colorimetria de reflectancia.



Meétodos indirectos

Se basan en la concentracion y perfil de las xantofilas contenidas en la muestra analizada. Estos
métodos se consideran indirectos porque pueden “correlacionarse” con el color predicho y

observado, pero dicha correlacién es solo una estimacion.

El analisis quimico del pigmento se basa en la extraccién y cuantificacion de los pigmentos ya
sea individual o en grupo. Su analisis cuantitativo requiere un manejo adecuado de los
materiales, una atmosfera inerte, reduccion de la presion, temperaturas bajas. La cuantificacion
de los carotenoides estd basada en la absorcion de luz visible. Dentro de los métodos aplicados
esta el HPLC (Cromatografia liquida de alta resolucion), cromatografia de gases, espectroscopia
de masas, espectroscopia molecular o espectrofotometria de luz VIS-UV (Becerril, 1988; West
et al., 2001).

Factores que afectan la pigmentacion

Alcanzar niveles adecuados de pigmentacion en la piel depende de varios factores, como son
los relacionados a la zona geografica, calidad nutritiva de la dieta, dosis y tiempo de consumo,
programa de alimentacion, condiciones de procesamiento; ademas de las relacionados con las

aves (Mufioz-Diaz et al., 2012), tales como:

o Genética. No todas las estirpes tienen la misma eficiencia para depositar el pigmento en
piel, probablemente relacionado con la cantidad de grasa subcutanea entre estirpe
(Bilgili & Hess, 2010).

o Edad. La oxidacién de las xantofilas en el tracto digestivo se incrementa con la edad
(Avila et al., 1990).

o Sexo. Las hembras alcanzan una mayor pigmentacion cutanea en comparacion con los
machos, caracteristica que va ligada con su mayor capacidad de depodsito de grasa
(Martinez et al., 2004; Castaneda MP et al., 2005).

o Estado de salud. Cualquier enfermedad que disminuya el consumo de alimento o
provoque su rechazo, provocara una disminucién en el consumo de la cantidad de
pigmento, asi como enfermedades que lesionen la mucosa intestinal y que afecten los

mecanismos de absorcion y transporte de los carotenoides (Garcia, 2008).



Coccidiosis

La coccidiosis aviar es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del Filum
Apicomplexa, Familia Eimeriidae y Género Eimeria. Afecta a diversas especies de aves, aunque
es en la produccion intensiva de Gallus gallus domesticus, como son pollo de engorda y gallina de
postura, donde alcanza la mayor repercusidon econdmica a pesar de los avances en
quimioterapia, manejo, nutricién y genética. El gasto actual en medicacion preventiva excede
los $90 millones en Estados Unidos y mas de $300 millones anuales en todo el mundo (Larry
et al., 2013; Rajput et al., 2013; Torrubia et al., 2014).

El costo de la coccidiosis y el impacto en la produccion avicola es debido a la inversion en
medicacion preventiva y vacunacion, y a las pérdidas en productividad ya que predispone a
enfermedades secundarias, principalmente Enteritis necrotica causada por Clostridium
perfringens, que da como resultado un dafio intestinal adicional y problemas de mala absorcion
(Patricia C. Allen, 1987; D. P. Conway et al., 1990) disminuye el crecimiento, causa una
conversion alimenticia deficiente y reduce la produccién e incrementa la mortalidad (D. P.

Conway et al., 1990; Price et al., 2013).

Es una enfermedad que se produce mediante la ingestion de ooquistes esporulados (cuatro
esporocistos que contienen dos esporozoitos), que dan lugar a un proceso de cardcter clinico
causando un incremento en la mortalidad, o subclinico, afectando los parametros productivos
(Cordero del Campillo & Rojo, 2001; Larry et al., 2013).

Actualmente se reconocen nueve especies de Eimeria que afectan al pollo de engorda, cinco de
estas se consideran las mas virulentas (E. acervulina, E. tenella, E. brunetti, E. necantrix y E.
maxima), ya que pueden desarrollar manifestaciones clinicas. La infecciébn con dos o mas
especies de coccidia es comun. Cada especie causa lesiones distintas, reconocibles,
independientes de las otras especies (Cordero del Campillo & Rojo, 2001; Donal P Conway &
McKenzie, 2008; Larry et al., 2013).

La ingestion viable de ooquistes esporulados es el método natural de transmision, las aves
susceptibles en la misma parvada pueden consumir los ooquistes a través del picoteo de la cama
o de la contaminacion del alimento. La contaminacién de manera indirecta se da por medio de

vectores mecanicos o fomites, los cuales solo tiene la funcién de transportar al agente, ejemplo



de estos son: insectos, equipo contaminado y polvo. Sin embargo el medio mecanico mas
comun es el personal de trabajo que se encuentra desplazandose entre las plumas, casetas y

algunas veces entre granjas (Donal P Conway & McKenzie, 2008; Larry et al., 2013).

La severidad de la infeccion se relaciona con las lesiones intestinales macroscopicas que produce
y que se clasifican en una escala de 0 a +4 como lo describen Johnson y Reid (1970), donde 0
es normal y 4+ es la lesion mas severa. Es importante tener en cuenta que estos valores se
asignan de forma subjetiva y puede variar entre evaluadores. Las infecciones mixtas, frecuentes
en condiciones de campo, produciran lesiones mas severas a las infecciones provocadas por una

sola especie de Eimeria sp. (Cordero del Campillo & Rojo, 2001; Larry et al., 2013).

También se pueden realizar evaluaciones microscopicas en excretas e intestino. Las
evaluaciones en excretas consisten en estimar la eliminacion total de ooquistes por ave en heces,
por medio de la técnica de flotacion en la cdmara de McMaster, para obtener un resultado
cuantitativo ( Long et al., 1976; Haug et al., 2006). El analisis de muestras fecales se lleva a cabo

en los programas de muestreos habituales o cuando se sospecha de una coccidiosis subclinica.

Para hacer la evaluacion de las lesiones intestinales de manera microscopica, se deben tomar 2
cm de intestino después del diverticulo de Meckel, la muestra es fijada en formalina al 10%
amortiguada, y finamente procesada por las técnicas convencionales de inclusion en parafina y

tincién de Hematoxilina y Eosina (Goodwin et al., 1998).

Existen pruebas de PCR especificas para la mayoria de las especies de Eimeria spp. en pollos y
pavos, pero no para todas, debido a que las excretas y el contenido intestinal constituyen

muestras poco fiables (Torrubia et al., 2014).

Esta infeccion se autolimita y depende en gran medida del numero de ooquistes ingeridos y del
estado inmunologico del ave (Larry et al., 2013). Los ooquistes en las heces del pollo de engorda
usualmente son mas numerosos entre la tercera y la quinta semana de edad, y disminuyen a
partir de ese momento. Pocos ooquistes son encontrados después de que las aves son removidas
de la granja, ya que el parasito muere por el amoniaco o por el calor del compostaje de las

excretas.

Los ooquistes generalmente son considerados resistentes a ambientes extremos y a

desinfectantes comunes, sin embargo, pueden morir sometiéndolos a temperaturas extremas o



a la desecacion, si por otro lado se encuentran con las condiciones 0ptimas pueden sobrevivir
durante muchas semanas incluso meses. La naturaleza ubicua de las coccidias avicolas impide
la posibilidad de erradicacidon y su prevencion por medio de cuarentena, desinfeccion o

saneamiento (Cordero del Campillo & Rojo, 2001; Larry et al., 2013; Torrubia et al., 2014).
Epidemiologia

Uno de los factores de importancia epidemiologica es la tasa de difusion, que dependera de la
densidad de la poblacion hospedadora, del intervalo de tiempo que se mantienen las heces con
ooquistes esporulados viables y de la facilidad que los hospedadores presentan para acceder a
las heces infectadas ( Cordero del Campillo & Rojo, 2001; Donal P Conway & McKenzie,
2008).

Pollos de engorda de todas las edades y estirpes son susceptibles, sin embargo, se desarrolla
inmunidad después de una infeccion leve, limitando una infeccién futura. Los pollos recién

nacidos reciben altos niveles de anticuerpos maternos, pero no limita su susceptibilidad.

Los conteos de ooquistes en la cama son generalmente bajos durante las primeras dos a tres
semanas, aumentan rapidamente alcanzando su maximo, entre las cuatro y seis semanas de
edad, y volviendo a disminuir a niveles bajos, en las semanas siete y ocho de edad. Por los que
es comun que se presente la enfermedad entre las 3 y 6 semanas de edad que son las edades de
mayor riesgo, y es raramente vista en parvadas de menos de 3 semanas (Donal P Conway &

McKenzie, 2008; Larry et al., 2013).
Eimeria maxima

Es una especie facilmente reconocible debido al gran tamafio de sus ooquistes, 29 x 23 um, con
un intervalo de 21.4 um - 42.5 um, ya que estos son ovoides. Los ooquistes pueden presentar un
distintivo color amarillo y carecer de micropilo. Infecta la parte media del intestino, en
infecciones graves, las lesiones pueden extenderse hacia el duodeno y descender hasta la unién
ileocecal. El diagnostico basado en la morfologia del ooquiste de Eimeria maxima, es posible

debido a su gran tamafo (Donal P Conway & McKenzie, 2008; Larry et al., 2013).



Patogenicidad

La patogenicidad de los coccidias depende en gran medida de la replicacidn exitosa del parasito
dentro del huésped (Lillehoj, 2005), E. maxima en general es moderadamente virulenta, la
infeccion con 50 a 200 x 10° ooquistes esporulados provoca pobre ganancia de peso, diarrea y
algunas veces mortalidad. Algunas cepas son capaces de provocar el 30% de mortalidad en la

quinta semana de edad con 100,000 ooquistes.

A menudo hay emaciacion, palidez, plumas erizadas, diarrea, anorexia, mala uniformidad en
el peso de la parvada, ademas esta especie puede afectar severamente la absorcién intestinal de
xantofilas y carotenoides en el intestino delgado, que se puede reflejar en una pigmentacion
deficiente de la piel (Cordero del Campillo & Rojo, 2001; Larry et al., 2013).

Ciclo de Eimeria maxima

Después de la ingestion de los ooquistes esporulados y ruptura de la pared del ooquiste en la
molleja, son liberados los esporoblastos, posteriormente con la accion de la quimiotripsina y
sales biliares, los esporozoitos pueden salir hacia el intestino. La edad del hospedador en el
momento de la infeccion influye en el desenquistamiento de los ooquistes, disminuyendo en

pollitos de un dia (Cordero del Campillo & Rojo, 2001; Larry et al., 2013).

Los esporozoitos liberados invaden las células epiteliales del tercio medio del intestino (yeyuno
e ileon) (Dubey & Jenkins, 2018). Al ingresar a la célula huésped, el esporozoito se transforma
en 12 a 48 horas en trofozoito una forma vegetativa activada que se alimenta por fagocitosis.
Esté comienza a agrandarse, debido a su reproduccion de forma asexual por fusion binaria,
conocido como esquizogonia 0 merogonia. Las pequeflas etapas parasitarias que se forman
dentro del esquiozonte llevan el nombre de merozoitos. Tras romperse los esquizontes, se
liberan merozoitos que infectan a su vez nuevas células de la mucosa intestinal, comienzan
entonces generaciones sucesivas de esquizogonias, en el caso de E. maxima pueden ser de dos a
tres generaciones de esquizogonias. Los merozoitos de la ultima generacion ingresan a nuevas
células epiteliales para diferenciarse en gametocitos. El merozoito evoluciona a microgametos
biflagelados o macrogameto. Los microgametos se liberan y se unen a los macrogametos,
formando un cigoto. El cigoto se trasforma a ooquiste, que una vez maduro es liberado desde
la mucosa a la luz intestinal y se elimina posteriormente con las excretas. Se necesitan

aproximadamente 130 horas para completar la fase interna del ciclo biologico.



Los ooquistes son el estadio exdgeno, y encierran mediante una doble membrana una masa
llamada esporonte. El proceso de esporulacién se inicia cuando las condiciones de aireacion,
temperatura y humedad son adecuadas. La esporulacion no ocurre por debajo de 12°C ni por
encima de 39°C (Donal P Conway & McKenzie, 2008; Larry et al., 2013).

Oocitos esporulados

Oocitos no esporulados (infecciosos)
(no infecciosos)
Oocito . ) o Oomos!:beran
en heces ) ’ esporocitos

Esporulacion
Ocurre fuera del huésped, requiere
varios dias y oxigeno

Esporocitos liberan
esporozoitos

Desarrollo del
oocito

Eimeria - Ciclo de vida
Gametos

masculinosy
femeninos

. Cicloinfeccioso ESp°f°Z°".°S satien
las células intestinales
\
‘ Tropozoito

Esquizoito

Merozoitos
Liberados del esquizoito

€

Figura 1. Ciclo de vida de Eimeria spp.(Cori, 2015)

Lesiones

El dafio minimo al tejido ocurre con el primero de los dos o tres ciclos asexuales los cuales se
desarrollan en la superficie de las células epiteliales de la mucosa. En la etapa sexual
(gametocitos) el dano se observa subepitelial, en los dias 5 a 8 post-infeccién, causando

congestion, edema, infiltracion celular y engrosamiento de la mucosa.

El intestino puede verse flacido o en infecciones mas graves se puede observar “abalonamieto”,
en el lumen puede verse fluido y moco amarillento-naranja. MicroscoOpicamente, se caracteriza
por edema e infiltracion celular y la observacion de diferentes etapas de desarrollo dentro de los
tejidos (Donal P Conway & McKenzie, 2008; Larry et al., 2013).
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En la escala de Johnson y Reid (1970), 1a cual es un sistema de calificaciones de lesiones que
van de 0 a 4+, se toman en cuenta los siguientes aspectos para evaluar lesiones macroscopicas

en E. maxima:

e Grado 0: Cuando no hay cambios significativos.

e Grado 1+: Las lesiones se localizan en intestino medio, teniendo aspecto de
hemorragias puntiformes pequeias y rosadas, esparcidas por la pared del intestino
aparentemente es normal y el contenido intestinal puede contener moco anaranjado.

e Grado 2+: La pared del intestino medio se encuentra engrosada, hay presencia de moco
anaranjado en el contenido. En este grado el color anaranjado ha sido asociado a la
presencia de hemorragias petequiales.

e Grado 3+: El intestino medio posterior ya se encuentra afectado, la pared intestinal esta
aspera, engrosada, se observa abundante moco de color rojo.

e Grado 4+: Las aves afectadas en este grado mueren, el intestino medio esta adelgazado,

presenta color rojo y olor desagradable.

Respuesta inmune en la infeccion por Eimeria

Se ha comprobado que la receptividad de un ave a una infeccidon por coccidia no esta
relacionada con la edad de las aves, si no con el funcionamiento del sistema inmunoldgico
(Cordero del Campillo & Rojo, 2001).

La infeccidén con Eimeria spp. induce inmunidad protectora tras dos o mas ciclos de infeccion.
Después de la infeccion primaria, las coccidias siguen presentes en las aves a niveles bajos y por
tanto la inmunidad se renueva constantemente (Torrubia et al., 2014). Si bien generalmente se
requiere una gran cantidad de ooquistes para generar una buena respuesta inmune contra
Eimeria spp., E. maxima es altamente inmunogénica y requiere un menor numero de ooquistes
para inducir una inmunidad casi completa. Las etapas tempranas del ciclo de vida de FEimeria
spp. se consideran mas inmunogénicas que las etapas sexuales posteriores ( Rose & Hesketh,
1976; H. Chapman et al., 2002). Sin embargo, se ha demostrado que los antigenos de los
gametos de E. maxima son inmunogénicos e inducen proteccion contra una infeccién
ocasionada por este parasito (M. Wallach et al., 1990, 1992; Cordero del Campillo & Rojo,
2001; Lillehoj, 2005;).
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Dado que el ciclo biologico de Eimeria spp. comprende etapas intra y extracelulares con estadios
asexuales y sexuales, las respuestas inmunitarias del huésped son bastante diversas y complejas
(Lillehoj, 2005; Torrubia et al., 2014). La inmunidad especifica del antigeno esta mediada por
anticuerpos, linfocitos y citoquinas. Mientras que los anticuerpos responden a la presencia
extracelular de parasitos en sangre y fluidos corporales, los parasitos intracelulares
desencadenan una respuesta mediada por células (Cordero del Campillo & Rojo, 2001; Lillehoj,

2005).

Los animales infectados con Eimeria spp. producen anticuerpos especificos para los parasitos en
la circulacién y en secreciones de las mucosas. Los anticuerpos circulantes son de tipo IgM, IgG
e IgA. En bilis se detecta IgM y predominantemente IgA; esta ultima ademas se encuentra en
la luz del intestino junto a IgG entre la segunda y la tercer semana post- infeccion, y en bajas
concentraciones luego de re-infecciones. Los anticuerpos especificos presentes en la luz
intestinal pueden producirse y secretarse localmente o provenir de la circulacion sanguinea,

como es el caso de la IgG (Lillehoj, 2005; Yuno & Gogorza, 2008).

La participacion de la respuesta inmune humoral en la proteccidén contra coccidias no es clara.
Los anticuerpos actian contra el desarrollo de estadios extracelulares, solos o en conjunto con
las células del huésped, facilitando la fagocitosis o por citotoxicidad, asi como en los estadios
intracelulares dado que la infeccion incrementa la permeabilidad de la célula huésped (M.
Wallach et al., 1992). La eficacia de los anticuerpos transferidos por la madre contra infecciones
de campo debe verificarse, teniendo en cuenta la corta vida tutil de los anticuerpos maternos en

pollos jovenes(Lillehoj, 2005).

Los linfocitos T residentes en el tejido linfoide asociado a mucosas son las principales células
efectoras en la respuesta inmune contra coccidias. Las especies de Eimeria spp. son muy
selectivas y los esporozoitos reconocen diferentes estructuras de células hospedadoras durante
el proceso de invasion. Tanto las células del bazo como los linfocitos de sangre periférica son
capaces de transferir resistencia pasiva sin exposicion previa a antigenos de coccidias (Yufio &
Gogorza, 2008).

12



Citoquinas y linfoquinas.

Las principales citoquinas descritas en pollo son las siguientes: IFN-y, TGF, TNF, IL-1, IL-2,
IL-6, IL-8, IL-12, IL-15 IL-16, IL-17, IL-18 y citoquinas de tipo Th2 tales como IL-3, IL-4, IL-
13 y GM-CSF (Lillehoj, 2005). Se producen muchos tipos diferentes de quimiocinas y
citoquinas después de la infeccidén primaria y secundaria con Eimeria spp. (Lillehoj et al., 2003).
Se ha demostrado que los interferones tienen diversos efectos inmunomoduladores en una
amplia variedad de tejidos. Los interferones se clasifican en tipo I (IFN-a, -3, -0 y -T) y tipo II

(IFN-y) (Lillehoj, 2005).

Los macréfagos producen varias citoquinas post-infeccion. Los esporozoitos y merozoitos de E.
tenella inducen in vitro la produccién de un factor similar al factor de necrosis tumoral (FNT)
por parte de macréfagos que provienen de sangre periférica. Adicionalmente, los macréfagos
muestran produccion de interleuquina-1 y FNT-a de forma bifésica, el primer pico se asocio
con la patogénesis de la enfermedad y el segundo con el desarrollo de inmuno proteccién, en
forma consecutiva a una infeccion por E. tenella o E. maxima. La produccion de cantidades
significativamente mayores de FNT durante el dia 3 a 6 después de la inoculacion se
correlacion6 con la apariciéon de los cambios fisiopatologicos locales y sistémicos mas

caracteristicos inducidos por coccidias (Torrubia et al., 2014).

La produccién de interferdn (IFN) en aves ha sido usada para medir la respuesta de linfocitos
T a antigenos coccidiales. Se ha observado que las diferentes especies de Eimeria spp. inducen
la produccion de IFN-y y, ademas, su actividad esta asociada a la alteracion de las células
hospedadoras y no sobre los parasitos. También se encuentra un incremento del nimero de
células natural killer (NK), lo cual sugiere que las células NK intraepiteliales pueden estar
involucradas en la defensa ante la invasién de coccidios a la mucosa. La inmunidad no previene
la invasion de esporozoitos a las células, pero si puede prevenir continuar con su desarrollo
(Yuno & Gogorza, 2008).

Control de la coccidiosis

Distintos métodos se han investigado para la prevencion y el control de la coccidiosis aviar

(Yuno & Gogorza, 2008; H. D. Chapman, 2011). Dentro de estos manejos encontramos:
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a) Seleccion genética (capacidad de resistencia). Como ejemplo se tienen dos cepas
genéticamente divergentes de lineas de pollo endogamicas, SC (B2B2) y TK (B15B21)
(Lillehoj, 2005).

b) Productos anticoccidianos (ionoforos y quimicos)

¢) Vacunacion

La profilaxis de la coccidiosis se basa principalmente en el uso de anticoccidianos, que son
agentes que se adicionan a los alimentos, con el fin de prevenir el problema (Garcia, 2008). Se
pueden clasificar por sus efectos sobre los parasitos en: “coccidiostatico” en el cual se observa
que el crecimiento intracelular de coccidias se detiene, pero su desarrollo puede continuar
después de retirar el medicamento generando inmunidad; y “coccidicida”, donde las coccidias
mueren durante su desarrollo al exponerse al firmaco, por lo que inhibe la inmunidad (Torrubia

et al., 2014). Otra clasificacion es por su origen:

a) Ionoforos poliéteres: Son los mas utilizados y producidos por la fermentacion de varias
especies de Streptomyces spp., y Actinomadura spp. Estos farmacos forman complejos
liposolubles con cationes, que alteran la permeabilidad de la membrana, facilitan el flujo
de iones hacia ella y comprometen el equilibrio osmotico y electrolitico de los
microorganismos, lo que conduce a su turgencia y degradacion (Nogueira et al., 2009;
Sumano et al., 2015). Estos se clasifican en:

e Jonodforos monovalentes: monensina, narasina, salinomicina, maduramicina y
semduramicina.

e Jonoforos divalentes: lasolacid.

Este grupo afecta a las fases externas (esporozoitos y merozoitos) aunque algunos actiian

inhibiendo el desarrollo de la primera generacion de esquizontes.
b) Quimicos que son sintéticos, como halofuginona, nicarbazina, dilclazuril.

Hace tres décadas que no se generan nuevos medicamentos anticoccidianos en la industria
avicola (Anderson et al., 2005). Se cuenta con 15 drogas disponibles en el mercado, pero la
resistencia de las coccidias a todos ellos ha aumentado por su uso prolongado (H. D. Chapman,
2005). Se considera un fendmeno que ocurre habitualmente manifestdndose de diferentes

formas, resistencia adquirida, cruzada o multiple (Abbas et al., 2011). Para evitar esto no se
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debe usar el mismo coccidiostato durante un periodo prolongado de tiempo, procurando
alternarlo con otros, es decir, un programa de rotacion de drogas o bien la inmunizacion ( Yufio

& Gogorza, 2008; Torrubia et al., 2014).

Investigaciones actuales, estan mas enfocadas al desarrollo de vacunas. Hay una serie de
factores que contribuye a esta tendencia, como las politicas que restringen el uso de antibidticos
en alimentos, el costo de nuevas drogas (Martin W. Shirley et al., 2004), el mal uso de los
farmacos, hace que el desarrollo de nuevos anticoccidianos sea poco probable (Torrubia et al.,
2014). Las politicas europeas sobre medicacién de animales para consumo son cada vez mas
estrictas en cuanto al uso de quimioterapia profilactica y en consecuencia hay un creciente
interés en el control inmunologico de la coccidias (Yuno & Gogorza, 2008; Martin W. Shirley
et al., 2004;).

Control por vacunacion

La idea de vacunar a los pollos contra coccidia se propuso y se probo a mediados y finales de la
década de 1920. En 1952, se comercializ6 la primera vacuna (R. B. Williams, 1998) desde
entonces se han comercializado en distintos paises un total de casi 20 vacunas vivas diferentes
(Torrubia et al., 2014). Su eficiencia depende de la presencia continua de las reinfecciones

sucesivas con ooquistes vacunales producidos tras la infeccion inicial.

Todas las vacunas disponibles en el mercado, incluida la vacuna de subunidades, se producen
en aves. Esto es obligatorio, pues el ciclo bioldgico completo de FEimeria spp. no se puede
reproducir en cultivos celulares y solo unas especies son capaces de completarlo en huevos de

gallina embrionados.

Para producir vacunas los ooquistes son purificados a partir de las excretas y posteriormente
son esterilizados y esporulados, finalmente son conservados en dicromato de potasio (D. P.

Conway et al., 1990).

Vacunas disponibles

Vacunas de primera generacion, aun ocupan buena parte del mercado, contienen ooquistes no
atenuados, totalmente virulentos. Estas vacunas no causan la enfermedad ya que se administra
en pequefias dosis, por lo que es de vital importancia una administracién de forma precisa, de

lo contrario puede verse afectado el indice de crecimiento y de conversion alimentaria, incluso
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pueden aparecer signos clinicos causados por un dafio temporal al intestino. Por el otro lado, si
no ingieren la cantidad suficiente, el ave quedara desprotegida frente a la infeccion.
Anteriormente el periodo de vacunacién estaba asociado con una profilaxis farmacoldgica, con

el fin de limitar consecuencias negativas.

Vacunas de segunda generacidn, disponibles desde 1989, contienen ooquistes de cepas
atenuadas de Eimeria spp. La atenuacion se logra mediante la seleccidon de cepas precoces o
mediante pases seriados en huevos de gallina embrionados. Al usar cepas en su mayoria
precoces redundan en menor dafio intestinal dando como resultado la atenuacion. El principal
inconveniente que estas cepas tienen, es una menor capacidad reproductora, por lo que se
liberan menos ooquistes, 1o que conlleva mayores gastos de produccion (McDonald & Shirley,
2009; Torrubia et al., 2014).

Vacuna de subunidades, disponibles desde el afio 2000. Esta vacuna contiene antigenos de
gametocitos purificados por afinidad a partir del intestino de pollos infectados con E. maxima
(M. G. Wallach et al., 2008). Su produccién se enfrenta a los mismos desafios que las vacunas
vivas. No conocer los antigenos, no ha permitido avanzar en el desarrollo de este tipo de
vacunas. Parece que es necesaria una mezcla de antigenos para conferir una inmunidad; dicha
mezcla, que en el campo se produce de manera natural, es dificil reproducir en el laboratorio

(Blake & Tomley, 2014).

La dificultad radica en la identificacion de los antigenos o genes responsables de inmunidad
protectora y en el desarrollo de métodos mas eficientes de distribucion y presentacion al sistema

inmunitario (Yufio & Gogorza, 2008).

Vacuna de subunidades

Para provocar una respuesta IgG especifica rapida y fuerte en pollos contra los antigenos
peptidicos, el uso de adyuvantes inmunoldgicos se considera una de las formas mas
prometedoras entre las estrategias de inmunizacién; debido a que los métodos de vacunacion
tradicionales, tipicamente requieren una vacuna de refuerzo, antes de conferir proteccion total
(Kaiser, 2010). Tal plazo es casi imposible en la produccion comercial de aves de corral, ya que
los pollos de engorda salen a rastro entre las 6 o 7 semanas de edad.

Se han evaluado en mamiferos muchos métodos para mejorar y acelerar las respuestas de

anticuerpos contra el antigeno inyectado. Un método consiste en dirigir el antigeno
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directamente a CD40 o CD205 en la superficie de las células presentadoras de antigeno (CPA)
mediante el uso de anticuerpos in vivo (Berry et al., 2003; Hatzifoti & Heath, 2007).

CD40 es una glicoproteina integral de membrana de la super familia de receptores de Factor de
Necrosis Tumoral (TNF), es expresada principalmente en las CPA profesionales: macréfagos
linfocitos B, y células dendriticas que son responsables de iniciar y amplificar las respuestas
inmunes (van Kooten & Banchereau, 1997). El ligando natural para CD40 es CD154 (CD40L)
que se expresa transitoriamente en células T CD4+ activadas. La funciéon de CD154 con el
receptor CD40 en CPA proporciona la sefial critica necesaria para la activacion Optima de éstas,
lo que da como resultado una regulacidon positiva de las moléculas de complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) y CD40, expresion de CD80 / 86 y secrecion de citocinas. Estos
pasos son fundamentales para el cebado y la expansion 6ptimos de las células T efectoras y de
memoria especificas de antigeno, la respuesta de las células B y el cambio de clase de
inmunoglobulina (Chang Hsin Chen et al., 2012).

Tregaskes y col. (2005) identificaron CD40 de pollo (chCD40) y caracterizaron la ligacion de
chCD40 / chCD40L usando chCD40L recombinante. Chen y col. (2012) describieron por
primera vez el desarrollo y caracterizacion de un anticuerpo monoclonal (mAb) anti-chCD40
agonista o 2C5, que al igual que un anticuerpo anti-CD40mAb agonista analogo contra CD40
de mamifero, es funcionalmente activo cuando se une especificamente a CD40 en CPA de pollo,
lo que causa efectos inmunologicos. El mAb 2C5 estimul6 una sintesis significativa de 6xido
nitrico (NO) en macrofagos HD11 de pollo y estimulé dramaticamente la proliferacion de
células B DT40 de pollo en suero. El anticuerpo monoclonal 2C5, por lo tanto, es capaz de
unirse a estos receptores e iniciar funciones inmunes bioldgicas, mejorando la respuesta inmune
en términos de tiempo, cambio de isotipo (IgA e IgG en cambio de IgM), magnitud y memoria
inmunologica, lo que da como resultado una proteccion mas prolongada (Chang Hsin Chen

et al., 2012).

Estudios previos han demostrado que el uso de coadyuvantes guiados con anticuerpos anti
CDA40 de pollo (chCD40) para la vacunacién, aumentan en la inmunogenicidad de vacunas de
subunidades en aves de corral, con respuestas IgG e IgA significativas de 4 a 7 dias después de

una administracion tnica de la vacuna (C. H. Chen et al., 2010; Chang Hsin Chen et al., 2012).
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Los anticuerpos anti-CD40 se combinan facilmente con epitopos del péptido de interés para
dirigir la respuesta inmune del huésped a un antigeno especifico. Este complejo se crea usando
streptavidina que es una proteina tetramérica caracteriza por su elevada afinidad por la biotina,
como un armazon, lo que permite la formacion de dos complejos: uno compuesto de 2
anticuerpos diana y el otro de 2 moléculas peptidica (Barta et al., 2017; Bottje et al., 2013) que
previenen la infeccidén por coccidiosis debido a E. maxima. Este enfoque representa una via

prometedora para eliminar la necesidad de anticoccidianos quimicos.

Epitopos TRAP y MPP

Dirigir los epitopos TRAP y MPP (Barta et al., 2017; Bottje et al., 2013) hacia las CPA del
huésped tiene el potencial de dar como resultado un método de inmunizacién capaz de inducir
una respuesta inmune rapida y fuerte, que se requiere para el desarrollo de una vacuna anti-

coccidial eficaz.

Una caracteristica morfologica definitiva del Filum Apicomplexa es la presencia de organelos
secretores especializados ubicados en la prominencia apical del parasito. Estos organelos son
nombrados: micronemas, roptrias y granulos densos, y contienen muchas de las proteinas clave
que median la motilidad del parasito y la invasion celular (Kats et al., 2008).

Todos los Apicomplexa invaden las células del huésped mediante una forma de locomocion
dependiente del sustrato, llamada motilidad deslizante, que es impulsada por el motor actina-
miosina del pardsito ubicado entre la membrana plasmatica del parasito y el complejo de la
membrana interna(Sibley, 2004). Este motor esta conectado a los receptores de la célula huésped
a través de proteinas de transmembrana pertenecientes a la familia de proteinas definida por la
proteina anonima relacionada con trombospondina (TRAP). La proteina TRAP se almacena
dentro de las micronemas de los esporozoitos, se libera sobre la superficie celular en la punta
anterior al entrar en contacto con la célula huésped y se transloca al polo posterior del
esporozoito a lo largo de su superficie durante la penetracion (Ménard, 2000; Witcombe et al.,
2004; Shivaramaiah et al., 2010).

La uniéon de TRAP a los ligandos del huésped permitiria a los esporozoitos interactuar con
sustratos bioldgicos, proporcionando asi al parasito anclajes moleculares. La regién
transmembrana y la cola citoplasmdtica podrian unir los dominios extracelulares adhesivos de

TRAP con componentes de la maquinaria de locomocion del parasito, como actina y / o
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miosina. A medida que el pardsito avanza, las moléculas TRAP unidas a los ligandos del
huésped son empujadas hacia el extremo posterior del parasito. Un mayor progreso en el
deslizamiento requeriria que los complejos TRAP-ligando que se acumulan en el extremo
posterior se desprendan de la membrana superficial del parasito (Wengelnik et al., 1999).
Mientras que el motor actina-miosina se conserva a través de los parasitos apicomplexan, las
proteinas transmembrana son especificas de la especie y del estadio de vida, lo que permite a los
parasitos infectar diferentes células huésped utilizando los mismos mecanismos moleculares

(Carruthers et al., 1999; Soldati et al., 2001; Morahan et al., 2009; Tyler et al., 2011).

TRAP es una proteina transmembrana de tipo I que contiene un dominio de repeticién de
trombospondina tipo I (TSR), un dominio A similar al factor de von Willebrand (vWF) y un
dominio de cola citoplasmatico (CTD) acido corto. Se encontro por primera vez en Plasmodium
falciparum, y posteriormente se identificaron homologos en todas las demas especies de

Plasmodium (Robson et al., 1998).

La importancia de TRAP durante la invasion de esporozoitos se demostrd en estudios donde se
habia alterado el gen TRAP, afectando la motilidad de deslizamiento de los esporozoitos y su
capacidad de infectar. Es debido a esto, que TRAP se ha investigado con el objetivo de generar
inmunidad protectora, ya que los anticuerpos contra TRAP podrian dafiar principalmente la
motilidad de los esporozoitos y su capacidad para invadir las células huésped (Wengelnik et al.,
1999). La presencia de esta familia de proteinas en todo el Filum Apicomplexa los convierte en
un elemento potencial para vacunas. Sin embargo, hay informes contradictorios sobre el efecto
inhibidor de los anticuerpos TRAP sobre la invasién de esporozoitos, que van desde fuerte,

moderada o ninguna actividad inhibidora (Morahan et al., 2009).

En Eimeria se identifican dos proteinas tipicas de la familia TRAP: EtMICI1 en E. tenella y
EmTFP250 en el caso de Eimeria maxima (Jung etal., 2003). EtMIC1 es expresada en
esporozoitos y merozoitos, mientras que la expresion de EmTFP250 se limita a las etapas

asexuales con ambas proteinas localizadas en las micronemas.

Cuando la proteina del micronema ha sido traslocada al extremo posterior del parasito, debe
ser segmentada y liberada de la superficie del parasito con el fin de completar con éxito el
proceso de invasion. Esta funcion es realizada por una familia de proteasas que se expresan de
manera constitutiva dentro o sobre la membrana celular del parasito, implicadas en la motilidad

en la etapa de esporozoitos/merozoitos. El proceso de clivaje tiene lugar intracelularmente y es
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un requisito absoluto para la propagacion de la infeccion. La familia de proteasas involucrada
en este proceso se denominan proteasas romboides y estdn descritas para especies de
Toxoplasma con homologos en Eimeria y otros Apicomplexa. Las proteasas romboides: ROM4
y ROMS, y MPP (Proteina Proteasa Micronema) estan implicadas centralmente en el clivaje de
las proteinas de micronema y comparten una buena homologia entre los diferentes parasitos de
Apicomplexa. La hipotesis es que al emplear la proteasa como blanco inmunoldgicamente, la
unién al anticuerpo podria interferir con el proceso de clivaje y de esa manera alterar la
movilidad de los esporozoitos/merozoitos. Una ventaja de usar la MPP como blanco es que la
naturaleza conservada de esta proteina entre muchas especies de Apicomplexa la convierte en
un blanco adecuado no solo para Eimeria, sino también para otros Apicomplexa (Fetterer et al.,

2007; Diaz-Martin & Mondragon-Flores, 2017).

Estudios indican que los anticuerpos de pollo reconocen epitopos que se encuentran altamente

conservados (Chang Hsin Chen et al., 2012).
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JUSTIFICACION

Debido a la importancia que la coccidiosis tiene sobre la pigmentacion cutanea, la produccion
del pollo de engorda y su comercializacién, el uso de anticoccidianos se ha empleado como
método de control, sin embargo, con el paso del tiempo la resistencia a todos ellos se ha
presentado. Aunado a esto, algunos consumidores de carne se preocupan por el uso de farmacos
empleados en las dietas para aves, ejerciendo presion para disminuir o erradicar su uso. De ello
surge la necesidad de buscar alternativas a su empleo, como son las vacunas. Recientemente se
ha comenzado el uso de vacunas elaboradas con subunidades inmunogénicas de Eimeria spp.

capaces de generar inmunidad y mantener un intestino sano.

Con base en estos antecedentes, se propone evaluar el uso de una vacuna conformada por dos
epitopos inmuno protectores encontrados en E. maxima, denominados TRAP y MPP, junto con
un adyuvante guiado por anticuerpos (anti- chCD40), que se plantea brindara proteccidén contra

E. maxima.
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METODOLOGIA GENERAL

Manejo de los animales y dietas

Los procedimientos de manejo a los que se sometieron las aves de los presentes experimentos
fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y el Uso de los Animales
Experimentales (CICUAE-FMVZ-UNAM) con el nimero de protocolo: MC-2018/2-10y con
base en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0O-1999.

Analisis de suero, plasma y heces

El analisis de las muestras de suero para medir IgA e IgG, cantidad de xantofilas en plasma,
y examen cuantitativo de ooquistes en excretas se realizaron en el laboratorio de diagnodstico
del Departamento de Medicina y Zootecnia de Aves (DMZA) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la UNAM.
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EXPERIMENTO1

Objetivo general

Evaluar el efecto de la infeccion de E. maxima en diferentes dosis, sobre los parametros
productivos, la concentracion de xantofilas plasmaticas y la pigmentacioén cutanea en pollos de
engorda machos, para seleccionar una dosis desafio que permita evaluar la eficacia de una

vacuna de subunidades.
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Objetivos particulares

Evaluar la ganancia de peso, consumo de alimento y conversién alimenticia del pollo
de engorda después de la infeccidn con cuatro diferentes titulos infectantes de E. maxima.
Analizar el efecto de la infeccion con E. maxima con cuatro diferentes titulos infectantes
y su efecto en la pigmentacion del pollo de engorda macho, mediante la evaluacion de
la concentracion plasmatica de xantofilas, la pigmentacion cutanea, el conteo de
ooquistes en excretas y la severidad de lesiones macroscopicas en el intestino.

Seleccionar una dosis desafio para evaluar el prospecto de vacuna.
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Hipotesis

Al incrementar las concentraciones de ooquistes de E. maxima inoculadas, se afectaran mas los
parametros productivos, la concentracion de xantofilas plasmaticas, la pigmentacion cutanea;
y se incrementara la severidad de las lesiones en intestino medio. Al observar este

comportamiento se podra evaluar la mejor dosis de desafio para evaluar el prospecto de vacuna.
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MATERIAL Y METODOS

La prueba se realiz6 en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion
Avicola (C.E.ILE.P.Av.) de 1a Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Auténoma de México, localizado en la calle de Manuel M. Lopez s/n, Colonia
Santiago Zapotitlan, Delegacién Tlahuac, Ciudad de México, México. El centro esta ubicado
a una altura de 2250 msnm en el paralelo 19°18°15” latitud norte y el meridiano 99° 03°15”
longitud oeste. El clima es de tipo templado subhtimedo con lluvias en verano, de humedad
media (C(w1)), el mes mas frio es enero y mayo el mas caluroso, su temperatura promedio

anual es de 16°C y la precipitacion pluvial anual media de 747 mm (INEGI, 2017).

Manejo de los animales y dietas

Se utilizaron 200 pollos de engorda machos de la estirpe Ross 308 de 21 a 42 dias de edad, con
un peso promedio de 750 = 194.38g, los cuales se distribuyeron aleatoriamente en 5
tratamientos, cada uno con 4 réplicas de 10 aves. Las aves fueron alojadas en jaulas de
finalizacion en bateria (Petersime brood-unit®) de 4 niveles con tres jaulas cada nivel, (12 jaulas
por bateria), proporcionando 0.441m?/ave (14.08kg/m?) nombrada como “bateria A” y en

jaulas con 0.70 m?/ave (14.08kg/m?) con 10 jaulas individuales nombrada como “bateria B”.

Las aves se alimentaron con una dieta con base en sorgo + pasta de soya durante la fase de
iniciacion (dias 0 a 10 dias), crecimiento (11 a 20 dias) y finalizacion (21 a 42 dias), las dietas se
formularon cubriendo las necesidades nutricionales que marca la estirpe Ross 308 (Aviagen,
2019) (Cuadro 1). En la dieta de crecimiento se agregaron 20 ppm (partes por millon) y en la de
dieta de finalizacion 80 ppm de pigmento, brindando un total de 100 ppm. El alimento y el agua
se ofrecieron a libre acceso durante todo el experimento.
Los tratamientos fueron:

1) Testigo.

2) Inoculacion con 9.625 x 10! de ooquistes esporulados de E. maxima.

3) Inoculacién con 9.625 x 10? de ooquistes esporulados de E. maxima.

4) Inoculacion con 9.625 x 10° de ooquistes esporulados de E. maxima.

5) Inoculacién con 9.625 x 10* de ooquistes esporulados de E. maxima.
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Cuadro 1. Composicién de las dietas (kg) experimentales empleadas para evaluar el efecto de E.
maxima, en pollo de engorda desafiado a los 21 dias de edad.

Ingrediente Iniciacion  Crecimiento  Finalizacion  Finalizacion
(0-10d) (11-20d) con sin
coccidiostato cocidiostato
Sorgo 566.200 620.049 657.079 657.579
Pasta de soya 378.714 317.933 270.982 270.982
Aceite vegetal 15.839 23.919 34.278 34.278
Carbonato de calcio 13.543 12.172 11.177 11.177
Monofosfato de calcio 10.286 8.673 6.748 6.748
Sal 3.800 3.830 2.034 2.034
DL-Metionina 99 3.343 3.379 2.997 2.997
Vitaminas y minerales' 2.500 2.500 2.500 2.500
L-Lisina HCl 2.286 2.928 2.967 2.967
Secuestrante 2.000 2.000 2.000 2.000
L- treonina 0.686 0.782 0.568 0.568
Bacitracina BMD 0.550 0.550 0.550 0.550
Antioxidante 0.150 0.150 0.150 0.150
Fitasa’ 0.100 0.100 0.100 0.100
Pigmento amarillo natural® 0 0.770 2.230 2.230
L-Arginina 0 0.267 0.310 0.310
Salinomicina sédica 0 0 0.500 0
Bicarbonato de sodio 0 0 2.582 2.582
Total 1000 1000 1000 1000
Analisis calculado
Energia Metabolizable, 3000 3100 3200
Kcal/kg
Proteina cruda, % 24 21.5 19.5
Lisina Digestible, % 1.310 1.213 1.101
Triptéfano Digestible, % 0.278 0.267 0.240
Metionina Digestible, % 0.642 0.618 0.558
Grasa cruda, % 3.433 4.322 5.408
Fibra cruda, % 3.064 2.862 2.697

Vitaminas (cantidad por kg): Vitamina A 4,667,000 kUI, vitamina D3 1,500,000 kUI, vitamina E
23,333,500 mg, vitamina K3 1,333,275 mg, vitamina B; 1,000,040 mg, vitamina B, 3,666,400 mg,
vitamina B 1,333,320 mg, vitamina B, 8,330 mg, nicotinamida 26,667,000 mg, acido pantoténico
8,333,100 mg, acido félico 666,400 mg, biotina 66,700 mg, cloruro de colina 199,999,800 mg, cobre
5,000,000 mg, hierro 26,666,800 mg, manganeso 41,333,540 mg, yodo 400,000 mg , zinc 36,666,720
mg, selenio 100,000 mg, carbonato de calcio 216,000 g, aceite mineral 5,000 g.

2Fitasas Ronozyme® Hyphos (GT).

3 Florafil 93 powder Vepinsa 30g/kg minimo de xantofilas totales.
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Toma de muestras basales

El dia 20 de edad se tomaron muestras basales para medir xantofilas en plasma, se tomaron dos
mililitros de sangre con 10% de etilendiaminotetracetato (EDTA) de la vena yugular derecha a
dos aves por réplica; ademas se midié amarilleamiento en piel (b*) de la zona aptérica lateral
derecha en las mismas dos aves, y muestra de excretasde al menos 5 aves por réplica para
confirmar ausencia de ooquistes de Eimeria spp. en heces por medio de la técnica de McMaster

(Haug et al., 2006).

Inoculacion

Al dia 21 de edad las aves de los tratamientos 2 al 5 fueron desafiadas individualmente con
diferentes titulos de E. maxima (9.625 x 10 OEEm, 9.625 x 10°OEEm, 9.625 x 10° OEEm, 9.625
x 10* OEEm) utilizando una sonda esofagica que llegd al buche de las aves, con un volumen

total de 1 mL/ave, el tratamiento testigo no fue inoculado.

Variables productivas

Se llevaron registros semanales de las principales variables productivas durante 6 semanas. Se
determinaron los valores promedio por réplica de las variables: ganancia de peso (g), consumo
de alimento ave (g) y conversion alimentaria (kg:kg). Todas las variables fueron corregidas por

la mortalidad.

Coleccion de muestras de sangre

Las muestras se tomaron a los 26, 28, 30, 32, 35, 39, 42 dias de edad. Se seleccionaron al azar
tres aves por réplica a las cuales, se les tomaron dos mL de sangre con 10% de EDTA de la vena
yugular derecha. Las muestras se depositaron en tubos forrados de papel aluminio para
protegerlos de la luz, se colocaron y transportaron en refrigeracion hasta su analisis. La
evaluacion de la concentracion de xantofilas amarillas en plasma se realizoé de acuerdo con la
técnica de Allen (1987).

Medicion de pigmento en piel

Se midio el amarillamiento cutaneo (b*) iz vivo en la zona aptérica lateral derecha (vena de la
grasa), con un colorimetro de reflectancia Minolta CR 400® (Martinez, 1997) los dias 26, 28,
30, 32, 35, 39, 42 de edad a tres aves por réplica.
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Coleccion de heces

Se colectaron muestras de excretas de al menos 5 aves a los 26, 28, 30, 32 y 35 dias de edad, de
todos los tratamientos y réplicas, para el conteo de ooquistes por medio de la técnica de

McMaster (Haug et al., 2006).

Evaluacion de lesiones

La evaluacion de la severidad de las lesiones macroscopicas en el intestino medio (yeyuno)
asociadas a coccidiosis por E. maxima, se llevd a cabo con base en la escala de Johnson y Reid
(1970) a dos aves por réplica. Estas fueron sacrificadas de acuerdo con lo mencionado por la
Norma Oficial Mexicana NOM-033-ZOO-1995, sacrificio humanitario de los animales

domésticos y silvestres, a los 28 y 35 dias de edad.

Tratamientos

Se dio tratamiento con toltrazuril al 2.5% al grupo testigo, en agua de bebida a una dosis de 1
mL por litro (25 mg/1) a los 27, 28, 34, 35, 41 y 42 dias de edad para evitar contaminaciéon con

coccidias durante la fase experimental.
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Analisis estadistico

Al final del estudio las variables productivas: consumo de alimento (g), ganancia de peso (g),
conversion alimentaria (kg:kg) se analizaron con un disefio completamente al azar empleando
como covariable el peso inicial (peso a la 3™ semana de edad), y como bloque, el lugar donde

finalizaron los pollos (lugar). Mediante el siguiente modelo:

Yi=u+T+b (x1-X) + Z+s¢;; i=1,2,3,4y5 i=1,2,3y4

Donde:

Y= Variables productivas

pu= media general

Ti= Efecto del i-ésimo tratamiento

b(xi-X) = Covariable peso inicial de los pollos
Z=lugar de crianza de los pollos

;= Error experimental

El amarilleamiento a los 42 dias de edad se evalu6é mediante un disefio completamente al azar,
conforme al siguiente modelo:

Yii=u+T+eg; 1=1,2,3,4y5 j=1,2,3y4

Donde:

Y= Amarilleamiento (b*), enrojecimiento(a*) y luminosidad (1*)

u= media general

T= Efecto la i-esima dosis infectante de Eimeria maxima

;= Error experimental

Las diferencias entre medias de los tratamientos se determinaron con la prueba de Tukey con

una P<0.05 con el programa computacional SPSS version 21.0 para Windows (Kuehl, 2001).

30



Antes de hacer el analisis de las regresiones lineales multiples, las dosis infectantes de E. maxima
se transformaron mediante la siguiente formula:

logN (dosis infectante +1)

A los datos obtenidos de los parametros productivos y el amarilleamiento de la piel in vivo
obtenidos al final de la prueba (42 dias de edad) se les realizd una regresion lineal multiple.
Mediante la siguiente ecuacion:

Y=bo+b1*DI+b,*DI? +bs*L

Donde:

Y= parametro productivo, amarilleamiento (b*), enrojecimiento(a*) y luminosidad (1*)

bo, b1, by, y bs= Coeficientes de regresion

DI= Dosis infectante transformada

L= Lugar crianza (0= bateria A; 1= bateria B)

Los datos semanales de amarilleamiento, enrojecimiento, luminosidad de piel in vivo y XP, se

evaluaron conforme al siguiente modelo:

Y =bo+b1*DI+b,*DI? +bs*

Donde:
Y= parametro productivo, amarilleamiento (b¥*), enrojecimiento(a*) y luminosidad (1*), XP
bo, by, by, y bs= Coeficientes de regresion

DI= Dosis infectante transformada
No se incluy6 en el modelo al lugar debido a que este no fue estadisticamente significativo.
Para analizar la severidad de las lesiones observadas en intestino medio, solo se utilizo la moda,

y el numero de ooquistes en excretas se analizdé por medio de la prueba de Kruskal-Wallis

mediante una ji-cuadrada, como método no paramétrico con un p< 0.05.

Se utilizo el programa JMP™ Design of Experiment, version 8.0 para el analisis estadistico.
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RESULTADOS

El desempefio productivo acumulado de las aves durante el periodo de experimentacion (21 a
42 dias de edad) se muestra en el Cuadro 2. No se encontro diferencia estadistica significativa
en la ganancia de peso para ninguno de los niveles de infeccion (p=0.073). Efecto que también
se observo en conversion alimentaria (p=0.073). Se encontré una correlacion (R?) de 48.63%

entre las diferentes dosis de E. maxima.

El promedio del consumo acumulado de los tratamientos 2, 3, y 4 fue de 3559.6g por ave, sobre
pasando el consumo del tratamiento testigo (3019.8g) en un 17.9%, mientras que el tratamiento
con la dosis inoculada mas alta (9.625 x 10* OEEm) se mantuvo por debajo del grupo testigo
un 7% (2809.7g). Se observo que los tratamientos 2 (9.625 x 10! OEEm) y 4 (9.625 x 10° OEEm),
presentaron el mayor consumo de alimento con 3589.1g y 3559.1g, respectivamente; el
tratamiento 5 (9.625 x 10* OEEm) fue el que consumié menos alimento (2809.7 g) y el
tratamiento testigo y el tratamiento 3 (9.625 x 10> OEEm) mostraron un consumo similar
(3019.8g y 3530.1g respectivamente) (p>0.05). Se encontr6é una correlacion entre la dosis de
infeccion de E. maxima y el consumo de alimento/ave donde al ir incrementando el titulo de

OEEm el consumo se disminuy6 (R?= 59.73%; p=0.001).

El consumo de pigmento acumulado presentd el mismo comportamiento que la variable
consumo de alimento, por lo tanto, también fue estadisticamente diferente (p=0.024). Se
observéd un consumo parecido en los tratamientos 1 (testigo), 2 (9.625 x 10' OEEm) y 3 (9.625
x 10 OEEm), con un promedio de 290 mg. El grupo 4 (9.625 x 10° OEEm) se mantuvo con el
mayor consumo (306mg), contrario al tratamiento 5 (9.625 x 10* OEEm) el cual mostr6 el
menor consumo de pigmento (246 mg). La correlacion que hay entre el titulo de infeccién con
E. maxima, y el consumo de pigmento, esta relacionada directamente con el consumo de
alimento, el cual se ve afectado por el titulo de ooquistes de E. maxima, por lo que al disminuir
el consumo de alimento de igual forma disminuye el pigmento ingerido (R* = 64.08%;
p=0.0008).

No se encontrd diferencia estadisticamente significativa en las unidades de luminosidad (1*)
(p=0.12) y de enrojecimiento (a*) (p=0.38). En cuanto al amarilleamiento cutaneo #n vivo (b*),

la mejor pigmentacion se observo en el grupo testigo con 15.8 unidades, todos los demas
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Cuadro 2. Parametros productivos del dia 21 al 42 de edad en pollos infectados con una de cuatro
dosis diferentes de E. maxima.

Tratamientos Ganancia de Consumo de Conversion Consumo de
peso, g alimento/ave, g alimentaria, kg:kg pigmento, mg

1) Testigo 1864.7 3019.8* 1.589 258
2)9.625 x 10* 2437.0 3589.6* 1.224 309
3) 9.625 x 10? 1751.2 3530.1% 2.058 304*
4)9.625 x 10° 1691.8 3559.1* 2.121 306
5)9.625 x 10* 1182.7 2809.7° 2.243 246°
EEM 195.99 181.4 0.148 14
P= 0.073 0.035 0.073 0.024
R? 48.63 59.73 26.87 64.08
EEM 211.56 191.82 0.198 15
P= 0.011 0.001 0.160 0.0008

Se utiliz6 el peso a la 3ra semana como covariable (750 £ 194.38g)
Diferente letra en una misma columna muestra diferencia estadistica significativa (p<0.05)
EEM= Error estandar de la media
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Cuadro 3. Valores de amarillamiento (b*), enrojecimiento (a*) y luminosidad (1*) cutanea medidos
con el espectrofotometro de reflectancia Minolta, asi como de xantofilas en plasma en pollo de

engorda del dia 21 al 42 de edad desafiados con E. maxima

Tratamiento 1* a* b* Plasma (ng/mL)
1) Testigo 70.0 3.0 15.8* 31.291°
2) 9.625x 10! 67.0 2.3 11.6° 23.543°
3) 9.625x 107 69.0 2.2 11.3° 22.044°
4) 9.625x 10° 69.6 2.7 10.7° 18.183¢
5) 9.625x 10* 69.1 3.3 10.7° 14.963¢

EEM 2.49 1.6 2.8 0.97

P= 0.12 0.38 <0.0001 <0.0001

Correlaciéon

R? 0.02 0.03 14.28 0.67

EEM 2.6 1.59 2.36 1.36

P= 0.67 0.54 0.017 <0.0001

Diferente letra en columna muestra diferencia estadistica (p<0.05)
EEM= Error estandar de la media

tratamientos pigmentaron de forma similar manteniendo valores en un rango de 11.6 unidades

en el tratamiento 2, hasta 10.7 unidades en tratamiento 5 (p<0.0001) (Cuadro 3).

Enla Figura 2 se puede apreciar el comportamiento que tuvo el consumo de pigmento a lo largo
del experimento. El consumo de pigmento en el tratamiento testigo al final del experimento fue
de 81mg. Al hacer la comparacion con los demas grupos se observo que en los tratamientos 2
(9.625 x 10' OEEm), 3 (9.625 x 10> OEEm) y 4 (9.625 x 10* OEEm) aumentaron el consumo de
pigmento en 13mg, 14mg y 15mg, respectivamente, mientras tanto el grupo 5 (9.625 x 10*
OEEm) solo increment6 10mg (p<0.001). Al medirse el consumo por dia en cada tratamiento,

en promedio se consumian 4mg (R*= 86.93, EEM=0.012, P<0.001).
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Consumo de pigmento (mg)= -0.27+0.0040*Dosis infectante-0.0002*Dosis infectante?+0.018*Edad-
0.00023*Edad?
R?=86.93, EEM=0.012, P<0.001

mg

0.120

0.100

0.080

0.060 —— Testigo
— 9.625x10!

0.040 — 9.625x10?

9.625x103

0.020 ___ 9.625x10*

0.000

Edad (Dias) 20 26 28 33 35 41

Dias post- 0 5 7 12 14 20

inoculacion

Figura 2. Consumo de pigmento semanal del dia 20 al 42 de edad en pollos de engorda

desafiados con diferentes titulos de E. maxima.

La concentracion de xantofilas plasmdticas en el tratamiento testigo presentd un
comportamiento lineal, con un incremento promedio de 0.58 pg/mL por dia. Los tratamientos
infectados presentaron una disminucién en la concentracion de xantofilas plasmaticas durante
los primeros 4 dpi, de 0.24 pg/mL en el grupo con 9.625x10' OEEm, hasta 0.75 pug/mL con
9.625x10* OEEm. Posteriormente a partir del dia 25 hasta el 42 de edad las aves mostraron una
recuperacion en la concentracion de las xantofilas, donde en promedio absorbian 0.34 pg/mL
por dia. A pesar de que se aprecia un aumento en la concentraciéon de XP en los tratamientos
infectados, ninguno logré alcanzar al tratamiento testigo a los 42 dias de edad (16.98 ug/mL vs
9.47 - 7.44 ng/mL) (R?=61.50. EEM= 1.06, P<0.01) (Figura 3).

Al final de la prueba las aves del tratamiento testigo absorbieron 254.98 ug/mlL, el grupo 2
(9.625x10' OEEm) 138.04 pg/mL, grupo 3 (9.625x10> OEEm) 119.15 pg/mL, grupo 4
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(9.625x10° OEEm) 107.92 pg/mL y finalmente el grupo 5 (9.625x10* OEEm) 95.28 ug/mL, los
grupos desafiados dejaron de absorber 5.97 ug/mL por dia (Figura 3).

Xantofilas plasmaticas= 68.43 — 2.18*Dosis transformada+0.91*Dosis transformada?-
6.67*Edad + 0.223*Edad?-0.0023+Edad?
R?=61.505, EEM=1.06, P<0.01
Xantofilas plasmaticas=-15.0+1.19*Edad-0.01+Edad?
R?=59.8, EEM=1.07, P<0.0001

— Testigo

g — 9.625x10!

2 8.00 — 9.625x10?
6.00 - 9.625x103
400 - _9.625x10%

2.00 -

0.00
Edad (Dias) 20 26 28 33 35 41

Dias post- 0 5 7 12 14 20
inoculacion

Figura 3. Concentracion de xantofilas plasmaticas (ng/mL) en pollos de engorda desafiados

con diferentes titulos de E. maxima a los 21 dias de edad.
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El consumo de pigmento y las xantofilas en plasma afectan de forma directa las unidades de
amarilleamiento; observando un comportamiento ascendente en las unidades b* en el
tratamiento testigo, aumentando 0.10 unidades b* con cada dia de edad trascurrido, llegando a

un valor de 13 unidades b* (R?=74.39, EEM= 1.53, P<0.001).

Sin embargo, este comportamiento se ve modificado al estar presente una infeccion causada por
E. maxima, al término de la prueba se encontré que en promedio se pueden perder desde 4.47
unidades b* con una dosis de 9.625x10' OEEm, hasta 6.1 unidades b* con una dosis de
9.625x10* OEEm, tal efecto se aprecia mejor hasta el dia 33 de edad (Figura 4) (R*=51%;
EEM=2.00; P<0.0001).

b*=292.90 + 1360.4 * Consumo de pigmento - 6.13 * Dosis -15.4 * Edad + 0.408 * Dosis?-
0.00065 * Dosis®+ 0.0034 * Edad?® + 0.39 *Xantofilas plasmaticas
R2=51%; EEM=2.00; P<0.0001
b*=8.23 + 0.10*Edad + 77.5 *Consumo de pigmento — 0.58*Xantofilas plasmaticas
R?=74.39%, EEM= 1.53, P<0.001

14.00 -

o 12.00 -

=

"2 10.00 -

g .

T 8.00 -

g

Q i

= 6.00 — Testigo

U

3 400 | — 9.625x10!

= — 9.625x10?

2 200 - 9.625x10°
— 9.625x10*

0.00
Edad (Dias) 20 26 28 33 35 41
Dias pos

0 5 7 12 14 20

Figura 4. Pigmentacién cutanea (b*), del dia 0 al dia 20 post-inoculacion en pollos de engorda

desafiados con diferentes titulos de E. maxima.
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Se observa una tendencia en la recuperacion de la pigmentacion cutanea in vivo de las aves, sin
embargo, ninguno de los tratamientos desafiados logra igualar al tratamiento testigo (13 vs 7.93
a 5.96 unidades b*) (R*=51%, EEM=2.00, P<0.0001).

En el conteo de ooquistes en heces es evidente observar que el dia 7 post-inoulacion (28 de edad)
hubo en promedio una mayor excrecion de ooquistes por gramo de heces en los tratamientos
con 9.625x10° OEEm y 9.625x10* OEEm (276,975 OEEm/g), en comparacion con los
tratamientos 2 (147, 025 OEEm/g) y 3 (238,388 OEEm/g). Al dia 12 post-inoculacion, la
eliminacion de ooquistes en excretas disminuyd de forma abrupta, este comportamiento

continuo hasta el dia 20 de post-inoculacion llegando a ser casi nula (Cuadro 4 y Figura 5).

300000 -
250000 -
7]
8
g 200000 -
(=2
]
° 150000
0 -
o n )
e Testigo
g " 9.625x10!
5 100000 - " 9.625x10°
“ Inoculacién 9.625x103
50000 1 l s 9.625x10*
0 ;
Edad (Dias) 20 26 28 30 33 35 41
Dias post-
inoculacion ~ © > 7 9 12 14 20

Figura 5. Promedio de ooquistes excretados por gramo de excretas (en miles), en pollos de

engorda inoculados con diferentes titulos de E. maxima a los 21 dias de edad.
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Cuadro 4. Resultados semanales de conteo de ooquistes en pollos de engorda desafiados con

diferentes titulos de E. maxima al dia 21 de edad.

Dias post-inoculacion
Tratamiento 0 5 7 9 12 14 21 Promedio

(20)  (26) (28) (30) (33) (35) (42)

Testigo 0 0 0* 0 200° 25° 26507 411°
9.625x10" 0 0 147025 76406° 15375 4575° 4375 35394°
9.625x10? 0 0 238387° 17437 5119  731° o° 37382°
9.625x10° 0 0 279675 15825° 2569°  187° 75° 42619°
9.625x10* 0 50 276975 4444 10950  100? 12° 41790°
EEM 4.168 4.168 4.182 4.161 3914 4.183
P= 0.034 0.003 0.028 0.007 0.013 0.048

Diferente letra en columna muestra diferencia estadistica (p<0.05)
EEM=Error estandar de la media.
Los valores entre paréntesis equivalen a los dias de edad del pollo de engorda.

Las lesiones macroscopicas observadas en intestino medio del dia 28 al 41 de edad en los pollos
de engorda inoculados con diferentes titulos de E. maxima se muestran en la Figura 6. Los tnicos
tratamientos que mostraron diferentes grados de lesiones fuero los grupos con 9.625x10° OEEm
y 9.625 x10* OEEm. Ambos tratamientos presentaron lesiones con una moda de 1+ y 2+ en
escala de Johnson y Reid (1970) y para el dia 14 post-inoculacion se observdo en mayor
proporcion lesiones de tipo 2+. Solo en el tratamiento con mayor numero de ooquistes
inoculados (9.625x10* OEEm) persistieron lesiones de tipo 1+ hasta el dia 20 post-inoculacién
(41dias de edad).
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Figura 6. Severidad de lesiones intestinales en intestino medio en pollos de engorda inoculados

con diferentes titulos de E. maxima a los 21 dias de edad.
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DISCUSION

En la prueba realizada los animales que fueron desafiados con E. maxima incrementaron su
consumo de alimento un 17.9% en comparacion al grupo testigo, afectando probablemente de
forma positiva a la ganancia de peso, como en la prueba realizada por Kipper y col.(2013) en
donde mostraron que al aumentar un 5.9% el consumo de alimento en aves infectadas con E.
maxima, la ganancia de peso se puede recuperar y no verse tan afectada. Por lo que, debido a
esto no se observo diferencia estadistica en las variables ganancia de peso y conversion
alimentaria (Cuadro 2). A este efecto se le suma el hecho de que E. maxima puede auto limitarse,
y al pasar los primero 8 dpi (dias post-inoculacién) hay un crecimiento compensatorio de los
animales infectados (Chapman et al., 1982). Los resultados obtenidos en ganancia de peso y
conversion alimentaria fueron similares a los obtenidos por otros autores (Allen, 1997; Zulpo
et al., 2007; Pollock et al., 2014).

El consumo de pigmento depende directamente del consumo de alimento (Cuadro 2). Los
grupos 2, 3 y 4, consumieron 21.4% mas pigmento que el grupo testigo, esto debido a la mala
absorcion de los nutrientes resultado del dafio ejercido por E. maxima sobre la mucosa del
intestino medio, y como respuesta se aprecia el incremento en el consumo de alimento para
compensar lo no absorbido (Larry et al., 2013). Contrario a lo observado en el tratamiento 5
mostrando un menor consumo de pigmento que el testigo, debido a la mayor cantidad de
ooquistes esporulados de E. maxima inoculados, que provocaron un dafio mas severo sobre el
segundo tercio del intestino ocasionando malestar en las aves, lo que contribuy6 a que se
encontraran deprimidas, y bajara su consumo de alimento (Conway et al., 1993; Larry et al.,
2013) (2809.7 vs 3019.8) (Figura 2).

Los resultados obtenidos del consumos de pigmento en la prueba se encontraban en un rango
de 246 a 309 mg/ave hallandose dentro de los valores normales que menciona Mufioz-Diaz y

col. (2012), por lo que aparentemente el consumo de pigmento no fue completamente alterado.

Los valores de XP que se obtuvieron en el tratamiento testigo (Figura 2) (16.9 pg/mL) fueron
muy similares a los obtenidos en los tratamientos testigos de Hernandez y col. (2014) (15
ug/mL), lo cual nos habla de un buen estado de salud en las aves que se encontraban en el grupo

testigo.
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A partir del dia 6 hasta el dia 12 post-inoculacién se aprecid una reduccion en la presencia de
XP en los diferentes grupos desafiados, mismo comportamiento que se observo en la prueba
realizada por Stephens y col. (1976) donde hubo perdidas de XP del dia 6 al 14 post- inoculacién
(Figura 3). La absorcién de XP se vio afectada en un 46% con el titulo mas bajo inoculado
(9.625x10' OEEm), y hasta un 63% con el titulo mas alto inoculado (9.625x10* OEEm),
resultados que coinciden con los obtenidos por Ruff'y col. (1974) quienes utilizaron un titulo
de ooquistes esporulados de E. maxima similar (10x10?) (Figura 3). En otra prueba realizada por
Bletner y col. (1966) obtuvieron una reducciéon de hasta un 38% en las XP el mismo rango de
dias con una dosis mayor que la empleada en el presente experimento (10x10* vs 9.625x10*
OEEm). Esta diferencia entre el presente estudio y los resultados obtenidos por Bletner y
col.(1966) podria deberse a la diferencia entre las cepas empleadas (Teixeira & Meleiro, 2008).
Esta alteracién en la absorcion de las XP se debe al dafio ocasionado por la coccidia,
principalmente por las fases de esquizogonia y merogonia que se llevan a cabo dentro de los
enterocitos, produciendo descamacion, dafio en la mucosa y submucosa intestinal, por lo que
se pierde la correlacion entre la proporcion de vellosidades y criptas que afecta directamente

en la digestion y absorcion de nutrientes y pigmento ( Montagne et al., 2003; Freitas, 2014).

No solo fue el evidente dafio sobre la mucosa intestinal el que influyo para que no se lograran
igualar las concentraciones de xantofilas plasmaticas entre el tratamiento testigo y los
tratamientos que fueron desafiados (Figura 2), este dafio esta acompanado de una cascada de
eventos que se desencadenan a partir de las lesiones en el intestino. Se ha visto una ligera
hipoproteinemia en la fase aguda de la enfermedad (4-11 dpi) en aves infectadas con E. maxima
(Chapman et al., 1982; Freitas, 2014), ésta disminucién en la absorcion de proteinas, se
relaciona con una reduccion en el pH intestinal provocado por la coccidia, lo que hace que se
retarde la accidon de las enzimas hidrolasas (Ruff & Wilkins, 1980), o provoque cambios en la
expresion de enzimas digestivas y transportadores de nutrientes en yeyuno; afectando la sintesis
de proteinas transportadoras y la absorcion de lipidos, por lo que se tendra un déficit en la
absorcion de xantofilas (Fernando & McCraw, 1973; Su et al., 2015). Una de las principales
lipoproteinas afectadas por estos cambios son las HDL la cuales contienen una fraccion
conocida como apolipoproteina A-I (Apo A-1) a la cual se unen las xantofilas; ésta lipoproteina
se ve disminuida durante los primeros 3 a 7 dpi (Allen, 1987; Freitas et al., 2008). También es
afectada en menor grado las LDL involucradas en el transporte de xantofilas, provocando una

disminucion en las fracciones de portomicrones pre-f3, f y a, estos cambios en las fracciones 3
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y a pueden reflejar alteraciones en la sintesis de lipidos o lipoproteinas en el higado e intestinos
(Ileri-Buytikoglu & Giildir, 2005). Afiadiendo a lo anterior la reproduccién sexual de E. maxima
al ser subepitelial dafia a los organelos y sus funciones, entre ellos el aparato de Golgi quien
sintetiza lipoproteinas de alta densidad y al reticulo endoplasmico que es el encargado de
producir apolipoproteinas (Schaefer et al., 1978; Banerjee & Redman, 1983;). Por lo tanto, la
disminucion en la absorcion de las XP, también es debido a la forma en coémo se afectan las

moléculas involucras el trasporte de éstas.

La pigmentacion cutanea es una forma subjetiva para valorar la integridad intestinal, ya que es
la ultima estructura donde se depositan las xantofilas después de su absorcion en el intestino. El
grupo testigo obtuvo un promedio de 15.8 b* (Cuadro 3), valor similar a los obtenidos por
Castafieda y col. (2005), Sirri y col. (2010) y Frade y col. (2016), en sus tratamientos testigos.
Indicando que las aves del grupo testigo mantuvieron una pigmentacion cutanea como se espera
en aves sanas. Por el contrario, las aves de los tratamientos 2, 3, 4 y 5 presentaron valores
inferiores que iban desde los 11.6 hasta los 10.7 unidades de b* (Cuadro 2), y fue al dia 5 post-
inoculacion (Figura 4), que se aprecid una disminucién en la pigmentacion cutanea,
coincidiendo con el descenso en las concentraciones de xantofilas en plasma (Figura 3). Esta
disminucion en las diferentes variables es resultado de la liberacion de los merozoitos
aproximadamente al dia 5 post-inoculacién que a su vez provoca la caida de hasta un 30% de
la proteinas del valor normal, y por consecuencia la deficiencia de factores lipotropicos que son
esenciales para la sintesis de lipoproteinas o la sintesis de apoproteinas (Schaefer et al., 1978),

por lo que no habra una adecuada absorcion ni transporte de las xantofilas.

Después del dafio ocasionado sobre el epitelio, al organismo le toma recuperarse
aproximadamente 20 dpi o hasta que la tasa de absorcion de las xantofilas se encuentra en
niveles normales ( Ruff & Wilkins, 1980; Frade-Negrete et al., 2016), sin embargo desde el dia
10 post-inoculacion se ha encontrado un retorno a la normalidad en los niveles de proteinas y
lipidos que tienen un papel importante para el trasporte y deposito del pigmento. En la prueba
realizada se observa que los niveles de xantofilas plasmaticas comienzan a recuperarse hasta el
dia 12 post-inoculacién en los tratamientos infectados (Figura 3), y se empieza a reflejar en piel
al dia 14 post-inoculacion (Figura 4), manteniéndose la pigmentacion cutdnea ascendente hasta
el dia 20 pos-inoculacion. Este periodo de recuperacion coincide con lo encontrado por Turk y
col. (1981)y Juarez y col. (2002), quienes mencionaron una afectacion en la pigmentacion desde

el dia 7 hasta los 21 post-inoculacion.
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A pesar de que se aprecia esta recuperacion en la absorcidon de xantofilas y amarilleamiento en
piel, todo el dafio ocurrido sobre el epitelio, provoca que la mucosa regenerada sea menos capaz
para producir HDL (Allen, 1987), y es por eso los tratamientos infectados nunca igualan al

tratamiento testigo.

La excrecidén de ooquistes a los 7 dpi, presentd el mayor volumen de eliminacién en todos los
tratamientos desafiados, lo que indicaria que el primer ciclo de E. maxima se habia llevado a
cabo, al mismo tiempo las concentraciones de XP iniciaban su recuperacion, pues la taza de

reproduccion de las generaciones siguientes son menores, habiendo menor dafio.

El tratamiento con 9.625x10* OEEm comenz0 a eliminar ooquistes desde el 5° dpi (Cuadro 4);
lo que posiblemente correspondan a ooquistes con un comportamiento precoz, es decir, que
presentan ciclos de vida mas cortos que el promedio y no alcanzan a causar la enfermedad,

para la confirmacién de este evento era necesario un raspado epitelial (Goodwin et al., 1998).

Durante el experimento se observo la presencia de ooquistes en heces hasta los 20 dpi (Figura 5
y Cuadro 4), posiblemente debido a la presencia de hasta 5 generaciones de esquizontes, este
ultimo ciclo se ha registrado a las 120h post-inoculacion, y se sospecha que puede haber mas
ciclos, cada uno con menor presencia de esporozoitos y de merozoitos (Dubey & Jenkins, 2018).
La excrecion de ooquistes y la severidad de lesiones macroscopicas encontradas en yeyuno
(Figura 4 y 5) disminuyeron rapidamente en los tratamientos 3, 4 y 5 mientras el grupo con el
desafio mas bajo (9.625x10"), requirié6 mayor tiempo para generar inmunidad, prolongando la
excrecion de ooquistes en heces (Figura y Cuadro 4). Esto se debi6 a que al ser una especie muy
inmunogénica a mayores niveles de ooquistes inoculados habra desarrollo de inmunidad en

menor tiempo (Larry et al., 2013).

En este experimento el periodo de prepatencia que comprende desde la inoculacion del agente
hasta su deteccién en tejidos, secreciones y excretas, comenz6o a los 7 dpi (Figura 5),
coincidiendo con el trabajo de Long(1959), mientras que el periodo de patencia que inicia desde
la eliminacién de los ooquistes hasta el término de la infeccion, comprende los siguientes 13
dpi. Sin embargo, este periodo puede variar por un par de dias, lo cual dependera del nimero

de ooquistes inoculados (Brito et al., 2014).

En el presente experimento se empled la medida de tendencia central moda, la cual nos

representa el valor que mas se repite para el analisis de las lesiones macroscopicas en intestino
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medio, ya que la variable que estamos empleando es una variable ordinal en donde damos un

grado de lesion (1+, 2+, 3+ y 4+) y no es afectado por valores extremos.

Los tratamientos con una escala mayor de lesiones en el intestino medio, fueron el tratamiento
4(9.625x10° OEEm) y 5 (9.625x10* OEEm), con una moda de 1+ y 2+ en la escala de Johnson
y Reid (1970) dentro de los 14 dpi (Figura 6), lesiones similares a las que obtuvo Fitz-Coy (Fitz-
Coy, 1992) el cual inocul6 12.8x10° ooquistes; y Allen y col.(2002) que inocularon 4x10*
ooquistes. En caso, de los tratamientos 2 (9.625x10' OEEm) y 3 (9.625x10* OEEm), no hubo
lesiones aparentes, sin embargo, Idris y col. (1997) quien indculo titulaciones similares 0.5x10°
y 1x10* ooquistes, obtuvo lesiones +1. Por lo que varios autores (Allen et al., 2005; Johnson &
Reid, 1970) han concluido que no siempre existe correlacién entre la dosis de ooquistes
inoculada o excretada, con el grado de la lesién que se pueden observar en el intestino ya que

va a depender de la virulencia de la cepa de E. maxima que se esté empleando.

En las lesiones 1+ y 2+ se encontrd abundante presencia de moco amarrillo anaranjado los dias
7y 14 dpi, en los tratamientos 4 y 5, este se relaciono con la presencia de xantofilas atrapadas

en el moco como lo menciona Juarez y col.(2002).
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CONCLUSION

De los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales empleadas, se puede concluir
que el mejor titulo de ooquistes esporulados de E. maxima para ser utilizada como dosis desafio
se encuentra entre 9.625 x10°y 9.625 x10* OEEm, ya que fue en estos titulos donde se
observaron mas afectados los parametros productivos, la concentracién de xantofilas

plasmaticas y la pigmentacion cutanea en pollos de engorda.
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EXPERIMENTO 2

Objetivo general

Evaluar el grado de proteccién de una vacuna guiada por anticuerpos contra coccidiosis, con

base en una dosis titulada y probada de E. maxima.
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Objetivos particulares

Analizar el efecto de una vacuna guiada por anticuerpos contra la coccidiosis provocada
por E. maxima, sobre la concentracion plasmatica de xantofilas, pigmentacioén cutanea,
conteo de ooquistes en heces y severidad de las lesiones macroscopicas en intestino.
Evaluar el efecto de la vacuna guiada por anticuerpos contra coccidiosis sobre los
parametros productivos: peso corporal, consumo alimento y conversion alimentaria.
Evaluar el efecto de la vacuna guiada por anticuerpos contra coccidiosis sobre los niveles

de inmunoglobulinas tipo A y G.
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Hipotesis

La inmunizaciéon con una vacuna de subunidades elaborada con dos epitopos de Eimeria
maxima. Proteina andénima relacionada con la trombospondina (TRAP) y Proteina Proteasa
Micronema (MPP), utilizando un coadyuvante guiado por anticuerpos (CD40), sera capaz de
inducir una respuesta inmune, sin ocasionar lesiones en el epitelio intestinal, por lo que no se
vera afectada la concentracion de pigmento en plasma, pigmentacion cutanea, ni los parametros

productivos.
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MATERIAL Y METODOS

La investigacion se realizo en el laboratorio de salud avicola de la Universidad de Arkansas,
localizado en Fayetteville al noroeste del estado de Arkansas, en los Estados Unidos. El clima
es subtropical humedo (Cfa), agosto es el mes mas caluroso, con un promedio de 31.2°C
maximo y 19.9°C minimo, mientras que enero es el mes mas frio con una temperatura maxima

de 8.0 ° C y una minima de -3.2 ° C. Su precipitacion pluvial anual media es de 1151mm.

Se emplearon 200 pollitos mixtos (50% machos y 50% hembras), de 1a estirpe Ross 308 de 1 dia
de edad con un peso promedio de 39.5 + 0.51g, los cuales se distribuyeron en un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial 3 x 3 en cinco tratamientos con cuatro réplicas

de 10 aves.

Las aves se alimentaron con una dieta con base en maiz amarillo + pasta de soya durante la
fase de iniciacidén y crecimiento, mientras que, en fase de finalizacion, se alimentaron con una
dieta con base en sorgo + pasta de soya. Las dietas se formularon con base al concepto de
proteina ideal cubriendo las necesidades del pollo Ross 308 (Aviagen, 2019) y brindado un total
de 85.5 ppm de pigmento (Cuadro 5).

A los 7 dias de edad las aves se sometieron a un tratamiento con totrazuril al 2.5% durante dos
dias en el agua de bebida a una dosis de ImL por litro (25mg/L), con el proposito de evitar

alguna infeccién por coccidia antes del desafio con Eimeria maxima.

Posteriormente a los 35 dias de edad se volvid a suministrar totrazuril en el agua de bebida a la
misma dosis, exclusivamente al tratamiento 5, por dos dias con el proposito de mantenerlo

negativo durante toda la prueba.

Los tratamientos experimentales fueron:

1.- Vacuna, 50 pg de una mezcla de MPP y TRAP, desafiado con E. maxima.
2.- Vacuna, 100ug de una mezcla de MPP y TRAP, desafiado con E. maxima.
3.- Sin vacuna, coccidiostato desafiado con E. maxima.

4.- Sin Vacuna, desafiado con E. maxima (Testigo positivo).

5.- Sin vacuna, no desafiado con E. maxima (Testigo negativo).
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Cuadro 5. Composicion de las dietas (kg) experimentales empleadas en la evaluacion

de una vacuna guiada por anticuerpos para prevenir la coccidiosis causada por E. maxima.

Ingrediente Iniciador Crecimiento Finalizacion
Maiz amarillo 600.627 585.635 0
Sorgo 0 0 595.965
Pasta de soya 360.467 362.74 322.012
Carbonato de calcio 13.652 12.284 10.322
Monofosfato de calcio 11.194 9.027 5.700
Sal 3.501 3.511 5.312
Vitaminas pollo! 3.000 3.000 3.000
DL-Metionina 99 2.852 2.988 2.791
L-Lisina HCI1 2.526 2.510 2.038
Cloruro de Colina 60% 1.000 1.000 1.000
Aceite vegetal 0.920 17.588 44.826
Bacitracina BMD 0.550 0.550 0.550
L- Treonina 0.362 0.382 0.434
Salinomicina sodica 0.250 0.250 0.250
Fitasa? 0.100 0.100 0.100
Pigmento amarillo natural?® 0 0 5.700
Total 1000 1000 1000
Andlisis calculado
Energia Metabolizable, Kcal/kg 3000 3100 3225
Proteina cruda, % 23 23 21.5
Lisina digestible, % 1.31 1.31 1.15
Triptéfano digestible, % 0.264 0.264 0.247
Metionina digestible, % 0.612 0.624 0.559
Grasa cruda, % 2.55 4.17 6.36
Fibra cruda, % 3.580 3.545 2.84

'Vitaminas (cantidad por kg): Vitamina A 4,667,000 kUI, vitamina D3 1,500,000 kUI, vitamina E 23,333,500 mg, vitamina K3
1,333,275 mg, vitamina B; 1,000,040 mg, vitamina B, 3,666,400 mg, vitamina Be 1,333,320 mg, vitamina B, 8,330 mg, nicotinamida
26,667,000 mg, acido pantoténico 8,333,100 mg, 4cido folico 666,400 mg, biotina 66,700 mg, cloruro de colina 199,999,800 mg,
cobre 5,000,000 mg, hierro 26,666,800 mg, manganeso 41,333,540 mg, yodo 400,000 mg , zinc 36,666,720 mg, selenio 100,000 mg,
carbonato de calcio 216,000 g, aceite minera 5,000 g..

?Fitasas Ronozyme® Hyphos (GT).

3Avelut 15: pigmento avicola hecho a base de extractos saponificados de flor de Cempastchil o Marigold (Tagetes erecta), 15g/kg.
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Variables productivas

Se llevaron registros semanales durante 6 semanas, por réplica de las siguientes variables:
ganancia de peso por ave (g), consumo de alimento ave (g) e indice de conversidon alimentaria

(kg:kg). Todas las variables fueron corregidas por la mortalidad.

Inmunizacion

Las aves se inmunizaron via subcutanea, al dia 14 de edad con una vacuna compuesta de una
mezcla de epitopos aislados de Eimeria maxima denominados TRAP y MPP. El dia 28 de edad
las aves fueron desafiadas con un titulo de 4x10* OEEm (cepa OM=185 con 100% de pureza) a

una dosis de ImL/ave utilizando una sonda esofagica que llego6 al buche de las aves.

Medicion de 1a pigmentacion

Se midio la pigmentacion de la piel iz vivo de todas las aves en la zona aptérica lateral derecha
(vena de la grasa), con un colorimetro de reflectancia marca Minolta CR 400 (Martinez, 1997)
los dias 21, 28, 35 y 42 de edad .

A partir de los 21 dias de edad, se seleccionaron dos aves por réplica a las cuales se les tomo
2mL sangre con 10% de EDTA de la vena yugular derecha para obtener plasma y medir la

concentracion de pigmento de acuerdo con la técnica de Allen (1987).
Evaluacion de la respuesta inmune humoral

Para dicha evaluacion se tomaron 3mL de sangre sin EDTA de la vena yugular derecha a dos

aves de todos los tratamientos, para recolectar suero y determinar niveles de IgG.

De cada tratamiento fueron eutanasiadas dos aves por réplica, mediante el corte de la médula
espinal a nivel del foramen oval con un estilete tratando de evitar lesionar la traquea los dias 21,

28, 35 y 42 de edad.

La trdquea se colecto desde la union orofaringe hasta la carina (cresta interna situada en la
bifurcacion de la traquea) colocandola en solucién salina tamponada, posteriormente se
refrigeraron a 4°C para la determinacion de titulos de anticuerpos IgA por medio de la técnica

de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).
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Evaluacion de lesiones
Alos 28, 35y 41 dpi, se evalud la severidad de las lesiones macroscopicas en yeyuno asociadas

a E. maxima de acuerdo con la escala de Johnson y Reid (1970) en los tratamientos infectados.

Coleccion de heces.
Se tomaron muestras de excretasa los 32 dias de edad (4" dpi) al tratamiento cinco para
corroborar que no haya habido contaminacién. También se tomaron los dias 35, 37 y 42 de

edad para conteo de ooquistes a los tratamientos inoculados con E. maxima.

51



Analisis estadistico

Al final del estudio los datos obtenidos como respuesta a los diferentes tratamientos sobre
las variables productivas, fueron analizadas con forme al disefio experimental empleado,

con el siguiente modelo:

Yeipe=p + o+ Bi + & + (aB)ai + (BE); + (a8)y + i

Donde: d = 1, 2, 3 (efecto del e-ésima vacuna)
1=1, 2, 3 (efecto del i-ésima sexo)
j=1, 2, 3 (efecto del j-ésima edad)
k=1, 2, 3, 4 (ka-ésima error de la observacidn)
Y.x= Ganancia de peso (g), consumo de alimento (g), conversién alimentaria
(kg:kg), consumo de pigmento (g), xantofilas plasmaticas (pg/mL) y

amarilleamiento en piel (b*)

pu= media general

aq= efecto del e-ésima vacuna

Bi= efecto del i-ésima sexo

6= efecto del j-ésima edad

(af)qi= efecto de la interaccion del d-ésima vacuna y i-ésima sexo
(Bd)i= efecto de la interaccidn del i-ésima sexo y j-ésima edad
(ad)g= efecto de la interaccion del d-ésima vacuna y j-ésima edad

€qiik= error experimental
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La comparacion multiple de medias después de que el ANDEVA detecto diferencias, se
realiz6 mediante la prueba de Tukey con un valor de error tipo I propuesto de una p<0.05,

con el paquete computacional SPSS ver. 17.

Elnumero de ooquistes en heces se analizd conforme a una prueba de Dunnett donde se empled
como testigo al tratamiento con coccidiostato con una p<0.05.
Y para analizar la severidad de las lesiones observadas en intestino medio, se utilizé la prueba

de Kruskal-Wallis mediante una ji-cuadrada, como método no paramétrico con una p< 0.05.
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RESULTADOS

El desempefio productivo de las aves durante 6 semanas de experimentacion, se muestra en el
Cuadro 6. No se encontr¢6 diferencia estadisticamente significativa en ninguna de las variables
productivas (peso final, ganancia de peso, consumo de alimento y conversion alimentaria), entre

las aves que fueron vacunadas y desafiadas, y las aves no vacunadas y no desafiadas (p>0.05).

Cuadro 6. Respuesta productiva durante 6 semanas de experimentacién en pollos inoculados

con una vacuna guiada por anticuerpos para prevenir la coccidiosis por E. maxima.

Tratamientos Peso Ganancia Consumo de Conversion Consumo

final, g de alimento/ave, alimentaria, de
peso/ave, g kg:kg pigmento,
g mg
VACUNA

Mezcla MPP y TRAP 2582 2543 3613 1.424 259

(50ug)

Mezcla MPP y TRAP 2347 2307 3476 1.507 243

(100ug)

Coccidiostato* 2476 2437 3583 1.475 249

Testigo positivo** 2340 2300 3474 1.512 238

Testigo negativo T 2308 2269 3328 1.468 233

EEM 142 142 210.7 0.06 0.01

SEXO

Hembra 2334° 2295° 3456 1.507 0.242

Macho 24827 24477 3534 1.447 0.247

EEM 47.6 47.6 70.6 0.02 0.006

PROBABILIDAD

Vacuna 0.11 0.11 0.45 0.38 0.41

Sexo 0.04 0.04 0.46 0.08 0.62

Vacuna * Sexo 0.73 0.73 0.58 0.60 0.55

Diferente letra en columna muestra diferencia estadistica (p<0.05)
* Sin vacuna solo coccidiostato.

** Sin vacuna desafiado con E. maxima

T Sin vacuna no desafiado con E. maxima

MPP = (Proteina Proteasa Micronema)

TRAP= (Proteina Anonima Relacionada con la Trombospondina)
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El efecto del sexo se observd en ganancia de peso y peso final (Cuadro 6), donde los machos
mostraron el mayor peso final (2482g) con respecto a la hembra (2334g) (p<0.05).

Los resultados de pigmentacion cutanea y XP por tratamiento, edad y sexo se muestran en el
Cuadro 7. El grupo que obtuvo el mayor valor en unidades de amarilleamiento fue el grupo con
coccidiostato (10.08 b*) respecto a los demas tratamientos (8.39 promedio) (p<0.05).

Los valores de enrojecimiento (a*) y luminosidad (I1*) no mostraron ningin efecto, como
resultado de los tratamientos empleados (p>0.05), pero si se encontraron diferencias por el
efecto de la edad y del sexo (p<0.05). En cuanto a la concentracion de XP no se encontro efecto
ala edad, y al sexo, asi como a los tratamientos empleados (p>0.05).

En las mediciones de IgG’s e IgA’s no se encontraron diferencias para ninguno de los

tratamientos con vacuna guiada por anticuerpos y sin vacuna (p>0.05).

1.2
1 ® Vacuna, Mezcla
MPP y TRAP
0.8 . g Ong)
acuna, Mezcla
MPP y TRAP
(100ug)

u Coccidiostato

Severidad de las lesiones

0.4 m Testigo positivo
0.2 m Testigo negativo
0
35
Dias de edad

Figura 7. Frecuencia de la severidad de las lesiones en yeyuno a los 35 dias de edad (7 dpi)
de acuerdo con la escala de Johnson y Reid (Johnson & Reid, 1970) en pollos desafiados con

E. maxima e inoculados con una vacuna guiada por anticuerpos para prevenir la coccidiosis.
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Solo se encontraron lesiones macroscopicas en el intestino medio de grado 1+ en la escala de

Johnson y Reid (Johnson & Reid, 1970), en los tratamientos inmunizados con la mezcla de los

epitopos TRAP y MPP, asi como en el grupo que sirvid como testigo positivo (Figura 7), no se

encontro diferencia estadisticamente significativa para ninguno de los tratamientos (p>0.05).

Cuadro 7. Amarilleamiento cutaneo medido con el espectrofotometro de reflectancia minolta,

y xantofilas plasmaticas en pollo de engorda, inoculados con una vacuna guiada por

anticuerpos para prevenir la coccidiosis por E. maxima.

Tratamiento 1* a* b* Plasma (ug/mL)
VACUNA
Mezcla MPP y TRAP (50ug) 61.63 4.17 8.79° 9.58
Mezcla MPP y TRAP (100ug) 62.06 4.17 7.96° 10.66
Coccidiostato™® 61.69 3.89 10.08* 9.45
Testigo positivo** 61.37 4.31 8.05° 9.10
Testigo negativo T 61.63 4.14 8.77° 9.45
EEM 0.36 0.18 0.32 0.93
EDAD (dias)
21 60.92° 5.022 2.45° ND
29 61.92° 4.28° 7.35° 4.60°
34 61.43° 4.57° 10.67¢ 19.05°
41 63.20° 2.68° 14.94¢ 5.29°
EEM 0.36 0.18 0.33 0.70
SEXO
Macho 61.28° 4.26 8.26° 10.17
Hembras 62.10° 4.01 9.20? 9.13
EEM 0.22 0.11 0.20 0.59
PROBABILIDAD
Vacuna 0.70 0.58 <0.0001 0.77
Edad <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Sexo 0.009 0.12 0.001 0.24
Vacuna*Sexo 0.24 0.29 0.94 0.93
Vacuna*Edad 0.72 0.004 0.08 0.94
Edad*Sexo 0.37 0.17 0.46 0.18
Vacuna*Edad*Sexo 0.005 0.12 0.47 0.75

Diferente letra en columna muestra diferencia estadistica (p<0.05)
* Sin vacuna solo coccidiostato.

** Sin vacuna desafiado con E. maxima

T Sin vacuna no desafiado con E. maxima

MPP = (Proteina Proteasa Micronema)

TRAP= (Proteina Anonima Relacionada con la Trombospondina)
ND= no determinado
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Finalmente, el conteo de ooquistes a los 7 dpi en los tratamientos inmunizados, con
coccidiostato y el testigo negativo, se comportaron de manera similar con un promedio de 1758
ooquistes eliminados por gramo de heces; mientras que el tratamiento positivo tuvo la mayor
eliminacion de ooquistes (4860). En el dia 9 pi todos los grupos excepto el grupo testigo negativo
se comportaron como el grupo desafiado sin vacunar (p<0.05) y al 14 dpi, hubo contaminacion
del grupo testigo negativo por lo que no hubo diferencia significativa en ninguno de los

tratamientos (Cuadro 8, Figura 7 y 8). La vacuna no fue mejor que el coccidiostato.

Cuadro 8. Resultados del conteo de ooquistes por gramo de excretas en los dias 35, 37 y 42 de
edad en pollos inoculados con una vacuna guiada por anticuerpos para prevenir la coccidiosis

por E. maxima.

Dias post-inoculacién

Tratamiento 7 9 14

(35) 37 (42) Promedio
Vacuna, Mezcla MPP y TRAP (50ug) 2575° 6950° 138 3221
Vacuna, Mezcla MPP y TRAP 18882 6050* 2003 3313
(100pg)
Coccidiostato 813 6063* 100 2325
Testigo positivo 4860° 57082 113 3560
Testigo negativo 0° o° 475 158
EEM 1748 2853 997 1554
P= 0.017 0.017 0.017

Prueba de Dunnett utilizando como grupo control al tratamiento con coccidiostato
Diferente letra en columna muestra diferencia estadistica(p<0.05)

Los valores entre paréntesis son los dias de edad del pollo.

EEM=Error estandar de la media
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Figura 8. Resultados del conteo de ooquistes por gramo de excretas en pollos inoculados con una
vacuna guiada por anticuerpos para prevenir la coccidiosis por E. maxima, en los dias 35, 37 y 42
de edad.
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Figura 9. Promedio de ooquistes excretados por gramo de excretas en pollos inoculados con una

vacuna guiada por anticuerpos para prevenir la coccidiosis por E. maxima.
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DISCUSION

En la prueba se observod que los tratamientos que funcionaban como testigos, no tuvieron un
comportamiento esperado. El grupo testigo negativo no fue diferente a los grupos desafiados,
presento bajos niveles en las unidades de amarilleamiento en piel (Cuadro 6), por lo que se
sospecharia de un dafio ocasionados por E. maxima, ya que hubo contaminacién del
tratamiento aproximadamente a los 8 dpi, sin embargo, las consecuencias del dafo en el
epitelio se comenzarian a notar hasta el dia 12 pi (post-inuculacion), por lo que la causa de la
falta de pigmento cutaneo debid ser otra. Posiblemente lo que provoco bajas en éstas variable,
sea la presencia de micotoxinas en el alimento, que se apreci6 al dia 7 después de la inoculacion
de los ooquistes esporulados de E. maxima, sospechando de la presencia de la Toxina-2 (T-2) y
Deoxinivalenol (DON) por los signos clinicos que se encontraron en la mayoria de las aves,
(no se mando a analizar el alimento) (Murugesan et al., 2015). Uno de los dafios que llega a
ejercer T-2 en el organismo, es la reduccién de las defensas antioxidantes de éste (Wang et al.,
2005), al verse disminuidos estos recursos, se puede comenzar a hacer uso de antioxidantes
provenientes del alimento, en este caso de la luteina (xantofila presente en la flor de
cempasuchil) que presenta actividad antioxidante (Krinsky, 2001; Meléndez-Martinez et al.,
2007), por lo que se observaria una disminucion en los pigmentos que se encuentran circulando
en plasma, y seria menor la cantidad que llegaran hasta piel. Este efecto también puede estar
presente en los demads tratamientos, por lo que es posible que parte de la baja en el

amarilleamiento cutaneo, podria no ser solo a causa de la infeccion por coccidias.

En el caso del tratamiento testigo positivo, a pesar de estar desafiado con un volumen que fuera
casi la mitad del grupo con 9.625x10* OEEm del experimento anterior, su comportamiento fue
similar al tratamiento 3 con 9.625x10° OEEm (Cuadro 2 y 6), tanto en las variables productivas
como en lesiones macroscopicas y eliminacion de ooquistes. Con los antecedentes del primer
experimento se esperaba que con una dosis de 4x10* OEEm, el grupo positivo tuviera una
pérdida de peso de al menos un 30% cerca de lo observado en el grupo con 9.625x10%, pero
solo presentd una pérdida de al menos un 5%. El consumo de alimento fue el mismo en todos
los grupos (Cuadro 6), similares al visto anteriormente en el grupo con 9.625x10° OEEm. En
cuanto a la clasificacion de las lesiones macroscopicas en los tratamientos desafiados
vacunados y no vacunados, no superaron el 1+ en la escala de Johnson y Reid (1970), y

desaparecieron rapidamente las lesiones (Figura 6). Finalmente, el dia de mayor eliminacion
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de ooquistes en el primer experimento ocurrio a los 7 dpi y en la segunda prueba fue al dia 9;
mientras tanto el numero de ooquistes excretados del primer experimento fue superior, en
comparacion al grupo positivo de este segundo experimento (31,519 vs 3,560 ooquistes /g de
heces) (Cuadro 4 y 8; Figura 5y 7). Al observar el comportamiento de todas estas variables,
principalmente en el testigo positivo se puede concluir que la virulencia de la cepa de este

segundo experimento fue menor a la utilizada en la primera prueba (Jenkins et al., 2017).

El consumo de pigmento fue otra variable que mostrd comportamiento diferente,
aparentemente fue menor el consumo en los tratamientos del experimento 2, al compararlos
con los tratamientos del experimento 1. Esta diferencia es debido al aporte de xantofilas
naturales de Tagetes erecta en la dieta; en la segunda prueba, solo se aport6 pigmento natural en
la fase de finalizacion, mientras que en la fase de iniciador y crecimiento, el pigmento provenia
del maiz amarillo el cual solo aporta 20 ppm de xantofilas (Cuca et al., 1963), en cuanto al
experimento 1 el aporte de xantofilas naturales se dio durante la fase de crecimiento y
finalizacion, por lo tanto la concentracion final de pigmento consumido fue mayor (100 ppm

vs 85.5 ppm).

Hablando del tratamiento con coccidiostato, fue el que tuvo el mejor desempeiio, sin embargo,
al observar el nimero de ooquistes excretado a los 7 y 9 dias post-inoculacion, se puede ver un
aumento en la eliminacion de ooquistes entre un dia y otro (Cuadro 8 y Figura 7), cuando se
debié mantener al menos por debajo de los demas grupos. Esta situacion puede deberse a que
se ha visto que algunos coccidiostatos funcionan mejor contra cierto tipo de coccidias, en el
caso de salinomicina el efecto que tiene contra E. maxima no ha sido tan efectivo (Folz et al.,
1988; Conway et al., 1995; Ahaotu et al., 2013; Barrios et al., 2017). Ahora se sabe que todos
los coccidiostatos ionoforos a pesar de que tienen mecanismos de accion iguales, su
especificidad es diferente, debido a que sus diferentes moléculas funcionan a pHs distintos
(Gonzalo, 2020).

Salinomicina debido a sus propiedades fisico-quimicas tiene una mejor absorcién a pHs acidos
ya que es considerado un acido débil ( Hansen et al., 2009; Bak et al., 2013; Bohn et al., 2013).
El pH de duodeno oscila entre 5.5 a 6.2, mientras que yeyuno se encuentra entre 5.8 a 6.9, por
lo tanto, debido a su naturaleza, salinomicina ejercera un mejor desempefio a nivel de
duodeno. No se debe olvidar que una infeccidon por coccidias disminuird el pH intestinal

progresivamente, E. maxima lo disminuye aproximadamente en 0.3 puntos en duodeno y 0.5
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puntos en yeyuno hasta los 5 dpi (Ruff & Reid, 1975) por lo tanto duodeno tendra un ambiente
ligeramente mas acido que yeyuno provocando que salinomicina tenga una mejor funcion en
la parte inicial del intestino. Sumado a lo anterior la solubilidad de salinomicina es de 53mg/L
a un pH de 5 y hasta de 294 mg/L a pH de 7, sin embargo, las formas no ionizadas (parte
activa de salinomicina), son menores a pH que se acerquen a la neutralidad, por lo que es otro
factor que afecta actividad como coccidiostato contra E. maxima en intestino medio (Bohn

et al., 2013).

No solo las propiedades fisicoquimicas del coccidiostato pudieron afectar la efectividad de
salinomicina contra F. maxima, de hecho la presencia de T-2 perjudican la efectividad de ciertos
coccidiostato (Vanyi et al., 1989; Varga & Vanyi, 1992) y, aunque no se ha documentado su
efecto contra salinomicina, sigue existiendo esta posibilidad. Por lo tanto, todos estos factores
pueden estar relacionados con la presencia de una mayor eliminacioén de ooquistes al dia 9

post-inoculacion en el grupo con coccidiostato.

Son 5 los puntos que se deben de tomar en cuenta para la evaluacion de una vacuna
anticoccidial: mortalidad, ganancia de peso, lesiones macroscopicas en intestino, tasa de
eliminacion de ooquistes e indice anticoccidial (Song et al., 2015). De la prueba realizada los

resultados fueron los siguientes:

1. Mortalidad. Se menciona que después de la administracion de una vacuna, no
necesariamente debe ser completamente protectora pero podria disminuir la morbilidad y
mortalidad(Bottje et al., 2013). En el estudio realizado, no se observo mortalidad en ninguno
de los tratamientos, pero hubo mayor morbilidad en las aves vacunadas y el testigo positivo,
que en las aves tratadas con coccidiostato. No obstante, la morbilidad también pudo estar
relacionada con la posible inmunosupresion causada por las micotoxinas encontradas en el
alimento.

2. Ganancia de peso. No hubo diferencia en ganancia de peso entre los grupos vacunados y el
grupo infectado (Cuadro 5), resultados similares obtenidos por Shivaramaiah y col. (2010)y
Song y col. (2015) quienes probaron una vacuna con dos epitopos (TRAP y CD154).
Indicando que no hubo mayor o menor proteccion sobre el intestino con o sin la aplicacion
de la vacuna.

3. Lesiones macroscopicas. Hubo lesiones clasificadas como 1+ en la escala de Johnson y Reid

(1970) en los tratamientos vacunados y el tratamiento desafiado con E. maxima, mientras que
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el tratamiento con coccidiostato no present6 ninguna lesién. Aparentemente la vacuna en
sus diferentes concentraciones no mostrd una proteccion tan efectiva, al compararlo con el
tratamiento testigo no desafiado y el tratamiento con coccidiostato. Sin embargo,
Shivaramaiah y col. (2010) y Song y col. (2015) quienes obtuvieron lesiones con el mismo
grado de clasificacién, mencionan que en la mayoria de las situaciones, la clasificacion de
lesiones no es un buen indicador de la proteccion de la vacuna (R. B. Williams & Catchpole,
2000). En algunas ocasiones la inmunopatologia en los pollos de engorde vacunados causa
interferencia con la capacidad de determinar con precision los puntajes de las lesiones. De
hecho, lo que se puede observar como una lesidon en pollitos inmunizados, puede ser el
proceso de recuperacion y regeneracion de tejidos (Shivaramaiah et al., 2010).

El grado de lesion encontrada no provoco disminucion de consumo de alimento y ganancia
de peso, sin embargo, si afectd la pigmentacion en piel, signos relacionados a una coccidiasis,
donde se observa que no hay dafio de forma evidente en los parametros productivos, pero si
en el amarillamiento de la piel en pollo (Cuadro 7).

Tasa de eliminacion de ooquistes. El resultado esperado tras una proteccion vacunal de este
tipo, es una reduccién en el niimero de ooquistes excretados, asi como de signos clinicos,
debido a una correcta interaccion entre el antigeno exogeno, (epitopos TRAP y MPP), y las
CPA profesionales que expresan a CD40, provocando la unién con su ligando (Kothlow
et al., 2008; Staines et al., 2013), desencadenando una cascada de eventos que tendra el
proposito de destruir esporozoitos o merozoitos, evitando la invasion, la reproduccion y por
consecuencia disminuira la eliminacion de los ooquistes ( Lillehoj et al., 2004; Carreno et al.,
2009; Rajput et al., 2013). No obstante, en este experimento no se observé esta disminucién
en el nimero de ooquistes excretados, entre los grupos vacunados y el testigo positivo, lo que
sugiere que la estimulacion que tendria que recibir la célula T, no fue realizada o fue evadida.
Indice anticoccidial. Es un criterio que se utiliza para medir la eficacia anticoccidial, y
clasifican su eficiencia como “buena” a partir de 180 o mas puntos, “moderado” a partir de
160 a 179 puntos y “pobre” cuando estan por debajo de los 159 puntos (Vanparijs et al.,
1989). Los valores obtenidos de los diferentes grupos experimentales se clasificaron como:
buenos, al testigo negativo, el tratamiento con coccidiostato y el tratamiento con la vacuna
con 50 ug de una mezcla de MPP y TRAP, y pobre para el testigo positivo y el tratamiento
con la vacuna con 100 pg de una mezcla de MPP y TRAP (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Resultados del indice anticoccidial en pollos inoculados con una vacuna guiada por

anticuerpos para prevenir la coccidiosis por E. maxima.

Tratamiento % S %GPR LI Ol 1A

Mezcla MPP y TRAP (50ug) 100 99.59 3.75 13.4 182.44
Mezcla MPP y TRAP (100ug) 100 81.52 5 22.6 153.96
Coccidiostato 100 99.05 0 9.7 189.37
Testigo positivo** 100 70.54 1.25 40.0 129.29
Testigo negativo T 100 93.01 0 0.6 192.41

%S=porcentaje de supervivencia

% GPR (Ganancia de peso relativa) = ganancia de peso del grupo experimental x100/ganancia
de peso del grupo control

Indice de Lesiones (LI)= total de lesiones intestinales en el grupo x10/total de aves en el grupo
Indice de Ooquistes (OI)= Ooquistes en el grupo x 0.4 x 100/el promedio de ooquistes del
control

Indice Anticoccidial (IA)= (%S+%GPR) — (LI + OI)

** Sin vacuna desafiado con E. maxima

T Sin vacuna no desafiado con E. maxima

Con la evaluacion de estos cincos puntos, la respuesta protectora de la vacuna no fue

completamente efectiva.

Las vacunas basadas en subunidades, proteinas recombinantes y antigenos peptidicos sintéticos
pueden tener gran potencial, pero tienden a carecer de inmunogenicidad, no son capaces de
provocar una respuestas inmunitarias de amplio espectro en las células T y B del huésped,
requieren fuertes adyuvantes para “iniciar” una adecuada respuesta inmune (Lillehoj &
Lillehoj, 2000) y no existe agentes de inmunidad adecuados para usar en la industria avicola
(Zhang et al., 2012), por lo que al final no se garantiza una buena respuesta inmunoldgica de

tipo humoral.

Una de las causas principales que disminuyen el éxito de la vacuna es la diversidad antigénica
que presenta FE. maxima. Esta diversidad se ha encontrado en diferentes poblaciones de E.
maxima, se puede expresar mediante un cambio en la capacidad de algunos antigenos para
unirse a un MHC en particular (Smith et al., 2002; Soldati et al., 2001). También provoca que
una cepa no pueda inducir proteccidén contra otra, debido a que algunas de éstas variantes no
funcionan como protectores inmunologicos y plantean una complicacidn significativa para el

disefio y aplicacion de vacunas exitosas.
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Se han estimado de 5,000 a 10,000 péptidos en el genoma de Fimeria spp (M. W. Shirley, 2000),
pero solo unos poco codifican antigenos que son protectores. Por lo que, aunque el epitopo de
TRAP es constate en el género de Apicomplexa, no es la inica forma que tiene Eimeria spp. para
facilitar la invasion a los enterocitos. Ademas se han encontrado polimorfismos sustanciales en

genes que codifican antigenos protectores, comprometiendo su uso en vacunas de subunidades

(Smith et al., 2002).

La pregunta ahora es ;hay polimorfismo en lo epitopos TRAP y MMP? Hay muchas paradojas
con respecto a los organelos secretores apicomplejos, el principal de ellos es el hecho de que el
numero y el tipo de organelos varia enormemente entre pardsitos y entre diferentes etapas de
desarrollo e incluso pude estar ausente. TRAP esta altamente conservada en el género de
Apicomplexa, sin embargo, los micronemas a los cuales pertenece, pueden variar desde unos
pocos (merozoitos y esporozoitos de plasmodium) hasta cientos (merozoitos de Eimeria spp.) por
célula. Se calcula que hay 5 o mas proteasas con la misma funcion (Soldati et al., 2004),
ofreciendo muchas alternativas al invasor. Hasta el momento se han confirmado dos de las
proteasas presentes en E. maxima, las cuales son MIC2 descubierta en el 2012 (Bottje et al., 2013)
y EmMIC?7 descubierta en el 2015 (Huang et al., 2015), y en el afio 2017 descubrieron otros 6
péptidos candidatos para una vacuna de sub unidades, ademas de TRAP y MMP (Yang et al.,
2017). Ademas, Eimerias spp. presenta herramientas que le permiten usar diferentes estructuras
de la célula huésped para la invasion, la interrogante esta sobre la seleccion del sitio y un posible
mimetismo del antigeno que podria usar el parasito para evitar el sistema inmune y
reconocimiento del huésped (Davison et al., 2008), haciendo ain mas complicado la elaboracion
de una vacuna completamente efectiva. Esta nueva informacién hace mas facil entender el

porqué del uso de solo dos epitopos puede no ser efectiva.

La presencia de micotoxinas en el alimento no solo pudo perjudicar la pigmentacion de la piel,
también existe la probabilidad que haya limitado la funcién del sistema inmune afectando

también la respuesta a la vacunacion, incluso la produccion de inmunoglobulinas de tipo A y G.

Esto debido a que las micotoxinas intervienen en las vias de sefializacion MAP quinasa que
estan implicada en las respuestas inmunes, al intervenir en esta via de sefializacidén con la
inhibicion primaria de la sintesis de proteinas, seguida de una interrupcion secundaria de la
sintesis de ADN y RNA, debido a la unién de DON y T-2 a los ribosomas (Grenier & Applegate,

2013; Murugesan et al., 2015) la respuesta inmune se deteriora y hacen que el animal no pueda
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montar una respuesta inmune eficiente (Murugesan et al., 2015). La ingestion constante a bajos
niveles causa inmunodepresion perjudicando también la proliferacion de linfocitos T afectando
las vacunaciones, por lo que no se reconocerd al antigeno presentado (Grenier et al., 2011;
Murugesan et al., 2015), bajando la produccién de IgA’s debido a la interferencia entres
micotoxinas y coccidia al final del periodo de recuperacion (Girgis et al., 2008). En cuanto a la
presencia de DON en el alimento puede contribuir, a retrasar la respuesta inmunologica por una
reduccioén en el porcentaje o una inhibicidén en el reclutamiento de células CD4* y CD8*
(Murugesan et al., 2015).

Las micotoxinas retrasan la recuperacion intestinal por una regulacioén positiva en citoquinas
proinflamatorias, sin embrago, salinomicina activa vias de sefializacién antiinflamatorias en el
intestino de las aves aumentando IL-10 y IL-4, contrarrestando un poco el efecto proinflamatorio
(Lee et al., 2013), por lo que probablemente influyo a que no fueran evidentes las lesiones

intestinales en el grupo de coccidiostato.

En una infeccién provocada por coccidias sin intervencion de micotoxinas la respuesta humoral
que estaria provocando la vacuna probada producird en su mayoria IgA seguido de IgG,
esperando que los anticuerpos reduzcan la invasion de algunas especies de Eimeria spp 0
aumentar la destruccién intraluminal de los esporozoitos, sin embargo, éstos entran tan
rapidamente al enterocito (Davison et al., 2008) que la respuesta humoral no es completamente
efectiva, demostrado en estudios con pollos bursectomisados desafiados con E. maxima (Smith
et al., 2002; Shirley et al., 2005;).

Todo lo anteriormente mencionado indica que el producir una respuesta inmune de tipo

humoral no es la mejor forma de enfrentar una infeccion por coccidia.
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CONCLUSION

De los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales empleadas se concluye:

Que el empleo de la vacuna a base de epitopos aislados de Eimeria maxima (TRAP y
MMP), no gener6 inmunidad.

La vacuna aplicada en sus dos presentaciones no ayudo a que mejorara la pigmentacion
y no afect6 de forma negativa los parametros productivos de los pollos de engorda
durante 42 dias de edad.

Se recomienda hacer mas pruebas, donde se pueda probar dosis diferentes en la cantidad
de inmundgeno, ya que pudo haber un efecto de piso en donde la dosis no fue lo

suficiente para que se observara una respuesta a la vacuna.
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