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Resumen
Nava Morales Gerardo Manuel. EFECTO DE UN PRODUCTO DE EXCLUSION
COMPETITIVA COMERCIAL (Preempt’™) SOBRE LA MORTALIDAD Y TRANSMISION
HORIZONTAL DE Salmonella gallinarum EN POLLO DE ENGORDA. (Bajo la asesoria de:
MVZ, MC, PhD. Guillermo Téllez Isaias, MVZ, MC Gary Garcia Espinoza y MVZ, MC Gabriela
Gémez Verduzco).

La produccién avicola constituye uno de los reservorios mas grande de microorganismos de
salmonela que existe en la naturaleza. Sin importar la fuente de contaminacién, ia exposicién a
salmonela en los pollitos recién nacidos es critica ya que las aves jévenes no tienen una
microflora nativa intestinal (MNI) madura y por lo tanto son altamente susceptibles a ser
colonizados por bacterias patdbgenas. Uno de los actuales y mas prometedores métodos para
el control de las infecciones por Salmonella spp en la industria avicola, es el control en la
colonizacién microbial por medio de la administracion a aves jovenes de MNI proveniente de
aves adultas, un proceso conocido como el "concepto Nurmi® o “exclusién competitiva™ (EC).
Para investigar el efecto de la administracién profilactica de un producto de EC comercial sobre
la disminucién de la mortalidad y la transmision horizontal de Salmonella gallinarum en pollos
de engorda, se realizaron dos experimentos. Experimento 1.- Para evaluar el efecto del
producto de EC comercial sobre la mortalidad causada por Salmonella gallinarum se utilizaron
160 polios de un dla de edad asignados aleatoriamente en dos grupos de 20 aves cada uno,
con cuatro réplicas. Grupo A.- testigo positivo con administracion de 0.25 mi de solucién
salina fisiolégica (SSF) per os, grupo B.- tratado con 0.25 mi del producto de EC comercial per
os Al tercer dia de edad, ambos grupos fueron desafiados con 0.25 ml de indculo conteniendo
10°% ufc de Salmonelia gallinarumAnl. La mortalidad se registrd diariamente en ambos grupos.
La administracién profilactica del producto de EC comercial redujo significativamente (p<0.001)
la mortalidad en los pollos tratados con EC, comparados con los grupos testigos positiva. El
porcentaje de mortalidad para los grupos testigo positivo y los grupos tratados con EC fueron:
73.7 y 7.5 respectivamente. Experimento 2.- Para evaluar el efecto del producto de EC
comercial sobre la transmisién horizontal de Salmonella gallinarum, se utilizaron 240 pollos
asignados aleatoriamente en tres grupos de 20 aves cada uno con cuatro réplicas. Todos los
grupos fueron tratados al dia de edad. Grupo C.- testigo positivo desafiado con 0.25 ml de
indculo conteniendo 10° ufc de Salmonelia gallinarumi/m! per os, grupo D.- testigo negativo con
administracion de 0.25 ml de SSF per os, grupo E.- tratado con 0.25 ml del producto de EC
comercial per os. Las aves sobrevivientes se sacrificaron 10 dias posdesafio para la
determinacion de Salmonella gallinarum en 6rganos internos. La administracion profilactica del
producto de EC comercial redujo significativamente la transmision horizontal de Salmonelia
gallinarum {p< 0.005) en el grupo E cuando se compard con el grupo testigo positivo (grupo C)
y con el grupo testigo negativo (grupo D). El porcentaje de mortalidad para los grupos: C, Dy
E fueron: 80.0, 53.7 y 8.7 respectivamente. La transmisién horizontal de Salmonella gallinarum
en higado y bazo del grupo E se redujo significativamente al compararse con e! grupo D. EI
porcentaje de aislamientos positivos a Salmonella gallinarum de higado y bazo para los grupos:
C, Dy E fueron: 86.2, 83.7 y 35.0 respectivamente. Durante los primeros 10 dias Sa/monella
gallinarum mostro alta patogenicidad indicada por la alta mortalidad en los grupos no tratados
con el cultivo de EC comercial. En este trabajo se demostré que la administracion profilactica
de MNI definida en pollos de un dia de edad, reduce significativamente la transmisién
horizontal y 1a mortalidad causada por Salmonella gallinarum. Esto sugiere que el producto de
EC coloniza el ciego de estos pollos e inhibe la colonizacién del patégeno. Este es el primer
estudio donde se reporta que la MNI definida, contenida en el producto de EC comercial, es
capaz de disminuir la transmisién horizontal de Salmonella gallinarum en pollos de engorda de
un dia de edad.

[A—



INDICE

INTRODUCCION

Salmonelosis

Tifoidea Aviar

Factores de importancia en la colonizacion por Salmonella spp
Fuentes de salmonela en la industria avicola

La importancia de la microflora nativa intestinal del ave
Establecimiento de ia microflora nativa intestinal

Factores que regulan las poblaciones bacterianas

Uso de la microflora nativa intestinal para el control de la salmonela
OBJETIVOS

HIPOTESIS

MATERIAL Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

REFERENCIAS

CUADROS

Pagina




LISTA DE CUADROS

Pagina

Cuadro 1.- Algunos factores que probablemente influyen sobre los microorganismos 54

autéctonos en el SGI

Cuadro 2.- Bacterias presentes en el cultivo Bacteriano Preemt™, aisladas de microflora 55

cecal nativa de pollos adultos y mantenida en flujo continuo

Cuadro 3.- Efecto def producto de exclusién competitiva comercial sobre la mortalidad de 56

pollos de engorda infectados con Salmonella gallinarum

Cuadro 4.- Efecto del producto de exclusion competitiva comercial sobre la mortalidad y 57

la invasion de drganos internos de pollos de engorda en la transmision horizontal de

Salmonella gallinarum



EFECTO DE UN PRODUCTO DE EXCLUSION COMPETITIVA COMERCIAL
(Preempt™) SOBRE LA MORTALIDAD Y TRANSMISION HORIZONTAL DE

Salmonella gallinarum EN POLLO DE ENGORDA .

INTRODUCCION

Salmonelosis

Las enfermedades originadas por los z_:limentos no soélo son de gran importancia en salud pUblica,
sino también en el aspecto econédmico; la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) reporta que en
1980, ocurrieron mas de un billén de casos de diarrea aguda en nifios menores de cinco afios de
edad en paises subdesarrollados y que cinco millones de estos niflos murieron. o
Aproximadamente un tercio de las enfermedades diarreicas son de origen alimenticio. @ De las
cuales un gran porcentaje se atribuye a salmoneia presente en cames crudas y pollo. M a gran
demanda de productos avicolas y la velocidad con la que se procesan los mismos, facilitan la

contaminacion bacteriana. !

El género Salmonella, designada asi por Daniel E. Salmon, pertenece al grupo de bacterias Gram
negativas que se incluye en la familia Enterobacteriaceae. Este género se compone de mas de
2300 serotipos definidos antigénicamente ), de los cuales los de interés para la industria avicola
se pueden dividir en dos grupos, el de las salmonelas moéviles como Salmonella enteritidis y
Salmonella typhimurium, causantes de las "Paratifoideas”™; y el de salmonelas inméviles donde
solo existen Salmonella gallinarum y Salmonella pullorum responsables de la “Tifoidea Aviar y

Pulorosis” respectivamente.



La salmonelosis aviar es una de las principales enfermedades infecciosas que afectan a la
industria avicola. Las aves comerciales infectadas constituyen uno de los reservorios mas

grandes de microorganismos de salmonela que existe en la naturaleza.

Tifoidea Aviar

La Tifoidea Aviar (TA) es una enfermedad septicémica de aves domésticas, de curso agudo o
crénico, mortalidad variable de acuerdo a la virulencia de la cepa infectante. Manifiesta gran
capacidad para infectar lo mismo a pollos jévenes como adultos:'® en casos excepcionales
afecta a patos, faisanes, pavo reales, gallina de Guinea y algunas otras aves. Pocas veces se
aisla Salmonella gallinarum de humanos y tiene poca importancia en salud publica® El informe
anual de 1992 del Centro para el Control de las Enferrmedades de los Estados Unidos de
Norteamérica (U.S. Center for Disease Control), reporta ocho aislamientos de Salmonella

gallinarum en humanos entre 1982 y 19921

La TA tiene una distribucién mundial, en Estados Unidos de Norteamérica, Canada, Inglaterra y
Suecia, la TA esta erradicada.™ En varios palses de América Latina se ha intentado controlar
mas que erradicar esta enfermedad.®® En Meéxico, existe la campafia nacional contra la
salmonelosis aviar, que tiene por objeto establecer los procedimientos, actividades, criterios,
estrategias y técnicas operativas para la prevencion, control y erradicacion de salmonelosis aviar

(Pulorosis y TA), en todo el territorio nacional. ®

La TA se reporta como una enfermedad de gran importancia econémica, ya que afecta
principalmente a las aves productoras de huevo comercial y a las reproductoras pesadas.® En

las gallinas domésticas existe mayor susceptibilidad a la enfermedad en aves semipesadas,

(L]

seguidas por las aves pesadas y finalmente por las aves ligeras. Las cepas de Salmonella



gallinarum presentes en nuestro pals son capaces de producir cuadros de tipo sobreagudo y

agudo caracterizados por altas mortandades y bajas en la produccién de huevo. ®

Salmonella gallinarum es un microorganismo en forma de bastén que mide aproximadamente de
1.0a 2.0 ym de largo y 1.5 um de didmetro. Es un bacilo Gram negativo que no forma esporas y
no tiene capsula. Crece rapidamente sobre extractos de carne, en infusién agar, en caldo triptosa
y otros m_edios nutritivos ajustados a un pH de 7.2 . Es un bacilo anaerobio facultativo que crece
mejor a 37C, en medios enriquecidos selectivos tales como caldo selenito y caldo tetrationato; y
en medios diferenciales tales como MacConkey, sulfito de bismuto, salmonella-shigella,

deoxicolato, deoxicolato citrato lactosa sucrosa y agar verde brillante.

Aunque la TA ha sido frecuentemente mencionada como una enfermedad de aves adultas afecta
también a polios jovenes. La TA genera pérdidas desde el momento del nacimiento y contintia
durante la edad de postura. La transmisiéon no sélo puede ocurrir de aves infectadas al resto de
las aves sanas, sino ademdas a sucesivas generaciones a través del huevo. EI periodo de
incubacién es de 4 a 5 dias, aunque este varia con la virulencia del microorganismo, el curso de

la enfermedad es alrededor de 5§ dias, pero puede extenderse hasta por 2 a 3 semanas.

Los signos observados en pollitos no son especificos para esta enfermedad. Si las aves nacen
de huevos infectados se pueden observar aves moribundas o muertas, somnolencia, pobre
crecimiento, inapetencia y adherencia de material blanquecino a 1a cloaca. Se puede observar
dificultad para respirar ya que el pulmoén también es afectado. En aves jovenes y adultas en un
brote agudo se observa una disminucién repentina en el consumo de alimento, las aves se
observan postradas, con las plumas erizadas y la cresta palida y contraida; la muerte ocurre
entre 5 a 10 dias después de la exposicion, encontrandose el pico de mayor mortalidad a los 10
dias. La morbilidad y mortalidad puede variar de un 10 a un 50 % o mas. En los casos

hiperagudos no se observan lesiones y en los casos subagudos se observa congestién,
3



hemorragias y focos de necrosis en higado, bazo, corazdn, peritoneo, ovarios, pulmoén, molleja,

duodeno, ciegos y rifdn. Salmonella gallinarum puede ser aislada facilmente de estos érganos. “

7,10,11,12, 13, 14, 15)

Factores de importancia en la colonizacién por Salmonella spp

Algunos estudios indican que la salmonela puede entrar por via cloacal y colonizar ciego de aves
recién eclosionadas cuando entra en contacto con superficies contaminadas de la incubadora. (%
Otros investigadores han reportado que los movimientos de succién espontaneos de ios labios de
la cloaca en pollos recién eclosionados, acompafiado de contracciones peristalticas del recto,

an

promueve el acarreo de microorganismos y sustancias. Pero la principal ruta de entrada del

patégeno, es ia via oral. La adherencia y subsecuente invasion de Salmonella spp en la mucosa

intestinal es un evento clave en las infecciones causadas por esta bacteria intracelular.

La infeccion por salmonela ocurre en el intestino grueso, probablemente por la poca motilidad, pH

alcalino y la falta de enzimas digestivas. 1% 1% 0.1

Se sabe que los acidos grasos volatiles en
estado de disociacién, ejercen una actividad inhibitoria en infecciones por salmonela, dicho
eStado de disociacion es determinado por el pH del contenido intestinal, que no sélo se asocia
con el incremento en la concentracién organica de acidos, sino también con cambios apreciables

. 23, 24, 25, 26,
I(zz 23, 24, 25, 28,

en la mucosa ceca 2 Lupton et al. sugieren que la fermentacion de carbohidratos

no digestibles por el ave en el intestino grueso, pueden ser un importante factor en la

determinacion de la proliferacion de las células de la mucosa intestinal. @®

Fuentes de salmonela en la industria avicola

Por afios se creydé que el alimento de aves comerciales era el principal contribuyente en el

problema de salmonelosis aviar, se pensaba que si la salmonela se eliminaba de!l alimento, se

4



resolveria el problema. Sin embargo, no fue tan sencillo pues existen numerosas fuentes de
contaminacion en las operaciones integradas de pollo comercial y algunas de estas parecen ser
los principales contribuyentes en la contaminacion final del pollo.?® Por ejemplo las parvadas de
reproductoras infectadas, la incubadora, la cama, el agua, los insectos, los pajaros, los roedores,
el hombre, entre otros. Por lo que las principales especies de salmonela encontradas en el pollo
procesado provienen de estas fuentes. Ademds, sin importar la fuente de contaminacién, la
exposicién a salmonela en los pollitos recién nacidos es critica; ya que las aves jévenes no tienen
una microflora nativa intestinal (MNI) madura y por lo tanto son altamente susceptibles a ser

colonizados por bacterias patégenas. **>%
La importancia de la microflora nativa intestinal del ave

En aves jovenes de engorda niveles bajos de salmonela son suficientes para colonizar los
intestinos. ®* *® |a resistencia natural se desarrolla con la edad, la cual se relaciona con el
establecimiento de una MN! madura en el sistema digestivo del ave. Al dia de edad, 10 ufc
(unidades formadqras de colonia) de Salmonella typhimurnium/pollo infecta a mas del 50% de la
parvada, ai dia'ﬂ:de édéd el 90% resiste a un desafio con un miillén de ufc.®" La compleja
microflora inteStjnaiL se establece en el intestino delgado en las dos primeras semanas de vida,®?
pero en elcnego tarda mas de cuatro semanas en madurar completamente.®® El ciego es el

principal sitio de colonizaci6n de salmonela. ¢4

El lento désarrollo de la MNI se ha atribuido a las condiciones sanitarias de produccidon y al
reemplazo de la incubacién natural por el uso de incubadoras mecdénicas, en condiciones
naturales, los pollos dentro del huevo tienen un sistema gastrointestinal estéril que al momento de
salir del huevo, es expuesto a microorganismos intestinales de aves adultas por medio de las
heces en el cascarén, en el nido, entre otros. Sin embargo, bajo las actuales practicas de manejo
en las operaciones comerciales, con las medidas de bioseguridad establecidas en las plantas

incubadoras, ias aves tienen poca oportunidad de adquirir rdpidamente ia MN1.©'-3%



Establecimiento de la microfiora nativa intestinal

El sistema gastrointestinal (SGl) de aves y mamiferos adultos, contiene microorganismos de
especies muy variadas ®®. En animales de diferentes clases taxonémicas, se sabe que la
poblacién microbiana en ciertas areas del SGI, puede exceder cien billones de células por gramo
de contenido.®” Esta enorme microbiota interactua nutricional y fisiologicamente de forma muy
estrecha y compleja con las células intestinales.*”*® Muchas de estas bacterias encontradas en
el SGI residen (nichos) en distintos habitats (areas fisicas) y son consideradas como bacterias
autéctonas de estas zonas. Debido a que el SGI es un canal abierto al medio ambiente, algunas
de las bacterias encontradas en la flora intestinal son temporales o “de paso” que ingresan con
el alimento u otro tipo de ingesta. Algunos de estos microorganismos pasan a través del SG! y
son eliminados sin colonizar ningln area en particular o bajo algunas circunstancias colonizan y

persisten por algun tiempo en el sistema.®”

Se han encontrado bacterias en la microflora del SGI de aves que pueden ser enteropatégenas
para el hombre. Cuando éste patdgeno esta presente en el SGI del ave, sea o no miembro
autéctono de la microbiota; y algunos de los tejidos o productos del ave, son utilizados como
materia prima para la elaboracion de alimentos, el patégeno puede ser transmitido al hombre.®?
Se han realizado esfuerzos para estabilizar y mejorar estos mecanismos de biocontrol e impedir
el desarrollo de microorganismos enteropatégenos, pero se tienen pocos conocimientos acerca
de los factores ambientales y nutricionales que controlan a la MNI de acuerdo a su composicién,
regulacién, funcion bioquimica, genética y la influencia de la interaccién con los tejidos del animal

hospedador.®

En animales adultos, la poblacion de microorganismos autdctonos que colonizan cualquier parte

del SGI es lfamada “comunidad climax".®” Las “comunidades climax” pueden ser encontradas a



lo largo del lumen, en areas donde la digesta pasa lentamente, permitiendo asi la multiplicacién
de esta microbiota.®” Algunas de las bacterias “de paso”, colonizan temporalmente habitats
vacantes, que los microorganismos autdctonos dejan libres debido a disturbios en el ecosistema.
Normalmente, cada habitat en los animales adultos es colonizado por “comunidades climax®
formadas por cepas especificas autdctonas, cada una de ellas ocupa un nicho especifico en el
habitat. Se han logrado diferenciar cepas de microorganismos autéctonos, de microorganismos

*de paso", verificando asi, hasta cierto grado, la inocuidad de la microbiota autoctona. &7

Los microorganismos eucariotes y procariotes pueden ser habitantes autéctonos del SGI de las
aves. Savage en 1987 logro aislar protozoarios, hongos y levaduras en algunos cultivos de SGI
de diversas especies.®™ La poblacién de eucariotes tiende a ser menor en comparacion con la
poblacién bacteriana encontrada en e! SGI en todas las especies estudiadas. La basta mayoria
de comunidades autdctonas de microorganismos eucariotes o procariotes que habitan en el SGI,
son incapaces de utilizar el oxigeno en su metabolismo de energla y de estas, las bacterias

estrictamente anaerobias predominan enormemente en todas las comunidades. ©7- 3%

La formacién de “‘comunidades climax” son el resultado de una sucesién bacteriana iniciada en el

r.(Ji. 24, 4)

animal hospedador al momento de nace El ave recién nacida bajo condiciones de

incubacion natural entra en contacto con una gran variedad de microorganismos dei SGI de aves

adultas; algunos de estos microorganismos son las primeros que inician la sucesion, %-37:40-42)

Factores que regulan las poblaciones bacterianas

La sucesion, los niveles de poblacion, las especies de microorganismos que forman

"comunidades climax® y la funcion genélica y bioquimica de estos microorganismos;

36, 37, 40, 42
s.! }

probablemente estén regulados por procesos interactivos multifactoriale Algunos de




los procesos que influyen en la formacion de “comunidades climax” son ejercidos por los tejidos
del animal hospedador, alimento, drogas y medio ambiente. Otros son ejercidos por las mismas

poblaciones autéctonas %4449 (cyadro 1) .

La nutricién de los microorganismos autdctonos en el SGI es compleja, probablemente existan
numerosas fuentes de carbén y energla; algunas de estas fuentes son exégenas como la dieta
que consume el hospedador, otras enddégenas como las giicoproteinas, proteinas enzimaticas,
exfoliacion epitelial, etc. La mucina y la urea particularmente son importantes substratos

nutricionales, especialmente para bacterias que colonizan habitats en superficies epiteliales.**% 4

Otros factores que modifican la MNI es la temperatura y el pH del contenido del SGI; pudiendo
ser dos factores detrimentales para el establecimiento y desarrolio de microorganismos
gastrointestinales que colonizan un area en panicular.‘“” El potencial de oxido-reduccion también
es un factor importante en los habitats del SGI, porque muchos de los microorganismos de {a MN!
son anaerobios estrictos y el oxigeno puede estar presente en el SGI en pequefas cantidades.®*
4" sSin embargo, este puede ser utilizado por microorganismos anaerobios facultativos
éutéctonos del SGl. Muchos de estos microorganismos pueden utilizar concentraciones de
oxigeno cercanas a las concentraciones encontradas en la atmosfera.®™ ' Savage reports en
1977, que los microorganismos anaerobios facultativos se pueden encontrar en la microbiota, en
una proporcion de 1 por cada 1000 anaerobios estrictos, aproximadamente.®” Aun cuando estos
sean minoria en los habitats del SGI, tienen la capacidad de aprovechar el oxigeno presente y
reducir asl, el potencial de 0xido reduccion. Esta actividad es muy importante para generar las
condiciones en las cuales, los microorganismos intolerantes al oxigeno puedan poblar areas del
SGI; especialmente durante la sucesién en animales neonatos.“™ *” Una situacién similar
sucede con la motilidad intestinal, el movimiento de la mucosa del SG! debido a contracciones
musculares, es un factor ambiental importante que afecta considerablemente a la microbiota en el
sistema. Los microorganismos han tenido que responder a esta fuerza, para poder colonizar las

superficies epiteliales. En algunos habitats epiteliales, los microorganismos residentes colonizan



las superficies epiteliales por adherencia a estas. “%

En otros casos, los residentes son
arrastrados y forman comunidades sobrepuestas en el moco de la superficie epitelial, esto,
presumiblemente en respuesta a factores quimiotacticos en el moco de la superficie epitelial.“”
Independientemente de que los microorganismos se adhieran a superficies epiteliales o colonicen
el moco de la superficie epitelial, se han observado superficies especificas en regiones
particulares de! SG! de diversas especies que permiten esto. En la misma forma, el pH del SGI,
la cantidad de oxigeno y potencial de dxido reduccion en el ciego, asi como la motilidad intestinal,

forman un conjunto de interacciones entre los tejidos animal y la microbiota, ©% 4% 4859

Un gran numero de factores generados por los mismos microorganismos gastrointestinales
(factores autogénicos), influyen sobre los habitats del SGI, estos son complejos y difieren de
comunidad en comunidad. El mayor factor autogénico es la toxicidad microbial, generada por los
miembros de la microbiota; que producen sustancias en el SGI téxicas para los microorganismos
gastrointestinales. Algunas de estas sustancias toxicas conocidas son: acido lactico, acidos

grasos volatiles de cadena corta y acido sulfihidrico, (2 5. 52. 83.84. 85, 56)

Otro factor importante, es la produccion de sustancias macromoleculares que limitan a los
habitantes del SGI. Estas sustancias son las bacteriocinas, protelnas producidas por algunos
géneros bacterianos, que pueden matar o inhibir la multiplicacién de otras bacterias del mismo o
diferente género bacteriano.®” En el intestino grueso de los polios adultos (colén y ciego)
contiene entre 10° y 10° ufc de E. coli por centimetro lineal de intestino o de 10° a 107 ufc/g de

59, €0)

intestino.®* Estas bacterias producen las colicinas, proteinas antibacterianas de

aproximadamente 50 a 80 kilodaltons. Se han encontrado aproximadamente mas de 20 colicinas

diferentes y todas ellas actuan contra E. coli y otras bacterias.®"

Ademas, las poblaciones
bacterianas autéctonas del! SGI, también son controladas por la competencia directa de
substratos nutricionales; estos substratos, pueden provenir directamente de la dieta, de otro tipo
de ingesta, de procesos metabodlicos del hospedador o de procesos metabolicos de los

microorganismos del SG1.4?



Es claro, que para realizar un efectivo biocontrol de bacterias enteropatdégenas del SGI, debemos
conocer primeramente el mecanismo de regulacion de la composicion, funcion e interaccion entre

tejidos animales y poblaciones autéctonas de microorganismos.

Uso de la microflora nativa intestinal para el control de la salmonela

Uno de los actuales y mas prometedores métodos para el control de las infecciones por
Salmonella spp en la industria avicola, es el control en la colonizacién microbial. Un proceso
conocido como el “concepto Nurmi” o “exclusion competitiva® (EC). Este concepto reconoce la
importancia de un temprano o rapido establecimiento de la MNI de aves adultas en pollos recién
nacidos. Las aves comerciales recién nacidas, carecen de esta microflora y son por esta razén
altamente susceptibles a ser infectados por salmonela. El tratamiento de estas aves recién
nacidas con contenido intestinal o con un cultivo anaerébico de contenido intestinal de aves
adultas libres de Salmonella spp, las hace resistentes a subsecuentes desafios con altas dosis de
Salmonelia spp®" *? Aunque este método se ha utilizando con éxito, el mecanismo responsable

exacto no se ha definido totaimente.!'* 32 #3. 64

El término EC implica la prevencion del ingreso de una entidad en un medio ambiente dado,
porque ese espacio ya esta ocupado; la entidad competitiva esta mejor situada para establecerse
y mantenerse por si misma en el medio ambiente o la entidad competitiva es capaz de producir

una sustancia hostil (téxica) en la competencia.®®

Las primeras investigaciones sobre éste
fenémeno fueron realizadas por Metchnikoff en 1903. Este autor reporté que la alimentaciéon con
lactobacilos de la leche fermentada era benéfico para el huésped, ya que inhibia a las bacterias
de la putrefaccion; y no fue, hasta los afios 30’s, que se acumuid fuerte evidencia de que no soélo
las bacterias suministradas en la dieta eran benéficas para el huésped, sino que también la MNI

tenia un papel muy importante, debido al efecto inhibitorio sobre microorganismos indeseables.*®

Volterra en 1928, fue el primero en usar un modelo matematico para sugerir que “la indefinida
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coexistencia de dos o mas especies limitadas por el mismo recurso es imposible”.®® En 1934

Gause postulé que “dos especies con ecologia similar no pueden vivir en el mismo sitio ai mismo

tiempo®. A esto se le conoce como “Principio de Gause".(®

Se han propuesto diversos
mecanismos por medio de los cuales la MNI o microflora competitiva es capaz de excluir
microorganismos contaminantes del SGI. Casi siempre es mencionada la produccién de acidos
grasos volatiles con la disminucién subsecuente del pH del contenido intestinal, pero esto parece
ser menos importante que la ocupacion fisica de los receptores intestinales para las bacterias
que atacan, colonizan o invaden.®®® Milner y Shaffer en 1952 reconocieron que en pollos recién

nacidos la resistencia a infecciones por salmonela es desarrollada por el establecimiento de la

MNI! madura.®®

Los efectos de competencia de la MNI contra infecciones entéricas por Salmonella spp fueron
demostrados por Greenberg en 1969’ y Nurmi y Rentala demostraron el efecto de la exclusién
competitiva en las aves en 1973, esto como una medida para disminuir las infecciones por
Salmonefla infantis que afectaban a la industria avicola desde 1971, en su experimento, eilos
administraron 0.5 ml de contenido intestinal de aves adultas sanas a pollos de uno y dos dias de
edad y observaron disminucion en el grado de colonizacion a érganos internos por Salmonella
infantis.®® Desde entonces, muchos laboratorios han reportado los niveles diferentes de
proteccion que confiere la MNI| de aves aduitas contra infecciones por Salmonella spp en pollos

jovenes.*¥

El concepto Nurmi de exciusién competitiva se basa en la siguiente teoria: La administracién de
contenido intestinal proveniente de pollos adultos sanos, oralmente a pollos de un dia de edad,

disminuye la susceptibilidad a la infeccién por Salmonella spp, ya que previene el establecimiento

de ésta en el intestino.®?

El mecanismo por el cual la MNI previene las infecciones por salmonela no es todavia claro, pero

los tres mecanismos mas reconocidos son la ocupacién de sitios especificos que invade
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salmonela ‘en | mucosa mtestlnal la compelencna por nutnentes l«m:tanes y Ia produccabn de

étlles (15 31, 49, 81, 54, 85, 68)

acidos grasos \

Los facto‘res que afectan la eficacia del cultivo o producto de EC estan claramente identificados,
uno de ellos es el origen del cultivo primario para el producto de EC; el mas utilizado proviene de
pollos adultos libres de Salmonelia spp. Otro recurso de cultivo primario, es el contenido intestinal
de pavo, que también confiere proteccién contra infecciones por Sa/monelia spp.®*® Cultivos de
EC provenientes de pollos protegen a pollos y cultivos de pavos pueden proteger a pollos; pero el
contenido intestinal de otras muchas aves, no protege a los pollos.‘“’ Hasta ahora, no ha sido
determinada con exactitud la edad a la cual las aves pueden ser donadoras de MN! o cultivo
primario de EC, pero en un estudio realizado por Starvric et al. se demostré que pollos de un dia
de edad tratados con un producto de EC, proveniente de microflora fecal de aves adultas,
sirvieron como donadores para colectar MNI, después de 6 horas de la administracién del

producto, %

Las condiciones de cultivo del producto de EC, también son importantes. Los primeros estudios
acerca de la EC, mostraron que los cultivos de EC producidos anaerdbicamente eran mas
efectivos y que estos sufrian una disminucion en su capacidad protectora por efecto del aire. Por
lo que se demostré en 1984, que los cultivos de EC necesitaban ser trabajados bajo condiciones

de anaerobiosis durante su preparacion, cultivo, almacenamiento y aplicacion ®®

En la actualidad todavia muchos laboratorios alrededor del mundo continian investigando la dosis
o numero de microorganismos de MN! éptimo para conferir proteccion en pollos de un dia de
edad. Se ha observado que dosis tan pequefias de 105, 107, 10°y 5 X 10''° g de materiat fecal,
administrado a pollos de un dia de edad, confiere una buena proteccién contra Salmonella spp;

no asi la administraciéon de 107'° g de material fecal.**®
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Otro factor importante a considerar es el almacenamiento del producto de EC, Los cultivos
primarios se han mantenido por medio de subcultivos, refrigeracion y liofilizacion, pero las
condiciones de almacenamiento para asegurar la estabilidad de los cultivos y mantener su

eficacia de EC, no ha sido establecida.!*®

Durante la realizacion de experimentos en laboratorios, I_os cultivos de EC son comunmente
administrados en los pollos por via oral o inoculados con sonda en el ingluvies. Sin embargo, las
explotaciones avicolas comerciales requieren que los productos de EC se administren faciimente
y con una evaluacién costo-beneficio. Comercialmente en algunos paises como Inglaterra y
Finlandia, los productos de EC son administrados en la primer agua de bebida que reciben las
aves. En otras regiones se administran por aspersion en la incubadora y en muchos otros como
en Puerto Rico, utilizan la combinacion de ambos.™ Aunque las investigaciones al respecto
c‘(::ntint]an“:en todo el mundo, muchos autores coinciden que la administracion por sonda al
ihgluVies provee uné proteccion superior y mas consistente contra infecciones por Salmonella spp

- qde otras \i!as y que la administracion de cultivos de EC en capsulas liofilizadas, provee un nivel

de proteccién jﬁferidlf. :

“'Los tratamientos contra salmonela con productos de EC, han resultado efectivos en muchos
trabajos. Pero esta proteccion depende directamente del nivel de desafio con Salmonella spp;
dosis altas (10® ufc) pueden infectar a aves tratadas con cultivos de EC, las cuales son

resistentes a desafios con 10° ufc.*% "

Se necesita un intervalo de tiempo entre la aplicacion del producto de EC y el desafio con la
bacteria patdgena, con la finalidad de permitir el establecimiento de la microflora protectora en el
ciego.®" ™" Se ha observado un nivel bajo de proteccién cuando la administracion del producto
de EC se realiza al mismo tiempo que el desafio con Salmonella spp. mostrando mejores
resultados cuando el desafio con la bacteria se realiza después de una hora’? También se ha

demostrado que polios tratados con cultivos de EC e infectados por Salmonella spp, se recuperan
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mas rapido de la infeccion que los pollos no ‘!ratad s con ‘el producto de EC Para que el

tratamiento con el cultivo de EC sea mas efectlvo los pollos tlenen que recublrlo lo mas rapido
posible después del nacimiento y necesitaran de unas cuantas horas después (24 - 72 hrs), para

el establecimiento de la MNI.®% 72

Muchas plantas incubadoras estan contaminadas por salmonela y la alta incidencia en pollos se
atribuye a esta. La temprana exposicién a salmonela en la incubadora o nacedora permite que el
polio de un dfa de edad llegue a la granja infectado y el tratamiento con el producto de EC resulta

ineficiente.®*™

Un factor que puede tener un impacto muy fuerte en el establecimiento de cultivos de EC es la
presencia de antibiéticos mezcilados en el alimento, administrados via subcutanea al dia de edad,
o residuos que resultan de la administracion in ovo en el primer dia de incuﬁacion o la
administracion a las gallinas reproductoras. Aunque algunos investigadores sugieren que esta
interferencia se encuentra limitada a ciertos antibitticos.”™» Estudios in vitro con diferentes
antibidticos demostraron que algunos de ellos tienen efecto negativo sobre la eficacia del
pfoducto de EC. La MNI! de ave aduita cultivada in vitro con o sin zinc bacitracina o nitrovin,
previene la colonizacion por Salmonella spp, pero cuando es cultivada con tetraciclina, pierde la
capacidad de prevenir la colonizacion por salmonela.®®® La combinacién de antibacterianos y
anticoccidanos como aditivo en el alimento, es una practica comun en la industria avicola. Bailey
et al. demostraron que la combinacién de bacitracina y nicarbicina, interfiere con el efecto
protector del producto de EC."* McReynolds et al. observaron que la administracién in ovo al dia
18 de incubacion o subcutanea al dia de edad de sulfato de gantamicina o ceftiofur sddico tiene
un efecto negativo para el establecimiento de la EC, asl como la administraciéon de enrofloxacina

en las aves reproductoras.”®

La colonizacion por salmonela en el SGI de los pollos y la prevencién de esta, es

extremadamente complicada por la infinidad de factores involucrados en estos dos procesos.
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Hasta hoyno se tienen los conocimientos suficientes para entender el mecanismo de regulacion y
la intéfacéibﬁ de los microorganismos con el hospedador. Antes de utilizar sistemas de control
Ei;l&gAicc;s y/o quimicos para la prevencién de enfermedades, se debe pensar siempre en la
bioseguridad, verificando que estos productos a utilizar sean inocuos para el hombre y otras

especies animales.

Los cultivos bacterianos de contenido intestinal de aves adultas o cultivos derivados de la mezcla
de un gran numero de microorganismos no identificados, podrian incluir patégenos aviares o
humanos. En Suecia y Finlandia se usan comercialmente cullivos bacterianos indefinidos, que
son inaceptables en muchos otros palses por la posibilidad de transmision de patégenos aviares
al hombre, por ésta razén se cred Ia necesidad del desarrolio de un cultivo bacteriano definido, en
el cual se conozca exactamente los microorganismos que lo componen y ademas que sea

efectivo para el control de salmonela.®®

Recientemente se desarrollé mediante ia técnica de flujo continuo, un cultivo de EC, denominado
Preemt'™, el cual demostrod incrementar la concentracion de acidos grasos volatiles en el ciego de
pollos recién nacidos, aumentado principaimente la concentracion de acido propionico y
reduciendo la concentracién de amino &cidos limitantes. Se observd que protege contra ia
colonizacion cecal por Salmonella typhimuriur. Este cultivo bacteriano consiste en una mezcla
de bacterias anaerdbicas estrictas y facultativas, Gram positivas y Gram negativas que fueron

originalmente aisladas de MN! de pollos adultos sanos % %7578




OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion profilactica de un producto de exclusion competitiva
comercial® para disminuir la mortalidad y el efecto sobre la transmisiéon horizontal de Salmonella

gallinarum en pollos de engorda.

Objetivos particulares

« Comprobar el efecto de la administracién profilactica de un producto de exclusion competitiva
comercial® sobre la disminucion de la mortalidad en pollos de engorda al ser inoculados con

Salmonella gallinarum.

« Determinar el efecto de la administracion profilactica de un producto de exclusién competitiva
comercial® sobre la disminucion de la transmisién horizontal en pollos de engorda que

conviven con pollos inoculados con Salmonella gallinarum.

HIPOTESIS

La administracién profilactica de un producto de exclusién competitiva comercial® disminuira la
mortalidad por Salmonella gallinarum, asl como la transmision horizontal de Salmonella

gallinarum en pollos de engorda.

2 Nombre comercial Prcemtm; BioScience Inc. Madison, WI, U.S.A.




MATERIAL Y METODOS

Preparacién del inéculo

La cepa de desaflo fue un aislamiento primario de Salmonella gallinarum, resistente a ia
novobiocina (NO) y al acido nalidixico (NA)' obtenido en el laboratorio del Departamento de
Produccion Animal (DPA): Aves, la cual fue donada por el Dr. Mario Padréon. El cuitivo se
mantuvo en un medio de cultivo que contenla 25 g de NO y 20 ug de AN / ml. El in6culo de
desafio se preparé a partir de un cultivo de 18 hrs en caldo tripticasa soya® . La concentracion de!
indculo fue determinada mediante esbectrofotometr[a’ a razén de 10° ufc/1.0 ml, a partir de la
cual se realizaron diluciones décuples seriadas en solucién salina fosfatada amortiguadora (PBS
por sus siglas en inglés) estéril, para lograr una concentracion de 10° ufc /1.0 ml. Se confirmé la
concentracion de células viables del inéculo de desafio mediante conteo de colonias en placas de

agar verde brillante (AVB)* .

Los medios empleados para cultivar el aislamiento procedente de los pollos desafiados en el
estudio experimental, contenia 25 g de NO y 20 .g de AN / ml. con Ila finalidad de inhibir el
crecimiento de otras bacterias no resistentes a estos antibitticos.

Preparacion del producto de exclusién competitiva

El producto de EC comercial® fue preparado siguiendo las instrucciones del fabricante. Un

paquete de reconstituyente del diluyente fue depositado en un termo estéril que contenia 490 ml

! SIGMA Chemical C.O. St. Louis MO, U.S.A.

2 DIFCO Laboratories, Detroit M. U.S.A.

* Milton Roy Spectronic 20D, Milton Roy company, U.S.A.

* MERCK KGaA, Darmstadt, Germany.

9 Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, WI, U.S.A.




de agua destilada estéril y fue mezclado cuidadosamente. Se tomé un paquete de 2000 dosis de
producto de EC almacenadas en un congelador a -70 C y se depositd en el termo que contenia el
diluyente. El producto fue administrado a los pollos 45 minutos después de su preparacion. El
producto de EC comercial consiste en una mezcla de 27 bacterias cecales de aves adultas
(cuadro 2), mantenidas en cultivo de flujo continuo elaborado por el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos de Norteamérica y la Universidad de Texas A & M. La metodologla de

elaboracion, ha sido descrita anteriormente ' 7™

Animales de experimentacion

Se utilizaron 420 polios de engorda (Arbor acres x Arbor acres) de un dia de edad, provenientes
de una incubadora comercial ubicada en el estado de Morelos, México. Fueron alojados en
cuatro comrales en piso, en una de las unidades de aislamiento dei Departamento de produccién
animal: Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

Al arribo de los pollitos se realizd muestreo bacterioldgico del material de cama contenido en las
cajas de transporte, del alimento y de 20 pollitos (para descartar la presencia de Salmonella spp
segin la NOM-005-Z200-1993.®)) Los pollos fueron alimentados con una racién balanceada sin

anticoccidiano y con agua ad /ibitum.

Disefio experimental

Expenimento 1. Para evaluar el efecto del producto de EC comercial sobre la mortalidad por
Salmonella gallinarum, se utilizaron 160 polios de un dia de edad que fueron asignados

aleatoriamente en dos grupos de 20 aves cada uno, con cuatro réplicas. Grupo A.- testigo con
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administracion de 0.25 ml de solucién salina fisioldgica (SSF) via oral, grupo B.- tratado con 0.25
m! del producto de EC comercial® via oral, identificandolos con una marca en la cabeza con tinta
indeleble, las cuales fueron remarcadas diariamente. Al tercer dia de edad, ambos grupos fueron
desafiados con 0.25 m! del indculo que contenla 10 ufc Salmonella gallinarum/m\. La monrtalidad

se registré durante 10 dias posinoculacion.

Experimento 1
Grupo Tratamiento Via de inoculacién Desafio
A 0.25 mide SSF Oral 0.25 mi de 10° ufc/mi de
Testigo (+) Salmonella gallinarum
B 0.25 m! de producto' Oral 0.25 ml de 10° ufc/mli de
MNI de EC comercial® . Salmonella gallinarum
MNI = microflora nativa intestinal.

Experimento 2: Para evaluar el efecto del producto de EC comercial® sobre I3 transmisién
horizontal de Salmonella gallinarum, se utilizaron 240 pollos asignados aleatoriamente en tres
grupos de 20 aves cada uno, con cuatro réplicas. Grupo C.- testigo desafiado por via oral con
0.25 ml del inéculo conteniendo 10° ufc de Salmonella gallinarum/mi, grupo D.- con
administracion de 0.25 m! de SSF via oral, grupo E.- tratado con 0.25 ml del producto de EC
comercial® via oral al dia de edad. Todos los grupos fueron identificados con una marca en la
cabeza con tinta indeleble de diferente color para cada grupo y que fueron remarcadas
diariamente. Los tres grupos se alojaron en el mismo corral y se registréd la mortalidad diaria
durante todo el experimento. Las aves sobrevivientes se sacrificaron 10 dias posdesafio para

intentar el aislamiento de Salmonelia gallinarum a partir de higado y bazo.

2 Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, W1, U.S.A.



Experimento 2
Grup; . - — Traumlenu; Via de inoculacién Desafio
€ 0.25 mi del inéculo Oral 0.25 ml de 10° ufc/ml de
Testigo (+) Salmonella gallinarum
D 0.25 ml de SSF Oral Ninguno
Testigo (-)
E 0.25 m! de producto de EC Oral Ninguno
MNI comercial®

MNI = microfiora nativa intestinal.

Determinacién de la presencia de Salmonella gallinarum a partir de érganos internos

De las aves muertas durante la prueba se realiz6 la necropsia y se tomaron muestras de higado y
bazo. Las aves sobrevivientes fueron sacrificadas humanamente por dislocacién cervical y se

colectaron muestras de higado y bazo para intentar el aislamiento de Salmonella gallinarumn.

Los érganos colectados se cultivaron de acuerdo a los lineamientos de la norma oficial mexicana
para la campana naciona! contra la Salmonelosis aviar y el plan nacional de mejoramiento
avicola de los E.U.A. (NPIP por sus siglas en ingles).”™ E! higado y bazo de cada pollo se
colectd asépticamente y fueron cultivados, trabajandose como una muestra combinada en caldo
tetrationato' que se incubé durante 24 hrs a 37 C. Posteriormente fue sembrado por estria en
placas de AVB? conteniendo 25ug de NO/miy 20ug de AN / mil, las cuales se incubaron a 37 C
por 24 hrs y posteriormente se examinaron en busca de colonias tipicas de Sa/monella
gallinarum. Ademas se realizaron pruebas bioquimicas para confirmar la identificacién de la

bacteria.

? Nombre comercial Preemt™,; BioScience Inc. Madison, W1, U.S.A.
! DIFCO Laboratories, Detroit M1, U.S.A.
? MERCK KGaA Darmstadt, Germany.
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Anilisis estadistico

Para evaluar las diferencias entre los porcentajes de aislamientos positivos a Salmonella
gallinarum y los porcentajes de mortalidad entre los grupos de cada experimento, se utilizé una
prueba de Ji-cuadrada.® Para calcular los porcentajes de mortalidad y de aislamientos positivos
se efectuo la divisién del nimero total de pollos muertos o numero total de aislamientos positivos

en las cuatro réplicas entre el nimero de réplicas.
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RESULTADOS

Anilisis bacteriolégico de cama de transporte, alimento y aves

Las muestras de cama, alimento y érganos (higado, bazo y saco vitelino) de 20 pollos resultaron

negativos al aislamiento de Sa/monella spp .

Signos clinicos

En los grupos testigo positivo de los experimentos 1 y 2 se observé depresiéon, deshidratacion,
anorexia, somnolencia, inapetencia adherencia de material blanquecino a la cloaca, diarrea y

debilidad. En los grupos tratados con EC no se presentaron signos clinicos aparentes.

Mortalidad

Durante las primeras 48 hrs posinoculacién se presentd el pico de mortalidad en los pollos

desafiados con salmonela, disminuyendo hasta el dia 6 de edad en ambos experimentos.

Experimento 1: La administracién profilactica del producto de EC comercial® redujo
significativamente (p<0.001) la mortalidad en los polios del grupo MNI comparado con el grupo
testigo positivo durante un periodo de 10 dias en las cuatro réplicas realizadas. El porcentaje de
mortalidad para el grupo testigo positivo y los grupos tratados con el producto de EC comercial®

fueron: 73.7 y 7.5 respectivamente (cuadro 3).

Experimento 2. La mortalidad se redujo significativamente (P< 0.005) en e! grupo E (MNI) cuando

se compard con el grupo C (testigo positivo) y con el grupo D (testigo negativo). E! porcentaje de

2 Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, W1, U.S.A.
22



mortalidad para los grupos C, D y E fueron: 80.0, 53.7 y 8.7 respectivamente. La mortalidad del
grupo D no fue significativamente diferente comparada con el grupo testigo positivo (grupo C)

(cuadro 4).

Invasién a 6rganos internos por Salmonella gallinarum

La transmisién horizontal de Salmonella gallinarum en higado y bazo del grupo E se redujo
significativamente al compararse con el grupo D. El porcentaje de aislamientos positivos a
Salmonella gallinarum de higado y bazo para los grupos: C, D y E fueron: 86.2, 83.7 y 35.0
respectivamente. La incidencia de Salmonella gallinarum en el higado y bazo del grupo D no fue

significativamente diferente comparada con el grupo testigo positivo (grupo C) (cuadro 4).
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DISCUSION

Durante los primeros 10 dias Salmonella gallinarum mostré una alta patogenicidad que se vio
reflejada por la alta mortalidad en los grupos que no recibieron el tratamiento profilactico con el

cultivo de exclusién competitiva comercial®.

El huésped animal y su MNI conforman un ecosistema muy complejo, en el cual muchos
mecanismos afectan la composicion de la microbota intestinal. La MN! afecta la colonizacion de
otras bacterias por competencia directa de nutrientes (nutrientes y factores de crecimiento);
competencia por receptores celulares en comun (puntos de adhesiéon y estimulacion de la
descamacion intestinal), por produccién de sustancias bactericidas (colicinas, peroxido de
hidrégeno, bacteriocinas, amonio, enzimas bacterianas, bacteridfagos, antibidticos);, y creacion
de un ambiente restrictivo (incremento en la produccion de acidos grasos volatiles, principalmente

el &cido propidnico; acido lactico, acido sulfinidrico, cambios en pH) (!5 31 49 51. 52 54, 55, 66,75, 81, 82)

En este trabajo se demostré que {a administracion profilactica de MNI definida, proveniente de
aves adultas sanas, en polios de un dia de edad, reduce significativamente la mortalidad,
comparada con los grupos no tratados con el producto de EC. Esto sugiere que el producto de
EC coloniza el ciego de estos pollos e inhibe la colonizacion por Salmonella gallinarum. También
se puede apreciar este efecto protector, al disminuir la transmisién horizontal de Sa/monella
gallinarum en los grupos que recibieron el tratamiento profilactico con el producto de EC,
comparandolos con el grupo desafiado con Salmonella gallinarum y el grupo no desafiado, no
tratado con EC (grupo D). Los resultados del presente trabajo coinciden con los trabajos
realizados anteriormente por otros investigadores, en los cuales se ha observado el efecto de

diferentes cultivos de EC sobre la colonizacién e invasién de 6rganos por Salmonella spp % 1% 3%

51, 82, 8), 63, 67,70, 75)

2 Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, W1, U.S.A.
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En un estudio realizado por Snoeyenbos et al. también se observé que la MNI fue capaz de
conferir proteccion contra la transmision horizonta!l de Salmonelia spp. Al igual que en el presente
estudio, estos autores utilizaron un grupo control positivo (*grupo semiiia™) el cual fue alojado en el
mismo corral que los grupos tratados al dia de edad con el cultivo de EC, observando una
disminucién significativa de 1a transmisién horizontal de salmonela. ®* Ademas, ellos pudieron
observar que la MNI administrada en el grupo tratado con EC fue capaz transmitirse al “grupo
semilla® (control positivo) disminuyendo asi, el nimero de aislamientos positivos a salmonela de
este grupo. De igual manera en este mismo estudio Snoeyenbos et al. pudieron demostrar que la
administracion de MNI al dia 11 de edad en pollos infectados con salmonela al dia de edad, fue
capaz de eliminar mas rapido la infeccién que en los grupos no tratados con EC. ®* Pero el
mecanismo terapéutico por medio del cual se reduce la infeccion es desconocido por los autores.
En otro estudio realizado por Weinack etf al. demostraron que la administracidon de cultivos de EC
en pollos de 3 a 9 dias de edad infectados experimentalmente con Salmonella spp, se recuperan
mas rapido de la infeccion que los polios no tratados con el producto de EC. Por lo anterior,
podemos deducir que la administracion profilactica de MNI tienen la capacidad de proteger ante
un desafio con dosis altas de salmonela como se observé en el presente estudio. Pero ademas,
la administracion de cultivos de EC puede tener un efecto terapéutico ante las infecciones
causadas por este mismo patdgeno. Posiblemente estas dos caracteristicas son las
responsables de la disminucion de la transmision horizontal de Salmonella gallinarurn observada

en el presente estudio.

A diferencia de lo reportado por Snoeyenbos et al., ® en el presente trabajo Salmoneila
gallinarum logré matar y colonizar drganos internos de un gran porcentaje de aves del grupo no
tratado con EC (grupo D), debido probablemente a que el grado de exposicién con la MNI| de aves
adultas contenida en el producto de EC no fue suficiente. Aunque la cama sea un buen vehiculo

) 72:34.85) ayisten varios factores que interactuan para que se realice

para la transmisién de la MN
adecuadamente esta actividad. Uno de ellos es la cantidad de bacterias anaerobias contenidas

en la cama en el momento en que las aves son expuestas. Segun Corrier ef al. se observa un
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buen nivel de proteccion cuando la cama contiene de 107 a 10° ufc de anaerobios/gr.®* Ademas,
se necesita que las bacterias anaerobias contenidas en la cama, no sean muy susceptibles al
oxigeno libre en el ambiente por esta condicion el nimero de bacterias anaerobias presentes en
ta cama, siempre sera menor al numero presente en el producto de EC comercial.®®* % Otro
factor que pudo influir en estos resultados es el tiempo que duro la prueba. Snoeyenbos et al.
observaron que la MNI presentaba el efecto terapéutico ya antes mencionado a partir del dia 25
de edad en el "grupo semilla” y a partir del dia 39 de edad en el grupo tratado al dia 11 de edad
®3) el tiempo que duro el presente estudio fue menor (10 dias), pudiendo ser esta la razén por la

cual no se observé este efecto terapéutico.

Un numero bajo de bacterias anaerobias de la MNI que colonicen el SGI del ave, generara un
pobre nivel de proteccion contra patégenos entéricos, por la cantidad tan baja de acidos grasos
volatiles producidos y la pobre competencia por otros factores. Esto, aunado a que la asociacion
directa existente entre el incremento en la concentracion de acidos grasos voldtiles, y el
decremento dé Salmonel/a spp en el ciego, se presenta durante los primeros 10 a 20 dias

posteri_q"eé ale téblecimiento de la MNI proveniente de la cama.®*

Por esté razon es importante desarrollar mas estudios relacionados con la resistencia en cama de
" las bacterias anaerobias contenidas en los producto de EC comercial y con el posible efecto
terapéutico de la MNI para el control de microorganismos patdgenos en las aves. De esta
manera se facilitaria la administracion profilactica y terapéutica de productos de EC en

condiciones de campo.

El nivel de proteccién que pudo haber conferido la MNI del cultivo de EC en estudio, contra la
transmisién horizontal de Salmonella gallinarum, pudo haber sido aito; debido a que en el
“redesafio” (transmisiodn horizontal de Salmonella spp), la cantidad de ufc puede ser igual 0 mayor
que la dosis de desafio original, como lo explica Pivnick y Nurmi, que mencionan que /a dosis

conocida de desafio, introducida en el pollo por el investigador, y el continuo “redesafio” de
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compaifleros de corral no infectados directamente con la dosis de desafio, pero expuestos con los
pollos infectados; genera que la dosis de “redesafio” sea mayor en los pollos no infectados
directamente; debido a que aves que reciben 10° células, excretaran de 10° a 10° salmonelas
por gramo de heces, en las 1* o 2* semana posdesafio.*® Ciaro que esto dependera de muchos
otros factores, como la resistencia por estirpe, la edad de desafio, el tipo de alojamiento, tipo de

bacteria, entre otros como lo describen Duchet-Suchaux et al.*®

La MNI definida del producto de EC comercial® utilizado en este ensayo, contiene bacterias
anaerobias facultativas y obligadas, pertenecientes a 10 géneros bacterianos, algunas de estas
ultimas, tienen la capacidad de producir acidos grasos volatiles como: acético, propiénico y
butirico; y otras que exclusivamente producen acido propidnico. Goren et al. demostraron que
las bacterias anaerobias obligadas, son necesarias para producir proteccion, pero la maxima
proteccion se logra, cuando se acompainan de anaerobias facultativas %; debido a que las
bacterias anaerobias facultativas, tienen la capacidad de aprovechar el oxigeno presente y
generar asi, [as condiciones en las cuales los microorganismos intolerantes al oxigeno pueden

colonizar el sistema intestinal.®™ *®

En el estudio de Goren et al., se utilizd una mezcla de 295
cultivos puros de anaerobios obligados aislados de intestinos de pollos adultos que no lograron
ser efectivos, sino hasta después de que se adicionaron cultivos anaerobios facultativos.®® De
aqui la importancia de que los cultivos de EC comercial contengan ambos tipos bacterianos para

preveer un buen nivel de proteccion.

Las limitaciones en el desarrollo de cultivos de EC definidos, se atribuyen principalmente al
limitado conocimiento acerca de los mecanismos de proteccién de esta microflora. Si logramos
entender estos mecanismos, se podria proporcionar informacién practica para preservar o

mejorar los factores que contribuyen a la inhibicion de Salmonelia spp por cultivos de EC.®"

® Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, Wi, U.S.A.
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Los efectos de competencia por nutrientes, por receptores celulares y la creacion de un ambiente
restrictivo son dificiles de relacionar entre si. Hasta el momento, solamente es posible
comprender la paricipacion de cada uno de ellos en Ia inhibicién de patdgenos entéricos. Las
investigaciones acerca de [a actividad inhibitoria de los coliformes sobre Salmonella spp in vitro,
mostraron que esta puede ser revertida al adicionar glucosa en el medio. Esto demuestra que la
inhibicién se debe a la competencia por fuentes de carbono o energia.®¥ La competencia por
sustratos se puede dar por nutrientes limitantes o factores de crecimiento, pero esto ha sido poco
estudiado en el SG! aviar.®® El producto de EC comercial® utilizado en el presente estudio,
contiene dos cepas de Escherichia coli, la cepa CC-3A y la cepa CC-3B; esto sugiere que una
forma de participacién de estas dos bacterias y probablemente otras mas, en la exclusién de

Salmonela gallinarum es por a una competencia de fuentes de carbono.

Las poblaciones de microorganismos en e} SGI, se encuentran en una constante competencia por
sustratos limitantes y siempre habra una poblacién mas eficiente para utilizar uno o varios de
ellos. El nivel de poblacion esta regulado por la cantidad de sustratos limitantes disponibles en el
medio. Existe una relacién directa entre el nimero de bacterias y la cantidad de nutrientes
5 dis;_ponibles. por lo que a mayor concentracién de nutrientes, mayor desarroilo bacteriano; y si la
canﬁdad de nutrientes disponibles se reduce, también la cantidad de microorganismos
v baétérianos se disminuye ®® Asi, la administracidn profilactica de cultivos de EC con el temprano
establecimiento de Ia’MNI en el SGI, ejercen una competencia por los nutrientes disponibles en el
medio, los cuales podrian estar disminuidos en cantidad en el momento en que llegan las
bacterias patégenas, provocando de esta forma la exclusion de patégenos como la observada en

el presente ensayo.

En un estudio realizado por Hume et al., observaron in vitro la actividad metabdlica realizada por
27 bacterias contenidas en el producto de EC comercial Preemt™ donde demostraron un

decremento en la concentracidon de amino acidos limitantes al ser metabolizados a acidos grasos

9 Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, Wi, U.S.A.
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) De igual forma, Ushijima y Seto atribuyen el control in vitro de

volatiles hasta en un 72%.
Salmonella spp con cultivos de anaerobios en flujo continuo, debido a la competencia por amino
4cidos limitantes como la arginina, serina, treonina y acido aspartico.® Por lo que se deduce
que la MN! contenida en el producto de EC comercial® es capaz de competir por factores

limitantes de crecimiento y ademas generar un ambiente restrictivo .

La capacidad de los microorganismos para asociarse con la superficie epitelial, es un factor muy
importante para controlar no sélo la composicién de las comunidades epiteliales, sino ademas las
comunidades del lumen. En cualquier area del SGI, las poblaciones bacterianas del lumen ,
estan sujetas a ser dlsmmundas en numero 0 a ser eliminadas cuando la ingesta o contenido

luminal derivado de.la dleta del hospedador pasa a través del lumen hacia otra area o es

eliminado en forma: de heces ‘”’ » e

La adhesion de Salmonella spp en el epitelio intestinal ha sido demostrada por microscopia

electronica de barrido. Los principales sitios para la colonizacion en el los intestinos son el ciego y

el ingluvies.®™ Barrow ef al. reportaron que en el ciego, la mayoria de microorganismos de

Salmonella spp son aislados del lumen, mas que de la capa epitelial. En cambio en el ingluvies ,
el nimero de microorganismos de Sa/monella spp asociada con el epitelio, frecuentemente es

1% Lo antes

superior al numero de bacterias que se encuentran en el contenido lumina
mencionado sugiere que al! administrar el cultivo de EC comercial®, en los primeros dias de vida
del pollo, no se permite que Salmonella spp colonice las superficies epiteliales de ingluvies y
ciego, porque estas estan ocupadas por la MNI del producto de EC, la simple accién mecanica
de paso de la ingesta o contenido luminal, reduce el nimero de microorganismos de Sa/monella

spp presentes en el sistema digestivo.

Algunos microorganismos se asocian con las superficies epiteliales mediante el uso de

mecanismos de motilidad para abrirse paso a través de los geles o moco que protege el epitelio

2 Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, W1, U.S.A.
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intestinal,®* 2

mecanismo del cual carece Salmonella gallinarum, por lo que podria estar en
desventaja en la competencia por receptores celulares ante otras bacterias moviles como
Escherichia coli, Citrobacter freundi, Enterobacter sp, Pseudomonas sp, Serratia liquefaciens,

Eubacterium sp ®?: contenidas en el producto de EC utilizado en el presente estudio.

En muchos trabajos con productos de EC, siempre se menciona la produccién de factores que
generan un ambiente restrictivo (acidos grasos volatiles, cambios de pH, etc.), pero esto parece
ser menos importante que Ia ocupacion fisica de los receptores celulares, principalmente para las
bacterias que atacan, colonizan o invaden como la Salmonella spp.®® Davila et al. demostraron
el grado de competencia por estos receptores celulares, al desafiar consecutivamente con 24 hrs
de diferencia, a pollos de un dia de edad con Salmonella enteritidis y Salmonella gallinarum y
viceversa. Observaron que el primer desafid provee de proteccion ante un segundo desafio con
el otro patogeno ®* esto sin generar un ambiente restrictivo o una respuesta inmunolégica
posiblemente por que el tiempo entre desafios es muy corto, lo que sugiere que unicamente
fueron ocupados los receptores celulares especificos. La sola competencia por receptores
celulares, al administrar el producto de EC comercial®, es un factor importante en la exclusién de

Salmonelia gallinarum que se observo en el presente ensayo.

Los mecanismos involucrados en la colonizacién del sistema alimenticio de las aves por
Salmonella spp, no son muy claros hasta el momento, debido a la complejidad de los mismos.
Los lipopotisacaridos, pilis, proteinas de membrana externa y adhesinas han sido atribuidas como

parte de estos mecanismos.®¢

El mecanismo de unién a superficies epiteliales es la adhesion al glucocalix. La adhesion es
lograda a través de fuerzas interactivas como la i6nica, la bipolar, enlaces de hidrégeno, y
atraccidn hidrofébica. La adhesion especifica es usualmente un mecanismo de dos componentes

que involucra un sistema de “Hlave y candado”.*®

% Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, WI, U.S.A.
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Se sabe que la adhesitn a la mucosa intestinal, es precedida por la invasién de salmonela,®” *

pero el papel de esta adhesion en la colonizacién por Salmonella spp en el SGI del ave no es
comprendida totalmente.®® La dinamica de la colonizacién intestinal de algunas bacterias, es

afectada por otros microorganismos intestinales®” coma ocurrio en el presente estudio.

La adhesion bacteriana a sustancias receptoras en el moco que protege la superficie epitelial, ha
sido considerada como el primer paso en la colonizacion de la bacteria para invadir el epitelio
intestinal. Se ha observado, que los microorganismos son atraidos por factores quimiotacticos
presentes en el moco gel.“® También se han identificado receptores especificos para
enteropatdgenos en el moco de varios mamiferos. Craven et al. en estudios in vitro demostraron
la presencia de mecanismos de adherencia en el moco y en los enterocitos, ellos sugieren que el
moco aunque protege al epitelio intestinal de patdgenos entéricos, posiblemente también tiene la
capacidad por sus componentes, de facilitar la colonizacidon de Salmonella spp en los intestinos.
Estos autores observaron que el moco proveniente del ciego, provee de un efectivo recurso de
nutrientes para el desarrolio de salmonela.**** En los pollos esta podria ser la razén por la cual
para muchos géneros de Salmonella, es menos importante la penetracion a través del moco y la
posterior adherencia al epitelio intestinal, especialmente en los 6rganos con poca motilidad como
el ciego;®® explicando asi el por que es menos frecuente aislar salmonela del epitelio cecal, que

de contenido luminal.®"

Por otro lado se han descrito diferentes adhesinas de la fimbna en la superficie celular bacteriana

. ‘que se adhieren a receptores especificos en el epitelio intestinal **

La contribucion de esta
fimbria o pili para la colonizacion e infeccién por Salmoneila spp, ha sido controversial.®® Se ha
demostrado que el efecto de inhibicion de patégenos entéricos, depende de la capacidad de

adhesion del cultivo bacteriano utilizado para conferir proteccion.
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En estudios in vitro realizados por Craven et al. demostraron una reduccién en el fenémeno de
adhesion de Salmonella spp al moco cecal proveniente de pollos, mediante la exposicién previa
del moco a los cuitivos de dos enterobacterias provenientes de intestino de pollo adulto, mediante
{a adicion de fimbrias de enterobacterias, mediante la exposicidn previa del moco a una cepa de
Lactobacillus sp y mediante la adiciébn de lavado de bacterias o sobrenadante de medios de
cultivo de Lactobacillus sp. Sus resultados sugieren que las enterobacterias se unen por medio
de fimbrias (presumiblemente tipo 1) a receptores especificos en el moco cecal, bloqueando de
esta manera la adhesion de Salmonella spp. Aunque se han reportado diferentes tipos de
fimbrias para salmonela (tipo 1 y otras), el papel de cada una de ellas, no ha sido determinado en
el fenémeno de adhesidn para lograr la colonizacién de los intestinos de los pollos. Ademas, de
que el efecto de la disminucion de la adhesion de Salmonella spp mediante el uso de cultivos de
Lactobacillus sp, se asocia con la unién del lactobacilo a sitios hidrofobicos en las células del
epitelio intestinal.®” Craven et al. especulan, que Ia disminucién de estos sitios para la adhesién
hidrofébica, conduce a la reduccion en la adhesion de salmonela en los enterocitos y moco cecal.
Los reshltados de su estudio, de acuerdo al uso del lavado de bacterias o sobrenadante de medio
de cultiVo, puede ser atribuido también a la adhesiéon de fimbrias o a lo que ellos llaman

*factores-celulares-libres” en el sobrenadante.®”

En relacion a la adhesion, Spencer et al. han reportado la presencia de adhesinas de
Lactobacillus sp en sobrenadante de medio de cultivo, que inhiben la adhesion de otras bacterias

al epitelio intestinat.®

Se han encontrado cepas adherentes de Lactobacillus sp que pueden
ocupar receptores patogénicos y toxigénicos sin la necesidad de unirse a estos receptores, de
esta manera, se limita la capacidad de patogenos (ejemplo salmonela) para colonizar los
intestinos.®” Otros autores sugieren, que la adherencia de Lactobacillus sp a la mucosa o al
epitelio intestinal, podria ser mediada a través de carbohidratos, proteinas o polimeros de acido

lipotecoico ©** 837}
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En estudios in vitro realizados por Craven et al. demostraron una reduccién en el fendmeno de
adhesion de Sa/monella spp al moco cecal proveniente de pollos, mediante la exposicion previa
del moco a los cultivos de dos enterobacterias provenientes de intestino de pollo adulto, mediante
la adicion de fimbrias de enterobacterias, mediante la exposicion previa del moco a una cepa de
Lactobacillus sp y mediante la adicion de lavado de bacterias o sobrenadante de medios de
cultivo de Lactobacillus sp. Sus resultados sugieren que las enterobacterias se unen por medio
de fimbrias (presumiblemente tipo 1) a receptores especificos en el moco cecal, bloqueando de
esta manera la adhesion de Salmonella spp. Aunque se han reportado diferentes tipos de
fimbrias para salmonela (tipo 1 y otras), el papel de cada una de ellas, no ha sido determinado en
el fenémeno de adhesion para lograr la colonizacién de los intestinos de los pollos. Ademads, de
que el efecto de la disminucion de la adhesion de Salmonelia spp mediante el uso de cultivos de
Lactobacillus sp, se asocia con la unién del lactobacilo a sitios hidrofdbicos en las células del
epitelio intestinal.®”! Craven et al. especulan, que la disminucion de estos sitios para la adhesion
hidrofébica, conduce a la reduccién en la adhesiéon de salmonela en los enterocitos y moco cecal.
Lés resultados de su estudio, de acuerdo al uso del lavado de bacterias 0 sobrenadante de medio
“de cultivo, puede ser atribuido también a la adhesion de fimbrias 0 a lo que ellos llaman

*factores-celulares-libres” en el sobrenadante.®”

En relacion a la adhesion, Spencer et al. han reportado la presencia de adhesinas de
Lactobacillus sp en sobrenadante de medio de cultivo, que inhiben la adhesion de otras bacterias

1. Se han encontrado cepas adherentes de Lactobacillus sp que pueden

al epitelio intestina
ocupar receptores patogénicos y toxigénicos sin la necesidad de unirse a estos receptores, de
esta manera, se limita la capacidad de patégenos (ejemplo salmonela) para colonizar los
intestinos.®” Otros autores sugieren, que la adherencia de Lactobacillus sp a la mucosa o al
epitelio intestinal, podria ser mediada a través de carbohidratos, proteinas o polimeros de acido

lipotecoico.®* 8837
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Como se puede observar, los mecanismos involucrados en el fenémeno de adhesién bacteriana
son variados y complejos. Lo que es importante destacar, es la participaciéon de los Lactobacillus
sp y enterobacterias aisladas del SGI de pollos adultos, que puede inhibir la adhesién de
salmonela a través de diferentes mecanismos. De esta misma forma, los lactobacilos y
enterobacterias contenidas en el producto de EC comercial® utilizado en el presente estudio,
posiblemente participan para impedir la adhere_ncia de Salmonella gallinarum de E;ollos de un dia

de edad.

Una cepa de Lactobacillus acidophillus que se adhiere fuertemente por medio de una proteina (S-
layer) al epitelio intestinal de los pollos y que se ha comprobado que protege contra desafios con
Salmonella spp, después de ser cultivada varias veces en agar selectivo, pierde su capacidad de
adhesion, acompanado con la pérdida de la actividad protectora contra salmonela.®® De aqul la
importancia de mantener los cultivos de EC en medios artificiales, sin que estos pierdan su
efectividad protectora con el tiempo. La utilizacion de cultivos de EC comercial elaborados bajo
un sistema de flujo continuo, ha demostrado en varios estudios al iguai que en el presente, ser
efectivos para conservar la capacidad protectora de la MNI de aves adultas, ante desafios con

Salmonella spp.(‘ﬁ. 19, 83,70, 75, 78, 89, 98)

La caracteristica principal de los cultivos de EC comercial elaborados en un sistema de flujo
continuo, es que se trata de reproducir in vitro las interacciones bacterianas que ocurren en el
intestino grueso del pollo.®® Es esencialmente un sistema de flujo, donde continuamente se
adiciona un volumen constante de cierto medio para generar un balance. En un sistema en
equilibrio, el namero de bacterias por unidad de sustrato es constante o en continuo estado de
crecimiento. El medio de crecimiento es formulado para que un soélo nutriente, sea el principal y
limitante. La clave de este sistema es que la concentracion del nutriente siempre es baja y cada
gota de nutriente adicionada, es inmediatamente consumida por las bacterias. De esta forma se

puede controlar 1a tasa crecimiento bacteriano y examinar otros factores fisioldgicos que influyen

2 Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, WI, U.S.A.
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en el desarrollo bacteriano® Por todo esto la MN! contenida en el producto de EC comercial,
procesada en grandes canlidades para uso comercial y almacenada a -70 C, conserva su
capacidad de proteger a polios de un dia de edad contra desaflos con Salmonella gallinarum
como se mostré en este estudio, debido a que el sistema de cultivo artificial utilizado, permite que
las bacterias (MNI) no perdieran la capacidad de competencia y colonizacidn necesarias para
excluir al patégeno, la cual fue la misma que se observé en los primeros estudios acerca de la

EC con cultivos provenientes de contenido cecal de aves adultas.®"*?

Se han propuesto otros métodos para mantener la efectividad de los cultivos de EC, como pases
a través de animales gnotobidticos,®® o dar pases previos en animales convencionales, antes de

administrar el cultivo de EC. Métodos que han resultado poco practicos y costosos. "%

En los resultados del trabajo de Davila et al., se observé una disminucion significativa en el grado
de colonizacién bacteriana (95% vs. 15% de las aves) del segudo desafio de Salmonella
gallinarum o entenitidis inoculada comparandola con el primer desafio (entenitidis o gallinarum),®
no alcanzando a inhibir la colonizacion en su totalidad. Estos resultados indicarian que la
generacion de un ambiente restrictivo, competencia por nutrientes y produccién de sustancias
bactericidas, son factores importantes para lograr la exclusién de enterobacterias patdgenas
como Salmonella gallinarum o enteritidis. Por esta razon, es importante que la MNt del producto
de EC comercial a utilizar, contenga diferentes géneros bacterianos que realicen esta actividad,
para que juntas o separadas proporcionen una buen nivel de competencia como el alcanzado en

el presente ensayo.

La proteccion ofrecida por la MNI de aves adultas sanas contra la multiplicacion de Salmonella
spp en el SGI, ha sido ampliamente probada en pollos, !5 1% 31 §1. 82. 83, 63.67. 70,76 gin embargo,
todos estos estudios se han realizado con animales convencionales y es dificil distinguir en ellos,

el pébel de la MNI (inoculada a través de los cultivos de EC) y el ambiente bacteriano que aunque
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escaso, siempre esta presente en el SGI de las aves. Hudault et al. demostraron el efecto de la
EC con MN! de aves adultas, administrada en aves gnotobitticas ante desafios con Salmonella
spp. La MNI utilizada en el cultivo de EC contenia al igual que el producto de EC utilizado en el
presente estudio, microorganismos como Lactobacillus sp, Enterococcus fecalis, Bacteroides sp,

Eubacterium sp.t**"

Sin embargo, el producto de EC utilizado en el trabajo de Hudault et al.
contenia otros dos microorganismos que pueden ser patégenos para el hombre,®? Clostridium sp
y Peplostreptococcus sp,""*" razon por la cual no estan incluidos en el producto de EC comercial®
utilizado en el presente estudio. Por otro lado, Hudault et al. demostraron que estos
microorganismos son capaces de excluir Sa/monella spp de aves gnotobidticas, por lo que esta

mezcla de MNI tiene la capacidad de desarrollarse en un ambiente inhabitado, sin la necesidad

de interactuar con otras bacterias que pudieran estar presentes en el SGI de! ave. "

Los &cidos organicos son producto final de la fermentacién y juegan un papel primordial en el
antagonismo de enterobacterias en el SGI. Mientras que el pH por si mismo es un factor, los
niveles acidos de pH incrementan la actividad antimicrobiana de los acidos organicos. A niveles
bajos de pH, los acidos organicos estan presentes en su forma indisociada, lo que permite
atravesar fa pared celular de la bacteria con mayor facilidad ya que no tienen carga eléctrica y por
lo tanto ejercen un mayor efecto antimicrobiano que las formas disociadas con carga negativa.*®
Barnes et al. mostraron que diferentes bacterias anaerobias inhibian in vitro a salmonela y

atribufan la inhibicién a elevados niveles de acidos grasos volatiles.®?

Las aves tratadas con cultivos de EC cultivadas en flujo continuo, muestran un incremento en la
concentracion de acidos grasos volatiles, principalmente acido propidnico. Muchos autores han
determinado que un aumento en la concentracion de acido propidnico indisociado en el contenido
cecal de polios tratados con productos de EC comercial presenta menores cargas de Salmonella

(15, 70, 84, 98,

spp ) E! aumento en la concentracién de acido propidnico en pollos tratados con el

cultivo de EC comercial® ha sido correlacionado con un aumento de 100 veces la presencia de
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UFC de bacterias anaerobias.”"® Por lo tanto, bajas concentraciones de acido propidnico en el
contenido cecal, sugieren que la MNI anaerobia, no logré colonizar el ciego de las aves.® 7534
La resistencia de los pollos de un dia de edad a la colonizacién por Salmonella spp cuando se
administra un cultivo de EC, se encuentra directamente asociado con el incremento de acido

propidnico en el ciego.®*¢ 5 % 100

El acido propidnico es uno de los principales acidos grasos
volatiles resultantes de! metabolismo final de muchas bacterias anaerobias obligadas presentes
en el ciego.‘"' * por io que este, podria ser otro de los mecanismos de exclusiéon generado por

la MNI del producto de EC comercial® utilizado en el presente ensayo.

En un estudio realizado por Corrier et al. demostraron que el incremento en la concentracién de
acidos grasos voldtiles en pollos tratados con MN! de aves adultas a través de la cama se
observa hasta 10 dias después del tratamiento y que esto correspondié al establecimiento de la
MNI en el sistema digestivo.®” En cambio, en pollos de un dia de edad tratados con cultivos de
EC de flujo continuo, mostraron un incremento en la concentracion de dichos acidos a los 3 dias

de edad.'® * ¢4 ™

Asli, el incremento en la concentracién de acidos grasos volatiles es un
acontecimiento que precede al establecimiento de la MNI en el ciego de las aves. Los resultados
de Corrier et al. demuestran que cuando el pollo recibe {a MNI a través de la cama, esta tiene una
dinamica mas lenta para colonizar los intestinos.®® Probablemente, este factor pudo haber
influido en los resuitados del experimento 2 del presente estudio donde el nimero de aislamientos

de higado y bazo positivos a Salmonella gallinarum, no fue diferente en el grupo no desafiado y

no tratado con EC, al comparario con el grupo que se desafio directamente con el patégeno.

Como ya se menciond anteriormente, la gran mayoria de microorganismos de Salmonella spp en
el ciego se encuentran en el lumen cecal.®™ Se sabe que los productos de EC cultivados en
sistema de flujo continuo tienen la caracteristica de aumentar en el contenido cecal la
concentracion de acidos grasos volatiles en su forma disociativa, principaimente del acido

propiénico; de esta manera, el gran nimero de microorganismos de Salmonella spp presentes en
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el lumen intestinal, sufren directamente la accién bactericida de estos acidos. Sugiriendo ser este
otro de los mecanismos de exclusién que tiene el producto de EC? cultivado en flujo continuo
empleado en la presente prueba para inhibir la transmisién horizontal y la mortalidad originada por

Salmonella gallinarum, tal como se observa en los resultados obtenidos.

Otro de los mecanismos de proteccidn que podria estar asociado con el cultivo de EC comercial®
empleado en el presente estudio, es que al acidificar el pH del contenido cecal, no sélo se
disminuye la viabilidad de las bacterias, sino ademas se podria generar un incremento en la
mitosis celular e induccién de la modificacion de receptores de las células epiteliales, necesarios
para la adhesién e invasion de la bacteria.!'®* ®¥ Hernandez et al. demostraron el efecto del
incremento del pH del contenido cecal sobre la inhibicion de la colonizacién por Salmonelia
gallinarum en pollos de un dia de edad,""" donde el pH se incremento en presencia de acidos
organicos. Por lo que se puede inferir que el establecimiento de la MNI en el SGI del ave, con el
subsecuente incremento en la concentracion de acidos organicos en el lumen intestinal 4 *% %

1% podrian generar estos cambios celulares.

Por otro lado, los metabolitos antimicrobianos producidos por bacterias nativas del SGI y
particularmente los lactobacilos, han sido extensamente estudiados. Se ha logrado aislar varias
sustancias con actividad contra bacterias Gram negativas y Gram positivas. La Reuteria por
ejemplo, es producida por el Lactobacillus reuteri en condiciones anaerdbicas y a un pH y
temperatura similares a la de los intestinos. También se ha demostrado que el Lactobacillus
acidophilus tiene la capacidad de producir algunas bacterinas.*® Wooley et al. demostraron la
existencia de colicinas en varias cepas de Escherichia coli presentes en la MNI de polios, y que
estas colicinas tienen la capacidad de inhibir el desarrollo de otros microorganismos.®" La
mezcla bacteriana del producto de EC comercial utilizado para la exclusion de Salmonelia
gallinarum en este estudio contiene microorganismos de Escherichia coli y Lactobacillus sp.

Microorganismos reconocidos come productores de sustancias antibacterianas, pero no se
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descarta la posibilidad de que otras bacterias tengan la misma capacidad, por consiguiente, este

podria ser otro mecanismo de exclusion utilizado para la inhibicion del patégeno.

Miyamoto et al. observaron un incremento en la poblacién de Lactobacillus sp de la microfiora
nativa de la cloaca de pollos, posiblemente como un mecanismo de defensa ante la inoculacién
de Salmonella spp intracloacal, aunque el mecanismo de incremento de estos microorganismos
es desconocido, los autores sugieren que el incremento en [a poblacién de lactobacilos se debe a
un efecto de proteccion contra una infeccién ascendente de Salmonella spp.'®® Se han realizado
muchos estudios acerca del uso de Lactobacillus sp como microorganismo protector de
patégenos. Watkins y Miller demostraron el efecto de Lactobacillus acidophilus para inhibir el
nimero de Salmonella spp y Staphylococcus aureus en ingluvies, pero no en el ciego de pollos
gnotobidticos.t"®  Nurmi reporté proteccién en aves convencionales contra Salmonella spp al
administrar mezclas de cultivos puros de lactobacilos. Pero en otros estudios no se observéd
proteccion con los mismo cultivos.®” Al igual que estos autores® se puede inferir que los

lactobacilos ayudan a conferir una mejor proteccion cuando son administrados, al igual que en el

presente ensayo, junto con otros microorganismos de la MNI del ave.

Las primeras investigaciones acerca del uso de cultivos definidos, se realizaron con bacterias por
separado. Una de estas fue Enterococcus fecalis que protegié a pollos contra desafios con
Salmonella spp. También se observé una proteccion temporal contra Salmonella spp al utilizar
una cepa no identificada de Clostridium sp.®" Barnum en 1984 realiz6 algunos estudios acerca
de un cultivo de EC comercial con caracteristicas muy similares al utilizado en el presente estudio
{mezcla de 20-30 bacterias provenientes de MNI de ciego de aves adultas, preparado comercial,
facil de almacenar, transportar y administrar) el cual togré disminuir la transmision horizontal de
Salmonella typhimurium ante un desaflo con 10° ufc, en pollos que se alojaron en el mismo corral
que los desafiados directamente. Pero desafortunadamente esta informacién no esta bien

detallada, debido a que no ha sido publicada.®?
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Stavric et al. observaron un buen nivel de proteccién al utilizar tres diferentes mezclas bacterianas
provenientes de MNI de aves adultas, estas mezclas contenian Escherichia coli, Enterococcus sp,
“Bacteroides sp, Bacillus sp, Fusobacterium sp, Lactobacillus sp, Eubacterium sp,
Propinobacterium sp, Clostridium sp, Bifidobacterium sp y anaerobios Gram positivos. Estos
cultivos también demostraron ser efectivos para disminuir el grado de colonizacién a érganos
internos por salmonela, ® como ocurrié en el presente estudio , con la diferencia de que el
cultivo definido de EC comercial® ha demostrado un buen nivel proteccidon ante desafios con dosis
mas altas del patégeno, ademas de que en la mezcla bacteriana no se incluye Bacillus sp,
Clostridium sp, Bifidobacterium sp bacterias que podrian ser patégenas para el hombre y otros
animales,”® por lo que las bacterias contenidas en el producto de EC utilizado en el presente
ensayo, ejercen un buen nivel de competencia en el SGi del ave y con esto un buen nivel de

proteccion como se observo en los resuitados de esta prueba.

Nurmi et al. seleccionaron un cultivo de EC, con base en su capacidad para adherirse a células
epiteliales de el sistema alimentario del aves. Es un cuiltivo bacteriano proveniente de ciego y
ingluvies que contiene Escherichia coli, Enterococcus sp, Bactercides sp, Bacillus sp,
Fusobactenium sp, Eubacterium sp, Propinobacterium sp y cocos anaerobios Gram positivos.
Pero Nurmi indicé la existencia de algunos problemas con la fermentacién y liofilizacion en la
produccion a gran escala, y no se ha publicado informacién acerca de la efectividad de este

producto.®?

Garcla et al. observaron una disminucién en la transmision horizontal de Salmonella gallinarum al
utilizar una mezcla de bacterias provenientes de MNI de pollos adultos, el producto de EC
utifizado su estudio contenia microorganismo de Enterococcus faecalis, Enterococcus avium,
Lactococcus lactis, Lactococcus sp., Escherichia coli, Citrobacter freundi, Enterobacter sp,
Pseudomonas sp., Sermatia liquefaciens, Propinobactenum sp., Propinobacterium sp.,

Eubacterium sp., Lactobacillus sp., Fusobactenum sp., Veillonella sp., Bacteroides sp. A
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diferencia del presente estudio, los autores no observaron diferencia estadistica significativa en la
mortalidad, esto se debe a que el desafio con Salmonella gallinarum utilizado en su ensayo, fue
muy elevado (0.25 mi de in6culo conteniendo 10° ufc/m1), "% comparandolo al que se utiliz6 en el

presente estudio que fue de 0.25 mi de indculo conteniendo 10° ufc/ml.

La importancia de la MN! en el SG! y los mecanismos con los que esta puede afectar la
colonizacién de otras bacterias, posiblemente no s6lo se deba por la competencia directa de
nutrientes, factores de crecimiento, competencia por receptores celulares en comun, exclusion
por produccion de sustancias bactericidas y exclusion por generacién de un ambiente restrictivo

sin embargo, hasta hoy son las tinicas de las que tenemos conocimiento.

La disminuciéon de la colonizacién por Salmonella spp con cultivos de EC también ha sido
reportada en estudios de campo sin embargo, los resultados no son tan convincentes como los
resultados en ensayos a pequefia escala. Las diferencia§ en condiciones higiénicas,
instalaciones, calidad del agua pueden en parte, responder a estas diferencias.®® Ensayos
- realizados en Finlandia, que involucrando 600 parvadas, mostraron una disminucion en el
porcentaje de positividad a salmonela del 21% al 6.5%, y de §5% al 11% con tratamientos con
productos de EC. En Holanda, utilizar aspersién de cultivos de EC en la incubadora, mostréd una
disminucién de parvadas positivas salmonela del 15.9 % al 5.2 %.%* Camacho et al. evaluaron el
efecto de un producto de EC sobre la productividad de 8 parvadas de polio de engorda, en
diversas regiones de México y observaron una mejora en la productividad, menores

complicaciones respiratorias , digestivas y mejor uniformidad de la parvada."*”

La administracion del cultivo de EC comercial® en el presente trabajo se realizd por inoculacion
oral, obviamente esta via de administracion no es la adecuada bajo condiciones de campo en las
explotaciones avicolas, sin embargo, debido al disefio de los experimentos de transmision

horizontal y tipo de instalaciones utilizadas, se tenia que evitar que el grupo control y el no tratado
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con EC, consiguieran artificiaimente la MNI del producto de EC; por lo que el producto de EC
comercial no pudo ser administrado en el agua de bebida. De igual forma si se hubiera aplicado
en aspersion, el grupo no tratado con EC podria ser expuesto artificialmente a ta MNL. Por otro
lado, Corrier et al. compararon la respuesta de polios tratados con productos de EC. por diferentes
vias como: sonda al ingluvies, en agua de bebida, en aspersion y en capsulas liofilizadas;
obteniendo resultados muy similares al utilizar cualquiera de las tres primeras vias de
administracion;, pero al utilizar capsulas liofilizadas, se confiere una proteccién menor comparada

0)

con las otras tres vias. Por lo que la eleccion de la via de administracion de cultivos de EC,

dependera de las especificaciones del fabricante para la aplicacion de la misma.

La importancia de todos estos estudios, no se debe limitar solamente a determinar que
microorganismos son capaces de disminuir el grado de colonizacién de enteropatdgenos, sino
ademas conocer la capacidad que tienen estos para transmitirse rapidamente a otras aves, la
resistencia para sobrevivir en cama o poder ser administrados por otras vias como agua de
bebida, aspersion, o en el alimento y quiza, la mas importante, que sean inocuas para el hombre

y otros animales.

Muchos mecanismos complejos de control se encuentran involucrados en la regulacion de la MNI
y en la exclusién de enteropatdégenos. El conocimiento profundo de la composicién de la
microflora, sus mecanismos de accion y las fuerzas que ejercen dentro de su entorno, es esencial
para la comprension de la fallas de la MNI para excluir patdgenos y buscar la medida mas

adecuada para solucionar este desbalance en el organismo.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de este experimento, se puede concluir que'la‘administraciéh
profilactica de microfiora nauva intestinal de aves adultas por medlo del producto de excluslén

competitiva comercnal" administrado por via oral a pollos de un dia de edad Yy tres dlas después

desafiados expenmentalmente con Salmonella gallinarum (0.25 x 10° ufc/ pollo) hene un efecto

importante en la dlsmlnucién de la mortalidad, también confiere un buen nivel de proteccxén para

dlsmmunr la tra_nsm;sién horizontal de este mismo patégeno.

Las carbacte’r'lstic‘as de proteccion que ofrece este producto, podrian ser de gran importancia en la
préctica avicola, para disminuir los problemas causados por las enfermedades digestivas de las
aves; principalmente las causadas por el género Salmonella, enfermedades que generan grandes
pérdidas econdmicas en las producciones avicolas del pals y que son de gran importancia en

salud publica.
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Cuadro 1.- Algunos factores que probablemente influyen sobre

los microorganismos autéctonos en el SGI’

FACTOR AREA DEL SISTEMA PARAMETRO
DIGESTIVO
Dieta de! Boca:- esofago, Componentes nutricionales de la dieta modificados por enzimas
hospedador ingluvies, p iculo, | (amil ptialina), HCI, u otras enzimas del hospedador o de las
lieja, intestino b ias; la modificacién fisica en lleja, modificacién por enzimas
deigad p ati ir inales y de las bacteri. la absorcién epiteal, los
comp icil les no digeridos, ni absorbidos; modificaciones

por bactenas de areas proximales, sintesis de sustancias en ciego.

Urea Todas las dreas Recurso de nitrégeno
Temperatura Todas las dreas Temperatura corporal del ave (40-43 c)
PH Ingluvies 457
Proventiculo 4.17
Molleja 26
Intetino delgado 6.67
intestino grueso 7.09

Del SGI en generat Es mas alto en aves jovenes.

" Oxigeno Todas las dreas P i del ali , ingesta de aire y oxi ion celular

Motilidad Intestino grueso Poco imi y el tiempo que p ol tenido antes de

. ser vaciados.
Bilis Intestino delgado Es acida (pH 5.0-6.8)

Competencia todas las dreas Competencia bacteriana por nutrientes y superficies celulares. !

bacteriana ;
Acido lactico Intestinos Inhibe ciertos gér b i y di ye pH del
Acidos grasos intestino grueso inhibe ciertos géneros bacterianos y disminuye pH del contenido.

volatiles
Bacteriocinas todas las dreas Efectos desconocidos, inhibe ciertos géneros bacterianos,
Acido sulfihidrico intestino grueso Inhibe el crecimiento de algunos microorganismos y disminuye pH del
contenido.

_ _ TESIS CON
Sistema gastrointestinal Modificado de Savage C. 1987,*) y Sturkle P.1968 4 FALLA DE ORIGEh
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Cuadro 2.- Bacterias presentes en el cultivo Bacteriano
Preemt™, aisladas de microflora cecal nativa de polios adultos y
mantenida en flujo continuo “®

Bacteria Anaerobio facultativo | Anaerobio obligado

Enterococcus faecalis (cepa M)

Enterococcus faecalis (cepa N)

Enterococcus faecalis (cepa O)

Enterococcus faecalis (cepa X)

Enterococcus faecalis (cepa Z)

Enterococcus avium

Lactococcus lactis

Lactococcus sp

Escherichia coli (cepa CC-3A)

Escherichia coli (cepa CC-3B)

Citrobacter freundi

Enterobacter sp

Pseudomonas sp

|+ e 4|+ b ] o] e ]2 ]+ ]+ ]+

Serratia liquefaciens

Propinobacteriurmn sp'?

Propinobacterium sp'~

Propinobacterium sp'>

Propinobacterium sp'?

Propinobacterium sp*-

Eubactenium sp’

Eubacterium sp™*

Eubacterium sp’

Lactobacillus sp

Fusobacterium sp’

Veillonella sp'*

+letelelslel el lelelele

Bacteroides sp'

' Anaerobios obligados que producen acidos grasos volatiles: acido acético, acido propidnico y/o
Acido butirico

2 Anaerobios obligados que producen acido propidnico.
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Cuadro 3.- Efecto del producto de exclusion
competitiva comercial® sobre la mortalidad de

pollos de engorda infectados con Salmonella
gallinarum

Grupo Numero de pollos muertos/total (%)
A 14.7/120 (73.7)*
Testigo (+)
B 1.5/20 (7.5)°
MNI

*Valores de cada columna con diferente literal son estadisticamente
diferentes (p<0.001)

Valores promedio de las cuatro réplicas obtenidos a partir de la suma total
de la mortalidad en las cuatro réplicas, dividido entre el nimero de
réplicas realizadas.

Valores dentro del paréntesis indican el porcentaje de mortalidad.

Grupo A: desafiado con 0.25 m! de inoculo conteniendo 10° ufc de
Salmonella gallinarum/mi

Grupo B: tratado con 0.25 m! de producto de exclusion comercial®.

° Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, WI, U.S.A.
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Cuadro 4.- Efecto del producto de exclusiéon
competitiva comercial® sobre la mortalidad y
la invasion de 6rganos internos de polios de
engorda en la transmision horizontal de
Salmonella gallinarum

Grupo | Nimero de pollos Namero de aislamientos de
higado y bazo positivos a

muertos/total (%) | salmonelila gallinarumitotal (%)

(03 16.0/20 (80.0)° 17.2/20 (86.2)%
10.7/20 (53.7) 16.7/20 (83.7)%
E 1.7/20 (8.7)° 7.0/20 (35.0)°

*Valores de cada columna con diferente literal son estadisticamente diferentes
(p<0.005)

Valores promedio de las cuatro réplicas obtenidos a partir de la suma total de la
mortalidad en las cuatro réplicas, dividido entre el numero de réplicas realizadas
Valores dentro del paréntesis indican e! porcentaje de mortalidad

Grupo C= desafiado con 0.25 ml de caldo de cultivo conteniendo 10° ufc de
Salmonella gallinarumi/mi

Grupo D= no desafiado con Salmonella gallinarum, no tratado con el producto de
exclusidn competitiva comercial®

Grupo E= tratado con el producto de exclusién competitiva comercial®

° Nombre comercial Preemt™; BioScience Inc. Madison, WI, U.S.A.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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