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RESUMEN

CALDERON HERNANDEZ MARIA LUISA. EVALUACION DE UN PROBIOTICO
COMERCIAL Y DE LINFOCINAS OBTENIDAS DE AVES INMUNIZADAS CON
Sahnonella eweritidis EN 1A INMUNOPROFILAXIS CONTRA LA INFECCION DE
Salmonetla pattinarum EN POLLOS DE ENGORDA. (Bajo la asesoria de: MVZ, MC,
PhD Guillermo Téllez Isains, MVZ, MC, Odette Urquiza Brave, MVZ, MC, Gary
Gurefa Espinosa y MVZ, EPA, Jos¢ A, Quintana Ldpez),

El presente trabajo evalda ¢l efecto del probidtico CF3® obtenido a partir del
contenido cecal de aves adultas Tibres de Salmonetla spp. , compardndolo con el efecto de
fa administracion de finfocinas obtenidas a partir de aves inmunizadas con Safmonella
enderitidis (SE-ILK) 'y el efecto de la combinacién de ambos productos, sobre la
colonizacidn ¢ invasion de drganos por Salumonella gallinaram (SG) asi como la
transmision horizontal en pollos de engorda. - - Se formaron 4 grupos de 60 aves cada
uno: 1) grupo testigo, 2) grupo wratado con SE-ILK, 3) grupo tratado con probiotico
CF3®, y -4) grupo tratado con CF3™ combinado con SE-LK.  El probidtico se
administrd por via oral y SE-ILK por via intraperitoneal en pollos de un dia de edad.  Se
desafiaron 20 aves de cada grupo con Salmonella gallinarum por via oral (4x10°
UFCiml) 48 brs después. La mortalidad se presenté n las 48 hrs. postdesafio existiendo
diferencia significativa (P<0.05) entre ¢! grupo testigo y los watados, -~ Se sacriﬂcakon a
tas aves sobrevivientes a los 8 dfas postdesafio, y se realizd cultivo de érganos; higado -
bazo (como uma’ muestra cambinada } y tonsilas cecales. La invasién de érganos por G
se redujo significativamente (P< 0.01) con CF3®, con SEALK (P< 0,01), y cont la
combinacién de ambos (P< 0.01).  Hubo disminucién signiﬁcntiva en fa recuperaciényde
SG a partir de tonsilas cccélcs (P< 0.01) con CF3®_, yen la‘combinacién P<0.01), sin -
embargo kn‘o se observaron diferencias significativas en la recuperacién de SG a partir de
tonsilas cecales por 1a aplicacién de SE-ILK iinicamente (P>0.05). |

Los resultados de este trabajo  indican que ef probiético asf como su combinacién
con SE-ILK, tienen un efecto preventivo contra la co’lonizaéiéné invasion de drganos por
SG adenuds de gomrblar la trahsmisién lorizontal. - Las linfocinas omrgah”pfotébciéna

nivel de Srganos imernos, pero no evitan la colonizacton,

b



INYROBUGCION
Tifoidea Aviar

La avicultura es una de las dreas de produccion pecuaria mds importantes, y
también de las mds susceptibles a pérdidas econdmicas por problemas sanitarips, En
este aspeCto, las bacterias del género- Salmonella son de los agentes etiolégicos que
mayores pérdidas ocasionan a esta industria, a la vez que representan graves problemas

de salud eneel pliblico consumidor (44,52,53) .

El género Salmonella pertenece al grupo de bacterias Gram~ncgativ.as que se
incluye en la Familia Enrerobacteriaceqe.  Uste pénero . consta de mds de 2,200
serotipos definidos antigénicamente, de los cuales, los de interés en la industeia avicola se
pueden dividir en 2 grupos, el de las Salmonclas inmdviles representado por Salmonella
gallinarum (SG), responsable de 1 "Tifoidea Aviar"(TA) y 8. pullorum  (SP) de la
“Pulorosis” . Al segundo grupo pertenecen las salmonelas mdviles como Salmonella
enteritidis (SE) y Salmonella typhiniurium (ST) las cuales producen “Paratifoideas” (52).

Algunos serotipos-de Salmonella cono SG o SE tienen fa capacidad de penetrar al
tracto digestivo de las aves y, a través del torrente sangufneo invaden los érganos intermos
produciendo alteraciones patoldgicas (24). o

En México la TA ha ocasionado grandes pérdidas econdmicas 2 la aviculura a
través de los afios. los principales efectos econdmicos negativos son: alta mortalidad,
pobre - conversién ala’mehticia y disminucién del crecimiento, con aumentos ‘én los
décomisos en canal debido a leslones por septicemia (53). - Las aves que nacen de huevos
infectados por TA se observan moribundas & muertas, tienen pobre crecimiento, inapetencia
y taponamiento de la cloaca, En aves adultas se observa una baja repentina en ¢l consumo
de alimento, diarrea, erimmientd de plumas, palidez, encogimiento de barbilla y cresta
(44,53). - El perfodo de inéubacién esde 4 a § dias, aunque este varfa por la viralencia de
facepa.. Elcursodefa enfermedad es de 5 dfas pero puiccle extenderse hasta 2 a 3 semanas
. ; ; :



Dentro de Tas especies afectadas por TA se encuentran las gallinas domésticas,
pavos, faisanes, codorniz y patomas (52,53).  Johnson y Anderson repartaron brotes de la
enfermedad en patos, pavns y gallinas de guinea (33).  Padrén menciana que las razas
semipesadas y pesadas son mis suseeptibles (52).  Estudios realizados por Beca, Bauditz y
Kamarov han reportado la enfermedad en pollos jovenes (37).  Ziprin reportd que durante
los primeros 5 dfas de edad los pollos son mds susceptibles a fa enfermedad por SG (71).
Las aves infectadas por TA y portadoras son el medio mds importante de perpetuacidn y
diseminacion de la enfermedad, estas aves pueden infectarse no vnicamente entre cllas

mismas, también en sucesivas generaciones a través del huevo (52 ).

La infeceidn por Salmonella ocucre en el intestino grueso, probablemente por la
poca motilidad , pH alcalino y Ia falta de enzimas digestivas (14, Se sabe  que los
dcidos grasos voldtiles ejercen una actividad inhibitoria en infecciones por Salmonella en

estado de disociacion, el cuat es determinado por el pH (4,5,10,43,56).

Estudios recientes indican que Salmonella puede entrar por via cloacal y
colonizar el ¢iego de aves recién eclosionadas cuando entran en Contacto con superficies
contaminadas de la incubadora (I8). Otros investigadores han reportado que los
movimientos de succidn esponténeos de los labios de la cloaca- de poilos “recién
eclosionados, acompafiados de contracciones peristilticas del colon, resultan en un
movimiento de acarreo de materiales, desde los labios de Ia cloaca al ciego, dentro de las
dos primeras horas después de la ‘aplicacién_ (63). La adherencia y subsecuente invasion de
Salmonella spp. en 13- mucosa intestinal es yn evento clave en las infecciones causadas por

esta bacteria intracelular (10);

El mecanismo por e} cual In bacteria penetra a la mucosa epitelial todavia no se
entiende claramente, sin embargo hay evidencia de que la bacteria y la célula hospedera

poseen factores de importancia en el proceso de penetracién bacteriana (20,65),



La bacteria puede ser aistada de higado y bazo, siendo estos, los drganos de
eleccion para el cultivo debido 4 a gran capacidad de SG para penetrar 1a pared intestinal y

diseminarse a través del torrente sanguineo a drgnos internos (24).
Exclusién Competitiva

La flora bacteriana iniestinal normal de aves, es una compleja y dindmica poblacion
de microorganismos, En condiciones de crianza natural, esta microflora, es adquirida por
cl pollite desde su eclosion a partir del medio ambiente colonizando el tracto digestivo,
especialmente a nivel de ciegos, e impidiendo que microorganismos - patégenos puedan

multiplicarse a este nivel, este fendmeno es denoininado “Exclusion Competitiva” (59).

Los mecanismos pbr los cuales los microorganisinos nativos intestinales de las aves
protegen asu huésped contra ta invasion de enteropatdgenos estin englobados dentro du las
siguientes teorfas: competencia por nutrientes limitantes (21,22,68), competencia por los
sitios de ‘ataque sobre la mucosa intestinal (38,50,62) y la produccién de cadenas cortas de
4cidos grasos voldtiles que cvando estdn en su estado lipolitico son inhibidores de la -
invasién por enteropatdgenos (5,6,57). :

Actuaimente se estin usando métodos de control para la colonizacion de Salmonella
pp. incluyendo.el uso de microflora definida de contenido. cecal de pollos que sea
antagonista de S. thyphimurium. - Aunque este método se ha estado usando con éxito, el
mecanismo exacto responsable no es definido fotaimente (14,16,45,49,50,59).

Se ha demostrado que el cultivo bacteriano de aves adultas muestra un control

efectivo contra la_colonizacién de Salmonella en pollos.  Aunque se desconoce su

composicién, en Swecia y Finlandia se usan comercialmente cultivos  bacterianos.
indefinidos, que. son inaeeplables en muchos paises por la posibitidad de transmision de '

patdgenos aviares a_humanos, por ésta razén se cre6 la necesidad del desarrollo de un

cultivo bacteriano definido qlic sea efectivo para el control de Salmonella (48).



El concepto Nurmi de exclusién competitiva ha tenido buenos resultados en fa
reduccion de la infeccion por Salmonella, se basa en la siguiente teoria: La administracion
de contenido intestinal proveniente de pollos adultos sanos, oralmenie a pollos de un dia de
edad, disminuye la susceptibilidad a la infeccion por Selmonella, ya que previene el
establecimicnto de ésta en el intestino (50),  Esta prictica ha tenido Cxito en diferentes
grados cn la reduccion de Campylobacter jejuni en pollos.  Se estd usando un cuitivo
bacteriano indefinido a partir de intestino de aves adultas que reduce fa colonizacion de
Campylobacter ¢n pollos jovenes pero existen 2 inconvenientes: el primero es la posible
presencia de otro patdgeno en ¢l cultivo mixto, y el otro es que algumas ciundades no

permitirdn la exclusion cotnpetitiva con un cultivo hacteriano indefinido. (60,69).

Las primeras investigaciones sobre éste fenbmeno fueron realizadas por Gause en
1934, Uegando a postular que "dos especics con ecologfa similar no pueden vivir en ¢l
mismo sitio al mismo tiempo”. Esto se conocé como "Principio de Gause"(27):

I Que dos poblaciones que no estin genéticamente emparentadas entre si, ocupan
¢l mismo nicho ecolégico, es decir, que hagan o mismo.

11, Que ocupen el mismo territorio.

HI, Si la poblacién A se multiplica un poco mds ripidamente que {a poblacién B,
terminard Ja poblacién A por desplazar a la poblacion B (27).

Probidtico
El término "probidtico” se origina de dos palabras griegas qﬁc significan ; "por In

vida" contraria al érmino antibiético que significa “contra fa vida® (27).

En el sector pecuario se estdn aplicando produttos derivados de'la biolccnolqgia.

~ dando lugar al uso de organismos especificos para propésitos especializados basados en el



aislamiento de microorganismos de la naturaleza y a la seleccion de cepas con determinadas
caracterfsticas, dentro de este grupo estdn los probidticos, los cuales son microorganismos y
sustancias que contribuyen al equilibrio microbiano intestinal.  La palabra probidtico fué

utilizada por primera vez por Parker en 1974,

Los probidticos incluyen bacterias y sus metabolitos siendo los mis utilizados las
hacterias productoras de dcido lictico, las levaduras y las enzimas digestivas derivadas de
éstas (27).

El tratamiento exitoso de los pollos recién nacidos con cultivos de exclusion
competitiva, dependen del establecimicnto temprano de las bacterias protectoras,  la
concentracién de dcidos grasos voldtiles en el contenido cecal de pollos jovenes .se

incrementa con el establecimiento de las bacterias cecales anaerabias nativas (61).

Recientemente, se¢ desarrollé mediate  {lujo contfnuo, un cultivo de exclusitn
competitiva, denominado CF3° el cual demostrd incrementar Ia concentracion de dcidos
grasos voldtiles ¢n el ciego de pollos de 3 dfas de cdad, principalmente, la concentracion
cecal del dcido propidnico por la administracion del CF3‘”. protegiendo contra la
colonizacién cecal por Salmonella thyphimurium.  Este Eultivo bacteriano consiste en una:
mezcla de bacterias Gram positivés y Gram negativas (47,48,49), fue usado en un estudio
prcvio produciendo una interaccion bacteriana . en el intestino delgado del mtbn. donde se .
sugiere ' tener control del flujo continuo procurando que se  asemeje a la microflora
intestinal (22). ' '

Las citocinas y sus interrelaciones

El desarrollo de una respuesta inmune vfeciiva implica interacciones complejas entre

" células hematopoyéricas, linfoides ¢ inflamatorias. Dichas interacciones estén mediadas

. por protefmas solubles de bajo peso molecular o glucoproteinas, conocidas genéricamente



con &l nambre de citocings (39,66).  Come su nombre lo indica, estas moléculas juegan un
papel de gran importancia ¢n las comunicaciones entre célula y célula y sirven como
mensajeras de la respuesta inmune (39). Las citocinas son secretadas por diversas células
immuni@arias y no inmunitarias involucradas cn la respuesta inmune y actdan sobre células
blanco que poseen receptores en la membrana, los cuales son especificos para una citocina
dada. Dependiendo de ia célula blanco, fas citocings pueden mostrar actividades antdering
(unirse 4 la misma célula que las secretd), pardering (unirse a una céhila que s¢ encuentre
cerca), o enddering (unirse @ una célula distante) (41).  Resulta interesante mencionar que
las citocinas a menudo pueden tener efectos pleotrdficos sobre la funcidn biolGgica de las
células blanco incluyendo reconocimiento, diferenciacién, proliferacion y rechitamiento
celular (64).  La unidn de una citocina a un receptor especffico de una célulz blanco induce
una seiial dentro de la céfula que da como resultado cambios en la activacion de fa misma y
expresidn de varios genes.  [in respuesta a estimulos particulares, las subpoblaciones
individuales de ‘células inmmnes poseen la capacidad de activar genes espeelficos que
codifican para citocinas, lo cual puede dar como resultado la secrecidn de més de estas
moléculas (31).  Se ha demostrado que las células no- inmunitarias, incluyerdo a los
fibroblastos, las células endoteliales y las células epiteliales, también presentan respuestas
detalladas a seflales especificas, las cualés conducen a la produccién de otras citocinas
(30,39,40). ~Debemos subrayar que las células y las poblaciones celulares, varfan ¢n su
expresion de receptores de citocinas individuales y, por lo tanto, difieren en su capacidad

de responder a las seriales de citocinas especificas (25).
Redes de citocinas

La idea de las redes de citocinas (en inglds: "cytokine networks") ‘sevha desarrollado ‘
a través de investigaciones sobre lns interacciones que existen entre las poblaciones de
células inmunes y no inmunes (2,3).  Las evidenéias. cada vez més abundantes, han
demostrado la compléjidad de estas cascadas de citocinas. Sin embargo, estas
interrelaciones funcionales entre citocinas se pueden  describir, basicamente, cmo la

respuesta directa de una poblaciéh de céulas (células primarias) a estfmulos especfiicos



mediante la produccion de una citocing particular para cjercer efectos distintos sobre otra
poblacion de células (células blanco, o células objetivo [en inglés: rarget cells]) (34,35,36).
Las células blanco responden mediante fa produccion de citocinas que sirven ya sea como
seiafes de retroalimentacion para las células primarias, o bien para iniciar una cascada de

evetros, afectando a una seric nueva y distinta de células blanco (66).

El papel funcional de las citocinas y de sus interrelaciones funcionales, es eritico
para Ia defensa del huésped y se puede clasificar en tres categorias de la respuesta inmune
del hudsped: 1) activacion, crecimiento y diferenciacion de linfocitos, lo cual ocurre en
respuesta al reconocimiento de un antfgeno especifico por los linfocitos T, 2)
hematopoyesis, 1a cual estimula el crecimiento y la diferenciacion de las células blasios de
la médula dsea, para transformarse ¢n leucocitos maduros; 'y 3) inflamacién, que esti
involucrada en la wovilizacién de los leucocitos hacia los sitios de l1a infeccion o de la
lesion tisular (2,39,51).

En el pollo se sabe que ocurren estas tres categorfas de la respuesta inmune, ain
cuando los mecanismos operativos bdsicos mediadores de ellas, todavia no estén claros
(39). Se han - utilizando citocinas de aves como estimulantes de una respuesta inflamatoria

vigorosa en pollos jovenes, que da como resultado Ia resistencia de estas aves a infecciones

. sistémicas por bacterias del género Salmonella (40,41,65)

La premisa mayor de la inflamacion es el reclutamiento de las células efectoras,
como son los monocitos y los leucocitos polimorfonuclearcs‘(PMN). en’ los sitios de
infeccién o lesidn tisutar.  Los polimorfomucleares son las céulas inflamatorias que
predominan iniciixlménte en los sitios de reclutamiento para Hevar a cabo fa inﬂafxmcién (de -

4 a 12 horas), particularmente en el caso de infecciones bacterianas (19,40).

La extravasacién y el secuestro de céfulas polimorfonucleares en el sitio de la

inflamaclén, dependen de una compleja serie de eventos:



1. La generacion focal controfada de Jas citocims de fa respuesia teiprana, como
por ¢jemplo el factor de necrosis de los wmores (INF, por sus siglas en inglés) y la
tuterleucina (IL-1), que conducen a la activacion de las células endoteliales y a la expresion
superficial de las moléeulas de adhesion de los polimorfonucleares, derivalas de fas células
endoteliales; como por ejemplo las selectinas By Py 1a moléeula 1 de adhesion intracelular
(ICAM-1, por sus siglas en inglés).  Estas molécuias de adliesion san receptores generados
por las membrams liotinales de las ethilas endoteliales que reeutbren internamente a los
VAs0s sanguineos.

2. Produccion local de citocinas quirviotdeticas para activar los polimorfonucleares

(como por ejemplo 1a interleucing-8 [1L-81).

3. En la sangre periférica, In activacion de los polimorfonucleares y fa expresion de
las moléculas de adhesidn derivadas de éstos; por ejeraplo: el CDLIL/CDLS, ligante para el

ICAM-1, y la selectina -L., ligante para las selectinas Ey P,

4. Adherencia de las células polimorfonucleares y de las células endoteliales a través

de los ligantes respectivos,

5. Diapedesis y migracion de pelinorfomicleares a través de-la barrera de células

endoteliales al sitio inflamado a través de gradientes quimiotacticos en el tejido local (36).

Después de haber llegado al sitio inflamado, los polimorfonucicares  activados
pueden responder a los estimulos mediante fagocitosis ¥ m\iené, mediante la liberacién de
cltocims adiclonales. . A medida que continta el proceso ‘inflamatotio agudo, 'dcspnés de
esta empzi de iniciacion, la evacacion de la memoria de‘l(‘)s leucocitos se torna dindntica con
la compasicidn celular del infiltrado inflamatorio, cambiando a una peblacion cc‘lula‘r'f.'n la
que predominan las células‘mononuyplearcs (34,35,36). ‘ ‘



La salmonclosis y la respuesta inflamatoria en Fas aves

La caracteristica histologica mds comvin de 1a salmonelosis en el intesting de las
aves es el reclutamiento de grandes cantidades de heterdtilos (que son [ contraparte de
polimorfonucleares de los neutrdfilos de los mamiteros) en la kinina propia (19.39,65).
Los hallazgos recientes  han demostrado Ta conexidn que existe entre los hetevolilos de las
aves y la resistencia temprana a las infecciones par salmonelas (65). La deplesiin
selectiva de heterdfilos en pollos jovenes causd, por el contrario, infecciones subclinicas
pot Salmonella enteritidis (SE) para convertirse rdpidamente cn infecciones clinicas en
pollos jovenes con severas infecciones extraintestinales, en otros drganos, y causando
mortalidad, mientras que los pollos testigos presentaton infecciones que se restringieron
principalmente al imestino, sin morbilidad ni mortalidad.  Estos hatlazgos ilusiran que los
heteréfilos son erfticos para el desarroflo de una respuesta inflamatoria efectiva conira la
invasion inicial de los rganos por Ias salmonelas y contra la patoenia subsecuente de Ia

enfermedad en los pollos (40).

Durante estos ultimos aflos, se ha proporcionado evidencias' que relacionan la
resistencia de las aves (pollos y pavos) con fa capacidad de las saltmonelas de infectar a los
drganos, a través de la respuesta inflamatoria heterofitica inducida por citocinas, En
particular, se establecié una poderosa asociacién entre la administracidn profilactica de
citocinas procedentes dé los linfocitos T de pollos binnlmnizados contra 8. enteritidis y la
acumulacién de heterdfilos inflamatorios en el sitio de Ia invasién bacteriana en'el intestino,

y la expresion de resistencia a las infecciones sistémicas por salmonelas (65).

La presencia de una red funcional de citocinas. durante la expresion de esta
resistencia anti-Salmdnella es i‘undamental para la iniciacion y propagacién de la respuesta
inflamatoria protectiva, . El paradigma  para describir el inicio de una cascada de citocinas
despuds de Ia administracion de tinfocinas obienidas de aves hiperinmunizadas contra §.
enteritidis (abreviatura en inglés: SE-ILK), que ha dado como resultado la induccion de una

respuesta (nflamatoria heterofilica protectiva, consta de cuando menos cinco pasos. (65).”
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Iin primer término, se tiene evidencia de que ¢l TNF localizado es producido
después de la administracion de SE-ILK y del desafio con salmonelas.  Se ha encontrado
que 1a administracion del receptor soluble TNE p60 a los pollos antes del tratamiento con
citocinas, inhibid la acumulacion de heterdfilos inflamatorius en el sitio de la invasion
bacteriana (20).  Este es un haltazgo significativo porque el TNF es una citocina de
respuesta lemprana necesaria para fa induccion de la inflamacion aguda.  En segundo
lugar, s¢ ha demostrado que en el ambiente Jocal ¢std presente una proteina quimiotdctica
similar a I interleucing 8. Esta protefna es responsable de la quimiotaxis de los heterdfilos
al sitio de la invasidn bacteriana,  En 'zcrcer término, el aislamiento de heterdfilos de
sangre periférica de pollos inyectados con SE-ILK ejercid un significativo efecto de
intensificacién de sus funciones bioldgicas efectoras incluyendo a [a adherencia, la
quimiotaxis, la fagocitosis y Ia lisis de las bacterias, En cuarto lugar, la multiplicacién al
cuddruple de la expresidn de la molécula de adhesion CD1Ib/CDI8 derivada de los

polimorfonucleares, se observé en los heterdfilos de los pollos tratados con la SE-ILK (36).

Durante el proceso de reclutamiento a lo largo de la inflamacién con
polimorfonucleaces, fa activacidn de estas células fagocitarias y la expresion de las
moléculas de superficie CD116/CD 18, sou esenciales para la extravasacion y secuestro de
los polimorfonucleares en ¢l sitio de [a inflamacién (36,39).  En quinto término y con ¢l
objeto de facilitar el estudio de fa diapedesis y migracién de los helcnﬁﬁ'lo‘s através dela
barrera capilar, se utilizaton las propiedades distintivas del peritoneo del pollo, como
modelo de reclutamiento de - células inflamatorias, En esencia, el peritoneo del pollo esun
ambiente estérit con pocas células fagocitarias residentes,  Gracias a ello, [a cavidad
peritoneal proporcioné un modelo excelente para estudiar la acumulacion de las células
inflamatorias involucradas en la respuesta inflamatoria- del huésped, mediada por la SE-
11K, contra §. enteritidis (34,35.36.39).

La inyeccion de SEALK y S, enteritidis viva (pero no de S. enteritidis muerta con
formal 'ma) did como resultado un incremento en el influjo de heterdfilos inflamatorios hacla
el peritonco, sin que se incrementaran los macréfagos peritoneales. La impresionante

magnitud de la migracion de heterdfilos inflamatorios hacia el peritoneo debe ser el
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resultada de Ia diapedesis y migracion de estas células activadas, hacia afuera de la sangre.
Ademds, estos heterolilos peritoneales poseen receptores 1L-8, requeridos para su

migracion continua hacia el sitio de I inflamacidn (30).

Estudios realizados anteriormente han demostraron la eficacia de SE-ILK contra la
infeccion par 8. enteritidis en pollos al dia de edad, son capaces de reducie
significativamente 1a mortalidad ¢ invasion en los drganos de una infeccion causada por wm

vepa patdgena de S. gallinaram en pollos de engorda (64).

El efecto prolilictico inducido por SE-ILK parece ser de un fapso largo de dias,
observado en la disminucion de mortalidad, reduccién en la diseminacién bacteriana en
Grganos internos y ganancia de peso corporal. En previos estudios encontraron que pollos
desafiados 6 dias después def tratamiento con las SE-ILK fueron protegidos conira f
tnvasion de 6rpanos por S, enteritidis (40.65). Esto s importante a considerar ya que los
potlos jovenes son altamente susceptibles a la infeccién por Salmonella durante los primeros
4 dfas postnacimiento, dfas después comienza a incrementarse la resistencia a la enfermedad
(71). Por lo tanto es durante eslos primeros éualro dias que el mecanismo de defensa immm‘
debe funcionar para prevenir que Salmonella se muliiplique a un nimero capaz de

sobrepasar alguna respuesta generada (70).

Una importaie ventaja de fas linfocinas como jnmunorteguladores de la respuesta
inflamatoria del hospedador por encima del tratumiento con vacunas es la rdpida respuesta
protectiva mostrada en un perfodo de 24 horas (63) y un aumento de [eucocitos
polimorfonucleares en sangre periférica 4 horas después (36,40), inducido por SE-ILK en
ambos casos. A pesar de la eficacia de vna vacuna, se rcquiérc de 7 a2 10 dias para a
estimulacion de la respuesta inmmune adguirida e inducir proteccion (30,51). - Por otra
parte el uso de antibidticos en forma preventiva o en tratamlento contra infecciones por
Salmonella presenta varias desventajas, como: incremento de la susceplibitidad det

hospedador, incremento en la virulencia y resistencia del microorganismo (32).

12



OBJETIVOS

- Evaluar la eficacia del probi6tico CF3® en la prevencion de 1a colonizacisn de Salmonella

gallinarum y su eficacia para reducir la transmisidn horizontal,

- Evaluar Ia eficacia de las linfocinas procedentes de aves inmunizadas con Sallmonella
enteritidis en la prevencion de Salmonella gallinarum y su eficacia para reducir la

transmision horizontal

- Comparar el probidtico CF3® con Ins linfocinas procedentes de aves inmunizadas con

Salmonella enteritidis y a combinacién de ambos productos.

HIPOTESIS

La administracién del probidtico CF3® 4l igual que 1a administracidn de linfocinas
procedentes de aves inmunizadas con Salmonella enteritidis, a polios de engorda de un dia
de edad tienen un efecto protector contra la mortalidad e - invasion en los dfganos causada

por Salmonella gallinarum asl como una disminucion en la transmisién horizontal,
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MATERIAL Y METONOS

Bacterias

Para la hiperinmunizacion, se utilizd una cepa de S, enteritidis fagotipo 13 obtenida
del Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios (LNSVY) Awmes, Towa, aprobada para su
uso en ¢ Departamenio de Produccion Animal: Aves  de It Facultad de Medicina
Veterimaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México. Bl inéeulo para Ia
inmunizacion con S. enteriticdis fue preparado con solucidn salina fosfatada cstéril (PBS) y

ajustado 4 una concentracion de 10° UFC/ml mediante espectrofotometria’,

La cepa de desafio fue un aislamiento aviar prfmario de S, gallinarum | resistete a
la novobiccina (NO) y al dcido nalidixico (NA)Z obtenido en el laboratorio DPA: Aves ,
el cultivo se mantuvo en un medio que contenfa 25 pg de NO y 20 pg de NA/ml, El
inéculo de desafio se prepard a partir de un cultivo de 24 Iirs. - transferido previamente 3
veces en caldo tripticasa soya y que se diluyd en forna seriada en solucion salina fosfatada

buferada estéril, para lograr una concentracion de 4 x 10° UFC/LO ml.  Se confirmo la

concentracidn de células viables del inéculo de desafio mediante conteos de colonias en-

placas de agar verde brillante (AVB)’.

Los medios utilizados para cultivar el aislamierito, procedente de los p-los ‘
desafiados en el estudio eXperimcmal confenfa 25 pig de novoblocina y 20 ug de 4cido
nalidixico por ml para inhibir el crecimiento de otras bacterias y de otras salmonelas no

resistentes,

* Milion Roy Spectranic 200

* SIGMA Chemical €O.USA
! MERCK
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Preparacion del Cultivo de Flujo Continuo

Este probidtico es una mezcla de cultivos bacterianos mantenida en flujo continuo
(CE por sus siglas en inglés) elaborado por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos de Norteamérica y 1a Universidad de Texas A & M a base de 29 bacterias (cuadro

1) anaerobias facultativas y obligadas pertenceicntes a 10 géneros, denominado CF3®

Los ciegos de 3 aves de 10 semanas de edad libres de Salmonella spp., sirvieron
para la preparacion del indculo original; se obtuvieron asépticamente y fucron transteridos
inmediatamente a una cdmara de anacrobiosis' . Cada ciego fué cortado ¢n varios pedazos
y macerado, homogencizado co:; sut contenido, se le agregd glicerol para una concentracion
final del 20%. Fueron adadidos 5 ml del contenido cecal a 100 ml del medio Viande
Levure (VL) incubado anaerdbicamente a 39° C utilizado como el cultivo orfgen para el
sistema de culiivo cn CF (11).  El probidtico sc caracteriza porque las proporciones de
dcido acético y propidnico son similares a las reportadas previamente en el ciego de poltos
jovenes (13).

Proceso de lnmunlzaclén

Para a obtencién. de las linfocinas de aves hiperinmnunizadas, se utilizaron 21
gallinas de pdslura reza “White Leghorn™ de 42 semnanas de edad. las. cuales fucron
desafiadas via.oral con una dosis de 10° UFC/ml de 8. enterinidis. Se nplicémn dosis
iguales de refuerzo a los 14 y 28 dias después. Como grupo testigo s¢ maﬁtuvieron 21

gallinas no infectadas, bajo condiciones similares, en una unidad de. aislamiento por

- separado, con el objeto de obtener linfocinas de aves sin inmunizar.

: Cuy Lahoratory Products Ann Asbor. Mich.
* SIGMA Chemicad C.0.USA. -



Preparacidn de la suspension de células esplénicas

Diez dias después del proceso de inmunizacion, se colectaron asépticamente los
bazos de las aves inmunizadas experimentaimente y de los testigos no infectados. Los bazos
se pasaron a través de una criba del wiinero 50, de acero inoxidable para tejidos, utifizando
medio RPMI 1640" que contiene 100 uw/ml de peniciling y 100 mg/m! de estreptomicina (P-
B)', Las células espiénicas fucron centrifugadas a 250 x g por 10 min a 4° C,
resuspendidas en agua destilada estérit fria para bisar los eritrocitos, se diluyé a 1:25 en
medio frio RPMI 1640 que se recentrifugd a 250 x g por 10 niin a 4° C. - Se realizd wna
sola suspension celular (5-7 x 10° célufas/mb) en medio RPMY 1640 fibte de suero,
suplementado con L-glutamina (mM)!, piruvato de sodio (1 mM)* y P-E. Las células
testigo fueron preparadas a partir de los bazos de aves no immunizadas, imediante el mismo

método.
Alslamiento de Linfocitos T
La suspensidn celular a partir de bazo préparada con anterioridad, se pasé a través

de columnas de lana de nylon descrito por Julius er al., adaptado por Kogut y Salichert para
la purificacién de linfocitos T (34). Las columnas fueron preparadas con lana de nylon

“himeda®, a razén de 3.5 g, introduciéndola sin compactarla, en jeringas de 35 ml

esterilizadas por autoclave. Las columnas se preincubaron con medio RPMI 1640 tibio
adicionado con [0 % de Suero Fetal Bovino (SFB)Z. a41° C por um hora cn una

incubadora® con 5% de CO,. Las células se aplicaron a las columnas con- 10 ml de medio-

RPMI 1640, Hecho lo amterior 5e incubaron a 41°C durante una hora en una incubadora

con § % de CO,. Las céhilas no adherentes a 1a lana de nylon fueron efufdas de la columna

T SIGMA Chemical CO. USA
GHICO BRI USA.

2 Fenwal Laboratories. Morten Grove. 111,
* INABCO Model S110.
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con medio RPMI 1640 tibio. La viabilidad de fas células elufdas se determing mediante
tineion con azul de lrip:mo' al 0.1 % y se ajustd la densidad celular a la concentracion de 2
x 10° células viables/ml con medio RPMI 1640 libre de suero mds P-E. Diez ml de células
no adherentes a fa lana de nylon se incubaron en placas de petri, de 100 x 15 ml, durante 2
h a 41° C, en una incubadora con 5 % de CQ,, para eliminar a los macrofagos.  Las
ctlulas no adherentes (cétulas T) se lavaron de las cajas de petri, se verificd su viabilidad
titiéndolas con azut de tripano al 0.1 % y se ajustaron a las diversas densidades celulares
con medio RPMI 1640 libre se suero, estas se utilizaron para la preparacion de las

linfocinas.
Preparacién de las Linfocinas

Las linfocinas se obtuvicron mediante la incubacidn de linfocitos T purificados (1 x
107 cétulas/ml) en medio RPMI 1640 conteniendo 7.5 ug/ml de concanavatina A? en cajas
de petri para cultivo tisular por 48 h, a 41° C en uma incubadora con 5§ % de CO,.
Después de fa incubacién, el sobrenadante se colectd y centrifugd a-2.000kx g por 15 min
para remover lodas las células, se fe adiciond methyl a-mannopyranosida (40 pg/ml)? para
inactivar residuos de concanavalina A.  Se concentraron los sobrenadanies de 10 a 12
veces mediante ultrafiltracion, empleando membranas YM-10 (10 kilodaltons)'. Al final se
pasé a través de un filtro (0.45 1), el sobrenadante fue guardado en refrigeracin a 20°C
hasta que se utilizé. Con esto se obtuvieron las SELK. ' ‘

Animales de Experimentacion,

Se utilizaron 240 pol'los de engorda (Atbor Acres), de un dia de cdad de una

incubadora comercial, se alojaron en las unidades -de aislamiento del Departamento de

Produccién Animal: Aves, Facultad de Medicina Veterinaria y Zoolecnia, Utiiversidad
" Nacional Autondma de México. ‘ :

'GIBCODRLUSA. .
* SIGMA Chentical O LSA.

~* Amicon YMIO
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Los pollos fueron alimentados con una racion balinceada comercial y agua ad
libitu.  Antes del experimento se realizé un estudio bacterioldgico de la paja de
transporte, alimento y de 20 pollitos, para descartar la presencia de Salmonella wiitizando

métodos de cultivo estindares (1).
Diseiio experimental,

Los animales de un dia de edad se dividieron cn 4 grupos de 60 pollos cada uno,
grupo uno testigo sin administracion de tratamiento, grupo dos con aplicacin de 0.5 ml
de linfocinas via intraperitoneal, grupe tres 0.5 ml de probidtico CF® y cuarto grupo

con administracion de linfocinas y probidtico a'las dosis anteriores y par la . via

correspondiente.

A 1as 48 hrs. se desafié con Salbmonella gallinarum a una dois de 0.25 ml (4x10°

UFC/ml), via oral sélo a 20 pollos de cada grupo, identificindolos con una marca en la
caheza, se registrd la morbilidad y la mortatidad diaria.

Las aves sobrevivientes se sacrificaron 8 dias postdesafio para la determinacion de

S, gallinarum en 6rganos y tonsilas cecales.

GPO | TRATAMIENTO DOSIS VIA DE INOCULACION |~ DESAFIO -
{ : $G 0.25 m (4X10
(esiigo) | NINGUNO * NINGUNA - NINGUNA URC/mD
560,25 ml @3XI0".
2| LINFOCINAS | 0.5 mi/Toal INTRAPERITONEAL URCImi)
‘ G 0.3 mTGRIo
3 | promioTiCO 0.5 ml/Toial ORAL UFC/ml)
cr® o ,
| TINFOCINAS + | 0,51 y 0.3 mi/Total | INTRAPERITONEAL Y |56 0.23 ml (4X10° |
4 | PROBIOTICO |RESPECTIVAMENTE ORAL UFC/ml)
CF3® RESPECTIVAMENTE
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Determinacion de S, gallinarum en érganos

De las aves muertas durante el estudio, se realizé una toma directa de higado (en la
parte mis lesiomada) con una asa estéril sembrando por estria en placas de Agar verde
brillante (AVB), incubadas a 37° C por 24 h y examinzdas para determinar la presencia de
S. gallinaruns resistente a NO-AN. Los 6rganos colectados de las aves sobrevivientes se
cultivaron de acuerdo a los lineanientos del Plan Nacional de Mejoramiento Avicola de los
E.U.A. (NPIP) (67). El higado, bazo y tonsilas cecales se colectaron asépticamente y
fueron cultivados; trabajindose bazo ¢ higado como una muestra combinada y tonsilas
cecales por separado.  Se incubaron durante 18 ha 37¢ € en caldo tetrationate, Despuds
de incubacidn, el caldo fue sembrado por estria en placas de AVB conteniendo 25 mg / ml
de novobiocina y 20 mg / ml de dcido nalidixico, las cuales se incubarona 37 Cpor 24 hy
se examinaron en busca de la presencia de colonias tipicas de S. gallinarum. Ademis se

hicieron pruebas bloquimicas para confirmar Ia presencia de la bacteria en euestién (1),

Andlisis de los Datos

Para determinar Ias diferencias significativas en cuanto a invasion, colonizacion y
mortalidad se utilizé un anilisis de ji-cuadrada entre los diversos tratamtientos, mediante
los Procedimientos de Modelos Lincales Generales, utilizando el programa computarizado
de andlisis estadfstico PCSAS, version 6.02.

'MERCK



RESULTADOS
Anilisis bacteriolégico de paja de transporte, alimento y aves

Las muestras de paja, alimento y 20 pollitos resultaron negativos al aislantiento de
Salmonella spp.

Signos clinicos

Lo observado en aves de el grupo testigo fue depresidn, inapetencia, amontonamiento,
deshidratacion, anorexia, emaciacién, diarrea y debilidad, - En los grupos tratados no sc
presentaron signos clinicos aparentes,

Mortalidad

Presentindose en el grupo testigo a las 48 hrs. post-inocculacién |, tanto en
animales inoculados como en  no inoculados, siendo éste el pico de mortalidad,
disminuyendo hasta ¢l dfa 7, con una diferencla significativa (P<0.05) entre ¢l grupo tcstigc
y los grupos tratados, al aislamiento de Salmonella gallinarum del cultivo primario de
higado (figura 1). |

Total de aves muertas: 13, de las cuales resuliaron positivos 5 al aislami_enm de
la bacteria (cuadro 2). El grupo cuatro registr6 un ave muerta al dfa 6 post-inocalacién,
resaltando negativa al aislantiento directo. ‘



Invasion en drganos por Selmonella gallinarum de aves sobrevivientes.

De las aves sobrevivientes que fucron sacrificadas 8 dias postdesafio se
realizd cultivo de drganos: higado - bazo (como una  muestra combinada ) y tonsilas
cecales,

La invasién de drganos por SG se redujo significativaniente (P< 0.01) con
CFB“", SE-ILK (P<0.01), y con la combinacién de ambos (P< 0,01), en comparacién con
el grupo testigo (cuadro 3).  Hubo disminucion significativa en la recuperacién de SG a
partir de tonsilas cecales (P< 0.01) con CF3®, y en la combinacion con SE-ILK (P<
0.01), sin embargo no se obseryaron diferencias significativas en la recuperacion de SG a
pactir de tonsilas cecales (P>0.05) por la aplicacion de SE-ILK al compararlas con el

grupo testigo (cuadro 3, figuras 2 y 3).



DISCUSION

En condiciones de crianza natural, ¢f pollito adquiere microflora bacteriana normaj
del medio ambiente desde su eclosién colonizando su  tracto digestivo, especiaimente a
nivel de ciegos.  Con tos modernos sistemas de preduccion avicota, la oportunidad de que
el polio entre ent contacto tempranamente con esta micraflora es escasa (59).  Por esta
razén surge la necesidad de obtener un cultivo bacteriana definido que sea antagonista al

género Sulmonella,

La administracion, a los pollos de un dia de edad, de cultivos de microflora
intestinal normal preparados a partir del contenido cecal o de las heces de pollos adultos
sainos, protege ‘contra la colonizacion por Salmonella, este fendmeno se conoce como
exclusién competitiva (EC) (50,59). Numerosos investigadores han preparado cultivos EC
que previenen ta colonizacién por Salmonella, aun cuando no todos los cultivos EC tlenen

el mismo grado de proteccion (5,37,50,55,58,62).

El cultivo debe contener microorganismos conocidos para evitar ‘la posible

presencia de un agente patogeno(48).

Con ¢l objeto de evaluar y comparar la eficacia de los cultivos EC recientemente

desarroltados bajo condiciones de laboratorio, un grupo de tnvestigadores representantes de

tos laboratorios en los que se estin desarrollando cultivos EC en el Reino Unido, Francia,

Conadd, Estados Unidos y Holanda (42) recomendé recientemente un élisayo estindar,

mediante el cual, se-informa sobre ta eficacia de los cultivos EC. en términos d‘c‘ un Factor
de Proteccién (FP). El FP de un watamiento se calcula dividiendo el logyy promedio de

wunidades formadoras dé colonias (UFC) de Salmonella.de uis grupo control no tratadd-con

EC de pollos desafiados con 10" UFC de Salmonella, entre el logy promedio de UEC de
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Sutmonella de los pollos tratados con ¢l cultivo EC y tambin desatiados con 10* UFC de
Salmonella (34).  Por o to, mientras mayor sea el valor del FP, mayor serd la eficacia
del cultivo EC. La comparacidn del valor de! I'P de diferentes cultivos EC dentro de un
experimento en el qie todos los tratamientos se comparan con ¢l mismo grupo control, ¢s
un métodu excelente para evaluar la eficacia de diversos cultivos EC.  Sin cmbirgo, aun
cuando las diferentes experimentos pueden usar el mismo nivel recomendado de desalio con
salmonelas, los niveles reales de colonizacion por estas salmonelas en los pollos contreles
pueden variar considerablemente entre los diterentes experimentos,  Debido a este nivel
inconsistente de desafio entre diferentes pruebas, tal vez no sea precisa la comparacion de
tos cultivos EC entre distintos experimentos, con base a los valores FP obtenidos.  Ouo
método para comparar la eficacia de diferentes cultivos EC seria =1 uso de un pardmetro
bioldgico resaltante del tratamiento con ¢l cultivo EC que demuestre estar altamenle

correlaciunado con la proteccion contra la colenizacion por salmonelas,

El aumiento en e deido propidnico de los polios tratados con el cultivo CF3®  ha
estado altamente correfacionado con ¢l aumento de 100 veces en la presencia de UFC de
bacterias anaerobias en los pollos de 3 dfas de edad y en 1a disminuclén significativa de la
colonizacidn por S. typhimurium en los pollos de 10 dias de edad, en comparacién con los
pollos testigos no tratados (46).  Ouo cultivo EC desarrollado mediante CF también
disminuyd significativamente Ia colonizacién cecal por §. fyphimurium ¢ ficrementd tas
concentraciones de dcido propidnico en los pollos de 3 dfas de edad, en promedio en 32
veces, en comparacién cont.los controles (16,28,29).  Este mismo cultivo CF incrementd
significativamente las concentraciones cecales de dcido propidnico en los pollos tratados de
3 dias de edad, en comparacién con los no tratados, en una prucha de campo c'omen':iai a
gran escala en la que los pollos tratados con el cultivo CF tuvieron una reduccidn
significativa en la colonizacidn cecal por Sulmonella a la edad de mercado, en comparacién
con el grupo no tratado con el cultivo CF (15,17).



Debido a que otros investigadores no han reportado los pardmetros de la
fenimentacion en ¢! ciego de los pollos de 3 dias de edad tratados con los cultivos IXC, no se
sabe si este fendmeno ocurre sélamente en los pollos lratados con los cultivos EC
desarrollados mediante flujo contimo, a si ¢l aumento en la concentracién cecal de dcido
propidnico se presenta en todos los pollos de 3 dias de edad tratados con cultivos EC
eficaces.

La efectividud del cultivo se relaciona con la combinacion de lactosa en la dieta
(7,12,25,26,28,29,42 43 ,44), sin embargo, en este esiudio los pollos utilizados fueron
alimentados con un producto comercial sin aditivos, es par esto que - suponemos que I
composicion de Ia flora fecal puede ser independiente de la naturaleza de la dieta, como en
el estudio reportado por Garcfa y col. (23)  Otros  investigadores han demostrado que el
equilibrio de numerosos tipos de bucterias no es afectada por. ef comenidb de las dietas,
incluyendo las lquidas (22), '

En este trabajo se demostrd la eficacla que tienen tanto el Probitico CF3®
como las linfocinas para prevenir considerablemente la colonizacion en ciegos y I
diseminacién a érganos internos por Salmonella gallinarum, estos resultados coinciden con
los trabajos realizados anterionnente por otros investipadores, en los cuales se ha
observado el efecto de diferentes cultivos de exclusién competitiva sobre Ia colonizacién e
invasipn de érganos por Salmonella (8,13,14,!6,17,23 ,42.46),

Téllez 'y colaboradores identificaron sustancias solubles producidas por LT, que
pueden conferir proleccién inmediata contra la invasién orgdnica por Salmonella enteritidis
(SE) en pollbs (65).  En este trabajo describi¢ron el papel que los mediadores solubles
derivados de los LT o finfocinas pueden jugar en la respuesta del huésped contra la invasion

por SE y reportaron una seric de experimentos en los cuales transfirieron proteccidn contra

SE a pollos, mediante ¢l scbrenadante obtenido de LT de aves inmunizadas con SE -

(SE-ILK) (26). Estudios similares (12) reportan proteccién conferida por SE-ILK en
pollos dc un dia de edad, al igual que Ray y colaboradores han demostrado previamente
prdleccién cruzada conferida -por SE-ILK en infeccioncs causadas - por Sahhonella
thyphimurium en pollos Leghorn (12). ’
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Varios estudios han documentado que la administracién exdgena de citocinas
causa un efecto protectivo al hospedador, disminuyendo la infeccidn por bacterias como
Listeria monocytogenes (1), Bacteroides fragilis 9) y Sabnonella enteritidis (12,26). Enel
presente trabajo se observd que las linfocinas sélo redujeron la invasion de drganos, pera

no la recuperacion de la bacteria cn tonsilas cecales.

Una alternativa cen el problema de la . salmonelosis en aves explotadas
comercialmente es la manipulacién apropiada del aparato inmunocompetente (25),
ofreciendo como una opcitn la wilizacién de interleucinas; las cuales actuan como
mediadores solubles de la respuesta inmune especifica e inespecifica (25).  Trabajos
llevados a cabo anteriormente demuestran el efecto de linfocinas obtenldas a partir de aves
inmunizadas con S gallinarum (SG-ILK) y SE-ILK al ser administrados en -aves,
disminuyendo signifcativaniente 1a mortalidad ¢ invasion en drganos de una cepa patdgena
de SG. Gdmez y col. demostraron la presencia de IL-2 e IFNy en extracto crudo obtenido
de linfocitos T (SE-1LK) en foﬁnna indirecta ‘en bioensayos y radioimnhhoensayos al
observar un incremento en la expresién de moléculas clase 1 del complejd mayor de
histocompatibilidad de esplenocitos de pollo, sugiriendo que 1a proteccién biotogica
observada en este trabajo puéde llevarse a caba por 1a presencia de por lo menos estas
linfocinas (25). Enpatticular la presencia de IL-2 e lFNy‘e‘s de gran importancia; ya que
aumenta la actividad de fagocitos activados, los cuales controlarfan la- multiplicacién
intracelular de la Safmonella, al mismo tiempo los macréfagos activados secretarian IL-12
interleucina directamente involucrada en la induccién de una respuesta de linfocitos Thi,
los cuales son responsables de la secrecién de L2e INFy, es decir en Ia respuesta inmune
celular, Se ha reporiado que 1L-2 ¢ INF-3 actian sinérgicamente incrementado la acﬁvidad
celular, incluso se ha observado un efecto cooperativo a 1 inyeccién de TNF-a e IFN-5
incrementando la actividad bactericida contra Salmonella in vivo y con ello el ‘rango de
sobrevivencia en ratones (45).



Et efecto protector de las linfocinas sobre la invasidn de organos internos por SG
s¢ atribuye a las observaciones realizadas por Kogut y col. los cuales demostraron una
poderosa asociacidn entre In administracidn profildctica de linfocinas y la acumutacion de

heterdfilos inflamatorios en el sitio de la invasion bacteriana en el intestino (34,35,36).

En este estudio no fue evaluada la participacion de los heterdfifos en los
resultados obtenidos, sin embargo sc sabe que los €éstos son criticos para el desarrollo de
una respuesta inflamatoria efectiva contra Ia invasién inicial de los Grganos por las

salmonelas y con la patogenia subsectiente de la enfermedad en los pollos (40),

En el grupo en el que se combinaron las linfocinas y ¢l probiético se muestra
una reduccion en la colonizacién, pero ésta puede ser atribuida al efecto del probidtico
mediante la exclusién competitiva, y 1o a las linfocinas, puesto que no se recuperd fa
bacteria de tonsilas cecales,

Obviamente, existen todavia algunos puntos obscuros que es necesario investigar
antes de que se pueda llegar a conclusiones definitivas respecto al mecanismo de la
respuesta inflamatoria protectiva mediada por la SE-ILK contra las salmonelas. - Sin
embargo, se cuenta con suficiente evidencia directa de {a tmportancia det cslablecimieqto de
la cascada de citocinas involucrada en este proceso inflamatorio. Todavia mis importante
resulta el hechio de que, en base a las observaciones histolégicas tcn:pramlas; esta reaccion
inflamatoria heterofilica parece ocurrir durante las infecciones normalés por Salmonella en
las aves de corral.  Sin embargo, esta reaccion parece tener un efecto de gfmn‘imponancia
sobre Ia invasién de los drganos por las bacterias del género gi(ado, . No obstante, ‘IVa
administracion de SE-ILK 1o sélo induce una reaccién més rdpida y dindiica, sino que ésta

da como resultado la-activacidn de los heterdfilos con la subsecuente resistencia a las

*infecciones sistémicas por Salmonella.

La cotcentracién, .asi como el tipo de linfocinas que fueron utilizadas en este
trabajo, estdn en investigacién. solamente se ha determinado la‘prescncin de Interleucina-2 e

- Interferdn v (25).
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Falta mwcho por investigar sobre 1a inmunologia del ave para poder ulilizar este

conocimiento en beneficio del humano.
Sc sugiere, la realizacion de otros trabajos en donde se determine basta qué

concentracion  bacteriana, pucde proteger tanto ¢t probidtico como las linfocinas y

determinar su cficacia en otro tipo de aves y no s6lo en pollo de engorda,
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CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones y resultados de este experimento se puede concluir que
la administracidn def probidtico definido CF3"  administrado oralmente al dia de cdad y 48
horas previas a un desaffo experimental con Salmanella galtinarum (10° UFC/ml) tiene un
efecto importante en la prevencidn de la mortalidad, colonizacion intestinal y su posterior
invaston a drganos en pollo de engorda, ademds confiere una proteccidn cuando la
transmision se realiza de manera horizontal, por ¢l efecto de la accidn competitiva.  La

creacidn de éste probidtico es un gran avance para la biotectiologfa dentro del sector

pecuario,

El extracto crudo del sobrenadante obtenido a partir de LT (linfocinas) de aves
inmunizadas con SE (SE-ILK) disniinuye la invasién a 6rganos y mortalidad causada por la
infeccion de SG, demostrindose la eficacia de la proteccion cruzada. A pesar que no se
observo efecto protectivo contra la colonizacién de Ia bacteria, el uso de las linfocinas es
una herramienta imponanyte dentro de la inmunoprofilaxis de fas infecciones por Salmonella

y probablemente contra atros patbgenos,
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CUADRO 1

. s . v L .
Bacterias presentes en el cultivo bacieriano, CF3™, aisladas de 1a flora cecal nativa de pollos

adultos y mantenida cn flujo continuo (16)

BACTERIA

"TANAEROBIO FACULTATIVO

ANAERQBIO OBLIGADO

Enterococcus faecalis (cepa M)

+

Emserococcus fuecalis (cepa N)

Faterococcus faecalis (cepa O)

Enterococcus faecalis (cepa X)

Enterococeus faecalis (cepa Z)

Enterococcus avium

Lactococcus lactis

Lactococcus sp.

Escherichia coli (cepa CC-34]

Eschericma coil (cepa CC-3B)

ﬁ,lmkmr freundi

Enerobacter 5p.

Psendomonas 3p.

Serracia liquefaciens ’-

+| o+ #+] ] F ]+ ] ] ]+

Propinodacteriom . ™

Propinsbacterium 3. ™

Propincbacierion .

Propinobacterium sp, ™

Ebacterium p.”

Eubacterium sp. "*

Edacterium .|

[Laciobaciiies 7.

' Maguhm ».

Velllonella p. -

+# + # +] +[ ] +] F +] ]+

Bacteroides sp”

! Anacrobios obligados que producen dcido graso volitil: acético, propidnico o butirico.
2 Anaefobios obligados que prodicen dcido propiénico. ' ‘
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RECUPERACION DE §.
INOCULADOS CON 1¢°

CUADRO 2

gallinarum A PARTIR DE AVES MUERTASDE 4G
UFC/mi DE LA BACTERIA PREVIAMENTE

RUPOS INOCULADOS Y NO
DOSIFICADOS CON DIFERENTES

GPO ‘TRATAMHENTO INOCULADOS* I RECUPERACION® § NO INOCULADOS | RECUPERACION TOTAL DE_
. T RECUPERACION
1 TESTIGO 4120 174 9/40 49 513
2 LINFOCINAS o0 0/0 0/39%+ 0/0 0/0
3 CF3® 0/20%* 0/0 - 0/30°* 0/0 0/0
4 LINF. + CF3®  0r20% 00 1736+ o+ 01+

a= Valores cxpresados como nimi
b= Valores expresados como niim

*P<0.01

- ** P05

cro de aves muertas sobre ¢l total de aves inoculadas.
1o dc aves positivas sobre el nimero de aves muertas.




CUADRO 3

RECUPERACION DE S. gallinarum A PARTIR DE LAS AVES SOBRE VIVIENTES DEL DESAFIO CON 10°
UFC/m! 48 HRS DESPUES DE APLICADOS LOS TRATAMIENTOS CORRESPONDIENTES®

Gpol TRATRAMIENTO INOCULADOS NO INOCULADOS TOTAL DE RECUPERACION
H-B TONS H-B TONS H-B TONS

1 TESTIGO ' 12/17 16717 14/30 15/30 26/47 31/47

2 LINFOCINAS a//20% 12720 9 /35w 25/39 13/59+ 37/59
5T :
ook -3 CF3°® 1/20% 2/20% 1/40% 2/40% 2/60% 1/60%
] : .
> 4 LINF. + CEF3® 0/20% - g/20% 2/35% 1/35% 2/55% 1/55*
= :
o=

a= Valores expresados como nimerc de aves positivas sobre el total de aves evaluadas.
* | P<0.01

== += . PX0.025
o +++ P<0.0S



- Figura 1. Mortalidad de aves inoculadas y no inoculadas con
S. gallmarum 10¢ UFC/mi previamente dosificadas con diferentes
- tratamientos y la recuperacidn de la bacteria.
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'Figura 2. Porcentaje de aislamiento en higado y bazo de las aves
sobrevivientes al desafio con S. gallinarum a las 48 hrs.

después de aplicados los tratamientos en grupos inoculados y no inoculados.
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Figura 3. Porcentaje de aislamiento a partir de tonsilas cecales
de las aves sobrevivientes al desafio con S. gallinarum 48 hrs. despueées
de aplicados los tratamientos en grupos inoculados y no inoculados.
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