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RESUMEN

GONZALEZ SOTO LOURDES. Efecto de un producto de exclusion competitiva comercial
de tipo definido e indefinido sobre la infeccion por Salmonella enterica serovariedad
enteritidis en aves Leghorn (bajo la asesoria de Marco Antonio Juarez Estrada y Rubén

Merino Guzman).

Con la finalidad de evaluar la adicion de un producto de exclusion competitiva de tipo
definido (PECD) y uno de tipo no definido (PECND) sobre un desafio con Salmonella
enterica serovariedad enteritidis fagotipo 13* (SE PT13"), se efectio un experimento con
aves Leghorn de un dia de edad criadas en baterias eléctricas. Se utilizaron cuatro grupos
de 20 pollos con tres réplicas por grupo en dos fechas de desafio. El grupo A fue el testigo
negativo, no se desafio y unicamente recibié PBS al primer dia y posteriormente cada uno
de los dias de desafio. El grupo B recibi6 al dia de edad 1 mg de PECD/ave, el grupo C
recibié en la misma fecha 12.5 mg de PECND/ave, el grupo D fue el grupo testigo positivo
unicamente recibi6 al dia de edad PBS estéril, se desafio cada fecha de evaluacion. Al dia
11 y 19 de edad los grupos B, C y D recibieron un desafio con SE PT13* (1 x 10°
UFC/ave). A los 12 y 20 dias de edad se sacrificaron 60 aves de cada uno de los grupos
evaluados, el aislamiento de SE PT13® se realiz6 a partir de higado, bazo y tonsilas
cecales. La tasa de reaislamiento de SE PT13" en el grupo B al dia 20 de edad a partir de
higado y bazo mostré un porcentaje de aves positivas a SE PT13* de 21.7%, diferente
(P<0.05) al grupo D el cual mostré un mayor porcentaje de invasion de SE PT13® (51.7%)
en organos internos. No hubo diferencias en la tasa de recuperaciéon de SE PT13" entre
los grupos desafiados en cualquiera de las dos fechas de evaluacion a partir de tonsilas
cecales. No se determiné ningun aislamiento de Salmonella spp., a partir del grupo testigo
negativo. Aunque no hubo diferencia en el grado de proteccién a 6rganos internos entre el
grupo que recibié el PECD y el que recibié el PECND, el grupo que recibié el PECD
mostré un mayor margen de proteccion. Se observo que la microbiota nativa intestinal de
tipo definido (MNI) tarda mas de tres semanas en establecerse en el tracto intestinal, por
lo cual sus efectos de proteccion se retrasan, éste efecto protectivo se observd
unicamente hasta el dia 20 de edad. Para complementar la evaluacion del probable efecto
protectivo por parte del PECND se requiere efectuar ademas de evaluaciones
proporcionales, cuantificaciones de la cantidad mas probable de UFC de SE PT13*

directamente a partir del contenido cecal.



INTRODUCCION

La salmonela es la causa mas frecuente por la cual los humanos sufren de
intoxicaciones por ingerir insumos alimenticios."? En la avicultura comercial de nuestro

pais es de reporte obligatorio y se encuentra en campana permanente de erradicacion. 23

Las campanas para la erradicacion de Salmonella enterica serovariedad
gallinarum (SG) que se han efectuado en muchas partes del mundo, incluido México han
resultado un éxito.* Se ha determinado que SE se mantuvo excluida de las aves
comerciales durante la primera mitad del siglo XX y parte de la segunda mitad, debido
principalmente a la exclusién que ejercia SG sobre SE, sin embargo, de acuerdo con las
observaciones efectuadas por Rabsch et al.,* actualmente al ocupar SE el nicho ecoldgico
que ha dejado SG, se ha convertido en el principal agente patogeno asociado a la
produccion de huevo y carne de pollo.*

En 1984 se detecta por primera vez en el Reino Unido la presencia de SE fagotipo
4 (PT4), la cual es altamente patégena para los seres humanos.® La presencia de SE PT4
se incrementd de 14,000 casos anuales en 1984 a casi 32,000 en 1991.° En diciembre de
1988 la declaracion de Edwina Carrie, secretaria de estado para la salud del Reino Unido,
acerca de que todos los huevos de las gallinas britanicas estaban contaminadas con SE
PT4, lo cual no era del todo cierto, provocé la hecatombe inmediata de la avicultura
comercial de ese pais.® En 1989 se implementé la legislacion que empez6 a controlar
sistematicamente la presencia de SE PT4 a través del sacrificio obligatorio de los lotes
positivos. Al efectuar una evaluacién del programa en 1994 se determind que el plan de
erradicacion no habia tenido el éxito que se esperaba ya que algunas granjas y salas de
incubacion adn estaban contaminadas. Por lo cual inmediatamente se implementé la
vacunacion de todas las parvadas. Para 1996 se determiné que la incidencia de SE PT4
disminuyo en el Reino Unido, sin embargo, actualmente el alimento se considera aun una

fuente potencial de contaminacién.’

En 1987 en Estados Unidos debido a una gran difusion de la prensa acerca del
peligro potencial de contaminaciéon de productos avicolas con salmonela, hubo una
reduccion inmediata sobre el consumo de cerca del 50 % de carne de pollo, reportando

una pérdida a largo plazo del 10 al 20%.° Las pérdidas atribuidas a la salmonelosis en los



Estados Unidos se han estimado en cerca de un billén de délares anuales.® En nuestro
pais no se ha estimado puntualmente ésta pérdida, sin embargo, representa un riesgo
permanente para la avicultura en cuanto a productividad y como un riesgo potencial para

la salud publica.'*?

Las causas directas de este riesgo potencial se deben en gran parte a la pérdida
de ingresos, al costo de tratamientos médicos, a la afeccion por paratifoideas como las
ocasionadas por SE que pueden llegar a ser mortales en nifos, ancianos y pacientes
inmunocomprometidos, ademas de la baja productividad de las aves. ®

El impacto econémico aunque no es claramente visible, no deja de ser importante.
Esto se debe al hecho de que practicamente cada racion de alimento de iniciacion e
incluso de engorda o crecimiento tiene un nivel incorporado permanente de antibiéticos o

promotores de crecimiento, los cuales aumentan el costo del alimento por tonelada.’

Si ha esto se agrega el aumento de restricciones vigentes actualmente en la
legislacion de muchos paises de Europa y América, acerca del empleo de una gran gama
de antibidticos que se habian estado utilizado como promotores de crecimiento, el
problema en el control de salmonela se incrementa.?®

En los ultimos afios se ha estado explorando como altemativa a la utilizacién de
antibidticos el empleo de métodos naturales que tienen la finalidad de combatir este tipo

de patc')genos 28910111213

Gran parte del conocimiento fundamentado en estas nuevas metodologias se ha
basado en el empleo de bacterias lacticas, éstas tienen la propiedad de sintetizar como
parte de su metabolismo sustancias que muestran actividad inhibitoria para bacterias

filogenéticamente relacionadas y no relacionadas con ellas mismas.'"'%"*1415

Algunas bacterias del intestino estimulan al sistema inmune y aumentan la
resistencia de las aves contra las infecciones por patégenos entéricos, la microbiota del
intestino compite ademas eficientemente con diferentes organismos invasores que
pueden ser dafinos para la salud aviar o humana, y pueden prevenir la colonizacién del

tracto digestivo por parte de los agentes patogenos. 28210121314



La MNI es una compleja y dinamica poblacion de microorganismos que habitan
normalmente el tracto digestivo de las aves domesticas en una estrecha relacion de
homeocinesis. En condiciones de crianza natural la MNI es adquirida por el pollito desde su
eclosion a partir del medio ambiente, ésta coloniza el tracto digestivo de las aves jovenes
especialmente los sacos ciegos. La MNI impide que los microorganismos patégenos puedan
multiplicarse a este nivel, este fenomeno se conoce como "Exclusion Competitiva” (EC) y fue

planteado hace mas de treinta afios por el profesor Esko Nurmi en Finlandia.'®

Esko Numi y sus colaboradores mostraron que la colonizacion por salmonelas en
los pollitos recién nacidos, podria ser prevenida a través de la administracion oral de
bacterias procedentes de MNI de aves adultas.”® La propuesta de Nurmi ha sido
ampliamente adoptada en diferentes paises para el control de salmonelas en aves y se

conoce como el concepto de Nurmi o EC. 17181920

El mecanismo por el cual la MNI protege a las aves contra la invasién de agentes
enteropatégenos aun no se encuentra bien entendido, sin embargo, existen varias teorias
para explicar este hecho, por ejemplo, se menciona la competencia por nutrientes limitantes,
disminucion de oxigeno disponible, competencia por receptores a nivel de mucosa intestinal,
liberacién de bacteriocinas y por la produccion de metabolitos secundarios como los acidos
grasos de cadena corta (AGCC") los que se menciona que cuando se encuentran en estado

lipolitico son capaces de inhibir la invasién por enteropatégenos. '®192021:22

Se ha observado que al emplear cultivos bacterianos provenientes de aves adultas
éstos muestran un control efectivo contra la colonizacion por salmonela en pollos.'62%2
Aunque se desconoce la composicion bacteriana de estos cultivos conocidos como
indefinidos, en Alemania, Suecia y Finlandia se han estado empleando comercialmente
desde hace ya mas de 20 afios.?”® En muchos paises es inaceptable el empleo de los
mismos y de hecho se encuentra prohibida su utilizacién comercial debido a que existe la
posibilidad de transmitir agentes patégenos a las aves o a los humanos, por lo cual se cred
la necesidad del desarrollar cultivos bacterianos definidos inocuos que sean efectivos para el

control de salmonela, 25272



Actualmente se estan desarrollando productos derivados de la tecnologia, con la
finalidad de encontrar organismos especificos con propositos especializados, este avance se
encuentra basado en el aislamiento de microorganismos potencialmente benéficos, los
cuales son microorganismos Yy sustancias que contribuyen al equilibrio microbiano
intestinal." La palabra probiético se utilizé por primera vez por Parker en 1974. El término
"probidtico” se origina de dos palabras griegas que significan "por la vida" contrario al termino

antibiotico que significa "contra la vida" ?

En las condiciones actuales de produccion a gran escala, se ha observado que la
MNI se desarrolla lentamente. Esto se debe en parte a que el pollito nace limpio y sin
contacto con la madre.??* Por lo tanto, ha tenido poca oportunidad de adquirir su propia
MNI, debido a ésto las aves jovenes son altamente susceptibles a las infecciones. Por lo
cual pueden convertirse facilmente en portadoras sanas de microorganismos indeseables
como las salmonelas.®>'®

De forma general podemos definir a los probioticos como cultivos de
microorganismos vivos (La mayor parte de ellos del tipo Lactobacilo) que colonizan el
tracto intestinal de los animales que los consumen y cuya finalidad es asegurar un
equilibrio normal entre las distintas poblaciones de bacterias beneficiosas que habitan el
tracto digestivo, ademas de excluir y disminuir el nimero de bacterias patégenas que son

de tipo enteroinvasivas.?'?°%

El uso de probidticos en pollos de un dia de edad para obtener la exclusion de
Salmonella spp., Campylobacter spp., e incluso reducir la cantidad de C. perfringens se

ha convertido en una practica habitual a nivel de granja en Europa,®®'%.11:12.13.14

Frente a la inminente prohibicion de los antibidticos en su utilizacion como
promotores de crecimiento ésta practica constituye una alternativa, sin embargo, ante la
falta de informacion del grado de exclusion que se consigue con algunos probiéticos de
tipo comercial presentes en el continente americano, asi como su papel en el rendimiento
productivo, se requiere validar este tipo de productos con estudios que contemplen
pruebas experimentales controladas, utilizando aves comerciales y alimento comercial en
la forma que frecuentemente es empleado en México (harina), estas condiciones

diferentes pueden alterar potencialmente el rendimiento de este tipo de productos que se



basan principalmente en el equilibrio de la MNI; la cual puede presentar oscilaciones en el
tipo y nimero de microorganismos que se encuentran en el tracto digestivo de las aves,
esto de acuerdo a variables como son, las aves empleadas, el tipo, calidad y cantidad de
los ingredientes empleados, ademas de considerar un disefio experimental bajo
condiciones controladas en unidades de aislamiento. Condiciones diferentes a las que se

han reportado en la validacion de este tipo de productos.



HIPOTESIS

- La administracion profilactica de un producto de exclusion competitiva comercial de tipo
definido y un producto de tipo indefinido disminuiran la infeccién por Salmonella enterica
serovariedad enteritidis en aves Leghomn.

OBJETIVOS

- Evaluar el efecto de la administracion profilactica de un producto de exclusion
competitiva comercial de tipo definido y la de un producto de exclusion competitiva
comercial de tipo indefinido sobre la infeccion de higado y bazo con Salmonella enterica

serovariedad entertidis en aves Leghomn infectadas experimentalmente.

- Determinar el efecto de la administracion profilactica de un producto de exclusion
competitiva comercial de tipo definido y un producto de tipo indefinido sobre la
disminucion de Salmonella enterica serovariedad ententidis en tonsilas cecales de aves
Leghorn infectadas experimentalmente.

- Comparar el grado de eficiencia de exclusién competitiva sobre Salmonella enterica
serovariedad enteritidis entre un producto de exclusion competitiva comercial de tipo
definido y un producto de exclusién competitiva comercial de tipo indefinido en aves
Leghorn.

- Verificar el periodo 6ptimo de establecimiento de un producto de exclusion competitiva
comercial de tipo definido y un producto de tipo indefinido en el tracto gastrointestinal de
aves Leghorn desafiadas experimentalmente con Salmonella enterica serovariedad
entenitidis.



MATERIAL Y METODOS

Animales de expenimentacion.- Se emplearon aves Leghorn (Babcock B-300) de un dia
de edad, obtenidas de una incubadora comercial, fueron alojadas en baterias eléctricas
de una unidad de aislamiento del Departamento de Produccién Animal: Aves de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A.M, se mantuvieron en
condiciones de manejo y bienestar de acuerdo con la NOM-069-Z0O0-1999, se
alimentaron con una dieta isocalorica e isoproteica de acuerdo con las necesidades
especificadas para su edad (tablas del NRC-USA; 1994), no se adiciond ninguin tipo de
antibiético en el alimento, se les proporcioné agua potable ad libitum. A su arribo a las
instalaciones y con la finalidad de descartar la posible presencia de Salmonella spp., se
tomaron como muestra 10 aves completas, 100 gramos de la cama de transporte, 250
gramos del alimento y 250 ml del agua que se proporcioné durante todo el estudio, a
estas muestras se les efectio un estudio bacteriolégico de acuerdo con la NOM-005-
Z00-1993.

Inéculo.- Para el desafio se utilizo una cepa de SE PT13® proveniente del National
Veterinary Services Laboratory en Ames, lowa; obtenida a través del United States
Department of Agriculture (USDA) en College Station, Texas-USA.

Esta cepa es capaz de multiplicarse en presencia de acido Nalidixico (NA) y Novobiocina
(NO). Con la finalidad de inhibir el crecimiento de otras bacterias que no fueran la cepa de
referencia empleada, el medio utilizado para su cultivo contenia 200 pg/ml de NA y 25
pg/ml de NO. El inéculo de SE PT13" fue estandarizado por espectrometria en solucién
amortiguada de fosfatos estéril (PBS). La dosis de desafio administrada a cada ave fue de
1x10® unidades formadoras de colonia (UFC) contenidas en 250 ul. La concentracion
6ptima del in6culo se determiné mediante el conteo de UFC a partir de las Gltimas cuatro
diluciones procedentes de ocho diluciones décuples seriadas del inoculo original, se
sembraron en placas de agar verde brillante conteniendo las dosis de NA y NO referidas
anteriormente. Con la finalidad de constatar la cantidad administrada, a partir del inoculo
original se efectuaron ocho diluciones décuples seriadas, las Ultimas cuatro diluciones se
sembraron en placas de petri con medio enriquecido triptosa soya agar sangre (TSAA). El
desafio se efectlo per os. A las aves testigo negativo en cada desafio Unicamente se les

proporcion6 PBS estéril.



Productos de exclusion competitiva.- El producto de exclusion competitiva de tipo
definido comercial (PECD) empleado en el presente estudio esta compuesto por una
mezcla de bacterias anaerobias facultativas y obligadas. Los fabricantes describen que
para la elaboracion de este probiotico se han obtenido 32 cultivos puros diferentes a partir
de MNI proveniente de aves adultas libres de patégenos especificos (LPE), estos cultivos
ya han sido caracterizados. Los aislamientos constan de 22 tipos de bacilos y cocos que
representan cinco géneros y diez tipos de bacilos anaerobios facultativos y cocos que
representan tres generos. Algunas bacterias que lo componen son Escherichia coli,
Enterococcus spp., Bacteroides spp., Bacillus spp., Fusobacterium spp., Eubacternum
spp., Propionobacterium spp., y cocos anaerobios Gram positivos.’® El fabricante
garantiza que el PECD esta completamente libre de cualquier organismo formador de
esporas, contiene una cuenta bacteriana de 1 x 10" bacterias por gramo de polvo
liofilizado. A cada ave del grupo de tratamiento con el PECD se les administrd 1 mg de
PECD al dia uno de edad per os.

El producto de exclusion competitiva comercial de tipo indefinido (PECND) esta
compuesto de MNI proveniente de aves LPE. El fabricante menciona que esta microbiota
se encuentra integrada por microorganismos de los géneros Bacteroides spp., Citrobacter
spp., Clostridium spp., Escherichia spp., Enterococcus spp., Eubacterium spp.,
Fusobacterium spp., Lactobacillus spp., Propionibacterium spp., Ruminococcus spp.,
Streptococcus spp., y otros no identificados aun.®' A cada una de las aves del grupo de
tratamiento correspondiente al PECND se les administraron 12.5 mg del producto de

exclusion competitiva al dia uno de edad per os.

Disefio experimental.- Para la determinaciéon de la variable de respuesta (grado de
invasion por SE PT13" a higado, bazo y tonsilas cecales) se asignaron 480 aves en 4
grupos de 20 pollos con tres réplicas cada uno, las aves fueron desafiadas en dos fechas.
Para la asignacion de la variable explicativa se disefio el siguiente arreglo que unicamente
contemplé el analisis de un factor (Tipo de probiético: definido o indefinido). Grupo A
(testigo negativo) al dia uno de edad a las aves de este grupo se les administro
unicamente PBS esteril, no recibieron ningun tipo de desafio, tres réplicas se sacrificaron
a los 12 dias de edad y otras tres réplicas al dia veinte de edad. Grupo B, al dia uno de
edad a las aves se le administro el PECD per os, tres réplicas se desafiaron con SE

PT13" a los 11 dias de edad y ofras tres réplicas al dia 19 de edad. Veinticuatro horas



posteriores a la administracion de SE PT13* las réplicas desafiadas se sacrificaron.
Grupo C, al dia uno de edad a las aves se le administré el PECND per os, tres réplicas se
desafiaron con SE PT13" a los 11 dias de edad y otras tres réplicas al dia 19 de edad.
Veinticuatro horas posteriores a la administracion de SE PT13? las réplicas desafiadas se
sacrificaron. Grupo D (control positivo) al dia de edad unicamente se les administré PBS
estéril per os tres réplicas se desafiaron con SE PT13" a los 11 dias de edad y otras tres
réplicas al dia 19 de edad. Posteriormente 24 horas después de la administracion de SE

PT13" las réplicas desafiadas se sacrificaron.

DISENO EXPERIMENTAL
Grupo Tratamiento Via de Desafio Sacrificio
aplicacion

A 0.25 mi/ave Oral 0.25 ml/ave de PBS al dia |A los 12y 20
(Testigo -) de PBS 1 dia de edad 11y 19 de edad dias de

edad.

B 1 mg/ave Oral 0.25 ml/ave con 1 x 10°ufc | A los 12y 20
(probiético | producto de | 1 dia de edad | de SE PT13" al dia 11y 19 dias de

definido) EC/0.25 ml de edad edad.

C 12.5 mg/ave Oral 0.25 ml/ave con 1 x 10°ufc | A los 12y 20
(probiético | producto de | 1 dia de edad | de SE PT13% al dia 11y 19 dias de
indefinido) | EC/0.25 ml de edad edad.

D 0.25 ml/ave Oral 0.25 ml/ave con 1 x 10%ufc | A los 12 y 20
Testigo (+) de PBS 1 dia de edad | de SE PT13"al dia 11y 19 dias de

de edad edad.

Ejecucién del disefio experimental.- Veinticuatro horas post-desafio con SE PT13% las
aves procedentes de cada grupo fueron sacrificadas por medio de dislocacion cervical de
acuerdo con lo indicado en el reporte del panel sobre eutanasia organizado por la
asociacion americana de medicina veterinaria (Dislocacién cervical: pag. 240-241 AVMA

).32

por sus siglas en inglés A partir de cada ave se obtuvo de manera aséptica una
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muestra de higado, bazo y tonsilas cecales, las cuales se sembraron por separado como
muestra combinada (higado-bazo) y tonsilas cecales en 10 ml de caldo tetrationato.? Las
muestras se incubaron durante 24 horas a 37°C.?* Después de la incubacion el caldo
fue sembrado en cajas de petri con agar verde brillante (AGV) a las cuales previamente
se les agreg6 200 pg/ml de NA y 25 pg/ml de NO, las cajas se incubaron durante 24 horas
a 37°C, posteriormente las cajas se examinaron en busca de colonias lactosa negativas
caracteristicas de SE PT13" resistente al NO y NA. De las colonias lactosa negativa se

seleccion6 el 10 % de muestras para su serotipificaciéon con antisueros comerciales®. 6%

Analisis estadistico.- La variable de respuesta (porcentaje de aves positivas a la infeccion
con SE PT13") se evallo a través de la prueba de Ji-cuadrada con un grado de

significacion estadistica para alfa respecto a la unidad de 5 %.*

¢ Difco®, Ann Arbor, MI. U.S.A.
“ Difco®,Laboratories, Detroit, MI. 48232-7058 U.S.A.
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RESULTADOS

No se logré aislar Salmonella spp., de la cama de transporte, agua, pollitos o

alimentos empleados en el presente estudio.

La verificacion de la cantidad de UFC efectuada a partir de las ultimas cuatro
diluciones de las ocho efectuadas originalmente procedentes del inoculo estandarizado
dieron un conteo cercano + 10% de 1x10%0.25 ml.

Al dia 12 de edad con relacién al grupo testigo positivo no se observé inhibicion en
el porcentaje de invasibilidad a higado-bazo y tonsilas cecales de SE PT13" por parte de
los dos productos de exclusion competitiva comercial empleados. No hubo crecimiento de

Salmonella spp., a partir del grupo testigo negativo (Tabla 1).

Al dia 20 de edad, el grupo que recibié el PECD mostré el mayor porcentaje de
inhibicion en la infeccion a higado-bazo de SE PT13% porcentaje que fue diferente
(p<0.05) al observado en el grupo testigo positivo (Tabla 2). El grupo del PECND, no fue
diferente con relacion a cualquiera de estos dos grupos (Tabla 2). No hubo crecimiento de
Salmonella spp., en el grupo testigo negativo (Tabla 2).

Al dia 20 de edad, no hubo diferencia estadistica en el porcentaje de aislamientos
de SE PT13" a partir de tonsilas cecales entre cualquiera de los grupos desafiados (Tabla
2).

Las muestras provenientes de los grupos desafiados, probables de contener
Salmonella spp., fueron verificadas por medio de pruebas bioquimicas con base en triple
azucar y hierro, se determiné que el 100% correspondia a Salmonella spp., movil, al
efectuarse la serotipificacion a partir de las mismas muestras, éstas correspondieron a

3485

Salmonella enterica serovariedad enteritidis (grupo D1; 0:1,9,12; H:g,m).



DISCUSION

Actualmente en la avicultura comercial existen dos problematicas fuertes, por un
lado hay una fuerte oposicion en Europa, Estados Unidos de Norteameérica y el resto del
mundo (WHO; Organizacién Mundial de la Salud) de seguir empleando los antibioticos
como promotores de crecimiento a dosis sub-terapéuticas.’’ La segunda es que la
presencia de SE en la avicultura comercial se ha incrementado paulatinamente,*® lo cual
puede conducir a una situacion de peligro permanente para el ser humano, por lo cual
para su control se deben evaluar las medidas mas efectivas, inocuas y ecologicamente
mas convenientes, una alternativa para ello es el empleo del concepto “Nurmi” o de
EC,"MZ

En el presente estudio se evaluaron dos tipos de probiéticos uno de tipo definido y
otro de tipo indefinido. Lo que se observo es que el PECD fue mas efectivo para excluir
SE PT13? sin embargo, se debe considerar que ésta accion de exclusion se obtuvo
favorablemente hasta los 20 dias de edad. Estos resultados son similares a los obtenidos

por Schneitz ef al.,"®

estos investigadores observaron que al administrar a las aves de un
dia de edad una dosis idéntica del mismo PECD empleado en el presente estudio, estos
investigadores observaron un buen grado de proteccion frente a la infeccion con
salmonela hasta el dia 19 de edad, las aves con el PECD mostraron en promedio
unicamente 0.4 logy UFC/g de contenido cecal, el cual fue menor y diferente al presente
en las aves testigo,'®las cuales no recibieron el PECD al dia de edad (2.9 logyo UFC/g de
contenido cecal), y fueron desafiadas al dia 15 de edad con una dosis alta de S. enterica
serovariedad infantis (6 x 107 UFC/ave)." En el presente estudio el grupo que recibio el
PECD al dia 13 de edad mostré disminucién de la invasion de SE PT13® a sacos ciegos,
misma tendencia que se observo en la infeccion de higado y bazo, sin embargo, no hubo
diferencia estadistica respecto al grupo testigo. Mientras que en el estudio de Schneitz ef
al.,'"® al administrar a las aves al dia de edad una dosis idéntica del mismo PECD
empleado en el presente estudio, lograron determinar un grado de proteccion favorable en
una fecha temprana como fue al dia 7 de edad, y aunque las aves mostraron cantidades
elevadas de S. enterica serovariedad infantis con relacion a las cantidades observadas
durante el mismo experimento en una evaluacién efectuada posteriormente al dia 19 de
edad, Schneitz et al..' lograron determinar diferencia estadistica entre el grupo
experimental y el grupo testigo, ya que las aves que recibieron el PECD mostraron en
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promedio 2.6 log,, UFC/g de contenido cecal, menor al determinado en las aves testigo
que no recibieron el PECD al dia de edad (7.2 logyy UFC/g de contenido cecal), y que
fueron desafiadas junto con el grupo testigo al dia 5 de edad con una dosis media ( 5.0 x
10* UFC/ave) de S. enterica serovariedad infantis.'®

A pesar de la similitud de los resultados observados en el presente estudio con los

I.,"® en un estudio efectuado por Orencia et al.,** donde

obtenidos por Schneitz et a
emplearon como medio de evaluacion la cantidad de UFC por gramo de contenido cecal,
ellos determinaron que el mismo tipo de PECD empleado en el presente estudio fue poco
eficaz cuando lo compararon con la accién del mismo tipo de PECND empleado en el
presente estudio. Estos investigadores determinaron que el grupo suplementado con el
PECND presenté menor cantidad de salmonela en contenido cecal ante un desafio con 3
x 10* UFC/ave de SE (0.48 logys UFC/g de contenido cecal) que el presentado por el
PECD ante el mismo tipo de desafio (5.73 logs, UFC/g de contenido cecal), mientras que
el grupo control positivo presenté 7.44 logy UFC de SE/g de contenido cecal evaluado.
Por otra parte, al efectuar Orencia et al.,* la evaluacién proporcional de manera similar a
la efectuada en el presente estudio, encontraron que aun cuando los dos productos
evaluados ejercen una reduccion en el nimero de aves infectadas por SE (PECND con
9/30 aves (30.0%); PECD 8/30 aves (26.7%) éstas no fueron diferentes estadisticamente
al grupo control positivo (11/30 aves (36.7%)). Lo cual proporcionalmente indica que los
resultados obtenidos por Orencia et al.,* fueron parecidos a los encontrados en la fecha
analoga al primer experimento del presente estudio, considerando que ellos efectuaron su
evaluacion a los 9 dias de edad, mientras que en el presente estudio la evaluacién fue
realizada tres dias después, fecha en la cual se determiné que la proporcién de aves
positivas a SE PT13® en higado-bazo presenta una tendencia de mejor funcionamiento
por parte del PECND, pero no en el nimero de las aves positivas a SE PT13® en tonsilas

cecales, el cual fue similar al del grupo suplementado con el PECD.

Aunque el PECND mostré una tendencia de proteccion a los 12 dias de edad,
nunca fue diferente al grupo testigo positivo. Esta baja efectividad aparente para excluir la
SE PT13" por parte del PECND fue debida posiblemente a un establecimiento inadecuado
de la MNI en sacos ciegos, aun cuando existen autores como Nurmi y Rantala'® que

reportan una adecuada resistencia de pollitos de engorda de un dia de edad a la infeccion



de Salmonella enterica serovariedad infantis, dentro de un periodo de 24 horas

posteriores a la administracion de contenido intestinal proveniente de aves adultas.

Nurmi y Rantala'® determinaron que aunque algunas aves fueron infectadas
despues del desafio oral, la cantidad de Salmonella enterica serovariedad infantis en el
ciego fue de 1 x 10% a 1x 10* UFC por gramo de contenido cecal en lugar de 1 x 10%a 1 x
10° observados en las aves que no recibieron la MNI proveniente de las aves adultas. En
el presente trabajo se mostré una tendencia semejante ya que los aislamientos a partir de
tonsilas cecales fueron menores en los dos grupos que recibieron los dos tipos de
probioticos, esto con relacion al grupo testigo positivo, lo cual indica una tendencia en la

disminucion de la colonizacion por SE PT13" en esta parte del tracto intestinal.

Una diferencia del presente estudio con relacién al trabajo de Nurmi y Rantala'® fue
que en las evaluaciones del dia 12 y 20 se determin6 el nimero de aves positivas a SE
PT13%y no la cantidad de UFC de SE PT13" en el contenido de sacos ciegos, aun cuando
esta metodologia se encuentra avalada por diferentes investigadores;202223262728.3335 gj oo
lograra complementar con analisis directos a partir de contenido cecal es factible que se

enriquezca el conocimiento proporcionado por este tipo de estudios.

A los 12 dias de edad el probidtico indefinido permiti6 una menor invasion a
6rganos internos (36.7%) por parte de SE PT13% ésto en comparacién al grupo testigo
positivo (45%), sin embargo, no hubo diferencia estadistica en esta fecha. Nakamura et
al.*" al administrar el mismo tipo de PECND empleado en el presente estudio a pollos de
un dia de edad y desafiarlos 6 horas después con SE (7.5 x 10° UFC/ave) determin6 que
aunque el PECND no lograba reducir por completo la eliminacion de SE en heces si
mostraba diferencia respecto al grupo testigo, aungue esta diferencia pudo ser verificada
unicamente hasta los 14 dias post-administracion del PECND, dos dias después de la
primera evaluacion efectuada en el presente estudio. La diferencia de los resultados de
Nakamura et al.,*' respecto a los observados en el presente estudio fue posiblemente la
metodologia empleada por Nakamura et al.,*! ya que las evaluaciones para determinar la
presencia de SE las efectuaron a partir de hisopos cloacales mientras que en el presente
estudio se realizaron por medio de la recuperacion cualitativa de SE PT13* a partir de

organos internos y tonsilas cecales. Lo cual posiblemente posee un mayor potencial para



el crecimiento exponencial de una probable pequena cantidad de UFC que pudiera estar

presentes en los érganos internos o bien en las tonsilas cecales del grupo con el PECND.

Si bien Nakamura et al.,*' efectuaron también la recuperacién de salmonela a partir
de los érganos internos al dia 22 de edad, no encontraron diferencia en el contenido de
SE entre el grupo tratado con el PECND y el grupo control positivo. Estos resultados se
encuentran acordes con los del presente estudio, donde el PECND mostré una ligera
disminucion en la colonizacién de los érganos internos aunque no fue diferente
estadisticamente al grupo control positivo, mientras que el PECD si lo fue. Curiosamente
el PECND muestra la misma tasa de invasion a érganos internos en las dos fechas
evaluadas, en tanto que el PECD muestra una mejora en el grado de proteccion lo cual
muestra un avance progresivo en el grado de establecimiento de esta MNI, ya que
mientras a los 12 dias de evaluacion no mostré diferencia estadistica respecto al control
positivo, al dia 20 de edad si se logré observar esta diferencia. Lo cual coincide con lo
observado por Barnes ef al.,** quienes determinaron que el establecimiento completo de
la MNI en el tracto gastrointestinal ocurre entre las 3 y 6 semanas de vida del ave y que el

establecimiento de la MNI puede depender de las condiciones de crianza y alimentacion.

En otro estudio efectuado por Methner ef al.,'® al administrar a aves Leghorn LPE
de un dia de edad el mismo tipo de PECND empleado en el presente estudio, a diferencia
de los resultados obtenidos en el presente trabajo, ellos observaron que el probiético
indefinido funcionaba eficientemente al reducir la cantidad de SE al dia 9 (3.9 logse UFC/g
de contenido cecal), 22 (3.9 logy UFC/g de contenido cecal) y 48 de edad (1.4 logqo
UFC/g de contenido cecal), los cuales fueron diferentes con relacién a cada uno de sus
respectivos grupos testigos evaluados en las mismas fechas (8.7; 7.2 y 4.3 log;o UFC/g de

contenido cecal).'®

Si bien existen diferentes autores que mencionan un grado de proteccién alto por

parte de los probidticos de tipo indefinido,'?"%

su utilizacion representa un riesgo
permanente, ya que al no encontrarse caracterizados los microorganismos que lo integran
eéstos puede dar origen a un problema infeccioso, ademas la variabilidad de sus

resultados es alta debido a su composicién heterogénea.
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En algunos estudios se ha determinado que algunos PECD que contienen uno,
dos o hasta tres microorganismos bien definidos, aunque aparentemente llegan a mostrar
cierto grado de proteccion ante la colonizacion por SE o Salmonella spp., ésta no ha
mostrado ser tan buena como la que proporcionan los PECND. Por ejemplo Pascual et
al.,'" al emplear un solo microorganismo definido (Lactobacillus salivarius) determinaron
que a pesar de ser efectivo en la EC de SE, este microorganismo benefico no llego a
colonizar adecuadamente a todas las aves durante todo el tiempo que tarda la crianza y
produccion.'’ Recomendando un suministro continuo de dosis de L. salivarius durante
todo este periodo. Medida no muy practica para las condiciones de explotacion existentes

en México. Sin embargo, algunos otros investigadores como Nisbet et al.,?**

al emplear
una mezcla de microorganismos benéficos definidos lograron obtener excelentes
resultados sobre la EC de SE, SG y ST, con una sola aplicacion. Aunque este producto se
comercializa actualmente en Estados Unidos de Norteamérica bajo el nombre comercial

de Preempt®, resulta aiun demasiado caro para el mercado mexicano.

Actualmente existen pocos trabajos de investigacion que evalten los productos de
exclusion competitiva de tipo definido e indefinido presentes en el mercado Mexicano.? En
el presente estudio se pudo determinar que el PECND presenta cierto grado de
proteccion, sin embargo, éste no fue suficiente. Mientras que el PECD si mostr6 un amplio
grado de proteccion. La dosis empleada para el PECND recomendada por el fabricante es
casi diez veces mayor a la recomendada por el fabricante del PECD. A pesar de que la
dosis recomendada del PECD se encuentra establecida con base en las investigaciones
del fabricante, es recomendable evaluar dosis mas altas para determinar si es posible un
establecimiento mas temprano de la MNI, ya que en la primer fecha de evaluacion del
presente estudio, aunque se observa una disminucién en la colonizacién de SE a tonsilas
cecales, no se observo diferencia respecto al grupo testigo positivo en cuanto a invasion

de érganos internos.

Existen diferentes trabajos que evalian la accion especifica de un probidtico frente
a la accion de otro, por lo cual de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente
estudio y los obtenidos por Schneitz & Hakkinen,* es recomendable evaluar siempre el
probiético que se piensa utilizar en la practica diaria, ya que éste puede mostrar un

comportamiento diferente al esperado y observado bajo otras condiciones de evaluacion.



Aunque el establecimiento de la infeccién por SE PT13* después del desafio no
fue excluida por completo incluso aun por el PECD, la cantidad de aves positivas y
posiblemente también la cantidad de SE PT13* en contenido cecal fue menor al grupo
positivo. Lo cual desde el punto de vista epidemiologico es muy importante, ya que
contribuye a disminuir la difusion de SE viables de aves tratadas con productos de

exclusion competitiva a aves no infectadas.

La variacion de los resultados encontrados en el presente estudio en cuanto al
grado de proteccion contra SE PT13" por parte de cada uno de los dos productos
evaluados y los resultados encontrados en diferentes estudios efectuados por otros
investigadores, puede deberse a diferencias en la metodologia experimental empleada,
tales como los procedimientos de dosificacién, métodos de administracion, fechas de
evaluacion y también posiblemente a variaciones intrinsecas de los productos de EC
empleados, factores como la proporcion de MNI anaerdbica y aerobica, efectividad de la
MNI para efectuar una adecuada EC, factores presentes en el alimento o el agua, o bien

la viabilidad o fecha de caducidad del producto.

Se debe considerar que en la industria avicola la EC constituye tnicamente un
elemento mas de control contra la saimonelosis. En el presente estudio la EC no elimina
por completo la colonizacion de los sacos ciegos ni la invasion a érganos internos, por lo
cual se debe investigar mas acerca de la implementacion de medidas integrales que
incluyan estrategias de control de salmonelosis que consideren varios factores al mismo
tiempo.'® Algunas propuestas han sido la combinacion de productos de EC con

1.7

antibiéticos como la evaluada por Soe et al.,*’ o bien el empleo de vacunas de salmonela

junto con productos como el PECND empleado en el presente estudio y que evalud

.".'19

Methner et al.;" estudios que hasta hoy en dia han dado resultados prometedores.'®

Los resultados del presente estudio muestran que el tratamiento con probidticos a
aves Leghorn de un dia de edad no logra excluir por completo la presencia de SE
PT13" en érganos internos o bien en tonsilas cecales, sin embargo, si disminuyen la
presencia de SE PT13" en las aves que recibieron el tratamiento con un producto de EC.
El tratamiento con el PECD proporciona mejor proteccion en las aves contra la infeccion
por SE PT13 a érganos internos que el tratamiento con PECND, aunque ésta proteccion

solo se observo a las tres semanas post-tratamiento.
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CONCLUSIONES

- El probidtico comercial de tipo definido disminuye significativamente la infeccién
experimental con Salmonella enterica serovariedad enteritidis en higado y bazo de aves
Leghorn al dia 20 de edad.

- El probiético comercial de tipo indefinido no disminuyd significativamente la infeccién
experimental de Salmonella enterica serovariedad ententidis a higado y bazo, ni la

colonizacion de tonsillas cecales en aves Leghorn a los 12 6 20 dias de edad.

- La microbiota nativa intestinal contenida en un probiodtico comercial de tipo definido se
encuentra establecida favorablemente en el tracto gastrointestinal de aves Leghorn al dia
20 de edad.
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Tabla 1.- Efecto de un producto de exclusion competitiva
comercial definido e indefinido sobre el porcentaje de
invasibilidad a higado-bazo y tonsilas cecales de aves Leghorn
infectadas con Salmonella enterica serovariedad enteritidis PT-
13" al dia 11 de edad.

12 dias* 12 dias*
Grupo Higado-Bazo Tonsilas- cecales
A 0/60 (0.00%)" 0/60 (0.00%)°
(Testigo -)
B 30/60 (50.0%)? 41/60 (68.3%)°
Probiético
Definido
C 22/60 (36.7%)? 41/60 (68.3%)*
Probiético
Indefinido
D 27/60 (45.0%)* 51/60 (85.0%)*

(Testigo +)

* Los valores dentro del paréntesis indican el porcentaje de invasién a higado-bazo o
tonsilas cecales. Valores en cada columna con diferente literal son estadisticamente
diferentes a través de la prueba de Xi? (p<0.01).

- Pruebas efectuadas en bateria: La recuperacion bacteriana a partir de higado bazo y
tonsilas cecales se efectliio 24 horas después del desafio.
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Tabla 2.- Efecto de un producto de exclusion competitiva
comercial definido e indefinido sobre el porcentaje de
invasibilidad a higado-bazo y tonsilas cecales de aves Leghorn
infectadas con Salmonella enterica serovariedad enteritidis PT-
13* al dia 19 de edad.

20 dias* 20 dias*
Grupo Higado-Bazo Tonsilas- cecales

A 0/60 (0.00%)° 0/60 (0.00%)°
(Testigo - )

B 13/60 (21.7%)° 43/60 (71.7%)*
Probiético
Definido

c 22/60 (36.7%) 50/60 (83.3%)°
Probiético
Indefinido

D 31/60 (51.7%)" 52/60 (86.7%)"

(Testigo +)

* Los valores dentro del paréntesis indican el porcentaje de invasion a higado-bazo o
tonsilas cecales. Valores en cada columna con diferente literal son estadisticamente
diferentes a través de la prueba de Xi? (p<0.01).

- Pruebas efectuadas en bateria: La recuperacion bacteriana a partir de higado bazo y
tonsilas cecales se efectiio 24 horas después del desafio.
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