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"HUELLAS EN LA ARF..NA - ESTOY SIE/IJPRE CONTIGO" 

u;,a,.,::a':.=:,~":';m~:~:::: co::,11~e':::~,;_~;:::s °d;º,,::"!;a~e ~,,P;:;: ~~:!.s::;;b:;· :Osrr;;::s ~; 
puadas en la arena. Unas eran mlas y las otr~ eran del Seitor Cuando la Ultima esct!na de m1 Hda 
a~c/O ante mi, miré hacia oirá.<: para ver las puadas y, para mi SO"Pl'rSO, not.t que varias V'f!Ct!S, a lo 
largo de/ camino de mi vida. sólo habla un par de huellas. Y nott! tanrb/jn que esto ocurria en Jos 
momentos más dijlclles y tri.des de m1 vida. Pregunté al ~fto,. acerca de esto: •• &llor, Tú dijiste que una 
\?e: que hubiera dec1d1do seguirte, Tú cam1narüu a "" lado durante todo el camino. Pero he notado que. 
du,.ante los momerrtos mds aciagos de mi lndo. soltvnente hay un par de p1.<:adas t!n la Dl"'f!na. Yo no 
compN!ndo por qu~ te fuute d#! mi lado cuando nrlil" te necesitaba .. _ 

Ahora. <-!"le necesitas? Estoy aqul contigo. .\:o puedes ve,..,,,,. •. ttn cntbargo Soy la luz que te perwute ~rr 
.Vo puedes olnne. sui rmbargo hablo a través de tu vo:. No puedes sentirme . .sin embargo soy el poder que 
trabaja en tus 1nono.s. 
Estoy trabajando en ti. aunque descono;:cas .\fu senderos. Estoy trabajando, ounquf! no l'"f!!cono:ca.s .\11.s 
obras . 
• Va Soy una -..Jsión o un suello extrano. No Soy un m1steno. 
SO/o en el silencio absoluto. ntds allá del "Yo ·· qur oparrntas ser, puedes conocrrme. y entonces sólo como 
un srntJmiento y canto fe. 
Sin enrbargo. Estoy aquí contigo. Stn e111hargo. te oigo, 
Sin embargo, te contesto. 
Cuando .\le necesitas, estoy contigo 
Aunque .\le niegues, estoy contigo 
En los momentos en 'J"t!' más solo crees encontrarte. Yo estoy conliRo 
Alin l!!'I tus temores, estoy contigo. 
A Un en tu dolor, estoy contigo 
Estoy contigo cuando ora.t y cuando no oras 
Estoy en ti, y tu estás rn Ali. 
Sólo en tu mente puedes sentirte separado de ,\,(l. pues sólo en tu mente estdn las brumas de ""lo lllyo •· > '"/o 
mio". Stn embargo Ion sólo con lu 1ncnle puedes conocerme y sentirme. 
Vocia tu corazón de lcmores ignorantes. 
Cuando quites el 'Yo•• de en 1ned10, estoy contigo. 
~ti nrtsmo na puedes hac:er nada, pcrr;, Yo todo lo puedo. 
)'o estoy en todo. 
Aunque no puedas ver el bien. el bien estd al//, pues Yo estoy al/L 
Estoy allí porque tengo que e.rtarlo, porque Yo Soy. 
Sólo en MI tiene el mundo significado; sólo ~ Mi toma el mundo forma: sólo en MI el nr11ndo sigue 
adelonte. 
Soy la ley lt!'n la cual drscansa el movimiento de las e.shTllas y el crecimtento ~toda erllula vNa. 
Soy el amor que es lt!'/ cumplimiento de la ley. Soy ~guridad. SOy paz. Soy unijlcoción. .SOy la lry por 
la CNa/ vi-..es. Soy el unror en que puedes confiar. Soy tu seguridad. Soy hl paz. Soy uno contigo Yo 
Soy. 
Aunque falles en encontrarme, Yo nunca dejo de encontrarle. Aunque tu fa en MI es insegura. Mi 
fa en ti nunca flaquea. 
Porque le conozco, porque te amo. 
Mi bien amado. estoy aqu.I contigo. " 
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RESUMEN 
ALFARO CAMACHO JlJLIO CÉSAR. JNMUNOPROFJLAXIS CONTRA INFECCIONES 
POR Einieria tenella y Sahnonella enreritidis MEDIANTE EL USO DE LlNFOCINAS. (Bajo la 
asesoría de: MVZ. MC. PhD Guillcnno Téllc:z lsaías; MVZ. MC. Gary García Espinoza; 
MVZ. MC. Rosa Ana Wong Gonz.ález. y DVM. PhD Michael H. Kogut). 

Se realizaron tres investigaciones independientes paca evaluar la protección incspecifica conferida 
por las linfocinns procedentes de aves inmunizadas contra Salmonella enterilidis (SE-ILK) o 
Eimeria rene/la (ET-ILK) en pollos de engorda infectados experimentalmente con E. tenella y 
S. enteritidis. n:spectivamcnte. Estudio 1: Se trntaron profilácticamenre 45 pollos de engorda de 2 
semanas de edad con un produclo soluble de linf"ocitos T contra S. enteritidi.fi, estimulados con 
Concanavalina-A (SE-ILK), para investigar Jos efectos profilácticos sobre el grado de lesión cecal 
y nümero de ooquistes en heces. causados por E. rene/la. Los pollos fueron asignados de manera 
aleatoria dentro de tres gnipos: a) Grupo experimental'. las aves fueron inyectadas 
intrapcritonealmente a los 14 días de edad con 0.5 mi/ave de las SE-JLK y pnsterionnente fueron 
desafiadas oralmente con 10,000 oquistcs esporulados de E. rene/la 2 días posteriores a la 
administración de SE-ILK; b) Gru:po positivo y c) Grupo negativo. Las aves de todos los 
grupos fueron sacrificadas a los 7 días post-desafio. para la evaluación de severidad de lesiones 
cecales niacr-oscópicas. microscópicas y numer-o de ooquistes en heces. Los resultados del 
tratamiento profiláctico con SE-ILK mostraTOn una disminución en el gr-ado de lesión de 3+ (Grupo 
positivo) a 2+ (Grupo exper-imental). asi como una disminución significativa en Ja reducción del 
número de ooquistcs en heces comparado con el grupo positivo (P < 0.05). Estudio 2: Se 
investigó el efecto del trntamiento pr-ofiláctico de 40 pollos de engor-da con los pr-oductos solubles 
de linfocitos T estimulados con Concanavalina-A procedentes de aves infectadas por- E. lene/la 
(ET-ILK). sobr-e la invasión de los órganos por- ~'l. i.·nreritidis. Al primer dio de edad. los pollos del 
grupo experimental fueron inyectados intrapcdtonealrnente con 0.5 mi/ave de ET-ILK. Treinta 
minutos después de la inyección de liníoc.inas. las aves fucr-on desafiruias con 10!\ uf"c/ml de 
S. cnleritidis. via oral. Todas las aves fuemn sacr-ificadas a las 24 horas post-desafio y se reali7..ó 
cultivo bacteriológico a panir de hfgado y bazo. El tnatamicnto pr-ofiláctico de los pollos con las 
ET-ILK r-cdujo significativnmenle (P < 0.005 y P < 0.001) la invasión de ór-ganos por 
S. enteritídis. Estudio 3: Se evaluó el efi .. '"Cto inmunoprnfiláctico de los sobr-en:tdantcs obtenidos 
de linfocitos T de aves inmunizadas con E. lene/la (ET-ILK) o S. enlerilidis (SE-ILK) y 
eslirnulados con Conca.navalina-A, en Ja gnnancia de peso y disminución de lesiones cecales a los 
2 t días contra una infección por E. te11ella a Jos 14 días de edad. Pollos de engorda de un dia de 
edad fuemn aleatoriamente divididos en 5 grupos de los cuales, 2 de ellos fueron inmunizados al 
primer día de edad con una dósis de 30.000 ooquistes esporulados/ave y simultáneamente 
recibieron por- vía intra.per-itoncal: a) SE-ILK o b) ET-ILK. Un ten:cr grupo fue tratado 
únicamente con SE-ILK. Se incluyó un cuano grupo no tratado-desafiado (testigo positivo). A 
Jos 14 dias post-inyección de Jinfocinas. todas las aves fueron desafiadas vía oral con 1 S,000 
ooquistcs esporulados de E. lene/la. Las aves fueron pesadas 7 dfas post-desafio para la medición 
de Ja ganancia de peso y sacdficadas ese mismo día para la evaluación de scver-idad de lesiones 
cecales macroscópicas. Se observaron diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) entre los 
promedios de lesiones que presentaron Jos grupos pr-imoinmunizados (3.1 y 3.4 respectivamente) 
con los promedios del gnipo tratado sólo con SE-JLK y del grnpo positivo (3.8 en ambos). 
mostrándose una disminución en la severidad de lesiones cecales en los grupos inmunizados y 
tratados con linfocinas. Sin embargo. no existieron diferencias significalivar. al comparar la 
ganancia de peso de los grupos inmuniz.ados-trarados con linfocinas y el testigo positivo. Jo cual 
pudo debcr.;.c a factor-es de estrés y manejo a Jos que fuer-on sometidos los pollos. Los resultndos 
de estos trabajos demuestran que Ja adminislración pr-ofilácticn de linfocinas, preparadas a partir- de 



L T activados con Concanavalina-A y procedentes de pollos infectados con E. Tt!nella o 
S. f!nteritidis. inducen protc:cción a pollos de engorda al desencadenar una rc&(:.Ción imnunc 
incspecffica.. ante una inf"ección por otro o el mismo agente etiológico. 
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CAPÍTULO 1 

REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

t. COCCIDIOSIS AVIAR 

Una de las enfermedades parasitarias más importantes en la historia de la industria avícola 

mundial ha sido la Coccidiosis Aviar. debido a las grandes pérdidas económicas que ha 

ocasionado desde hace 30 años. Es causada por un parásito protozoario del género 

Eimeria sp. que se caracteri:z.a por ser intracelular obligado. hospedador específico. con un 

ciclo de vida limitado, que induce en el hospcdndor pérdida de peso. retraso en el 

crecimiento, dcspigmentación y mortalidad variable.46
• 

56 siendo las aves de entre 4 y 6 

semanas de vida las principalmente af"ectadas.~., La coccidiosis en las parvadas comerciales 

de pollos de engorda es el resultado de las prácticas de crianza intensivas y en 

confimuniento carncteristicas de las operaciones avícolas. actuales. 14 

En México. una de las especies de coccidi.a difundida y que se presenta en mayor porcentaje 

dentro de la industria avicola del pollo de engorda es Eimeria rene/la. <5
7 la cual se 

caracteriza principalmente por causar lesiones en ciegos. además de ocasionar pérdida de 

peso. alta morbilidad y mortalidad entre ouos signos. 2
• ~6 Los ooquistes irunaduros de 

E. rene/la se encuentran protegidos por una cubierta externa gruesa y consisten de una sola 

célula que inicia el proceso de csporulación para generar la etapa infecta."'ltc 

aproximadaniente en 48 horas. Los ooquistes infectantes contienen cuatro esporocistos. Jos 

cuales a su vez comprenden dos esporozoitos. Cl·ando los ooquistes son ingeridos. la 

pared de los mismos se rompe en la molleja y los esporozoítos se liberan de los 

csporocistos por la acción de la quimiotripsina y sales biliares en el intestino delg;:ido. Los 

csporozoítos entran a las células epiteliales, donde comienzan su dcsarrollo.8 E. tenella 

parasita Unicamcnte las células localizadas en el subepitelio del ciego durante la fase de 

csquizontes de segunda generación (etapa más patógena) Jos cuales. al madurar. inician la 



ruptura de los cnten>citos ni cunrto día del periodo de prepatencia (PP). presentándose el 

máximo dai\o tisular con la consecuente aparición de hemorragias macroscópicas y una 

evidente melena; hacia el sexto día del PP se inicia la liberaci~n de ooquistes. la cual. 

después del séptimo día del PP comienza a declinar.2
" 

46
' 

56 Aún durante la maduración de 

Jos esquizontcs de primera generación. es posible observar pequei\os focos de epitelio 

desnudo. En el cuarto día post-infección. los esquizontes están maduros y las hemorragias 

son aparentes. Los ciegos por Jo general se encuentran agrandados y distendidos con 

coágulos de sangre y porciones de n1ucosa cecal en la luz. Entre los dins 6 y 7 el centro de 

los ciegos presenta exudado cascoso con coó.gulos. La pared de los ciegos por lo general 

está muy engrosada debido al edema e infiltración, más tarde al tejido cicatrizante.8 Los 

daftos causados además de In destnicción de tejidos, se pueden observar en efectos 

imponnntes sobre In digestión. absorción y metabolismo de los nutrientes. que a su vez se 

traducen en rendimientos por debajo del potencial esperado en el pollo de engorda.30 Las 

aves recién nacidas. algunas veces no son del todo susceptibles a la ínfección debido a la 

insuficiencia de quimiotripsina y sales biliares pnra ocasionar la exitnción. Los brotes se 

observan con poca frecuencia en parva.das de aves menores de 4 semanas de edad. a Una 

característica importante de E. lene/la es el ser poco irununogénica. lo que la hace un 

constante problema en las granjas. requiriendo un mayor número de exposiciones a 

ooqu.istes. para inducir wi.t respuesta eficá.z en el pollo. 2 • º· 79 

Control de la Coccidiosis. 

La presentación de coccidiosis en las granjas ha trafdo consigo la subsecuente adecuación 

de medidas para su prevención y control, como la elaboración de vacunas y fármacos de 

síntesis química y fermentación biológica.°"" 47 

Sin embargo. los nnticoccidianos de ambos grnpos presentan limitnntcs debido a que no 

existe un fármaco que elimine a todas las especies existentes en el pollo y su aplicación ha 

provocado el desarrollo de resistencia por parte de las coccidias.46
• 

47 La aparición de 

nuevas drogas anticoccidianns en un futuro próximo se observa muy poco probable debido 



a la enorme inversión que se requiere para desarrollarlas y a la desmotivación que existe en 

las empresas debido a la saturación que existe en el mercado de productos genéricos de 

mala calidad. :i; 

Por otro lado. la..'> vacunas vivas son utiliz.adas principalmente en gallinas reproductoras y 

pollas de remplazo para postura; sin cm.bargo, las vacunas tienen un uso limitado en el 

pollo de engorda por presentar varias cepas de coccidias. lo cual puede favorecer la 

introducción de nuevas cepas a la granja. aumentan el riesgo de crear un brote clinico y. 

dependiendo del tipo de vacuna. las aves pueden quedar susceptibles contra una especie de 

Eimeria.!'--4, !i$ Asf n1ismo. las vacunas contienen coccidias vivas cuya patogenicidad no ha 

sido eliminada por completo. Es importante tener en cuenta que las coccidias más 

patógenas son las menos inmunogénicas. por lo que casi siempre se requiere de más de una 

exposición para generar un grado de inmunidad importante. En el caso de pollo de 

engorda. el objetivo de la vacunación debería ser la obtención del más elevado nivel de 

parámetros productivos; sin embargo, ésta produce un efecto negativo en el crecimiento del 

pollo a la cuarta semana.. lo cual puede generar problemas de dcsunifonn.idad. 5 Otra 

limitante que presentan las vacunas es su aplicación en Ja parvada. la cual depende de las 

características ambientales de la caseta y de la presencia de cnfennedades 

irununosupresoras entre las aves.~. S-4, !i~ 

Mecanismo de inmunidad contra Coccidiosi"I Aviar. 

La respuesta celular juega un papel muy importante en el conuol de enfermedades 

intracelulares por protozoarios. donde los linfocitos T (L n son fundamentales paro. el 

control de la multiplicación del parásito. 72 En el caso de la Coccidiosis Aviar está. 

involucrado un complejo conjunto de poblaciones celulares y citocinas en el desarrollo de 

una inmunidad protectora.. Los L T cooperadores (TCD4+) parecen ser la primera 

población cclulnr involucrada durante la respuesta inmune.. los cuales promueven la 

dilercnciación de linfocitos B (LB) a células plasmáticas productoras de anticuerpos, asf 

como la actividad supresora y citotóxicn de otros L T. el incremento de actividad de las 



células asesinas (Natural Killer. NK). la activación de macróf'agos y el desarrollo de 

mastocitos.40 Los L T citotóxicos {TCD8+) pueden ser activados por las células TCD4+. 

desarrollando funciones supresoras y citotóxicas; de este modo el huésped infectado por 

coccidias puede incrementar una respuesta a la infección parasitaria."'º 

Otro tipo de población celular que interviene en los mecanismos de inmunidad son los 

macrófagos. los cuales participan en la iniciación de una respuesta inmune específica por el 

procesamiento y presentación del antfgeno a Jos L T. los cuales a su vez confien.:n 

protección contra E. tenel/a por la secreción de linfocinas. Los macrófagos también 

pueden secretar componentes citotóxicos. así como citocinas que estimulen a otras células 

inmunes. Estos macrófagosjuegan un papel importante en la inmunidad pero requieren de 

activación previa por exposición a citocinas o al parñsito.40 

2. SALMONELOSIS AVIAR. 

La Salmonelosis Aviar es otra de las erúermedades que se presenta con frecuencia en la 

avicultura comercial de México. Las Infecciones Paro.tifoideos pTOducidos por Salmonella 

enteritidis en aves se consideran como una fuente potencial de contaminación de alimentos 

para el hombre; su control ha adquirido gran importancia para la industria de la avicultura 

mundial debido a los serios problemas de salud pública que se han registrado en Jos últimos 

anos~ por el incremento significativo de gastroenteritis en humanos ocasionada por el 

consumo de huevo y carne provenientes de pD.TVadas comerciales inf'ectadas. 1:s. 37
• 

69 Con 

excepción de fos paises escandinavos y algunas áreas de operación localizadas~ las 

Infecciones Paratif"oidcas son comunes en aves p~oductoras de carne o huevo. Las 

infecciones hwnanas con S. enJeritldis se han registrado como el mayor problema en varios 

países europeos~ ocasionando del 50 al 87o/n del total de casos reportados por inf'ccciones 

gastroentéricas.20 En México> los casos de salmonelosis registrados en humanos durante 

1987 ascendiCTOn a 68~423 y para 1991 se incrementó a 105.104. ª6 Quizá el principal 

problema en la industria avícola es que S. enteritldis se asocia a una contanúnación del 
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huevo debido a la transmisión vertical. trayendo 

económicas a este scctor. 19
• 11° 

consecuencia grandes pCrdidas 

El género Salmonella sp pertenece al grupo de bacterias Gram-negativas incluidas dentro de 

la f'arnilia Enterobacteriaccae y se caracterizan por ser microorganismos intracelulares 

facultativos. Este género consta de más de 2.200 serotipos definidos antigénicam.entc, de 

los cuales. los de interés en la industria avícola se pueden dividir en dos grupos. el de las 

salmonclas inmóviles representado por S. gallinurum. responsable de la Tifoidea Aviar, y 

Sabnonella pul/orum causante de Pulorosis. Al segundo grupo pertenecen las salmonelas 

móviles. como Salmonella L'ntcritidl.v y Sa/monel/a thyphymurium. las: cuales producen 

lnf'ecciones Paratifoidcas. 65 

La infección por Salmonella en el ave ocurre en el intestino grueso. probablemente debido a 

la poca motilidad, pH alcalino y falta de enzimas digestivas. 12 La adherencia y 

subsecuente invasión de Salmonella en la mucosa intestinal constituyen eventos clave en 

las iníecciones ocasionadas por esta bacteria intracelular. 4 El mecanismo por el cual la 

bacteria penetra In mucoS3 epiteli::il todavla no está bien definido; sin embargo. hay 

evidencias de que la bacteria y la célula hospedadora poseen íactores de importancia en el 

proceso de penetración bacterinna. 6 Algunos serotipos de Salmonella. como S ¡:al/inarum 

o S enteritidis tienen la capacidad de penetrar el tracto digestivo de las aves y. a través del 

torrente sanguíneo~ invadir los órganos intemos produciendo alteraciones patológica..">. La 

bacteria puede ser aislada a. partir de órganos internos. siendo el hígado y bazo Jos órganos 

de elección paca el cultivo. 21 

Las Infecciones Paratifoideas ocasionan grandes pérdidas por muertes en todas las especies 

de aves jóvenes (menores de 2 semanas). con las más altas pérdidas entre el día 6 y 1 O; la 

irüección rara vez provoca mortalidad en aves de más de un mes de edad. Los signos 

incluyen un estado progresivo de somnolcnci~ evidente por una tendencia a quedarse en 

una posición con Ja cabeza hacia abajo, ojos cerrados, alas caídas y plwnas erizadas; 

anorexia marcada y aumento en Ja ingestión de agua; dinrrea acuosa y profusa con 
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pastocidad en la cloaca y tendencia de las aves a amontonarse cerca de la fuente de calor. 

Es frecuente encontrar ceguera y conjuntivitis en pollitos. Las aves adultas en general no 

presentan signos de infección. Las lesiones que se observan más a menudo son 

emaciación. hígado congestionado y bazo con lineas hcmorrágicas o focos necróticos 

punteados. rii\oncs congestionados y pericarditis. Sin embargo. las lesiones en pulmones 

y corazón no son tan frecuentes como en la Pulorosis. 11 

Control de la Satmonelosis Aviar. 

A pesar de los programas que se han adecuado en todo el mundo de err.idicació~ 

bioseguridad. vacunación. desinfección y medicación contra este microorganismo, esta 

enf"cnnedad continúa atacando la industria avícola representando un gran impacto sanitario 

y económico a esta actividad pecuaria. Por tal motivo. es necesario que esta industria 

cuente con métodos eficaces permitiendo la prevención de la enfennedad.37 

La vacunación tradicional contra Salmonella induce un bajo porcentaje de protección al 

exponerse las aves vacunadas a cepas virulentas de campo además de generar un efecto 

adverso en la subsecuente producción de huevo. A pesar de la eficiencia de una vacuna. se 

requiere de 7 a 1 O días para la estimulación de la respuesta inmune adquirida e inducir 

protección.28
• 

64 

El uso de probióticos. carbohidratos. ácidos orgánicos y hasta de huevo pulveri:zado 

conteniendo anticuerpos en el alimento. puede ayudar en la reducción de riesgo en los 

pollitos. Sin embargo. esto no previene la infección.64 Por otra parte. el uso de 

antibióticos en forma preventiva o en trata.miento contra infecciones por Salmonella 

presenta varias desventajas como incremento en la susceptibilidad del hospedador. en la 

virulencia y resistencia del microorganismo.29 
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Respuesta inmune e inOamatoria contra Sa/n.onel/o sp. 

En el control de enfermedades por microorganismos intracelulares, corno es el caso de la 

Salmonelosis Aviar. la inmunidad especifica por LT juega un papel importante. ya que 

éstos secretan citocinas. las cuaJcs participan en múltiples eventos de la respuesta inmune. 

como son: prolifcmción celular (expansión clona! de LT y LB). diCcrcnciación de LB. 

activación de macrófagos y procesos de inflamación. sólo por mencionar algunas 

actividades. 1· "'"'· 
5º· 68 

El hecho de que un microorganismo sea intracelular implica una coexistencia entre la 

bacteria y la célula hospedadora.. ocasionando daño en ésta última. Esta característica 

provoca consecuencias directas en el tipo de respuesta inmune a desarrollarse. ya que su 

localización dentro de la célula protege a la bacteria de la inmunidad humoraJ. 71 La 

respuesta inmune protectora contra bacterias intracelulares como Salmonella. es por lo tanto 

una respuesta mediada por células. Esta inmunidad celular consiste en diferentes 

reacciones: primero. la fagocitosis y destn.Jcción de Jos microorganismos por los fagocitos 

mononuclearcs activados por citocinas que han sido liberndas principalmente por L T y otras 

células. como por ejemplo células NK. El lntt!rfcrón-ganuna (TNFy) ocupa un sitio de 

suma importancia en la activación de monocitos y rnacrófagos, ya que aumenta la 

fagocitosis. Posteriormente. los antígenos protéicos de la Sa/monel/a son procesados y 

presentados por los macrófagos a los linfocitos TCDS+ y TCD4+ ; son los linfocitos 

TCD4+ los que responden liberando Jntcrlcucinas (IL). las cuales modulan Ja respuesta 

inmune. Se distinguen dos tipos de linfocitos TCD4+; los Thl. responsables de la 

secreción de IL-2 c INFy. entre otras linfocinas; y los Th2 .. que secretan IL-4. IL-5 e lL-JO. 

las cuales son linfocinas que participan en la respuesta inmune humoral. La respuesta de 

Th t se traduce en una respuesta irun.unc celular. promoviendo la activación de macrófagos 

Y por lo tanto la eliminación de Salmonel/a. 1• 
68

• 
72 

La invasión de Ja mucosa intestinal por S. enrcritidi.s inicia el reclutamiento de grandes 

cantidades de células polimorfonuclenres (PMN) en el sitio de la inflamación de Ja lámina 
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propia.' 0
• 

87 El movimiento de las células P~IS de la sangre periférica hacia el tejido 

dallado es un aspecto fundantental de la inflamación aguda y es también característica de la 

fa.se aguda de la infección por bacterias intraeelulares facultativas. De hecho. esta es In 

fa.se inicial previa al arribo de los macrófagos en grandes cantidades. 1
f>. 

87 La función de 

estos PMN es probablemente eliminar con rapidéz a los agentes invasores a fin de prevenir 

que continúe la iníección.::.?6 La migración de las c.Clulas inflamatorias al sitio de iníección 

juega un papel importante en el incremento significativo de la protección. Los hctcrófilos 

aviares constituyen el primer mecanismo de defensa contra las bacterias. las cuales son 

fagocitadas y pueden ser lisadas por el pH ácido y por las enzimas protcoHticas de los 

lisosomas.33 Así mismo. los mecanismos lisantes dependientes del oxigeno son 

Unportnntes para matar a las bacterias.62 Sin embargo. los L T son a menudo necesarios 

para la completa expresión de la irununidad mediada por fagocitos. por una serie de eventos 

celulares controlados por una variedad de polipéptidos mediadores o citocinas. que sirven 

de instn.uncnto tanto para la iniciación como para la resolución de una respuesta inmunc.22 

La presencia de una red funcional de citocinas durante la expresión de esta resistencia es 

fundamental para la iniciación y propagación de la respuesta inflamatoria protectora. 33 

3. LAS CITOCINAS Y SUS INTERRELACIONES. 

Los monocitos. rnacrófagos. heterófilos y linfocitos son parte de los componentes celulares 

de la respuesta irunune en las aves. El desarrollo de una respuesta inmune efectiva implica 

complejas interncciones entre células henuitopoyéticas. linfoides e inflamatorias. Dichas 

interacciones están mediadas por proteínas solubles de bajo peso molecular y/o 

glucoprotei~ conocidas genéricwnente con el nombre de citocinas. Las citocina.s son un 

grupo de g1ucoprotcinas reguladoras secretadas por linfocitos. macrófagos y otras células 

inmunitarias y no inmunitarias involucradns en la respuesta inmune y actúan sobre células 

blanco que poseen receptores en la membrana., los cuales son cspecificos para una citocina 

dada.. Entre sus funciones rcgulatorias se incluyC"D el control de la respuesta inmune celular y 

hwnoral. inflamació~ fiebre. quim.iotáxis. respuesta de fase aguda. regresión de tumores. 

bmnatopoyésis y muchas otrus.33 
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Las citocinas son moléculas pleiotrópicas. Jo que significa que una misma citocina puede 

inducir dif"ercntes ef'cctos bioll'>gicos cuando interacciona con receptores específicos de 

distintas células blanco, o en una misma célula en diferentes estados de diferenciación. tales 

como reconocimiento. diferenciación. proliferación y reclutamiento celular. Las citocinas 

también son redundantes. lo que quiere decir que varias citocinas pueden inducir el mismo 

fenómeno en una detc:nnimuJa célula siempre y cuando ésta tenga sobre su superficie los 

receptores específicos para interactuar con ellas. La unión de una citocina a un receptor 

especifico de una célula blanco induce una señal dentro de la célula que da como resultado 

cambios en Ja activación de la misma y expresión de varios genes. En respuesta a estímulos 

paniculares. las subpoblaciones individuales de células inmunes poseen la capacidad de 

activar genes es~-cificos que codifican para citocinas. lo cual puede dar como resultado la 

secreción de más de estas molCcula...<>. Es importante subrayar que las células y lns 

poblaciones celulnres varían en su expresión de receptores de citocinas individuales y. por lo 

tanto. difieren en su capacidad de responder a las seftales de citocinas cspecfficas.33 

In \.'Í\.'o. las cilocina.s trabajan de forma concertada y combinaciones de ellas pueden tener 

efectos sinérgicos en un tipo celular y antagónicos en otros. lo cual hace que la red de 

interacciones entre las distintas moléculas sea muy dificil de analizar. La vida media de las 

citocinas in vil'o es muy corta. en promedio 30 minutos~ en condiciones nonnales. la cantidad 

de citocinns que se produce es muy pequeña; así mismo. el número de receptores específicos 

en las células que responden es limitado (10~10"000 rcceptorc..Vcéluln). Sin embargo, In 

actividad especifica de las citocinas es muy elevada (106-108 unidades/mg de proteína); esto 

aunado a la elevada afinidad de los receptores específicos (Kd=IOl l l\..f) sobre la superficie 

de las células efectoras. las transforma en poderosos m(...-canismos de la resistencia específica e 

inespecffica. Bajo condiciones normales la cantidad de citocinas producida es pequeña y con 

una vida media corta, lo que garanti7..a que sblo las células aledaftas sean af'ectadas por estos 

f'actorcs. Con esto se evita la activación indiscriminada de otras célulns que, de ser activadas, 

serian responsables del daño, con10 se observa en algunas patologías. En Ja m.ayoria de los 

casos, Jas citocinas se han identificado por su eíccto en los sistemas biológicos. Jo cual ha 
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scnido para denominar a las citocinas y ha sentado las bases para su detección y 

cuantificación mediante bioensayos.33 

Redes de citocioas. 

La idea de las redes de citocinas se ha desarrollado a través de investigaciones sobre las 

interacciones que existen entre las poblaciones de células inmunes y no inmunes. Evidencias 

cada vez más abundantes, han demostrado la complejidad de esta cascada de citocinas. Sin 

embargo, estas interrelaciones funcionales entre citocinas se pueden describir, básicamente~ 

como la respuesta directa de una población de células (células primarias) ~ estimulas 

especificas mediante la pruducción de una citocina particular para ejercer efectos distintos 

sobre otra población de células (células blanco. o células objetivo). Las células blanco 

responden mediante la producción de citocinas que sirven ya sen como señales de 

retroalimentación para las células primarias~ o bien para iniciar una cascada de eventos. 

afectando a una serie nueva y distinta de células blanco.n 

El papel funcional de las citocinns y de sus interrelaciones funcionales, es critico para la 

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

huésped: 1) activación, crecimiento ;v diferenciación de linfocitos, lo cual OCUITC en respuesta 

al reconocimiento de un antígeno especifico por los linfocitos T; 2) hcm.alopoyesis, Ja cual 

estimula el crecimiento y la diferenciación de las células blastos de la médula ósea. para 

transformarse en leucocitos maduros; 3) inflamució11, que está involucrada en la 

moviliz.ación de los leucocitos hacia los sitios de la infección o de la lesión tisular. En el 

pollo se sabe que ocurren estas tres categorías de la respuesta inmune. aún cuando los 

mecanismos operativos básicos mediadores de ellas. todavía no están claros. Se han 

utilizando citocinas de aves como estimulantes de una respuesta. inflamatoria vigorosa en 

pollos jóvenes, que da como resultado la resistencia de estas aves a infecciones sistémicas por 

bacterias del género Sa/monclla.33 
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La premisa mayor de la inflamación es eJ reclutamiento de las células efectoras. como son los 

monocitos y Jos leucocitos PMN. en los sitios de infección o lesión tisular. Los PJ\.fN son 

las células inflamatorias que predominan inicialmente en los sitios de reclutamiento para 

llevar a cabo la inflamación (de 4 a 12 horas). particularmente en el caso de iníecciones 

bacterianas. La extrn."·asación y el secuestro de células PlviN en el sitio de Ja inflwnación. 

dependen de una compleja serie de eventos: 

1. La generación local controlada de las citocinas de la respuesta temp~ como por ejemplo 

el Factor de Necrosis Tumoral-alfa (FNTa) y IL-1, que conducen a la activación de las 

células cndoteliales y a la expresión superficial de las moléculas de adhesión de los P?\.fN. 

derivadas de las células endoteliales; como por ejemplo las sclectinas E y P y la molécula 1 

de adhesión intracelular ( 1 CAM-1. por sus siglas en inglés). Estas moléculas de adhesión 

son receptores generados por las membranas lwninalt .. -s de las células cndoteliales que 

recubren internamente a Jos vasos sanguíneos. 

2. Producción local de citocinas quimiotácticas para activar los PMN (como por ejemplo la 

IL-8). 

3. En la sangre periférica. la actvación de los Pf\..11\1 y Ja expresión de las moléculas de 

adhesión derivadas de éstos; por ejemplo: el CDI lb/CD18. ligante para el IC.Al\.1-1, y la 

sclcctina-L. Jigante pma las selcctinas E y P. 

4. Adherencia de las células PMN y de las células cndoteliales a través de los lignntes 

respectivos. 

5. Diapcdesis y migración de PMN a u-avés de la barrera de células endoteliales al sitio 

inflamado a través de gradientes quimiotácticos en el tejido local. 

Después de haber llegado al sitio infhunado, Jos P?YfN activados pueden responder a los 

estimulas mediante fagocitosis y muerte, y mediante la liberación de citocinas adicionales. A 

medida que continüa el proceso inflamatorio agudo. después de esta etapa de iniciación. Ja 

evocación de la memoria de los leucocitos se torna dinámica con la composición celular del 

infiltrado inflamatorio .. cambiando a Wl3 población celular en Ja que predominan las células 

mononuc:Jcares.33 
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CAPÍTULO U 

INTRODUCCIÓN 

La avicultura es una de las áreas de producción pecuaria más importantes y trunbién de las 

más susceptibles a pérdidas económicas por problemas sanitarios. En este aspecto, Jos 

protozoarios del género Eimeria sp. son de los agentes etiológicos que mayores pérdidas 

ocasionan a esta industria. así como las bacterias del género Sa/monel/a sp .• las cuales 

además representan graves problemas de salud pública. n. ó.5. 
66 Actualmente. el control 

de S. enteritidis y E. tenel/a es considerado como una de las mayores prioridades en la 

industria avícola .... Por lo tanto. es necesario que la avicultura cuente con métodos 

aplicables para la reducción de estas inf"ecciones. 24
• 

77 

Una alternativa para solucionar los problemas que representan la coccidiosis y 

salmonelosis en aves explotadas comercialmente es la manipulación adecuada del sistema 

iIUllunocompetente. 77 Para ello. una opción puede ser la utilización de linfocinas (immune~ 

Jymphokines, ILK). las cuales son proteínas sintetizadas por L T que actúan como 

mediadores solubles en Ja respuesta inmune específica e inespecifica. 48
" R

2
• 

88 Una 

importante ventaja de las linfocinas como inmunorreguladores de la respuesta inflamatoria 

del hospedador por encima del trataJniento con vacunas es la rápida respuesta protectora 

mostrada en un periodo de 24 horas después de su aplicación. S2 Se ha rcponado que Ja 

administnlción exógena de linfocinas inicia la secreción y activación de otras citocinas, 

acelerando la respuesta inmune del hospedador infectado por microorganismos 

intracelulares. 11 Algunos estudios han docwnentado la administración profiláctica 

experimental de citocinas derivadas de macrófagos o L T para el tratamiento de infecciones 

producidas por dh:ersos microorganismos intracelulares. La terapia profiláctica con estas 

citocinas puede potcncializar las ramificaciones específicas e inespecfficas de la respuesta 

inmune del huésped. inhibir el desarrollo microbiano, acelerar Ja respuesta pmtcctiva y 

reducir significati'\'aJllente la severidad de las infecciones.22· 3 "'· 
35

• 
67 
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Recientes investigaciones han demostrado que Ja administración intrnperitoncal (Lp.) de 

linfocinas provenientes de aves inmunes a E. rene/la (E. renc//a-Immunc-1ymphokincs. 

ET-ILK). y liníocinas provenientes de aves inmunes a S. entcritidis (S cnreritidis

lnunune-lymphokines. SE-JLK). confieren protección a pollos de engorda ante dcsafios 

homólogos. 12
• "'· 

82 De la misma fonna.. la aplicación del sobrenadan te de L T, 

provenientes de aves inmunizadas contra Salmonella gal/inarum (S. gul/inarum- Immunc

lymphokines. SG-ILK). ha demostrado conforir protección ante desafios con Ja misma 

bacteria. Al igual que estos. varios estudios más han probado el efecto protector de 

sobrcnadantes crudos de linfocinas administrados a pollos de engorda ante dcsafios 

homóJogos.32
• 4&. 

8
:? Sin embargo. en el caso de Ja administración i.p. de SE-ILK se ha visto 

que también puede conferir protección contra S. gallinarum. 88
' 

89 Estudios previos 

realizados por Téllez y colaboradores han demostrado protección cruzada conferida por 

SE-ILK en inlccciones causadas por Sa/monel/a th.J.phimurium y S. ga//inurwn en pollos 

Leghom. 82 Trabajos similares llevados a cabo por Ray y colaboradores también hWl 

demostrado protección cruzada conferida por SE-ILK en infecciones causadas por 

S. thyphimuril.un en pollos Leghom. 70 

Esto sugiere que existe una protección inc=:specHica conferida mediante la administración de 

linfocinas. Así mismo, estos hallazgos indican que el mecanismo de resistencia del 

hospedador a Salmone//a en aves puede ser menos dependiente de una respuesta específica 

hacia el antígeno. pero más eficáz al iniciar una respuesta temprana del hospedador durante 

la infección. Es así como se ha reportado que la protección inespecífica contra la infección 

por microorganismos intracelulares como Salmone//a y Eimeria • está asociada con la 

potencializ.ación de la respuesta inflamatoria del hospedador por las inmunolinfocinas. B.2 

Esta protección se ha asociado con un incremento concomitante de leucocitos Pf\.fN en 

snngre periférica"'9 y con un importante aumento en el grosor de la lámina propia en ciegos 

e inte~"tino. en donde se observa una marcada infiltración de células inflamatorias.82 Sin 

embar-go. los L T son a menudo necesarios para la completa expresión de la inmunidad 

mediada por fagocitos. por una serie de eventos celulares controlados por una variedad de 



proteínas mediadoras o citocinos. que sirven de instrumento tanto para la iniciación como 

para Ja resolución de una respuesta inmune.33 

Existe un mecanismo inmWlológico mediado por la inmunidad celular. donde la presencia 

de células presentadoras de antigeno establecen contacto con los L T cooperadores. por Jo 

que producen IL-2 Ja cual activa y mantienc la proliferación de los L T citotóxicos. Sin 

embargo, existen otras linfbcinas como lNFy y FNTcx. entre otras, que tienen diversas 

f'unciones relacionadas con citotoxicidad y reacciones inflamatorias locales en contra de 

virus. parásitos y bacterias intracclulares.1
· lll· 

39
• 

72
• si. u 

Resulta interesante determinar si la aplicación de sobrenadantes de Jinfocinas especificas 

para S. enteritidis o E. tenel/a pueden activar. desencadenar y potencializar este mecanismo 

inmunológico y producir una reacción irunune inespecífica ante dcsatlos por otros 

microorganismos en pollos de engorda. El principal objetivo de esta investigación fue 

probar la existencia de una inmunidad de tipo inespecifica desencadenada por extractos 

crudos de lirüodnas (SE-ILK y ET-ILK), ante una infección por otro agente etiológico 

(E_ rene/la y S cnteritidis. respectivamente); así como exmninar el efecto que tienen estos 

sobrcnadantcs sobre el mecanismo de la respuesta imnune al administrarlos en pollos de 

engorda previamente irununi7..ados y postcrionncnle desafiados con E. tenella. buscando de 

nuevo la potcncialización de Wla respuesta irununc inespecific~ además de Ja fonuación di: 

una respuesta inmune de memoria. 

El prescnte trabajo consta de tres estudios distintos, los cuales. aunque independientes 

entre sí, están ~nfocados a probar la existencia de unu reacción inmune inespecifica 

mediada por Iinlocinas. Los estudios han sido presentados por separado paro un mejor 

entendimiento y mayor valor didáctico. 
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CAPÍTULO 111 

EVALUACIÓN DE LA PROTECCIÓN INESPECÍFICA CONFERIDA POR 

LINFOCINAS OBTENIDAS DE A VES INMUNIZADAS CONTRA Sabnone/la 

enteritidls ANTE UN DESAFÍO CON Eimeria lene/la EN POLLOS DE ENCORDA. 

INTRODUCCIÓN 

Se ha inf"onnado que las celulas de bazo están implicadas en la inmunidad celular, dentro de 

infecciones por microorganismos intracclularcs51 y que específicamente los L T de humano 

actúan contra la Sa/monella en el hombre."".,. Otros estudios han detnostrado el awnento de 

la. resistencia hacia las infecciones intracelulares por Scz/monella. al administrar un extracto 

crudo de células de bazo provenientes de ratones inmunes contra la tifoidea murina. 3 Se 

han hecho investigaciones acerca del eíccto profiláctico de las liníocinas contenidas en 

sobrcnadantes obtenidos de cultivos celulares de LT proveoientes de aves inmunes contra 

S. enteritidis (denominadas SE~ILK), que han disminuido la invasión a órganos por 

S. cnrcrilidis en pollitos de un din de cdnd,48 in ovo , 50 a los 18 días de edad82 y también 

contra dcsafios por S. ga//inarum en pollitos de un día de edad.811 

Considerando que las investigaciones .aún no han mostrado evidencia de que exista o no 

inmunidad en.izada entre las distintas serovarie<lades de Salmonel/a wriba mencionadas, se 

cree que las Jinf'ocinas secretadas por los L T tienen actividad inespec[fi~ tal y como se ha 

descrito en mrun.íferos. donde se conoce que el mecanismo inmtm:ológico mediado por las 

células es iniciado por las celulas presentadoras de a:1tigcno a travCs de su complejo mayor 

de histocompatibilidad. que lo presentan al receptor de los linfocitos TCD4+. los cuales 

orie11tan la forrnación de subpoblaciones celulares de L T, con la consecuente liberación de 

linfocinas como la IL-2. IL-3, IL-5. INFy y FNTa.. entre otras.73· u 
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Estas liníocinas tienen diversas funciones relacionadas con citotoxicidad y reacciones 

inflamatorias locales en contra de virus. parásitos y bacterias intracelulares en los 

marnfferos.68
• 

73
• u Para mostrar que las SE-ILK tienen la propiedad de conEerir protección 

inespecifica, se decidió administrarlas a pollitos susceptibles contra E. lene/la y 

posterionnente desafiados con una dosis elevada de E. tcnella. Los objetivos del presente 

estudio fueron evaluar la protección conferida por SE-ILK al disminuir el grado de lesiones 

cecales macroscópicas y microscópicas. asf como evaluar el número de ooquistes cecales 

por ave recuperados. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Material inf"cctante. 

Se utilizó la cepa MOR-80-QRO de E. tenel/a, donada por el Dr. Reynaldo Moreno 

(D.P.A.: Aves, F.M.V.Z., U.N.A.M.), Ja cual fue empleada en la pnaeba de desafio. Los 

ooquistes fueron cosechados. esporulados y almacenados como se describe prcviB.lllentc.42 

Asf mismo, se empleó una cepa de S. enteritidis fagotipo 13 obtenida del National 

Veterinary Serviccs Laboratory (NVSL). Ames, Iowa. seleccionada por la resistencia a 

Novobiocina y Ácido Nalidfxico (NO-AN). Esta cepa fue utilizada para Ja inmunización de 

las aves en la oblención de SE-ILK. 

Inmunización de Ja5 aves con S. enterilidis para Ja obención de SE-ILK.. 

Para la obtención de las lirüocin.as de aves hiperinmunizudas. se utilizaron pollos de 

engorda Arbor Acres x Arbor Acres de 2 semanas de edad. El inóculo para Ja 

inmuniz.ación con S enterilidis fue preparado con solución salina fosfatada estéril (PBS). 

ajustado a una concentrnción de 109 unidades fonnadoras de: colonias (ufo)/ml mediante 

espectro fotometría y diluido con PBS para obtener una dosis final de 1 oª uf'c/ml. Las aves 

fueron inoculadas vía oral, aplicándose dosis iguales de refuerzo a los 7. 14. 21 y 28 días 

después. Diez días después de la última inmunización. las aves fueron sacrificadas para Jn 

obtención de los bazos. 
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Preparación de linfocinas. 

Las SE-ILK íueron elaboradas a partir de los bazos de lus aves inmunizadas con 

S. enteritidis por medio de la técnica de Kogut y colaboradores, descrita a continuación. 

a) Preparación de la suspensión de células esplénicas. 

Diez dias después del proceso de inmunizació~ se colectaron asépticrunente los bazos de lns 

aves inmunizadas con S. enteritidis. Los bazos se pa.snron a trnvés de una criba del número 

SO, de acero inoxidable para tejidos, utilizando medio RPMI 1640 adicionado con 100 u/mi de 

penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina (P-E). Las células esplénicas fueron centriíugadas 

a 2.500 rpm. durante 10 minutos a 4° C. resuspcndidas en agua destilada estéril fría paro. lisar 

los eritrocitos; se diluyó a 1:25 en medio frio RPMI 1640 y se n .. -centrifugó a 2·soo rpm/10 

minutos a 4" C. Se realizó una sola suspensión celular (5-7 x 106 células/mi) en medio RPMI 

I 640 libre de suero. suplementado con L-glutrunina (mM). piruvato de sodio ( 1 mlv!) y P-E. 

b) Aislamiento de linfocitos T. 

La suspen...<>ión celular a partir de bazo preparada con anterioridad. se pasó a través de 

columnas de lana de nylon mediante el método descrito por Julius el al .• adaptado por Kogut 

y Slujchcrt para la purificación de L T.32 Las columnas fueron preparadas con lana de n~·lon 

húmeda,. n rd.ZÓn de 3.5 g. introduciéndola sin compactarla, en jeringas de 35 mi esterilizadas 

por autoclave. Las columnas se prcincubarun con medio RPMI 1640 tibio adicionado con l O 

º/o de Suero Fetal Bovino (SFB), a 41º C por una hom en unn incubadora con 5 ~"á de CQ2 . 

Las células se aplicaron a las colwnnas con 1 O mJ de medio RPMI 1640. Hecho lo anterior se 

incubaron a 41 ... C durante Wla hora en una incubadora con S % de C02. Las células no 

adherentes a la lana de nylon fueron eluídas de Ja columna con medio RP:rvU J 640 tibio. l..a 

viabilidad de las células eluídus se detcnninó mediante tinción con azul de tripán al 0.1 %~ y se 

aju~"tÓ la densidad celular a la concentración de 2 x 106 células viables/m] con medio RP!\.11 

I 640 libre de suero más P-E. Diez mi de células no adherentes u la laruJ. de nylon se 

incubaron en placas de pctri, de 1 00 x 15 mi. durante 2 horas a 41" C. en una incubadora con 5 

~ ó de C02 • parn eliminar a los macrófagos. Las células no adherentes (L TJ se lavaron de las 
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cnjas de petri. se vL"Tificó su viabilidad tiñiéndolas con azul de tripán al 0.1 o/o y se ajustaron a 

las diversas densidades celulares con medio RPMI 1640 libre de suero. la'i cuales se utilizaron 

para la preparación de las linfocinas. 

e) Preparación de las llnfocinas. 

Las linfocinas se obtuvieron mediante la incubación de L T purificndos (1 x 107 células/mi). en 

medio RPMI 1640 adicionado con 7 .S J.lg/ml de Concanavalina-A. en cajas de petri para 

cultivo tisular durante 48 horas. a 41 º C en una incubadora con 5 % de C02 • Después de la 

incubación. el sobrenadnnte se colectó y ccntrif'ugó a 2'000 rpm/15 minutos para remover 

todas las células: se le adicionó methyl a-rn:umopyranosida (40 J.tg/ml) para in.activar 

residuos de ConcanavaJina-A. Se concentraron Jos sobrenadan tes de JO n 12 veces medinnte 

ultrafiluación. empleando membranas Yl\tf-10(10 kilodaltons). El material retenido se pasó a 

través de un filtro (0.45 µ); el sobrcnadante resultante (SE-ILK) íue guardado en 

refrigeración a -20º C hasta que se utilizó. 

Desafio con E. lene/la. 

Para realizar la evaluación del grado de lesiones cecales macroscópicas y microscópicas. nsí 

como cuantificación del nllmero de ooquistcs cecales recuperados. se utilizó una dosis 

única de desafio al día 16 de edad. de l 0.000 ooquistes esporuJados/0.25 mUpollo. 

A'·es de experimentación. 

Se usaron pollos de engord:t. Arbor Acres x Arbor Acres de un día de edad~ procedentes de 

una incubadora comercial, los cuales se mantuvieron con alimento y agua ad libJtum dentro 

de baterías eléctricas ubicadas en las unidades de aislruniento del OPA: Aves de Ja 

F.l\-t.V.Z .. U.N.A.M. El alimento proporcionado consistió en una ración balanceada 

comercial sin anticoccidinno. 
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Diseño ell:pcrimcntal .. 

Se emplearon 135 pollitos de 1 día de edad. alcatoriz.ados en 3 grupos. cada uno con 3 

repeticiones de 1 5 pollos. Los grupos estuvieron íonn.ados de In siguiente manera: 

Grupo Designación Tratruniento Desafio con E. lene/la. 

No. ooquistes/ave 

Testigo(-) Sin tratamiento o 

2 Tratado SE-ILK 10.000 

3 Testigo(+) Sin tratamiento 10.000 

A los 14 días de edad, a las aves del grupo tratado se les inyectó 0.5 mi de liníocinas vía 

i.p.; a los 2 días post-inyección se administró una dosis única/ave de 100000 ooquistes 

esporu.lados vía oral. Todas las aves tueron sacrificadas a. Jos 23 días de edad y se procedió 

a determinar el grado de lesiones cecales microscópicas y macroscópicas según la escala de 

Johnson y Reid;11 así como cuantificar la cantidad de coccidias presentes en los ciegos a 

los 7 días post-infección por el método de McMastcr y se expresó como el número total de 

ooquistcs rccupern.dos/ave. 

Análisis est:11dlstico .. 

La evaluación de Ja diferencia del número de ooquistes recuperados de ciegos entre los tn:s 

grupos. se obtuvo mediante un análisis de varianza.. 0 Lns diíercncia.s significativas de las 

lesiones cecales microscópicas y macroscópicas enb'c grupos fueron determinadas mediante 

la prueba de Ji-cuadrada.91 
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RESULTADOS 

Evaluación del grado de lesiones cecales microscópicas,. macroscópicas y 

cuantificación del número de ooquistes ~aperados. 

Estudio hiatopatológico. 

A los 7 días posteriores al desafio con E. tenel/a, se observó una inflamación cecal SC'\.'Cra 

con exudado seroso, en 4 de 6 laminillas del grupo inoculado con SE-ILK y una 

inflamación moderada en 1 de 6 laminillas. Los ciegos del grupo testigo positivo. que no 

recibieron las SE-ILK presentaron inflamación muy severa.. con necrosis e infiltración 

linfocitaria en S de 6 laminillas, y una inflamación moderada en 1 de 6 lam.inillas. En el 

testigo negativo sólo se observó tejido cecal nonnal (Cuadro l ). 

Lesiones cecales macroscópicas. 

El grupo inoculado con las SE-ILK reflejó una tiflitis con equimosis, bemonagias 

moderadas y exudado seroso, correspondiente al grado de lesión de 2+. El grupo testigo 

positivo mostró lesiones de tiflitis hcmorrágica severa.. exudado mucoso con fibrina y 

necrosis del epitelio. que corresponden al grado de lesión 3 (Cuadro 2). 

Recuperación de ooquistcs. 

Se observó una disminución en la recuperación de ooquistes/gr del gn.1po de aves inoculado 

con SE-ILK en relación con el grupo testigo positivo (P< 0.05) a los 7 días post-desafio. 

El grupo testigo negativo no presentó ningún oocisto (Cuadro 3). 

DISCUSIÓN 

En el presente: estudio. las SE-ILK fueron capaces de conferir protección parcial a pollos de 

14 días. ante una dosis de desafio con 10,000 ooquistes esporulados de una cepa patógena 

de E. rene/la. El grupo inoculado con las SE-ILK reflejó wia tiflitis con equimosis, 

hemorragias moderadas y exudado seroso, correspondiente al grado de lesión de 2+. El 



grupo testigo positivo mostró lesiones de tiflitis hemorrágica severa.. exudado mucoso con 

fibrina y necrosis del epitelio. que refleja Ja patogenicidad de E. 1enella con lesiones 

caracteristicas de Ja cepa utilizada.31 
"'

6
· ~.l. !"ó. :n. 7.5 En tanto que la histopatologfa muestra 

una característica diferente e importante de Jns laminillas del grupo inoculado con SE-ILK. 

tal como la presencia de exudado seroso en eJ epitelio cecal con infiltración de PMN. Jos 

cuales reflejan la etapa inicial del proceso inflamatorio, mientras que la histopatologfa del 

grupo que no recibió Ja protección de SE-ILK. presentó escasos Pf\.f"N. abundantes 

Jinf"ocilos. fibrinu y necrosis que correspóndc a la etapa severa y crónica de Ja 

infla.mación.9
• ss 

Sin embargo. en cuanto a Ja recuperación de ooquistes cecales, existe una disminución 

estudfstica y numérica en el grupo protegido por las SE-ILK con respecto aJ testigo 

positivo, Jo que sugiere un efecto favorable por parte de las SE-JLK. aunque clínicamente 

se deba tomar con cautela. Un sólo esporozofto que logre cubrir Ja fase de esquizogonia y 

Ja fase sexual. podrá originar a macrogametos y .rnicrogametos, Jos cuales producir.in a su 

vez cientos de miles de ooquistes.!! 3 

Los eíectos protectivos que se presentaron en este estudio. w.Ies como la disminución en Ja 

recuperación de Ja cepa de E. lcndla por parte de las aves que recibieron protección con el 

SE-rLK. Ja disminución del grado de severidad de las lesiones macroscópicas. el 

acelera.miento del proceso inflamatorio observado a Ja histopatología y Ja disminución 

parcial del nÚlllero de ooquistcs. hace suponer que el sobrenadante de L T estimulados con 

Conca.navaJina-A. especificas contra S. enterilidis, coadyuvan inespecfficamente a: la 

respuesta inmunológica ante: la presencia de una do:r:is elevada de E. lene/Ja. Se supone 

que las linfocinas presentes en el SE-ILK estimulan a los linfocitos TCD4+, TCD8+, 

macrófügos y grunuJocitos debido a que en los mamíferos Jas citocinas liberadas por los LT 

activos, inducen proliferación de L T. regulan la inflamación local y estimulan el 

crecimiento y diferenciación de Jos leucocitos inmaduros."'· 61
• 

73
• 

74
· u Sin embargo. es 

necesario realizar estudios sobre las linf'ocinas presentes en el .sobrenadante de Jas SE-ILK. 
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haciendo estudios indepedientes para conocer cual es eJ mecanismo de las linfocinas 

involucradas en la inmunidad aviar~ asf como evaluar a diferentes dosis de desafio. 
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Cuadro! 
EVALUACIÓN DEL EFECTO PROFILÁCTICO DE SE-ILK ANTE UN DESAFIO POR Ei111tria ttntlla MEDIANTE LA SEVERIDAD DE 

LESIONES CECALES MICROSCÓPICAS EN POLLOS DE 23 DfAS DE EDAD.' 

HISTOPATOLOG/A DE CIEGOS POR SEVERIDAD DE INFLAMACIÓN' 

Tratamiento' Número de aves sin Número ele aves con Número de aves con Número de aves con Número de aves con 
/es.onessobralolal' leSIOnes 1+ sobra /esk>nes 2+ sobra lesi'.Jnes3+sobra lesiones 4+ sobra 

1o1a1' to/al' lo/al' lolal' 

Testigo negativo 616(100) 016(0) 016(0) 016(0) O/ü(O) 

TesligOpoSlli'IO 0/6(0) 0/6(0) 116(166) 016(0) 516(83.3) 

SE-ILK O/ü(O) Olü(O) 116(16.6) 416(666) 116(166)' 

'Los pollos fueron inyectados l.p. con 0.5 mi de SE·ILK al dla 14 de edad. Dos dlas después de la inyecciOO todas las aves lueron desafiadas con 
10,000 ooquis1es esporulados de E lene/la. Los pollos lueron saciificados 7 dlas post-desafio para evaluación histopatológica de ~sienes cecales. 
Se observó una reducci611 significativa del número de pol'~s con severidad de ~sienes 4+, tratados con SE4LK en comparación con el grupo testigo 

~s expresados como número de aves con o sin lesiones sobre un total de 6 muestras cecales por grupo (%). 
' O = Sin lnllamaci6n 

1+= lnllamación leve 
2+= lnfiamación moderada 
3+= lnfiamaci6n severa 
4+= lnfiamaci6n ""Y severa 

' Testigo negativo: grupo experimental no trata<fo.no desafiado. 
Testigo positivo: grupo experimental no trata®-Oesafiado. 
SE4LK: grupo experimental inoculado con finlocinas de aves inmunes a S. enterititiis y desafiado con 10.000 ooqu~tes esporulados de 

E. tenena 
·s~nificalivamenle diferente del grupo testigo positivo (P < 0.025), mediante fe prueba de Ji-cuadrada. 



Caadrol 
EVALUACIÓN DEL EFECTO PROFILÁCTICO DEL SE-ILK ANTE UN DESAFIO POR Eimlria ttntUa MEDIANTE LA SEVERIDAD 

DE LESIONES CECALES MACROSCÓPICAS EN POLLOS DE 13 DfAS DE EDAD.' 

EVALUACIÓN DE LESIONES POR SEVERIDAD DE INFLAMACIÓN 

Tratamiento e Numero do aves sin Numero do aves con Numero do avos con Numero do aves con Numero do aves con 
IOSÍOllOSSobllJtotal' /eSÍOllOS f+sob/e leSÍOllOS2•sobl1' /eSÍOllOS 3+ Sobl1' IOSÍOllOS 4+ sobl9 

total' total' total' total' 

TesligO n.ga!J'lo 45/45(100) 0/45(0) 0/45(0) 0/45(0) 0/45(0} 

T esl~o posrtivo 0/45(0) 0/45(0) 0/45(0) 45/45(100) 0/45(0) 

SE-ILK 0/45(0) 0/45(0) 43/45(955) 2145(4.5) 0/45(0)' 

'Los pollos fueron inyedados i.p. con 0.5 mi de SE-ILK al dla 14 de edad. Dos dlas después de ta inyecciOn, todas las aves fueron desafiadas con 
10,000 ooquisles osporula<los de E. toneOa los poHcs fueron sacrificados 7 dlas posl-desafio para ta evaluación de lesiones cecales. Se observo 
una 11'ducci6n s~nilicativa del numero de pollos con severidad de les~nes 4+. tratados con SE-ILK en eomparaciOn con et grupo les ligo pos~ 

•Valores expresados COJOO numero de aves con o sin lesiones sobie el tolal de aves evaluadas (%). 

' Testigo oogativo: grupo experimental no ~a!a*no desafiado. 
T esligo pos~: grupo experimenlal no lralado-desafiado. 
SE~LI<: grupo expefimental Inoculado con tinlocinas de aves inmunes a S. enteritidis y desafiado con 10,000 ooquisles esporulados de 

E. teneua. 
·s~niflcativamente d~erente del grupo testigo positivo (P < 0.025), med~nte la prueba de Jkuadrada. 



Cuadro3 
EVALUAOÓN DEL EFECTO PROFILÁCTICO DELSE-ILK ANTE UN DESAFIO POR Eim<ria tentlla, MEDIANTE EL CONTEO DE 

OOQfilSTES CECALES EN POLLOS DE 23 DÍAS DE EDAD.' 

RtPUCA 1 RtPUCA2 RtPLICA3 COMBINADO 

Tratamiento' Ooqu~tes/g heais' Ooquistes I g heais' Ooquistes I g heais' Ooquistes I g heais' 

Testigo negativo O A O A O A O A 

Testigo positivo 73,800 t 625 B 72,400 ±634 B 73,000 ±590 B 73,666 ±611 

srnK 62,400 t 588 e 61.800 t s10 e 61,200, 614 e 61,800 t 600 e 

'Los penos fueron inyectados l.p. ron 0.5 mi de SEiLK al dla 14 de edad. Dos dlas después de la inyetción, lodas las aves fueron desafiadas con 
10,000 ooquisles esporulados de E wnella. La reouperación y conleo de ooquistes se realizo a los 7 dlas post-desafio. Se observo una reducciOn 
s~nificaliva del numero de ooqu~les recuperados o parur de penos tratados con SE-ILK, en comparación con el grupo testigo positivo. 

'Los valores de los tratamientos estan expresados en med~ ± desviación estandar y los de d1ferenle literal indican d~eren~s estadlsticas 
s~nfficativas med~nle la prueba de Tukey (P< 0.05). 

•Testigo negativo: grupo experimental no tratado-no desafiado. 
•Testigo posmvo: grupo experimental no tralado-Oealiado. 
• SEilK: grupo experimental inoculado con infocinas de aves inmunes a S. anteritidis y desafiado con 10,000 ooquisle esporulados 

de E. tenena. 



CAPÍTULO IV 

EVALUACIÓN DE LA PROTECCIÓN INESPECiFICA CONFERIDA POR 

LlNFOCINAS OBTENIDAS DE A VES INMUNIZADAS CONTRA Eilneria tene/la 

ANTE UN DESAFÍO CON Sa/rnone/la enterilidl~ EN POLLOS DE ENGORDA. 

INTRODUCCIÓN 

El control de S. enteriridis ha sido considerado como una de las mayores prioridades dentro 

de Ja industria avicola.84 Las Jnleciones Panitifoideas se asocian frecuentemente con 

enf"ennedades en humanos y en muchas especies animales; rara ve-¿ causan mortalidad alta 

o lesiones agudas en aves_:;?o. 27 La implementación exitosa de prograJnas de erradicación 

simHares a Jos que se utilizan contra S. pullorurn y S. ¡:allinarum es prácticamente 

imposible. tomando en consideración Ja multitud de huéspedes susceptibles a Ja iniección 

por S. enJerUidis productora de Para.tifoidea. Por Jo tanto. es necesario que Ja avicultura 

cuente con métodos aplicables para la reducción de estas infocciones. •i 

Aun cuando In vacunación trodicionaJ de Jas aves contra Sa/mone/la se ha realizado sólo 

con aceptación comercia) y éxito limitado61 la manipulación apropiada del aparato 

irununocompelenle de las aves puede contribuir a la solución de problemas por 

salmoneJosis en aves explotadas comcrcialmente.'48
' 

82 Una opción puede ser Ja utilización 

de Hnfocinas. las cuales actúan como mediadores solubles en la respuesta inmune específica 

e inespccffica.48
' 
82

" sa 

Algunos estudios han documentado Ja administración profiláctica experimental de citocinas 

derivndas ya sea de macrófagos o L T paro el tratamienlo de infecciones producidas por 

diversas salmoneJas en pollos de engorda. La terapia profiláctica con estas citocinas puede 

potenciaHza.r las ramificaciones inespecíficas y especfficas de la respuesta inmune del 

huésped~ inhibir el desarrollo microbiano. acelerar la respuesta protectiva y reducir 
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significntivamente la severidad de infecciones por Salmonella .22
" 

34
• Js. 67 Anteriormente se 

demostró que c..-s posible conferir un incremento en la resistencia contra la infcctividad de 

S. enteritidis en órganos mediante la administración profiláctica de tinfocinas procedentes 

de pollos irununizados contra S. cnt~ritidis (SE-ILK).112 Al igual que este, varios estudios 

más han probado el efecto protector de sobrcnndantcs crudos de linfocinas en pollos ante 

desafios homólogos. 

Sin embargo, es posible que la protección profiláctica conf"crida por las linfocinns no se 

limite a la reducción en la infectividad de algún microorganismo específico. sino de otros 

antigénicruncnte distintos. Esta a..o;;:everación se basa en estudios reali:r.ados por Wong,89 

donde se encontró que linfocinas producid.as por L T de aves irununiz.adas con S entcrftidf.l" 

causante de la Paratifoidea Aviar. confirieron protección ante un desafio con S. gal/inarum 

en pollos jóvenes. Los resultados obtenidos en dichos estudios demuestran que las SE-ILK 

pueden inducir protección cru7.ada entre especies de Salmonella a pesar de sus diferencias 

nntigénicas.ª9 Estos hallazgos sugieren que el mecanismo de rcsistencin del hospedador a 

Salmonella en nvcs puede ser menos dependiente de una respuesta especifica hacia el 

antígeno. pero más cficáz al iniciar una respuesta temprana del hospedador durante la 

infección. Es así como se ha reportado que la potencialización de la respuesta inflarnat?ria 

del hospedador por las SE-JLK. está nsociuc.la con la protección inespccífica contra la 

infección por Paratifoiden en aves. 82 Estudios similares llevados a cabo por Rny y 

colaboradores han demostrado prcvirunente protección cruzada conf"erida por SE-TLK en 

infecciones causa<l.u.s por S. th>1-'hin1urium en pollos Lcghom.70 

Actualmente. la protección conferida a pollos de engorda por extractos cnidos de linfocinas 

especificas para un determinado microorganismo. ha quedado demostrada.32
• 

4
"· 

49
• a2 Ahora 

resulta importante determinar si la administracion profiláctica del sobrenadante que 

contiene linfocinas de aves hiperirununizadas con E. lene/la (ET-ILK). parásito protozoario 

intrncelular.n. 56
• 

57 tiene algún efecto protector al desencadenar una reacción inmune celular 

inespecifica contr.i. la infección producida por una cepa patógena de S enterilidis. bacteria 

intracelular facultativa.. 65 en pollos de engorda. El objetivo del presente estudio fue evaluar 
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la protección inespeclfica conferida por las linfocinas procedentes de aves irununizacbs 

contra E. tenella, por medio de la disminución en la invasión a órganos por S. enteritidis 

en pollos de engorda de un día de edad. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Material infectantc. 

Se empleó Wl.B cepa de S. enteritidis fagotipo 13 obtenida del National Vetcrinary Scrvices 

Laborntory (NVSL) Ames. Jowa.. seleccionada por la resistencia a NO-AN". Esta cepa fue 

utilizada para la prueba de desafio. 

Asi mismo. se utilizó la cepa MOR-80-QRO de E. tenella. donada por el Dr. Moreno Dfaz 

(Departamento de Producción Animal: Aves. F.M.V.Z .• U.N.A.M.). la cual fue empleada 

para la inmunización de las aves en la elaboración de ET-ILK. Los ooquistes fueron 

cosechados. esporulados y almacenados como se describe pn:vianlentc."n 

Inmunización de las aves con E. tenella para la obtención de ET-ILK.. 

Se emplearon pollos de engorda Arbor Acres x Arbor Acres de 4 semanas de edad; las aves 

fueron inoculadas via oral con E. tenel/a durante 14 dias consecutivos, con una dosis de 

t ,000 ooquistes/avc/din. lo cual induce una irununidad sólida en los pollos. Después de 1 O 

d.Jas de la última dosis, las aves fueron sacrificadas para la obtención de bazos. 

Prrparación de linfoclnas. 

Las ET ·ILK fueron elaboradas a partir de bazos de las aves inmunizadas con E. lene/la por 

medio de la técnica de Kogut y colaboradores. descrita en el estudio anterior. 

Desafio con S. enteriJidis. 

Para el desafio de las aves se utilizó WU\ cepa de S. enterilidis seleccionada por su 

resistencia a NO-AN. la cual se cultivó en caldo infusión cerebro corozón (CICC) durante 

18 horas a 37ºC en una estufa de incubación. Este medio de cultivo contenía 25 µg/ml de 
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NO y 20 µg/ml de AN para inhibir el crecimiento de otras bacterias. El inóculo para el 

desafio fue preparado en PBS estéril. La concentración del inóculo fue detenn.inada 

mediante espcctrofotomctria a razón de: 1 o"' ufc/ml, a partir de la cual se realizaron 

diluciones en forma seriada en PBS, para obtener una concentración de 1 Os uíc/ml. La 

concentración de células viables dc:l inóculo se confinnó mediante conteo de colonias en 

cajas con agar verde brillante (A VB). 

Aves de experimentación. 

Se usaron pollos de engorda Arbor Acres x Arbor Acres de un día de edad,. procedentes de 

una incubadora comercial. los cuales se mantuvieron con alimento y agua ad libirum dentro 

de baterías eléctricas ubicadas en las unidades de aislam.iento del DPA: A ves de Ja 

F.M.V.Z., U.N.A.M. El alimento proporcionado consistió en una ración balanceada 

comercial con anticoccidiano. 

Dbeflo experimentaL 

Se utilizaron 120 pollitos de 1 día de edad. los cuales se asignaron de man.era aleatoria en 

tres gn.¡pos: 

Grupo Designación Tratmniento Desafio con S. enteritidis 

Tratado ET-ILK to' UFC/ml 

2 Testigo(+) Sin tratamiento 105 UFC/ml 

Testigo(-) Sin tratamiento o 
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Los gnapos constaron de 40 pollos. cada uno con 2 réplicas de 20 aves. Las aves del grupo 

tratado fueron inyectadas con 0.5 mUpotlo de ET-lLK, vía i.p.; a los 30 minutos post

inyección se desafió con S entcritidis a una dosis de 0.25 ml/pollo con una concentración 

de 105 ufc/ml, vla oral. Todas las aves se sacrificaron 24 horas después del desafio; tanto 

el hígado como el bazo, as( como las tonsilas cecales fueron colectados asépticarnentc y 

cultivados de acuerdo al Plan Nacional de Mejoramiento Avícola (NPIP). El hígado y el 

bazo se trabajó como una muestra combinada. Los órganos fueron incubados por 24 horas 

a 37°C en caldo tetrationato. Después se procedió o cultivar en placas de AVB con 

NO-AN. las cuales fueron incubadas por 24 horas a 37"'C y exruninadas para determinar la 

presencia de colonias típicas de S. enterilldis. 

Análisis estadfstico. 

Se utilizó la prueba de Ji-cuadrada para detenninar las diferencias significativas en la 

invasión a órganos por S. enteritidis entre los distintos grupos tratados.Q 1 

RESULTADOS 

Evaluación de la invasión a órganos por S. ~nteritülis. 

La administtación i.p. de ET-lLK fue capaz de reducir la infección de órganos en pollos 

desafiados con S enteritidis. en más de un 50o/o (Cuadro 4 ). De los grupos que fueron 

desafiados. el trotado con ET-ILK mostró una reducción significativa en el número de 

pollos positivos al cultivo de S. enteritidis a partir de muestras de hígado-bazo en 

comparación con el grupo testigo, lo cual fue posible observar en las 2 réplicas (P < 0.001 y 

P < 0.005 respectivamente). 

Sin embargo. no se observaron diferencias significativas en la recuperación de la bacteria a 

partir de tonsilas cecales (P > O.OS) del grupo tratado con ET-ILK al compararlo con el 

grupo testigo positivo (Cuadro 4). 
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DISCUSIÓN 

Con anterioridad se han venido renJizando trabajos en la elaboración y aplicación de 

sobrcnadantes de L T provenientes de aves inmunes contra S. enteritidis (SE-ILK) y 

S. ga/linarum (SG-ILK). los cuales han demostrado conferir protección a pollos de engorda 

susceptibles ante los desafios bactcrianos.J2
. 

48
" 

49
• so, 82 pero al parecer este sobrenadante 

protege de manera inespecifica. ya que se ha observado inmunidad cruzada. La terapia 

profiláctica con citocinas derivadas de macrófagos y L T para la prevención de infecciones 

producidas por Sa/moni?lla. puede potencializar una respuesta inmune inespecífica del 

huésped al inhibir c1 desarrollo microbiano. acelerar la respuesta protectiva y reducir 

significativamente la severidad de la infección.22
• 

34
· 

35
· 

67 

El objetivo de la presente investigación fue determinar si Ja administración i.p. de linfocinas 

aviares puede regular una respuesta de tipo inespecífico del huésped contra un desafio 

experimental con S. cnterilidis. Los resultados demuestran que eJ tratamiento profiláctico 

de pollos con ET-ILK puede conferir protección inespecifica contra la invasión de 

órganos por S. cnteritidis. según queda en evidencia mediante una reducción 

significativa (P< 0.005). (P< 0.001) en Ja cantidad de órganos positivos a S. enteritidis al 

din post-infección. 

La protección incspecífica que se presentó es posible que se haya debido a: a) Wl 

incremento concomitante de leucocitos PMN en la sangre pcriérica~4Q b) aumento en el 

grosor de la lámina propia intestinal. debido a infiltración de estas células inflanlatorias.82 

e) la presencia y papel funcional de la IL-2 e INFy en el ET-ILK.. 1ª d) la posible presencia 

de algún factor estimulador de colonias. tal como el Factor Estimulador de Colonias de 

Granulocitos y Macróf"agos (FEC-GM) en el sobren.a.dante de linfocinas empleado. así 

como su papel en al respuesta inflamatorin.48 y e) la generación local de citocinas de 

respuesta inflamatoria temprana. corno por ejemplo el FNTa y In lL-1 ~ así como ta 

producción local de citocinas quimiotácticas para activar los PMN. como IL-8.33 
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La característica histológica más común de la saJmonclosis en intestino de aves es el 

reclutamiento de grandes cantidades de heterófilos en la lá.Jnina propia a partir de la 

proliferación de estos PMN en sangre periférica. Hallazgos recientes han demostrado la 

conccción que existe entre los hetcrófilos de aves y la resistencia temprana a infecciones 

por saJmonelas; los heterófilos son críticos para el desarrollo de una respuesta inflamatoria 

efectiva contra Ja invasión inicial de los órganos por salrnonelas y contra la patogenia 

subsecuente de la enlennedad en los pollos.ll. 82 Durante estos últimos años se han 

proporcionado evidencias que relacionan la resistencia de las aves con la capacidad de 

Salmonclla de infectar órganos. a través de la respuesta inflamatoria heterofilica inducida 

por citocinas. Se ha establecido una asociación entre la administración profiláctica de 

citocinas procedentes de los L T de pollos inmunizados contra S. enreritidi.s y la 

acumulación de hetcrófilos inflamatorios en el sitio de Ja invasión bacteriana en el intestino 

y la expresión de resistencia a las infecciones sistémicas por esta bacteria. 33 De Jos puntos 

anterionnente mencionados se puede destacar lo siguiente: 

a) Investigaciones realizadas previamente indican que los sobrcnadantcs de L T estimulados 

con Concanavalina-A. derivados de pollos adultos inmunes a S cnteritidis (SE-ILK). 

cuando fueron administrados i.p. a pollos de un día de edad antes del desafio con 

S. cnteritidis, confirieron protección en 24 horas contra la invasión de órganos por 

S. entcritidis. Esta resistencia mediada por inmunolinfocinas estuvo asociada con un 

incremento concomitante de leucocitos PMN en sangre periférica que alcanzó su 

máximo 4 horas después del dcsafio.49 Los heterófilos de pollo y pavo son capaces de 

matar a S. enteritidis en la circulación dentro de los 30 minutos posteriores al contacto 

inicial con la bacteria (Stabler y Kogut. datos no publicados). lo cual explica la 

resistencia n la invasión de órganos por Salmonella observada en este experimento 24 

horas después de la infección inicial. Kogut reporta que cunndo se administran 

linfocinas provenientes de aves irununcs a E. tt:nella (ET-ILK) por vía i.p. es provocada 

una respuesta inflamatoria que se caracteriza por migración de células inflamatorias de la 

sangre periférica hacia el sitio de infección.n 
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b) Estudios llc"'ados a cabo por Téllcz y colaboradores."2 mostraron que la administración 

i.p. de SE-ILK fue capaz de reducir. en fonna consistente. la infección de órganos en 

pollos desafiados con S. enr,·,-iridis. Esta resistencia estu'"·o asociada con un incremento 

en el grosor de la lá.rnina propia. debido a una marcada infiltración de células 

inflamatorias. De manera similar. en el presente estudio se observó un incremento en la 

resistencia a la infectividad de S. enf'-',.itidis en los órganos. conferida por el sobrendante 

ET-ILK tal y como sucede cuando se administran SE-ILK. Es probable que el 

movimiento de las células P!\fN de la sangre periférica hacia el sitio de infección haya 

jugado un papel importante en el incremento de la protección observada en este 

experimento. 

c) La protección conferida por ET -lLK ante una infección por S. enteritidis puede tener su 

origen en el hecho de que en este sobrenadante, al igual que en SE-IL~ se encuentren 

presentes dos linfocinas importantes: IL-2 e JNFy. 111 Gómez y colaboradores2
l 

demostraron la presencia de IL-2 e fNFy en un extracto crudo obtenido de L T (SE-ILK) 

en fonna inc.Jirccta en bioensayos y radioinmunoensayos al observar un incremento en la 

expresión de moléculas clase [J del complejo mayor de histocompotibilidad (MHC) de 

esplenocitos de pollo. lo cual sugiere que la protección biológica observada en el 

presente trabajo pudo deberse a la presencia de por lo menos estas dos lintOcinas. que 

han resultado ser comunes en ambos sobrenadnntcs. En particular. la presencia de IL-2 

e lNFy resulta de gran importanci~ ya que producen un aumento en la actividad de 

fagocitos activados~ los cuales controlarían la multiplicación intracelular de la 

Salmonclla; al mismo tiempo. los macrófagos activados secretarían IL-12. interleucina 

directamente involucrada en la inducción de una respuesta de linfocitos ThL los cuales 

son responsables de la secreción de IL-2 e rNFy, es decir. en la respuesta irunune celular. 

Se ha n:portado que IL-2 e INFy actúan sinérgicamente incrementando la ac1ividud 

celular; incluso se ha observado un efecto cooperativo a la inyección de TNF-cx e INFy 

incrementando in vivo la actividad bactericida contra Sa/nrone/la. 60 

d) En estudios realizados por McGruder,48 una marcada granuJocitofilin en sangre 

periférica fue observada a la cuarta hora posterior a la inyección de SE-ILK. El factor 
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responsable de este incremento granulocitico no ha sido identificado. De acuerdo a la 

protección contra la invasión a órganos por Sa/monel/a observada en este y otros 

estudios, es posible suponer la presencia de algún componente que pueda ser factor 

estimulador de colonias, tales corno el Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos 

(FEC-G), FEC-GM o algUn factor estimulador de colonias múltiple.!12 Se sabe que estas 

tres citocinas inducen un incremento en el número de PMN en sangre periférica. sobre 

todo d FEC-GM, el cual propicia la diferenciación hacia granulocitos y fagoé:itos 

mononucleares e inicia el crecimiento y diferenciación de todas las lineas celulares.2
'· !i:?. 

La posible presencia de FEC-GM en ambos sobrenadantes (ET-ILK y SE-ILK) 

resultaría de suma importancia. ya que explicaría el reclutamiento y la infiltración de 

grandes cantidades de heterófilos, macrófagos y monocitos que se presentan 

generalmente en los sitios de infección de Sa/monel/a, sin importar si dichos 

sob¡-enadantes son específicos o no a este agente. 

e) Se tiene sólida evidencia de que el FNTc:r. es producido después de la administración de 

ET-ILK y del desafio con salmonelas, lo cual resulta sumamente significativo porque e) 

FNTa es una citocina de respuesta temprana necesaria para la inducción de la 

inflamación aguda. Asf mismo. se ha demostrado en otros estudios que en el antbiente 

local está presente una proteína quimiotáctica similar a la IL-8. Esta proteína 

responsable de Ja quimiotáxis de los heterófilos al sitio de invasión bacteriana.ll 

Diversos trabajos realizados previa.mente permiten determinar que en el extracto crudo de 

liníocinas ET-ILK probablemente cstC presente un factor estimulador de heterófilos PMN 

en el que pueda estar involucrado el FEC-GM y un íactor activador de PMN, regulado 

posiblemente por IFNy. actuando en sinergia con las intcrleucinas IL-1, IL-2 e IL-8. Por 

lo antedor. la presencia de una red funcional de citocinas du¡-ante la expTesión de esta 

resistencia es fundamental para la iniciación y propagación de la respuesta inflrunatoda.33 

Sin embargo, aún asi es dificil determinar. caracterizar y cuantificar ta naturale7..a de lns 

linfocinas que posiblemente se encuentren presentes en este sobrcnada.ntc y que han 
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conf'"erido prorección anie un desafio por S. enteritidis aún sin ser específicas contra dicha 

bacreria. 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las ET-ILK tienen un efecto protector 

contra Ja invasión a órganos por .'). enteritidis. pero no evitan la colonización a nivel 

intestinal. ya que no existió reducción significativa en Ja recuperación de Ja bacteria 

(P >O.OS) a partir de muestras de tonsilas cecales de poJlos tratados con linf'"ocinas. 

En resúmen. es probable que el decremento observado en el presente estudio en la 

invasión a órganos por S. enrerilidis a las 24 horas de infocción, haya sido debido aJ inicio 

de una cascada de citocinas después de Ja administración de linf'"ocinas inespccfficas 

obtenidas de aves hiperinmunizadas contra E. tene/la, dando como resultado la inducción 

de una respuesta inflamatoria heterofilica.. quedando así dcmostmda Ja reacción inmune 

incspedfica. Actualmente se están reaJizando estudios adicionales para. purificar e 

identificar las linfocinas erectoras tanto en sobrenadantes ET-ILK como en SE-ILK. Serla 

valioso considerar Ja posibilidad de realizar un estudio sobre la especificidad inducida por 

las Jinf'ocinas. junto con una investigación sistcsnática para conocer mejor los mecanismos 

mediante Jos cuales las Jinf"ocinas ejercen su acción. 
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Cuadro 4 
EVALUACIÓN DEL EFECTO PROFILÁCTICO DEL ET-ILK ANTE UN DESAFÍO CON J05 UFClml DE Salmontl/a tnltrhidis, 

MEDIANTE LA RECUPERACIÓN DE LA BACTERIA A PARTIR DE CULTIVO BACTERIOLÓGICO.ª 

TRATAMIENTO' TESTIGO NEGATIVO TESTIGO POSITIVO ET-ILK 

Réplica HlgarJo.Bazo' Tonsias cecales' Hlgado-Bazo' T onsdas cecales ' HlgarJo.Bazo' Tonsdas caca/es' 

Acumulativo 

0120 (0%) 

0/20 (0%) 

0140 (0%) 

0/20 (0%) 

0/20 (0%) 

0/40 (0%) 

14120 (70%) 

16120 (80%) 

30/40 (75'.I) 

16120 (80%) 

20/20 (100%) 

36140 (90%) 

2118 .. (11.1%) 11/18 (61.1%) 

5117. (29.4'.I) 15117 (882%) 

7/35"(20%) 26135 (74 2%) 

•Los JlOllos fueron inyectados i.p. con O 5 mi de ET~LK al dla de edad Treinta minutos después de la inyecciO~ todas las aves fueron desafiadas 
con 101 ufc/ml de S. enleritidis. Los pollos fueron sacrificados y cultivados 1 dla post-desafio. Se observo una reducción s~n~cabYa del número de 
pollos positivos al cultivo de S. enleritidis, tratados con ET·tLK, en comparación con el grupo tesligo positivo 

'Los valores de los tratamientos es!An expresados tomJ número de aves positivas a S. enleritidls sobre el total de aves eva~adas (%). 
Los astefiscos indican que el valor es s~nfficalivamenle diferente entre el grupo tratado y el lesl~o positivo· '(P< 0.005), "(P< O 001) 
Evaluado mediante la prueba de Jkuadrada. 

' Testigo negativo: grupo experimental no tralad!Hlo desafiado. 
Testigo positivo: grupo expertmenlal no tratado-desafiado. 
ET·ILK grupo experimental inoculado con linfoeinas de aves illmunes a E. lene/la y desafiado con 101 ufc/ml de S. enleritldis 



CAPÍTULO V 

EVALUACIÓN DE LA PROTECCIÓN IN ESPECIFICA CONFERIDA POR 

LINFOCINAS OBTENIDAS DE AVES INMUNIZADAS CO:'IJTIL\. Eimeria tenella o 

Sa/mone/la enteritidis ANTE DESAFiOS POR Einreria tenel/a EN POLLOS DE 

ENGORDA PREVIAMENTE l!"MUNIZADOS. 

INTRODUCCIÓN 

La supervivencia de los protozoarios en anin1alcs irununocompt:tcntcs ha llevado a concluir 

que los parásitos que tienen éxito son, por lo general. poco inmunogCnicos y que en su 

adaptnción a una existencia parasitaria han desarrollado mecanismos que les permiten 

sobrevivir en presencia de una respuesta inmune_ Sin embargo. al igual que otros 

microorganisrnos. los protozoarios intracelulares pueden estimular la inmunidad mediada 

por células.'º 

En algunas cníemedades causadas por proto:zoarios. sobre todo en las producidas por 

coccidias. los mecanismos Je inm.unidad protectora no están claros todavía. En un estudio 

reciente se demostró un mayor nivel de linfocitos TCD8+ en el intestino de pollos inmunes 

contra Eimt•ria. 38 Se ha demostrado que es posible inducir a Jos linfocitos TCD8-+- por las 

proteína..-. producidas por los csporozoítos y sobre todo. por los mcrozoitos. que representan 

la principal fase del ciclo de vida en donde se encuentran antígenos para Ja producción de 

inmunidad. Esto sugiere que la citotoxicidad resultante de estas células juega un papel 

importante en la inmunidad protectora; c!stas se enrru-gan de matar células inf"ectadas con 

pnnisitos intracelulares. El ícnómeno de lisis probablemente está mediado por la 

producción de linfocinas tales como el rNFy. la IL-2 y otras. 36 La IL-2 de acuerdo con lo 

reportado por Myers y colaborndorcs'9 posee un efecto de proliferación de L T en la 

respuesta inmune desencadenada por el microorganismo intracelular. En particular. la 

presencia de lNFy es de grn.n importancia.. se ha demostrado que es el activador más 
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importante de macrófagos. induciendo la síntesis de enzimas que van a mediar el estallido 

respiratorio permitiendo a estos fagocitos profesionales eliminar los microorganismos 

fagocitados. Existe una inducción en 1a expresión de moléculas clase JI del ?\1HC en 

macrófagos, así como un aumento en la expresión de moléculas clase 1 por efecto del INFy 

en pollos; así m.isrno. esta linfocina activa a los macrófagos. los cuales secretan a su vez IL· 

12. interleucina directamente involucrada en la inducción de una respuesta de linfocitos 

Tht. los cuales son los responsables de la secreción de IL-2 e INFy. traducida a wta 

respuesta inmune celulnr.:?J 

Las respuestas inmunes contra la infección primaria por coccidias son principalmente de 

tipo inespccifico. en las cuales se encuentran participando células NK. macrófagos. LB y 

L T.39 La citotoxicidad de las células NK actúa a través de la producción de citocinas. como 

por ejemplo el INFy. Se trata de células mono nucleares distintas de L T. LB y macrófagos 

y en el pollo forman parte de los linfocitos intraepiteliales. Se ha observado que estas 

células lisantes naturales que existen entre los linfocitos intraepiteliales incrementan su 

actividad por encima de lo nonnal. coincidiendo con la eliminación del paró.sito en 

infecciones secundarias.31 A diíerencia de las infecciones primarias. las principales células 

efectoras en infecciones secundarias son los L T; en el pollo y en el caso especifico de las 

infecciones por E. tenella. estas células T son probablemente subpoblaciones de linfocitos 

intraepitelialcs que se encuentran en los sacos ciegos.36 Así mismo. se ha observado que 

los mncrófagos ejercen una fagocitosis más intensa de los esporozohos y los esporocistos 

en presencia de suero inmune.63 o en casos de infecciones secundarias. A diferencia de Jo 

que ocurre en In infección primaria. la secl.Uldaria induce respuestas inrnwtes anamnésicas. 

o respuestas inmunes especificas.36 Los principios de la inmunización se basan en dos 

aspectos clave de la inmunidad adaptativa: especificidad y memoria. Las células de 

memoria pcnniten al sistema inmunitario desarrollar una respuesta mucho más potente en 

et segundo encuentro con el mismo nntfgcno. Esta respuesta secundaria es más rápida en 

aparecer y más efectiva que la respuesta primaria.72 La inmuniz.ación de los pollitos 

rca1iz.ada en esta investigación tiene como objetivos acclemr. aumentar y prolongar la 

respuesta inmune ante una segunda infección. al aumentar la actividad fagocitica de los 
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macrófügos e inducir una inmunidad anamnésica. 36 Así mismo. el objetivo de In aplicación 

de las linf'ocinas previo a la inmunización de los pollos con oocistos fue estimular y acelerar 

la reacción de céluas inmunitarias y no inmunitarias del huésped ante la presencia 

antigénicu de la coccidia. favoreciendo de esta manera la aparición de una respuesta 

inmune celular y Ja creación de memoria inmunológica. suficiente para resistir y controlar 

una segunda infección con el mismo antígeno. 

Por lo anterior es posible inferir que la administración profiláctica de linfocinas SE-ILK o 

ET-ILK es capáz de conferir protección a pollos de engorda inmunizados contra E. lene/la. 

ante un desafio posterior con el mismo parásito, al desencadenar una reacción inmune 

celular y acelerar la fonnación de memoria inmunológica. Los objetivos del presente 

estudio fueron evaluar la protección incspccífica conferida por las linfocinas contenidas en 

ambos sobrenadantcs ni disminuir la severidad de las lesiones cecales macroscópicas. así 

como evaluar el efecto sobre la ganancia de peso. ante un desafio con E. lene/la en pollos 

previamente inmunizados a este agente. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Material inf'ectante. 

Se utilizó la cepa MOR-80-QRO de E. lene/la, donada por el Dr. Reynaldo Moreno 

(D.P.A.: Aves. F.M.V.Z .• U.N.A.M.). la cual fue empleada en la prueba de desafio. Los 

ooquistes fueron cosechados. esporulados y almacenados como se describe previamente."' 2 

As{ mismo. se empleó una cepa de S. enleritidis fagotipo 13 obtenida del National 

Veterinary Services Laboratory {NVSL). Ames. Iowa. seleccionada por la resistencia a 

NO-AN. Ambos agentes (E. 1enc//a y S. en1eri1idis) fueron utilizados para la inmunización 

de las aves en In obtención de ET -ILK y SE-ILK respectivamente. 
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lnmunlzac:ióo de las aves con E. tendla para la obtención de ET-ILK.. 

Se emplearon pollos de engorda Arbor Acres x Arbor Acres de 4 semanas de edad; las aves 

Cueron inoculadas vía oral con E. lene/la durante 14 días consecutivos con una dosis de 

J .000 ooquistcs/ave/dla. lo cual induce una inmunidad sólida en Jos pollos. Después de 1 O 

días de Ja última dosis las aves fueron sacrificadas para Ja obtención de bazos. 

Inmunización de las avH con S. enterili.dis para la obtención de SE-ILK. 

Para Ja obtención de las linf"ocinas de aves hiperinmWlizadas, se utilizaron pollos de 

engorda Arbor Acres x Arbor Acres de 2 semanas de edad. El inóculo para la 

inmunización con S. enrerilidis fue preparado con PBS. ajustado a una concentración de 

109 ufc/ml mediante espcctrofotometria y diluido con PBS para obtener una dosis final de 

108 ufc/ml. Las aves fueron inoculadas vía oral. aplicándose dosis iguales de refuerzo a los 

7. 14. 21 y 28 días después. Diez días después de la última irununización. las aves fueron 

sacrificadas para Ja obtención de bazos. 

Preparación de linf"oc:inas. 

Las ET-ILK y SE-ILK fueron elaboradas a partir de bazos de aves irununizadas con 

E. tenel/a o S. en1eri1idis por medio de la técnica de Kogut y colaboradores~ descrita 

anteriormente (Capítulo IJI). 

Primoinmunización de los pollos. 

La dosis empleada en la primoinmunizaeión de Jos pollitos al día de edad f'uc de 30~000 

ooquistes/0.25 mi/pollo. 

Desafio con E tenella. 

Paro. la evaluación de Ja ganancia de peso y severidad de lesiones cecales macroscópicas. Ja 

dosis de desafio fue de 15.000 ooquistes esporulados/0.25 mi/pollo. aplicada aJ día 14 de 

edad. 
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A,,·es de experimentación. 

Se usaron pollos de engorda Arbor Acres x Arbor Acres de un día de edad procedentes de 

una incubadora comercial, los cuales se mantuvieron con alimento y agua ad /ibirurn dentro 

de baterias eléctricas ubicadas en las unidades de aislamiento del OPA: Aves. de la 

F.M.V.Z .• U.N.A.M. El alimento proporcionado consistió en una ración balanceada 

comercial sin anticoccidiano. 

Diseilo experimental. 

Se utilizaron 250 pollitos de 1 dia de edad. los cuales fueron distribufdos aleatoriamente en 

5 grupos con 3 réplicas de 16 ó 1 7 a ves cada una. 

conformado de In siguiente manera: 

El diseño experimental quedó 

Grupo Primoirununización con E. Tratamiento Desafio con E. tenella. 

lene/la. No. ooquistes/avc 

No. ooquistes /ave 

o Sin tratamiento o 

2 o Sin tratam.icnto 15,000 

30,000 SE-ILK 15.000 

4 o SE-lLK 15,000 

30,000 ET-ILK 15,000 

Todas las aves fueron pesadas al primer día de edad y a los pollos de los grupos tratados se 

les inyectó 0.5 mi de linfocinas vía i.p. Media hora después, tos pollos se 
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primoinmuniz.nron con una dosis de J0.000 ooquistes esporulados/pollo vía oral. A los 14 

días post-inmunización se desafió con una dosis de J 5.000 ooquistcs esporulados/pollo vía 

oral. Todas las aves fueron pesadas a los 21 dias de edad para obtener Ja ganancia de peso 

y posteriormente fueron sacrificadas para evaluar el grado de lesiones cecales 

macroscópicas scgUn la escala de Johnson y Reid:" 

Análisis estadístico. 

Las diferencias significativas de Jos pesos resultantes y las lesiones cecales macroscópicas 

entre los distintos grupos tratados fueron determinadas mediante un análisis de varianza 

siguiendo los Procedimientos de Modelos Lineales Generales, utilizando el programa de 

análisis estadístico SAS. La signi ficancia fue determinada mediante la prneba de 

Duncan.4
!1 

RESULTADOS 

E,.-aJuación de severidad de lesiones cecales macroscópicas y ganancia de peso al 7º dia 

post-desafio con E.tene//a. 

Lesiones cecales macroscópicn!'I 

Respecto a las lesiones cecales, los pollos del grupo testigo positivo presentaron la media 

de lesiones más alta (cuadro 5). siendo de los grnpos con cuadros de lesiones más severos. 

con aves que presentaron lesiones de grado 3+ ( 13/50) y 4+ (34/50) (Cuadro 6). El grupo 

que recibió tratamiento únicamente con SE-ILK tuvo un promedio de lesiones cecales muy 

aho. similar al del grupo testigo positivo (Cuadro 5)~ el número de aves con lesiones 4+ fue 

el más alto entre los diferentes tratamientos. con 40/47 aves. por lo cual ~e infiere que las 

lirúocinns no confiririeron protección aplicadas en íorrna única ante un desafio por 

E. rene/la 14 días más tarde: (Cuadro 6). Sin embargo. en Jos grnpos de pollos inmunizados 

con oocistos inmediatamente después de la aplicación de las linfocinas (grupos 3 y 5 ). es 

posible apreciar que estas últimas confirieron protección a las aves ante el desafio con 
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15.000 ooquistes esporulados, yo que ambos grupos presentaron los promedios de lesiones 

cecales más bajos (Cuadro S). así como el número de lesiones 3+ y 4+ (Cuadro 6). 

En términos generales. las aves de todos los grupos. excepto del testigo negativo. 

mostraron grados de lesiones de 3+ y 4+. debido a que fueron comunes los pollos que 

presentaron grandes cantidades de sangre liquida o en forma de cordón en Jos ciegos y 

paredes ceca) es engrosadas (grado 3+ ), así como ciegos distendidos con sangre semi o 

coagulada. o mezclada con cordones caseosos y paredes cecales adelgazadas (grado 4+). 

No se observó ningún cambio en cJ gruro testigo negativo (Cuadros 2 y 3). 

Ganancia de peso 

Las aves de los grupos primoinmunizados al día de edad con 30,000 ooquistes esporulados 

(gn.ipos 3 y 5) presentaron los promedios más bajos en cuanto n peso final y ganancia de 

peso 7 dfas post-desafio, comparados con los grupos testigo negativo y SE-ILK, incluyendo 

el grupo testigo positivo. Las aves tratadas sólo con SE-ILK mostraron los mejores 

promedios en cuanto a peso final y ganancia de peso. sólamcntc debajo de los obtenidos por 

el grupo testigo negativo (Cuadro 7). 

DISCUSIÓN 

En el presente estudio se observó un incrernento en Ja resistencia a la infcctividad de 

E. cene/la, conferida por las linfocinas presentes en SE-ILK y ET-ILK, por medio de 

disminución en la severidad de lesiones cecales macroscópicas. en pollos previamente 

inmunizados con E. cene/la. Es posible que el efecto protectivo inespecifico proporcionado 

por runbos sobrcnodadantcs, renejado en la disminución de lesiones cecales, tenga su 

origen en Jos siguientes puntos: 

l) Se ha demostrado que los LT de o.ves inmuniz.:ido.s con E. cene/la producen in vicro IL-2 

e INF-r a través de la cstimulación con mitógcnos como la Concnnavalina-A. 17
" 

76
• "

9 Asi 

mismo. se han detectado IL-2 e: INFy de poJlo en SE-ILK. lo cual sugiere que la 
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protección biológica proporcionada de manera inespccifica por estos dos sobrcnadantes 

y observada en el presente estudio por medio de la disminución de lesiones cecales 

macroscópicas, podría deberse a la presencia de estas linfocinas en ambos 

sobrenadantes. La IL-2 de acuerdo con lo reportado con Myers y colaboradores'" 

posee un efecto de proliferación de L T en Ja respuesta inmune desencadenada por 

E. rene/la o S. enlerilidis. En particular. Ja presencia de INFy en SE-ILK y ET-JLK es de 

gran importancia. ya que se ha demostrado que es el activador más importante de 

macrófagos. induciendo la síntesis de enzimas que van a mediar el estallido respiratorio 

permitiendo a estos f"agocitos profesionales eliminar a los microorganismos 

fagocitados.23 

2) Aún cuando se desconocen en su mayoría las citocinas involucradas en la protección 

que confieren estos sobrenadantcs. es posible pensar que en ambos (tanto ET-ILK como 

SE-ILK) se encuentren presentes algunas de ellas. tales como IL-2 e INFy. u otros aun no 

caracterizadas. tal vez no las mismas pero con mecanismos similares para desencadenar 

una acción protectiva en el pollo. 

3) Como se ha descrito nntcrionnente, las citocinns que liberan Jos linfocitos TI1 l son 

principalmente IL-2. IL-3. fNFy y FEC-GM l pero se sabe que también pueden secretar 

FNTc:t a pesar de ser liberado principalmente por los macrófagos. 1 
• 
90 Cada una de ellas 

tiene fimciones especificas al adherirse a su célula blanco; por ejemplo. la IL-2 estimula 

el crecimiento de LT. células NK y LB; la IL-3 estimula el crecimiento y diferenciación 

de todos los tipos celulares; el INFy activa a los macrófagos .. células NK y células 

cndotcliales. asi como el incremento de las moléculas del MHC l y 11 de todas las 

células; el FEC-GM propicia la diferenciación hacia granulocitos y fagocitos 

mononucleares e inicia el crecimiento y diferenciación de todas las lineas celulares; la 

posible presencia de FEC-GM en ambos sobrenadantes (ET-JLK y SE-ILK) resulta.ría de 

suma importancia. ya que explicarla el reclutamiento y la infiltración de grandes 

cantidades de hcterófilos. macrófagos y monocitos que se presentan genernlmcnte en los 

sitios de infección de las coccidias y salmonela.. sin importar si dichos sobrenadnntcs 
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son específicos o no a estos agentes; el FNTa activa principalmente a los heterófilos, 

eosinófilos y fagocitos mononuclearcs y contribuye a Ja quimiotax:is de leucocitos al 

sitio de la inflamación. 1. 
68 

4) No hay que descartar la posibilidad de que Jos heterófilos también podrían tener 

importancia en el control de coccidias y que la posible presencia del FEC-GM esté 

involucrada,. como en el caso del control de Sa/monel/u por SE-ILK. 18 

Lo anterior hace suponer que el efecto protector por parte del ET-ILK y SE-ILK • que 

aunque de manera ligera se observó por medio de la disminución de las lesiones. se deba a 

Ja conjunción de las f"unciones de cada una de las linf"ocinas anteriores. Los resultados 

obtenidos en el presente estudio muestran la existencia de protección inespecífica conferida 

por a.nibos sobrenndantcs en pollos unte un desafio por otro microorganismo. Sin 

embargo, aunque la protección resulta ser estadística y numéricamente signH"icativa. 

clínicamente fue muy ligera; la severidad de las lesiones cecales disminuyó levemente. 

incluso continuó siendo alta nUn en los grupos con promedios de lesiones más bajos. 

Cabe mencionar que In disminución en el grado de lesiones cecales se presentó en Jos 

pollos primoinmunizad .. ~ y estimulados conjuntamente con linfocinas. tanto SE-ILK como 

ET-ILK. lo cual no ocurrió en el grupo de aves no irunwüz.adas que únicamente recibieron 

el tratamiento de linf"ocinas SE-JLK. Las lesiones de los pollos de este Ultimo grupo fueron 

similares al de las aves del grupo testigo positivo. 

El objetivo de Ja primoinmuniz.ación de los pollitos al día de edad con una dosis de 30,000 

ooquistes/pollo, fue el acelerar, aumentar y prolongar ta respuesta inmune ante una segunda 

in.fccción (desafio con 1 5,000 ooquistes/avc). al incrementar la actividad íagocítica de los 

macrófogos e inducir una inmwUdad de memoria (inmllllidad anam.nésica).36 Asf mismo. el 

objetivo de la aplicación de linf"ocinas 30 minutos antes de Ja inmunización de los pollos 

con oocistos. fue estimular y acelerar Ja reacción de las céluas inmunitruias y no 

inmunitarias del huCsped ante la presencia antigénicn de Ja coccidia.. favoreciendo de esta 

manera Ja rápida aparición de una respuesta inmune celular y In creación de memoria 
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inmunológic~ suficiente para resistir y controlar un segundo encuentro con el mismo 

antígeno J 4 días después. Los principios de la inmunización se basan en dos aspectos 

clave de la inmunidad adaptativa: especificidad y memoria. Las células de memoria 

permiten al sistema inmunitario desarrollar una respuesta mucho más potente en el segundo 

encuentro con el mismo antígeno. Esta respuesta secundaria es, a la vez. más rápida en 

aparecer y más efectiva que la respuesta primaria.72 Sin embargo. en el presente trabajo 

esto no fue muy evidente. lo cual es posible explicar si se toma en cuenta que las coccidias 

más patógenas (tanto E. rene/la como E. acervulina) son las menos inmunogénicas.:: . .u. 79 

Cuando los ooquistes son ingeridos por un ave. la pared de los mismos se rompe en la 

molleja y los esporozo(tos se liberan de los cspnrocistos por la acción de In quimiotripsina y 

sales biliares en intestino delgado. Las aves recién nacidas algunas veces no son del todo 

susceptibles a la iníección debido a Ja insuficiencia de quimiotripsina y sales biliares en el 

intestino para ocasionar la exitación. 11 Aún cuando se llegaran a liberar los esporozoltos. 

los entemcitos resultan ser inmaduros al día de edad. lo cual limita en cierta fonna la 

infección. Esta inmaduréz de1 tracto digestivo del pollito debió ser factor para que Ja 

inmunización realizada al dfa de edad no tuviera efecto importante en la formución de 

memoria inmunológic:J.. 

El hecho de que el sistema inmune del pollito sea inmaduro al dia de edad podría disminuir 

el efecto de las liníocinas aplicadas sobre Jas células inmunes, células hasta entonces 

incapaces de responder a estímulos producidos por linfocinas. Con respecto a esto, 

Lowental"'4 encontró que Jos L T de pollitos de un día de edad ~on fenotípicamente maduros 

y capaces de ligar mitógenos tal corno lo hacen los L T de aves maduras. Sin embargo. 

éstas células fueron funcionnlmente inmaduras debido a su incapacidad para proliferar o 

producir citocinas seguido a un estimulo inm.une. Este investigador explica que los células 

presentes en el bazo de pollitos de un dia de edad, segununente producen un inhibidor 

soluble que evita la proliferación de L T. El mismo autor observó que la producción de este 

inhibidor decrece dra.:náticarncntc al día 2 de edad. Jo cual coincide con un incremento en la 

habilidad de los L T para responder n una cstimulación inmune. Estos resultados sugieren 
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que el periodo en el cu.al los L T no responden a la inrnunoestimulación. es debido a una 

imnaduréz funcional de los L T y la producción de un inhibidor soluble. 7 Dicha 

infonnación coincide con los resultados obtenidos c:n este trabajo. La ausencia de una 

respuestn de memoria imponante mediada por la administración conjunta de SE-ILK o 

ET-ILK y ooquistes de E. tcnella. puede deberse a la irunaduréz de los L T de pollitos de un 

dia de edad; es por esta razón que ni inocular las linfocinas. estas posiblemente sufrieran 

una desnaturalización antes de encontrar una célula blanco para desencadenar la cascada de 

eventos involucrados en una respuesta celular. 

En el grupo de pollos no inmunizados que sólo recibieron traumiento con SE-ILK al din de 

edad. es probable que los L T fueran estimulados, pero la ausencia del antigcno en el 

organismo capáz de mantener activo al sistema inmune no permitiera la producción y 

presencia de citocinas en el medio extracelularu y por consiguiente el desarrollo de una 

respuesta inmune. así como la formación de memoria inmunológica que protegiera contra la 

coccidia al momento del desafio. La liberación de citocinas de su célula origen depende de 

que tanto ésta como la célula receptora sean estimuladas; si no existe antígeno alguno. no 

se producirá dicha cstimulación. Es importante considerar el tiempo de protección 

obtenido por la inyt.'CC: ión de citocinas en el cual se incrementa la resistencia en las aves 

ante infecciones por cocidias. El tiempo que transcurrió desde que se aplicaron las SE-ILK 

hasta que se realizó el desafio (14 días) pudo ser un factor importante por el cual este 

sobrcnadantc de linfocinas no confiriera protección. Kogut y colaboradores32 reportaron 

protección por parte de ET-ILK cuando fue administrado 30 minutos. 12. 24. 36 y 48 horas 

antes del desafio con E. rene/la. En estudios rcali7..ados por Garcí~IR el efecto profiláctico 

del ET-ILK mostró ser de corta duración yn que se o~servaron los efectos benéficos por un 

tiempo máximo de 5 días posteriores a su administración. Este periodo podría deberse a la 

vida fisiológica tan corta de las citocinns. 18 Así mismo, investigaciones reali7..adus por 

Téllez82 demostraron que a los 6 días posteriores al tratamiento con SE-ILK en pollos de 

engorda, éstos fueron protegidos contra la invasión de órganos ante un desafio por 

S. enteritldis. Wong119 reportó que los sobrcnadantes de SE-ILK y SG-ILK disminuyeron 
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la invasión a órganos y monalidad causada por Ja infección de S. gallinarum I O días 

después de su aplicación (tiempo máximo de protección). 

Como ya se ha citado. en estudios realizados recientemente se han identificado JL-2 e 

INFy tanto en SE-ILK23 como en ET-JLK. 18 Es posible que debido a la presencia de estas 

Jinfocinas en ambos sobrenadantcs. las SE-J LK hayan sido capaces de proteger contra una 

infección por E. rene/la al disminuir la severidad de lesiones cecales. Sin embargo, el 

hecho que confirieran mayor protección que la.<> ET-ILK. tratándose de un desafio no 

homólogo. puede resultar desconcertante. Los resultados indican una mayor protección 

conforida por SE-ILK que por ET-ILK. La cxplicución de esto puede tener su origen en 

una carncteristica particulanncnte importante de E. lene/la, como es cJ hecho de ser poco 

inmunogt!nica . .!. 
43

• 
7

Q Además, es importante considerar que el sitio de infección de este 

parásito se limita únicamente al epitelio de los sacos ciegos. es decir, se encuentra .. poco 

expuestoº al sistema irununc. a diferencia de S. enlt?ritidis. Ja cual resulta ser mucho más 

antigénica al ser una bacteria sistémica. Probablemente. aJ hiperinmunizar a los pollos 

para Ja obtención de las ET-ILK con E. tenella. al ser menos inmuogénica que Sa/mone//a, 

el sistema inmune de las aves genera poco esfuer.lll, lo que propicia que los LT sinteticen 

linfocinas pero en menor cantidad que las que se producen cuando reaccionan ante 

Salmonella; esto permite suponer que las Iinfocinas se encuentran en menor concentración 

en el sobrcnadante de ET-ILK. 

Otro de los propósitos de Ja presente investigación fue evaluru- el efec10 profiláctico 

inespecífico de SE-ILK y ET-ILK mediante la ganancia de peso en pollos previamente 

inmunizados ante un desafio por E lene/la. Las aves de los grupos primoirununizados 

presentaron Jos promedios más bajos en cuanto a ganancia de peso en comparación con los 

otros grupos experimentales, incluyendo al grupo testigo positivo; sin embargo, es 

necesario tener en cuenta que Ja inoculación de ooquistes siempre tendrá un efecto 

detrimental en la ganancia de peso debido ::i la patogcnicidad de la coccidio. y a las 

condiciones de estrés a que es sujeta el ave por la manipulación. Un pollo infectado con 

coccidias jrunás alcan:zará el peso final adecuado y mucho menos después de nuevas 
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infecciones. En cambio. los pollos que sólo fueron tratados con SE-ILK.. al no ser 

inmunizados al día de edad~ no padecieron el estrés que representa la inoculación de los 

oocistos. ni los efectos detrimentales en ganancia de peso en fonna tan marcada como en 

los pollos primoirununizados. Esta resulta ser la explicación más viable. debido a que 

dentro de la ligera protección que confirieron las ET-ILK y SE-IL~ fueron precisruncnte 

las aves de los grupos primoinmunizados las que presentaron lesiones cecales menos 

severas. 

En reswnen, en este estudio se comprobó la existencia de una respuesta inmune incspccifica 

mediada por las linfocinas presentes en los sobrena.dantc:s SE-ILK y ET-ILK. administradas 

en pollos de engorda inmunizados y posterionnente desafiados con una cepa de E. tcnella al 

disminuir el grado de lesiones cecales. La disminución en ganancia de peso de las aves 

probablemente se debió más a las situaciones de manejo y estrés n que fueron sometidas las 

aves. que a la ausencia de una inmunidad protectiva inespecifica. 



Cuadros 
EVALUACIÓN DEL EFECTO PROFILÁCrtCO DEL ET-ILK V SE-ILK ANTE UN 

DESAFiO POR Elmerla tenella MEDIANTE LA SEVERIDAD DE LESIONES CECALES 
l\lACROSCÓPICAS EN POLLOS DE 21 olAs DE EDAD.ª 

TRATAMIENTO• MEDIA±DSª 

Testigo negativo 0.00 o 

Testigo positivo 3 88 ± 0.31 A 

SE-ILK + PIC 313±1.19 e 

SE·ILK 3.84 ± 0.42 A 

ET-ILK+ PIC 3.46:1:: 0.94 B 

•Los pollos fueron inyectados l.p. con 0.5 mi de SE-ILK o ET-ILK al dla de edad. Treinta minutos 
después, las aves de los grupos 3 y 5 fueron inmunizados contra E. tene/la. A los 14 dlas post
inyección todas las aves fueron desafiadas con E. tenella. Los pollos fueron sacrificados 7 dlas 
post-desafio para la evaluación de lesiones cecales por medio de la escala de Johnson y Reid. Se 
observó una reducción signiflcativa en la media de lesiones cecales de pollos inmunizados y 
tratados con SE-ILK y ET-ILK , en comparaetón con el grupo testigo positivo y el grupo tratado 
sólo con SE-ILK. 

ª Los valores de los tratamientos estén expresados en mecha ± desviaciOn estandar y los de 
diferente literal Indican diferencias estadlsticas significativas mediante la prueba de Duncan 
(P< 0.05) . 

.. Testigo negativo: grupo experimente:il no tratado-no desafiado 
• Testigo posillvo: grupo expertmental no tratado-desafiado. 
• SE-ILK + PIC: grupo experimental Inoculado con linfocinas de aves inmunes a S. enteritidis, 

... SE-ILK: 

... ET-ILK + PIC: 

primolnmuntzado y desafiado con 30.00C y 15,000 ooqulstes esporulados de 
E. tenella respectivamente. 
grupo expenmental Inoculado con linfoclnas de aves Inmunes a S. enteri6dis y 
desafiado con 15,000 ooqulstes esporulados de E Tene/Ia. 
grupo experimental inoculado con linfodnas de aves inmunes a E.tenella • 
primoinmunlzado y desafiado con 30,000 y 15,000 ooqulstes esporulados de 
E. tenella respectivamente. 



Cuadro 6 
EVALUACIÓN DEL EFECTO PROFILÁCTICO DEL ET-ILK Y SE-ILK ANTE UN DESAFIO POREÚ!rlria ttntlla MEDIANTE LA 

SEVERIDAD DE LAS LESIONES CECALES MACROSCÓPICAS EN POLLOS DE 21 DfAS DE EDAD.' 

Tratamiento' Número de aves sin Número de aves COll Número de aves ron Número de aves con Número da aves con 
lesionesso/Jlelotat lesiones 1 +sobre lesiones 2+ sobre lesiones 3+ sobre lesiones 4 + sobre 

{%)' total(%)' tola/{%)' total(%)' totat(%J' 

Testigo negalrlo 50/50 1100¡ 0/50 10) O/SO 10) 0/50 (O} 0/50 (O} 

Tesligoposruvo 0150 (O) 0/50 (0) 3/50 (6) 13150 (26) 34150 (68) 

SE4LK + PIC 1/46 (2.11) 5/46 (10.66) 2146 (434) 10/46 (21.73) 28146 160.66) 

SE·ILK 0/47 (O} 0/47 10) 1/47 (2.12) 6/47 (12.76) 40/47 185.1) 

SE·ILK + PIC 1/45 (2.22) 3145 (6.66) 2145 (4.44) 9t45 (20) 30145 166.66) 

'Los pollos fueron inyectados i p con O 5 mi de SE-ILK o ET-ILK al dla de edad Treinta minulos después. las aves de los grupos 3 y 5 lueron 
inmun~adas ronlra E tenetla. A los 14 dlas posl·inyeccoo, !odas las aves fueron desafiadas ron E tene/ta Los pollos fueron sacrificados 7 dlas 
posl-OOsaHo para la evaluación de lesiones cecales 

'Cada valor representa el número de aves con o sin lesiones sobre el tolal 1%) 

•Testigo negativo: grupo expenmenlal no !talado-no desafiado. 
•Testigo positivo: grupo expenmenlal no !talado-desafiado. 
• SE4LK + PIC: grupo expeílmenlal inoculado ron fmfocinas de aves inmunes a S. ententidis, primoinmunizado y desafiado ron 30,000 y 10,000 

ooqu~les esporulados de E tenela respeciivamente. 
• SE4LK: grupo expenmenlal inoculado ron linfocinas de aves inmunes a S. ententjfü y desafiado con 15,000 ooquistes esporulados 

de E. tanela. 
•ET <LK: grupo experimenlal illoculado ron 1'1focinas de aves inmunes a E. tena/la, primoinmun~ado y desafiado con 30'000y10,000 

ooquisles esporulados de E tenefla respeciivamenle. 



Cuadro 7 
EVALUACIÓN DEL EFECTO PROFILÁCTICO DEL ET·ILK Y SE·ILK MEDIANTE LA GANANCIA DIARIA DE PESO Y PESO 

FINAL EN POLLOS DE 21 DÍAS DE EDAD.' 

TRATAMIENTO' PESO INICIAL' PESO FINAL' GANANCIA DE PESO' 

Testigo negativo 18.79 t 2.42 BC 285.44 t 45.42 A 13.32 t 2.29 A 

Test~o positivo 19.89 t 3.48 AB 258.40 ! 40.12 B 11.92H98 B 

SE·ILK + PIC 19.23± 301 B 253 84 t 5827 B 11.72!2.89 BC 

SE·ILK 20.86!424 A 262.77! 47.84 B 12.10 t 2.35 B 

ET-ILK t PIC 17.52±3 39 e 232 04 163.99 e 10.1a3.20 e 

'Los pollos fueron inyeciad-Os i.p. con 0.5 mi de SE·ILK o ET-ILK al dla de edad. Treinta minutos después, las aves de ~s grupos 3 y 5 fueron 
inmunizados contra E. teneUa. A ~s 14 dlas posHnyea:ión todas las aves fueron desafiadas con E. tenena. los pollos fueron pesados 7 dlas post
desalio 

• Los valores de los 1ratamientos están expresados en media 1 desviac~n estándar y los de dderenle litara! indican d1!erencias estadlsbcas 
significativas mediante la prueba de Duncan (P< O 05). 

•Testigo negativo: grupo experimental no tratado-no desafiado. 
•Testigo positivo: grupo experimental no tratado-desafiado. 
• SE·ILK + PIC: grupo experimental inoculado con linfocinas de aves inmunes a S. enteritidis, primoinmunizado y desafiado con 30,000 y 

15,000 ooqu~tes esporulados de E. fenena respectivamente. 
• SE-ILK: grupo experimental inoculado con hnfocinas de aves inmunes a S. ententidis y desafiado con 15,000 ooqu~tes esporulados 

de E. fenena. 
• ET-ILK + PIC: grupo experimental inoculado con ünfocinas de aves inmunes a E. lene/la. primoinmunizado y desafiado con 30,000 y 

15,000 ooqu~tes esporulados de E. tenella respectivamente. 



CAPÍTULO VI 

CONCLUSIONES 

El cx1racto crudo del sobrcnadantc ohtcnido a partir de LT de aves inmunizadas con 

S. enteritidis (SE-ILK) confirió protección ante desafios con ooquistcs esporulados de 

E. tenel/u en pollos de engorda.. aJ disminuir el grndo de lesiones cecales y la recuperación 

de ooquistes cecales. 

El extracto crudo del sobrenadantc obtt!nido a partir de L T de aves inmWlizadas con 

E. lene/la (ET-ILK) • aunque no impidió la colonización de.~·- enteritidis a nivel de tonsilas 

cecales. sí disminuyó la in" asión a órganos causada por la infección de la bacteria en 

pollos de engorda de w1 día de edad. 

La protección conferida por extrJ.ctos crudos de sohrcnadanh!S obtenidos a partir de L T de 

aves inmuni7..ad;is con S. enter1tidis (SE-ILK) y E. tenella (ET-ILK) fue tan sólo ligera y 

practicamente nula ante des.afias con E.. tenella en pollos de engorda previamente 

inn1unizados~ al predominar lesiones cecales di.." grado 3+ y 4+. osf como bajas ganancias de 

peso en las aves .. 

A pesar que no se observó un efecto protector importante contra la infección por E. tenel/a 

en pollos prcvi~uncntc inmuniz .. 'ldos, el uso de linfocinas específicas y no especificas de 

especie constituye una herramienta irnponantc dentro de la inmunoprofiláxis de las 

infecciones por .'.'. enfl•ri11dis, E. rene/la y posiblemente contra otros patógenos 

intracelulares, al quedar de manifiesto la protección incspccifica en las tres investigaciones 

realizadas .. 

L....as linfocinas y citocinns en general son específicas de receptor celular, no de célula ni de 

especie antigénica. 
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~rqué Señor. te pido trabajo, 
r-- y no tiempo de descanso, 
porqué te pido problemas 
y no soluciones para los que ya tengo, 
porqué me preocupo tanto de mis cosas 
y no delego responsabilidades a Jos que me rodean, 
porqué te pido u11 camino con obstáculos 
y no uno limpio y tranquilo, 
porqué te pido tiempos difici/es, 
porqué le ofrezco mi e.f!Uerzo para demostrarte que 
estoy agradecido. y no sO/o me acuerdo de Ti 
cuando estoy desesperado. 

Porqué cargo responsabilidades grandes y no miro 
uuliferente el paso de los días. 
Porqué en mí. es en quien se notan los errores, 
y no se perdonan con la facilidad de otros. 
Porque tengo que ir abriendo brecha, y no puedo 
utilizar caminos ya tra:ados: yo no puedo dar respuesta 
a todas mis dudas, pues sólo Tú las sabes, pero a pesar 
de ésta y ele muchas otras cosas jamás voy a intentar 
salirme del camü10 que me tienes ya trazado y que VIO>' 
descubriendo dia con d/a, a.si como tampoco voy a 
eludir uno .sólo de los problemas que me mandes. 
Porque dentro de todas mis dudas, sé que este camino 
es I!/ único que me loa a /levar a convertirme 
en un HOMBRE. 

Sé que es el cantina mds dificil, 
pero es también el que más vale la pena, )1 el único 
que se puede voltear a ver con orgullo 
cuando se está ya a/final ele él. 
Las Unicas dos armas que tengo para tratar de cruzarlo 
son la voluntad y la fe, lafe en Ti y en mi. se que si 
las manipulo bien podré llegar al final 

Veamos hasta done/e puedo llegar ... 

,/ ""º a... 4- e__,;:. 

C/ 
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