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Abstract 
  
Two studies were carried out to evaluate the interferon (IFN) secretion pattern during primed experimental infection with 
Eimeria tenella. In the first experiment, the primary response of splenic lymphocytes T (LT) was evaluated in 20 day old 
broiler chickens (Hubbard x Hubbard) challenged with 1 x 104 E. tenella sporulated oocysts. Nylon wool columns were 
used to isolate LT in four spleen pools on days 1, 3, 5, 7 and 9 post-infection (pi). In the second experiment, the primary 
response was also evaluated in LT isolated from individual spleens using Ficoll Hypaque gradients. Challenged and 
control bird spleen pools were prepared separately. In order to detect the presence of IFN, viruses of Newcastle disease 
and infectious bursal disease were used in antiviral assays. In the first experiment on day 5 pi, IFN levels in the 
challenged group reached a different peak in contrast to the control group, it decreased on day 7 pi, and was increased 
again on day 9 pi (P< 0.05). Outputs of the second experiment resembled the first one but reached higher levels. The IFN 
secretion pattern of in vitro stimulated LT after challenge with E. tenella was different to the secretion pattern of in vitro 
stimulated LT without challenge with E. tenella . Antiviral assays detected qualitatively and quantitatively avian IFN 
secreted by in vitro stimulated LT. IFN secretion patterns detected with different LT isolation techniques after the primary 
infection had a similar performance. 
  
KEY WORDS: BROILER, INTERFERON, T LYMPHOCYTES, CELLULAR IMMUNITY, Eimeria tenella, 
ANTIVIRAL ASSAYS. 
 
Resumen 
  
Con la finalidad de evaluar el interferón (IFN) secretado durante la infección experimental primaria con Eimeria tenella 
se realizaron dos estudios. En el primero se evaluó la respuesta primaria en linfocitos T (LT ) esplénicos de 40 pollos de 
engorda (Hubbard x Hubbard) de 20 días de edad, desafiados con 1 x 104 ooquistes esporulados de E. tenella. Los LT se 
aislaron a partir de cuatro bazos en dos mezclas celulares con la técnica de columnas de fibra de nailón a los días 1, 3, 5, 7 
y 9 posinoculación (pi). En el segundo experimento de respuesta primaria, el aislamiento de los LT se efectuó con la 
técnica de Ficoll Hypaque con cultivos celulares esplénicos individuales provenientes de 30 aves. En cada uno de los dos 
experimentos se utilizó la mitad de aves del grupo desafiado como aves testigo sin desafiar. Para evidenciar el IFN 
presente cada día pi se empleó un ensayo antiviral con el virus de la enfermedad de Newcastle y la infección de la bolsa 
de Fabricio. En el primer experimento se observó que el IFN del grupo desafiado alcanzó un pico al día 5 pi que difirió 
(P<0.05) del grupo testigo, bajó ligeramente al día 7 pi (P<0.05) y se incrementó al día 9 pi (P<0.05). En el segundo 
experimento, se determinó un comportamiento similar al primero, pero con títulos más altos. El patrón de liberación de 
IFN de los LT estimulados in vitro después del desafío con E. tenella  es diferente al patrón de liberación de los LT 
estimulados in vitro pero sin el desafío con E. tenella. Los ensayos antivirales utilizados detectaron cualitativa y 
cuantitativamente el IFN aviar secretado por LT estimulados in vitro. Los patrones de liberación de IFN detectado con las 
dos técnicas de aislamiento de LT después de la infección primaria con E. tenella se comportaron de manera semejante. 
  
PALABRAS CLAVE: POLLO DE ENGORDA, INTERFERÓN, LINFOCITOS T, INMUNIDAD CELULAR, Eimeria 
tenella, ENSAYO ANTIVIRAL.  
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Introducción 
  
La coccidiosis aviar es la enfermedad parasitaria de 
mayor importancia económica, es producida por un 
protozoario intestinal perteneciente al género Eimeria. En 
México, la especie más problemática es E. tenella, debido 
a que causa lesiones en ciegos, pérdida de peso, retraso 
en el crecimiento y ocasionalmente la muerte.1,2 El 
impacto de la coccidiosis está determinado por la 
patogenicidad de la cepa, baja inmunogenicidad y 
susceptibilidad de las aves.1,2,3,4   
La protección inmune humoral tiene menor importancia 
que la protección inmune celular.5,6 Se ha observado que 
las aves bursectomizadas desarrollan una respuesta 
inmune normal hacia las coccidias, lo que no sucede en 
aves timectomizadas que presentan incremento en la 
severidad de las lesiones, destacando la mayor 
participación en la respuesta de protección de los 
linfocitos T (LT) que de los linfocitos B (LB).7  
Se ha observado que las células esplénicas y linfocitos 
sanguíneos de aves inmunes a Eimeria spp transfieren 
resistencia a aves no inmunes.8,9  Además, la proliferación 
in vitro de LT se ve aumentada en respuesta a la infección 
con E. tenella, E. acervulina y E. maxima .10,11,12 

Los estudios efectuados en mamíferos han mostrado que 
la inmunidad contra diferentes protozoarios intracelulares 
es regulada por LT y requiere la producción de citocinas 
como el interferón gamma (IFN-γ ) y el factor de necrosis 
tumoral alfa (TNF-α ).13 

El IFN-γ ha mostrado su importancia en la defensa contra 
la infección por leishmania,14 plasmodium15 y 
toxoplasma.16 El IFN-γ se encuentra también implicado 
en el control de las infecciones por Eimeria.17 El IFN-γ 
recombinante de bovino inhibe la invasión de 
esporozoitos de E. tenella y E. bovis a un cultivo celular 
de riñón bovino.18-20 En un modelo de investigación 
murino, la deplesión específica de IFN-γ endógeno 
provocó una exacerbación de lesiones en la infección 
primaria con E. vermiformis.21 En pollo de engorda, las 
células esplénicas de aves inmunizadas contra E. tenella o 
E. maxima muestran una producción específica de 
IFN.12,22 Recientemente, en algunas especies aviares ha 
sido evidente la existencia de IFN de ambos tipos I y II, 
los cuales han mostrado capacidad de inhibición viral.23-25 
Sin embargo, el IFN-γ aviar al igual que su contraparte en 
mamíferos, puede ser distinguido del IFN-αβ por su 
capacidad adicional para activar en macrófagos la 
producción de óxido nítrico.24-26 El IFN-γ actúa como 
inmunorregulador de citocinas, tiene actividad antiviral y 
antitumoral. Cuando se encuentra simultáneamente con 
TNF-α manifiesta un poderoso sinergismo en actividad 
citolítica.22,27,28,29,30 

Algunos autores han observado que el sobrenadante (SN) 
de LT estimulados in vitro  con concanavalina-A (con-A) 
tiene un efecto antiviral atribuible al IFN.31,32 Las células 
esplénicas incrementan la liberación de IFN-γ después  
 
 
* Incubadora comercial (Cuernavaca, Morelos, México) 

 

de una infección con coccidias.12,32,33 Sin embargo, no se 
ha determinado de manera precisa el perfil de secreción 
de IFN-γ después del desafío con E. tenella . 
El IFN-γ se ha descrito como una de las citocinas más 
importantes de la inflamación y la respuesta inmune 
celular durante la infección con E. tenella, por lo que es 
importante conocer su importancia en este tipo de 
infecciones,6,17,19,20,34,35 determinando la cantidad y 
tiempo de permanencia en el ave.20,22,30,35,36 Con E. 
acervulina se ha estudiado únicamente al día seis pi32 y 
con E. tenella únicamente en LT de sangre periférica.33 
En el presente estudio se investigó la actividad de los LT 
esplénicos días después de la infección con E. tenella, 
para determinar su producción de IFN en respuesta a la 
estimulación in vitro  con Con-A. La actividad de IFN en 
los SN fue medida por el grado de inhibición en la réplica 
de los virus de la enfermedad de Newcastle (VENC) y del 
virus de la infección de la bolsa de Fabricio (VIBF). 
  
Material y Métodos 
  
Animales de experimentación 
  
Se recibieron 105 pollos de engorda Hubbard x Hubbard* 
de un día de edad, los que fueron agrupados 
aleatoriamente en baterías de 5 niveles (1 X 1.5 m) con 
calefacción eléctrica en las unidades de aislamiento del 
Departamento de Producción Animal: Aves, de la 
Facultad de Medicina y Zootecnia de la Universidad 
Nacional Autónoma de México. Se les suministró agua y 
alimento ad libitum con 22% de PC y 2900 Kcal de 
energía metabolizable/kg sin anticoccidiano. 
 
Inóculo parasitario 
  
Para la inmunización y desafío se utilizó una cepa de E. 
tenella de mediana patogenicidad, procedente de una 
granja de pollo de engorda ubicada en el estado de 
Querétaro, México. La cepa se purificó a través de la 
metodología descrita por Stephan et al.37 Los ooquistes 
fueron cosechados, esporulados y almacenados como lo 
describen Long et al.1 

  
Inóculo viral 
 
 Para las pruebas de evaluación del IFN sobre la 
inhibición de muerte celular se utilizaron dos virus 
diferentes. La cepa velogénica viscerotrópica 
(Chimalhuacán) del VENC fue cosechada en embrión de 
pollo, se purificó en fibroblastos de embrión de pollo 
(FEP) y se inoculó a un título de 100 DICC 50%/0.1 ml 
de acuerdo con la técnica descrita por Shat y Purchase.38 
Se utilizó también la cepa vacunal de virulencia 
intermedia (Lukert) del VIBF, la cual se cosechó a partir 
de FEP y se inoculó a un título de 100 DICC 
50%/0.05ml.38 
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Cultivo celular de FEP 
 
Los FEP se obtuvieron de acuerdo con la técnica de Shat  
y Purchase,38 a partir de embriones libres de patógenos 
específicos (LPE). La concentración final se ajustó a 1.5 
x 105 células/mL. Se agregaron 100 µl/pozo de esta 
suspensión a una placa de 96 pozos (Nunc F96) y se 
dejaron incubar a 37.5o C y 5% de CO2 hasta el 
establecimiento del monoestrato celular.31,32,39,40  
  
Diseño experimental del primer estudio 
(técnica de purificación por columnas 
de fibra de nailon) 
 
Las aves se dividieron en dos grupos, el grupo 
experimental desafiado con E. tenella compuesto de 40 
aves y el grupo testigo de 20 aves sin desafiar. Al día 20 
de edad el grupo experimental fue desafiado con una 
dosis de 1 X 104 ooquistes de E. tenella/1ml/ave, el grupo 
testigo recibió únicamente 1ml/tampón amortiguado/ave. 
A los días 1, 3, 5, 7 y 9 pi, ocho aves del grupo 
experimental y cuatro del grupo testigo se sacrificaron 
por dislocación cervical. Posteriormente, para realizar 
cultivos celulares, los bazos de las aves desafiadas se 
colectaron en dos grupos de cuatro y los bazos de las aves 
testigo en un grupo de cuatro. La purificación de LT se 
realizó con columnas de fibra de nailon y se obtuvieron 
los SN de cada grupo. El contenido de IFN de los SN 
obtenidos se estimó utilizando con los ensayos 
antivirales. 
 
Obtención de SN de los cultivos de 
linfocitos purificados con la técnica de 
columnas de fibra de nailon 
 
La obtención de células de bazo, aislamiento de LT, 
producción y preparación de citocinas, se realizó de 
acuerdo con la técnica descrita por Kogut y Slajchert, 30 y 
Tellez et al.41, con la modificación de que los bazos de las 
aves después de colectarlos y macerarlos asépticamente 
se pasaron a través de bolsas de tela de organza (4 x 4 
cm) utilizando solución balanceada de Hank´s (HBSS).** 
Se efectuó una sola suspensión celular (6 x 106 
células/mL) en medio RPMI 1640 suplementado. 30,42 

 
Aislamiento de linfocitos T 
  
El aislamiento de LT se realizó de acuerdo con la técnica 
descrita por Kogut y Slajchert.30 La suspensión celular se 
ajustó a 5 x 106 células viables/ml con un máximo de 5% 
de macrófagos en medio RPMI 1640 sin suero. 
 
 
 
 
 
** Sigma Chemical St Louis MO. 
*** Ficoll Hypaque, Sigma Chemical St Louis MO.  
 

Diseño experimental del segundo 
estudio (técnica de purificación por 
gradientes de Ficoll Hypaque)*** 

 
Al día 20 de edad el grupo experimental (30 aves) se 
desafió con una dosis de 1 X 104 ooquistes de E. 
tenella /1ml/ave y el grupo testigo (15 aves) recibió 
únicamente 1ml/tampón amortiguado/ave. A los días 1, 3, 
5, 7 y 9 pi, se sacrificaron por dislocación cervical seis 
aves del grupo experimental y tres del grupo testigo. Los 
bazos se procesaron en forma individual y los cultivos 
esplénicos se sometieron a la metodología descrita para la 
obtención de SN por medio de la purificación de LT con 
gradientes de Ficoll Hypaque. La evaluación del 
contenido de IFN en los SN se efectuó con los ensayos 
antivirales. 
 
Obtención de SN de los cultivos de 
linfocitos purificados con la técnica de 
gradientes de Ficoll Hypaque 
 
La obtención de células esplénicas y preparación de 
citocinas se realizó de acuerdo con la técnica descrita por 
Coligan et al.,43 y Weiler y Von Bülow.44,45 Los bazos de 
las aves se colectaron y maceraron asépticamente en 
forma individual. Las células se pasaron a través de tela 
de organza utilizando HBSS. 
 
Aislamiento de linfocitos T 
 
La purificación de LT a partir de células esplénicas de 
una sola ave se efectuó con la técnica descrita por 
Coligan et al.,43 y Weiler y Von Bülow.44,45 La 
suspensión celular de LT se ajustó individualmente (5 x 
106 células/ml).30,42 

 
Preparación de las citocinas 
 
Las citocinas se obtuvieron a partir de los LT purificados 
con las dos diferentes técnicas por medio de la 
metodología empleada por Kogut y Slajchert, 30 y Weiler 
y Von Bülow.44,45 Los SN obtenidos se almacenaron a     -
20o C hasta su evaluación con los ensayos antivirales.30,32  
 
Ensayo antiviral 
 Se realizó de acuerdo a lo descrito por Prowse y 
Pallister,12 Breed et al. 33, y Rubinstein et al.46 

 
Evaluación del ensayo antiviral 
 
La calificación para cada virus se efectuó cuando el 
testigo positivo de cada uno de ellos mostró efecto 
citopático específico (CPE) de acuerdo con lo descrito 
por Castañón39 para el VENC, y por Shat y Purchase38 
para el VIBF. Las células con CPE fueron determinadas 
visualmente, según lo descrito por Dijkmans et al.,27,40 
Martín et al.,32 y Rubinstein et al.46 El título de IFN se  

 



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Cuadro 1 

COMPARACION DE PROTECCION ANTIVIRAL EN SOBRENADANTES DE LINFOCITOS ESPLENICOS 
AISLADOS CON COLUMNAS DE FIBRA DE NAILON EN DOS ENSAYOS ANTIVIRALES A LOS DIAS 1, 3, 

5, 7 Y 9 DÍAS DESPUÉS DE LA INFECCIÓN PRIMARIA CON Eimeria tenella 

Medias en logaritmo base 2 ± desviación estándara 
Grupos de tratamiento Días 

posinoculación 

Número 

de aves 

 

VIBF c 

 

VENC c 
Interf. Ref. b - - 16.00 ± (1.32) a 16.00 ± (2.21) a 

Infectado 1 8 4.00 ± (0.00) de 7.00 ± (0.00) b 
Infectado 3 8 10.00 ± (6.57) bc 6.00 ± (2.19) bc 
Infectado 5 8 12.00 ± (4.38) ab 6.67 ± (2.06) bc 
Infectado 7 8 6.67 ± (2.06) cd 6.00 ± (2.89) c 
Infectado 9 8 8.00 ± (0.00) bc 8.00 ± (4.38) c 

Sin infectar - 8 3.00 ± (1.09) e 3.33 ± (1.03) d 
a En cada ensayo antiviral se realizó análisis de varianza con base en la raíz cuarta del log2 del título de interferón 
b Como control positivo se utilizó interferón de referencia (1st Ifn Ref prep Inter Chick 67/18). 
 c Valores dentro de cada columna, seguidos por diferente literal, son significativamente diferentes, P<0.05 (Duncan). 

 
 
* PSR 6.03 Inc. Cary, NC 27512-8000 U.S.A., 1987. 
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determinó con base a Logaritmo base 2 (log2), de acuerdo 
con la titulación del control positivo.12,32,40 Los resultados 
se presentan como título de IFN obtenido de la dilución 
log2, en la que el SN específico mostró 100% de 
protección contra el virus. Para cada SN, los títulos se 
expresan como el promedio de tres réplicas de cultivo 
celular de FEP.12,31 

 
 
Análisis estadístico para ambos 
estudios 
 
Todos los títulos de IFN log2 obtenidos de los ensayos 
antivirales, fueron transformados con raíz cuarta; para 
determinar diferencias entre grupos desafiados y sin 
desafiar, se empleó análisis de varianza (ANDEVA).47 
Para determinar diferencias entre las medias se utilizó la 
prueba de Dunnet a través del paquete estadístico SAS*  
con una significancia estadística de P<0.05.48 

Para determinar diferencias entre los títulos obtenidos de 
LT, purificados con columnas de fibra de nailon y los 
títulos obtenidos de LT, purificados con Ficoll Hypaque 
se utilizó un ANDEVA [VIBF (columnas) contra VIBF 
(Ficoll) y VENC (columnas) contra VENC (Ficoll)].47 
Para valorar diferencias entre las medias se utilizó la 
prueba de Tukey ( P<0.05).48 

Para determinar diferencias de los títulos entre los 
diferentes días de muestreo pi para cada ensayo antiviral 
(VIBF y VENC), se utilizó ANDEVA.47 La comparación 
múltiple de medias se efectuó con la prueba de Duncan 
(P<0.05).47,48 

 

Resultados 
  
Primer estudio experimental 
 
En la infección primaria con E. tenella donde se 
utilizaron LT purificados con columnas de fibra de 
nailon, se observó un patrón de secreción de IFN distinto 
al presentado por el grupo testigo. En la evaluación 
antiviral con el VIBF se observó que el IFN comenzó a 
incrementarse a partir del día 3 pi y hasta el día 5 pi, 
resultó estadísticamente diferente (P<0.05) al grupo 
testigo; al día 7 pi se observó una baja de IFN que, 
aunque fue diferente al grupo testigo (P<0.05), 
logarítmicamente fue menor al nivel observado el día 5 
pi. Sin embargo, al día 9 pi el nivel de IFN se incrementó 
ligeramente (P<0.05) (Figura 1).  
En los resultados del ensayo antiviral utilizando el VENC 
como sistema detector de IFN, se observó un 
comportamiento similar al patrón de secreción 
determinado en el ensayo con el VIBF, a excepción del 
día 1 pi, cuando con el VENC, se determinó una 
diferencia estadística (P<0.05) respecto de su 
correspondiente grupo testigo (Figura 1).  
En el patrón de secreción de IFN cada día pi con 10 000 
ooquistes de E. tenella/ave, se determinó que los títulos 
obtenidos con el ensayo del VIBF al día 5 pi no difieren 
con los del IFN de referencia, ni con los títulos a los días 
3 y 9 pi del grupo infectado; en tanto que fueron 
diferentes (P<0.05) con respecto a los del grupo testigo 
sin infectar y los observados al día 1 y 7 pi del grupo 
infectado. Los títulos del grupo infectado obtenidos al día 
3 y 9 pi fueron semejantes entre sí, pero diferentes 



  

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(P<0.05) a los obtenidos al día 1 pi, al IFN de referencia 
y a los obtenidos en el grupo testigo sin infectar (Cuadro 
1).  
El título obtenido al día 1 pi fue diferente (P<0.05) al 
obtenido para el resto de los días pi y al del IFN de 
referencia. Sin embargo, no fue diferente al título 
determinado al día 7 pi y al del grupo testigo sin infectar 
(Cuadro 1).  
En el patrón de liberación de IFN por medio de los títulos 
obtenidos cada día pi con el ensayo del VENC, se 
determinó que el título obtenido al día 1 pi fue diferente 
(P<0.05) respecto al resto de los SN; sin embargo, no fue 
distinto al título del día 3 y 5 pi del grupo infectado. Los 
títulos obtenidos los días 3, 5, 7 y 9 pi no fueron 
diferentes entre sí. Sin embargo, sí difirieron (P<0.05) 
con respecto a los dos grupos testigo (Cuadro 1). 

 

Segundo estudio experimental 
  
Los linfocitos purificados a través de gradientes de Ficoll 
Hypaque en la infección primaria con E. tenella, 
presentaron una cinética de secreción de IFN diferente a 
la mostrada por los SN del grupo testigo de linfocitos de 
aves sin infectar. El patrón de secreción cada día pi se 
comportó similar al observado en el primer estudio. En la 
evaluación con el VIBF, los niveles de IFN comenzaron a 
incrementarse desde el día 1 pi hasta el día 5 pi fecha en 
la cual fue diferente (P<0.05) respecto de su grupo 
testigo. Al día 7 pi se observó una baja de nivel de IFN a 
punto basal, posteriormente este nivel se elevó 
ligeramente al día 9 pi (Figura 2).  
En el ensayo antiviral con el VENC se observó un 
comportamiento semejante al patrón de secreción 
determinado con el ensayo del VIBF; sin embargo, al día 
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Cuadro 2 

RESPUESTA DE LA PROTECCION ANTIVIRAL EN SOBRENADANTES DE LINFOCITOS ESPLENICOS 
AISLADOS CON GRADIENTES DE FICOLL HYPAQUE  A LOS DÍAS 1, 3, 5, 7 Y 9 DÍAS DESPUÉS DE LA 

INFECCIÓN PRIMARIA CON EIMERIA TENELLA 
Medias en logaritmo base 2 ± desviación estándara 

Grupos de tratamiento Días 

Posinoculación. 

Número 

de aves 

 

VIBF c 

 

VENC c 
Interf. Ref. b - - 16.00 ± (1.32) a 16.00 ± (2.21) a 

Infectado 1 8 3.00 ± (1.09) c 13.33 ± (4.13) a 
Infectado 3 8 7.60 ± (7.67) bc 14.67 ± (13.54) a 
Infectado 5 8 13.33 ± (4.13) abc 21.33 ± (12.04) a 
Infectado 7 8 5.67 ± (5.06) abc 4.33 ± (1.97) b 
Infectado 9 8 8.00 ± (0.00) ab 12.67 ± (5.32) a 

Sin infectar - 8 3.67 ± (0.82) bc 5.33 ± (2.06) b 
a En cada ensayo antiviral se realizó análisis de varianza con base en la raíz cuarta del log2 del título de interferón. 
b Como control positivo se utilizó interferón de referencia (1st Ifn Ref prep Inter Chick 67/18). 
c Valores dentro de cada columna, seguidos por diferente literal, son significativamente diferentes, P<0.05 (Duncan). 
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1 pi el ensayo del VENC presentó una diferencia 
estadística significativa (P<0.05) respecto de su grupo 
testigo (Figura 2). En el patrón de liberación de IFN cada 
día pi con E. tenella , se determinó que el título del grupo 
testigo sin infectar y los del día 1 y 3 pi del grupo 
infectado fueron diferentes (P<0.05) al título del IFN de 
referencia. El título del día 1 pi fue diferente al obtenido 
el día 9 pi (Cuadro 2).  
Al determinar el patrón de secreción de IFN cada día pi 
con el ensayo del VENC, se observó que los títulos del 
grupo testigo sin infectar y los del día 7 pi no difirieron 
entre sí, pero sí fueron diferentes (P<0.05) al resto de los 
SN evaluados (Cuadro 2). 
Al comparar las dos técnicas de purificación de LT 
durante la infección primaria con E. tenella, se determinó 
que los títulos del ensayo antiviral con el VENC de LT 
purificados con columnas de fibra de nailon fueron 

diferentes (P<0.05) los días 1 y 5 pi, respecto de los 
títulos de los SN obtenidos de LT purificados con 
gradientes de Ficoll Hypaque. Los títulos determinados 
con el ensayo antiviral del VIBF a partir de SN obtenidos 
con las dos distintas técnicas de purificación no difirieron 
entre sí (Figura 3). 
 
Discusión 
  
Los dos ensayos antivirales empleados para detectar la 
actividad antiviral de IFN en los SN obtenidos dieron 
resultados satisfactorios, ya que además de detectar 
cualitativamente el IFN, éste también se pudo determinar 
cuantitativamente. 
 



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
  

Byrnes et al.36 determinaron que durante la infección con 
E. tenella existe un pico de producción de TNF-α 
alrededor del día 3 pi, baja después y alrededor del día 
10-14 pi se eleva para presentar un segundo pico. Byrnes 
et al.36 sugieren que el primer pico se debe a la respuesta 
inflamatoria inespecífica, y el segundo a una respuesta de 
tipo inmune. El primer pico de TNF-α curiosamente se 
presenta dos días antes del pico de IFN detectado en el 
primer y segundo experimentos del presente estudio, por 
lo cual posiblemente el TNF-α actúa como 
inmunomodulador en la respuesta de IFN-γ , 
precediéndolo en 2 o 3 días a su máxima producción, lo 
cual sugiere que estas dos citocinas se encuentran 
interrelacionadas en la defensa primaria contra E. tenella 
y posiblemente también en la respuesta inmune. 
La elevación gradual de IFN hasta el pico observado al 
día 5 pi difiere de lo observado por Breed et al.,33 quienes 
con linfocitos de sangre periférica determinaron el nivel 
de IFN más alto al día 8 pi; Breed et al.33 correlacionan 
este aumento con un incremento de LT CD8+ observado 
en sangre el mismo día.26  
El nivel de IFN determinado en los dos experimentos 
bajó abruptamente al día 7 pi (Figuras 1 y 2), cuando los 
títulos de los linfocitos purificados con Ficoll Hypaque 
no difirieron con el título del grupo testigo. Observando 
también lo mismo con los títulos de linfocitos purificados 
con columnas de fibra de nailon, los cuales aun cuando 
difirieron de los del grupo testigo, sí mostraron una baja 
aparente en el nivel de IFN (Figuras 2 y 3). Aunque esta 
diferencia entre técnicas de aislamiento se puede deber a 
la presencia de macrófagos productores de TNF-α , esto 
únicamente sucedería con Ficoll Hypaque; sin embargo, 
la diferencia también se observó con las columnas de 
fibra de nailon, donde supuestamente existen menos 
macrófagos. 
Una diferencia en el tiempo de presentación de la máxima 
producción de IFN en el trabajo de Breed et al.33 y la 
observada en este informe posiblemente se debe a un 
mayor grado de resistencia contra la infección por E. 
tenella . Breed et al.33 utilizaron aves Leghorn las cuales 
posiblemente son menos resistentes que la línea de pollo 
de engorda empleada en la presente investigación 
(Hubbard x Hubbard), ya que al extrapolar esta 
observación a las investigaciones efectuadas en 
mamíferos, se ha observado que al infectar con E. 
vermiformis una línea de ratones resistentes a coccidia 
(Balb/c), se obtiene una rápida respuesta al día 4 o 5 pi en 
la producción de IFN-γ , la cual posteriormente declina. 
Mientras que el pico de producción de IFN-γ en una línea 
susceptible (C57BL/6) se presenta hasta el día 9 pi, 
diferente al pico de IFN-γ detectado en los testigos sin 
infectar y en la línea resistente (Balb/c).5,17,35  Los autores 
infieren que el rápido incremento en la producción de 
IFN-γ se relaciona con una mejor respuesta inmune de los 
ratones resistentes (Balb/c), caracterizada por una 
infección benigna, a diferencia de la observada en los 
ratones susceptibles (C57BL/6).  
 

 En los estudios efectuados por Breed et al.33 se observó 
que al día ocho de la infección primaria con E. tenella, el 
efecto antiviral del IFN-γ presente en SN obtenidos de 
linfocitos sanguíneos estimulados con Con-A tiene un 
90% de correlación con la producción de óxido nítrico  
(NO2) de macrófagos activados con los mismos SN. 
Debido a que la producción específica de NO2 por 
macrófagos activados es exclusiva del IFN-γ no se puede 
descartar su participación en la actividad antiviral 
observada en el presente estudio.  
En los SN de los cultivos de LT purificados con las dos 
diferentes técnicas se observó un patrón similar en la 
liberación de IFN, con un incremento agudo transitorio al 
día 5 pi. Sin embargo, al evaluar los SN con las dos 
técnicas antivirales se obtuvo un mayor título de IFN en 
los SN de LT aislados con la técnica de Ficoll Hypaque, 
en comparación con el obtenido en los SN de LT aislados 
con columnas de fibra de nailon (Figura 3). Las 
cantidades obtenidas con Ficoll fueron más altas de lo 
esperado, ya que con esta técnica se esperaba obtener un 
nivel más bajo de IFN, debido a que Weiler y Von Bülow 
45 han informado que los componentes del Ficoll Hypaque 
(polisucrosa, diatriozoato de sodio) son tóxicos para LT y 
disminuyen su capacidad para producir citocinas. Otro 
factor potencial involucrado en la baja producción de los 
LT aislados con Ficoll Hypaque es posiblemente la 
composición celular obtenida. Maheswaran et al.49 han 
observado que la respuesta hacia algunos mitógenos varía 
de acuerdo con la composición heterogénea del cultivo 
celular. Shaefer et al. 50 mencionan que los monocitos no 
activados aislados con Ficoll Hypaque pueden ejercer 
supresión sobre LT estimulados y, por lo mismo, abatir la 
producción de citocinas. Lee et al. 51 y Onaga y Tajima 52 
mencionan una supresión del mismo tipo. Sin embargo, 
con el ensayo antiviral del VENC se detectó mayor 
actividad de IFN en las células aisladas con Ficoll que la 
detectada en las células aisladas con columnas de fibra de 
nailon, hallazgo que concuerda a su vez con lo 
investigado por Kaspers et al.,31 quienes observaron que 
con Ficoll Hypaque además de obtener linfocitos, puede 
haber cierta cantidad de monocitos activados que podrían 
interrelacionar en retroalimentación positiva con citocinas 
como TNF-α , TNF-β , IL-12 e IFN-γ . 
Una diferencia observada en los ensayos antivirales con 
los SN obtenidos de linfocitos purificados con columnas 
de fibra de nailon del primer experimento, es que el IFN 
aparentemente bloqueó más al VIBF que al VENC. 
Mientras que en el segundo experimento con linfocitos 
purificados por Ficoll Hypaque los niveles de IFN 
bloquearon más al VENC que al VIBF. La  diferencia en 
respuesta hacia el IFN presente en un mismo SN, se 
puede deber de acuerdo con lo propuesto por Stryer, 53 a 
la falta de sensibilidad de los mecanismos de respuesta 
intracelular de la célula huésped, al bloqueo molecular 
inducido por el IFN y al tipo de ARN de cada uno de los 
dos virus utilizados.53 Otra explicación de acuerdo con 
Fenner,54 es que posiblemente existe diferencia en la 
capacidad para invadir el monoestrato de FEP por parte 
de cada virus. 
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Para determinar si en las aves ocurre algo semejante, se 
requiere efectuar investigaciones que verifiquen si 
realmente la rápida respuesta de IFN al día 5 pi se debe a 
una mayor resistencia a la infección con E. tenella.33 
En el contexto de la presente investigación se desprenden 
algunas apreciaciones de carácter concluyente: El patrón 
de liberación de IFN aviar detectado en LT estimulados 
in vitro después de un desafío con E. tenella in vivo, se 
comporta de manera diferente al patrón de liberación de 
LT estimulados in vitro con Con-A, pero sin previo 
desafío in vivo. Los ensayos antivirales con virus de 
origen aviar permiten detectar cualitativa y 
cuantitativamente el IFN aviar secretado por LT 
estimulados in vitro . Los patrones de liberación de IFN 
aviar, detectado con las dos diferentes técnicas de 
aislamiento de LT después de la infección primaria con 
E. tenella, se comportan de manera similar. 
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