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l. INTRODUCCION.

Debido a las tendencias actuales de globalizacién, y apertura de mercados,
la avicultura en Guatemala ha cobrado auge en los ultimos afios, creandose la
necesidad de mejorar la calidad total de sus productos, estableciéndose un control
de calidad mas especifico para la competencia en mercados nacionales e

internacionales.

Dentro de lo que corresponde a la calidad total, el control de enfermedades
como Salmonelosis ha recibido importancia capital a nivel mundial tanto en
humanos como en animales, ya que siendo una zoonosis puede resultar en
enfermedad grave y siempre constituye un reservorio potencial para la

enfermedad en los humanos.

Es por eso que la avicultura demanda una avanzada tecnificacion y

conocimientos de nutricion, sanidad y manejo de las aves.

Tomando en cuenta que los productos obtenidos de las aves son una
importante fuente de proteina para sus consumidores, la importancia del control de
enfermedades como la Salmonelosis se inicia aln mucho antes de que nazcan

los mismos.

El presente trabajo tiene como fin, evaluar la eficacia del método de
Exclusion Competitiva como control en la reducciébn de colonizacién de
Salmonelas en pollos para evitar la infeccion en las aves como la posible

contaminacion y la intoxicacion alimentaria en los humanos.



lI. HIPOTESIS

“La reduccion en la colonizacién por Salmonella a través de la

Exclusién Competitiva es eficaz ante el desafio de Salmonelosis aviar”.

1. OBJETIVOS

General:

Contribuir al estudio de la enfermedad infectocontagiosa de Ila

Salmonelosis que afecta las aves domésticas y el hombre.

Especifico.

Determinar la eficacia de la reduccion de colonizacién por Salmonellas en pollos de engorde por
medio del uso de la Exclusion Competitiva.



IV. REVISION DE LITERATURA.
1. DEFINICION.

La salmonelosis es una enfermedad bacteriana infecto contagiosa que
afecta a la mayoria de los animales y al hombre, incluyendo las aves domeésticas;
es producida por especies de genero Samonella, causan dafio tanto en aves
adultas como jovenes manifestandose en forma aguda como cronica, siendo
estas especificas para cada una de las especies animales (17); de alta
importancia econdémica y en salud publica (35). En las gallinas son dos las que se
consideran de importancia econémica por las perdidas que ocasionan: Salmonella

pullorum y Salmonella gallinarum, y en intoxicaciones alimenticias para los

humanos: Salmonella tiphymurium y Salmonella enteritidis. (3, 17, 23, 31).
2. CLASIFICACION SEROLOGICA.

Recientemente  fue introducida una nueva clasificacion del género

Salmonella, siendo esta de la siguiente manera:

Phylum: Protophyta

Clase: Schizomycetes
orden: Eubacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Genero: Salmonella
Especie: Salmonella entérica

Subespecies: S. entérica subespecie entérica constituida por 1367 serovares
(serovares- serotipos) donde se encuentra los serovares de importancia para las
aves comerciales y algunos para el hombre.

Salmonella entérica subespecie entérica serovariedad pullorum

Salmonella __entérica subespecie entérica serovariedad

gallinarum
Salmonella entérica subespecie entérica serovariedad enteritidis

Salmonella entérica subespecie entérica serovariedad

typhimurium

(35).



Miles R.D. reporté el descubrimiento de 2,300 serotipos de Salmonella y el
descubrimiento de nuevos serotipos en los ultimos afios (13).

Con respecto a la epidemiologia de la enfermedad en las aves, los
serotipos de la salmonella se pueden dividir en tres grandes grupos. EIl primero
contiene serotipos que producen de forma caracteristica una enfermedad
sistémica; con frecuencia la enfermedad se limita Unicamente a las aves. Entre

tales serotipos se encuentran Salmonella pullorum y Salmonella Gallinarum, estos

serotipos rara vez producen intoxicacion alimentaria. La Salmonella pullorum

produce la “Diarrea blanca bacilar” o “Pulorosis” de los pollitos, mientras que la

Salmonella gallinarum es una variante altamente patogénica que produce tifoidea

aviar en aves de todas las edades.

El segundo grupo contiene la mayoria de los serotipos de Salmonella,
muchos de los cuales frecuentemente se aislan de alimentos balanceados, el
medio ambiente y las aves, la mayoria o mas bien todos ellos son capaces de
producir intoxicacién alimentaria pero generalmente no producen enfermedades
en las aves. De esta forma la importancia para las aves radica en que esta esta

relacionada a su significancia en la Salud Publica.

El tercer grupo comprende serotipos S. tiphymurium vy S. enteritidis que

poseen caracteristicas de los dos grupos antes mencionados. Son capaces de
producir una enfermedad sistémica en pollos jévenes, en ocasiones con una
mortalidad considerable, pero también producen la forma mas severa de

intoxicacién alimentaria en el Hombre (27).



3. HISTORIA.

El primer germen representativo del grupo de las salmonellas fue aislado
por Smith y Salmon en 1885 de cerdos enfermos de colera porcino. El nombre
general de Salmonella fue propuesto por Lignieres en 1900 en honor a Daniel E.
Salmon. Quien trabajé en su descubrimiento sobre intoxicaciones alimentarias
(8,31).

En 1889, En Inglaterra, Klein fue el primero en aislar la Salmonella

gallinarum, en gallinas enfermas de salmonella llamandole Bacillus gallinarum,

mas tarde sinénimos de esta enfermedad fueron : Leucemia infecciosa (Moore
1942) vy tifoidea aviar (Curtice, 1942) (17,23). En 1900 Retter aislé una bacteria

similar, Salmonella pullorum quien la describi6 como “Septicemia fatal de los

pollitos”. Mas tarde la design6 como “Diarrea blanca” (1909), y poco tiempo
después se expandio el termino de “Diarrea blanca bacilar” para diferenciarlo de
otras enfermedades de las aves que se pudieran clasificar bajo el nombre comun
de “diarrea blanca”(3,32,42).

En 1884, en Estados Unidos fue descrita por primera vez la infeccion
denominada “infeccién paratifoidea” producida por mas de 100 especies y 1200

serotipos; en la mitad de los casos por S. Typhymurium y S. enteritidis (35,37).

4. IMPORTANCIA ECONOMICA.

Las reproductoras pesadas adultas normalmente no se afectan en forma
clinica por la introduccion de una infeccion por salmonella, aunque la
S. pullorum puede causar bajas substanciales de la produccién del huevo y
morbilidad; el efecto econémico mas perjudicial de la infeccibn con otros
serotipos de Salmonella en reproductoras es la posible diseminacion a la

incubadora y la progenie de pollitos de un dia de edad. Ambas, Salmonella



pullorum y S. gallinarum pueden causar una alta mortalidad, una conversion de

alimento pobre, menor crecimiento, menor rendimiento y descarte de canales
debido a las lesiones por septicemia. Estos efectos negativos sobre el
desempeiio de los pollos de engorde normalmente no se observan con otros

serotipos de Salmonella excepto la Salmonella enteritidis (especialmente el

fagotipo 4) y ocasionalmente algunos fagotipos de S. typhimurium (27).

La infeccion con el fagotipo 4 de S. enteritidis transmitida verticalmente en
pollos de engorde puede causar mortalidad, morbilidad e importantes perdidas
econdmicas de los descartes debido a la pericarditis, perihepatitis y septicemia
(12).

Otro aspecto importante a tomar en cuenta es la diseminacién de la
enfermedad en humanos produciendo intoxicaciones alimenticias debido a la

ingestion de carne de pollo y otros productos avicolas contaminados (6).

5. DISTRIBUCION.

La salmonelosis en general es una enfermedad de distribucion mundial,
aunque ha sido extensamente controlada en paises tales como Estados

Unidos, Inglaterra, Canad4a, Suecia y otros mas (3,6,11,17,27,31,34).

La tifoidea aviar en areas avicolas del mundo donde no se estan llevando
a cabo programas de control y prevencion, constituye una amenaza mucho mayor

que la pulorosis (34).

En Centro América la enfermedad se ha diagnosticado Unicamente por

serologia. No se a aislado Salmonella pullorum (3).




6. EPIDEMIOLOGIA.

Diaz Meléndez (1996), cita algunos trabajos de investigacion sobre la

prevalencia de Salmonelosis aviar en Guatemala de la siguiente manera:

Reyes Galdamez (1977), detect6 en Rabinal Baja Verapaz que el

comportamiento de Pullorosis en aves (Gallus gallus), es de mayor prevalencia en

aves adultas que en pollitos, encontrando que el 75.35 % de reactores positivos a
la prueba correspondia a hembras y determinando una prevalencia del 51% de

reactores positivos a Salmonelosis (17).

Martin Lépez (1978), investigando en el municipio de San Martin
Jilotepeque, Chimaltenango la prevalencia de salmonelosis (Pullorosis), concluy6
que de 480 pruebas efectuadas, 318 resultaron positivas a la prueba rapida en

placa; equivalente al 65% del muestreo efectuado en dicha area (17).

Chavarria Lopez (1979), concluyé que en el municipio de San Juan
Comalapa, Chimaltenango; la Salmonelosis aviar es, sin duda una de las
enfermedades de mas estragos a nivel domiciliar, con una prevalencia del 35%
(11).

Yurrita Gastelun (1980), determiné que un 2.2% de las muestras de sueros
sanguineos de pollos sacrificados en tres rastros avicolas del Departamento de
Guatemala, distribuidores de carne para el consumo humano, fueron reactores

positivos a salmonelosis (43).

Orellana Salguero (1988), investigd 863 aves, en el municipio de San Juan
Ostuncalco, Quetzaltenango, de las cuales el 38.2% fueron positivas; es decir, que
330 aves mostraron reaccion positiva a la prueba rapida en placa y concluye que
si estan siendo afectadas las aves de patio por Salmonellas
(34).



Motta Rodriguez (1989), investigé 400 aves de patio (Gallus gallus) en el

departamento de Solola, que llegaron a los puestos de vacunacién, de las cuales
el 70% mostré una reaccidon positiva, con una prevalencia a nivel departamental

que oscila entre 32 y 43% (32).

Avila Kristancic (1996), investigd 123 aves psitacidas, de cinco especies
diferentes, en el municipio de Flores, Petén, obtuvo el resultado de 31.71% de
aves positivas a la prueba de aglutinacion rapida en placa, evidenciando la

presencia de anticuerpos circulantes contra Salmonella sp. siendo la especie mas

afectada, el loro de cachete amarillo (Amazona autumnalis), con una prevalencia

de 22.76%,de las muestras evaluadas, se concluyé que la causa principal de la
presencia de Salmonella en dichas aves fué por el contacto previo con los
humanos, debido a condiciones inadecuadas de alimentacion, siendo esta a través
de desperdicios de expendios de alimentos de origen animal y desechos de

desperdicios de la poblacién humana (3).

Diaz Meléndez (1996), investigd por medio de la prueba serolégica de
aglutinacion rapida en placa , la deteccion de anticuerpos circulantes contra

Salmonella sp. En los municipios de Amatitlan, Palin y Puerto de San José,

sacrificados en una planta procesadora ubicada en la capital, con una prevalencia
de 4.44% (17).

Gramajo (1980), investigo la presencia de Salmonella, Coliformes vy otras
enterobacterias en diferentes tipos de alimentos carnicos de consumo humano,
procedentes de establecimientos publicos y fabricas procesadoras de estos en la
Ciudad de Guatemala, encontrandose una frecuencia de Salmonella en los
alimentos estudiados del 7%; las especies de Salmonella aisladas fueron:

Salmonella enteritidis, de serotipos S. newport,

S. denver, S. london y S. tanleville (22).



Aragon Ortiz (1985), demostré que en establecimientos publicos y fabricas
procesadoras de alimentos céarnicos de la ciudad capital de Guatemala, la piel de

aves era un reservorio importante de Salmonella sp. con un 29% de muestras

positivas de 100 muestras de piel de ave de corral evaluadas; porcentaje que es
relativamente alto, demostrandose asi la pobre calidad sanitaria en la
industrializacion de las aves (1).

Y mas recientemente, Menchu Rosal (1996), evalu6é 299 muestras de venta
callejera, agrupando los alimentos evaluados en varios grupos, uno de los cuales
era el que contenia productos carnicos de consumo, los que mostraron un 30% de
contaminacion, distribuidos de la siguiente manera: 48% provenientes de
supermercados, 35% de rastros y 17% de mercados
(28).

7. SUSCEPTIBILIDAD.

En el caso de la pulorosis, la susceptibilidad se manifiesta en gallinas

(gallus _gallus;) y pavos, aunque otras especies silvestres de aves contraen

también la infeccion (3). En los pavos, los pavipollos de menos de 14 dias tienden
a padecer una alta mortalidad, mientras que, las Gallinas adultas poseen una
mayor resistencia. En el caso de la tifoidea aviar, las gallinas especialmente las
aves adultas jovenes (12 semanas de edad o mas) los patos, faisanes, pavo
reales y gorriones son también infectados pero muestran mayor resistencia que
las gallinas. La mayoria de los brotes se presentan en en aves en crecimiento,
particularmente en pollos de tres meses y al momento de romper postura
(3,17,37).



Explotaciones de tipo domiciliar infectadas por Salmonellas, se convierten
en portadoras sanas, representado reservorios muy peligrosos de la enfermedad
(34).

8. TRANSMISION.

Todos los tipos de salmonella colonizan el tracto gastrointestinal y se
diseminan entre las aves a través de la ruta fecal oral. Siendo esta la via de

transmision mas frecuente, por la interrelacion de aves infectadas con aves sanas

(4).

Los serotipos de salmonella tales como S. gallinarum, S. pullorum,

S. enteritidis y S. tiphymurium presentan una afinidad por las aves y casi

invariablemente son invasores. Estos serotipos pueden infectar el tracto

reproductivo y se transmiten verticalmente al huevo.

Segun Mcliroy; el método mas importante de diseminacion en la industria
moderna integrada de carne de pollo es la facultad del serotipo de Salmonella
para mostrar infeccién transovarica verdadera y asi una transmisién vertical
efectiva (27).

Las aves adultas que padecieron la enfermedad y sobrevivieron a la
infeccion quedan como portadoras y las salmonellas se alojan en el ovario.
Estos serotipos también se pueden diseminar verticalmente por contaminacién
fecal del huevo, pero a un grado mucho menor y también pueden resultar en la

contaminacion de la incubadora y la progenie de los pollos (11).

Los huevos de reproductoras se pueden infectar por varias vias,
dependiendo del serotipo, su agresividad y su adaptacién al huésped, al menos se
pueden identificar cuatro rutas: ovarios contaminados, oviducto contaminado,

cloaca contaminada y medio ambiente contaminado (6).

10



El canibalismo es otra forma de transmision, ya que las aves enfermas o

muertas son picoteadas por aves sanas, diseminandose asi la enfermedad (34).

Las aves de vuelo libre y aves de patio infectadas aparentemente sanas

son una importante fuente de transmision (17).

Frecuentemente los ingredientes para alimentos balanceados se
contaminan con serotipos de Salmonella. La presencia de proteinas de origen
animal, especialmente de aves como la harina de subproductos avicolas o la de
pluma, en las plantas de alimentos balanceados, se ha relacionado a la
contaminacion del alimento terminado y ha resultado en una diseminacién efectiva
de los serotipos de salmonella tales como S. typhimurium, S. enteritidis, S.
infantis, S. virchow y S. berta (17,27).

En 1997, estudios realizados por Holt, P.S.; et. al. demostraron que al
contrario de los que se creia anteriormente la transmision de Salmonella
enteritidis puede surgir de forma aérea y la muda inducida puede proveer un

estimulo para que ocurra (25).

En el mismo afio Gast. R.K. mediante la realizacion de un estudio que
verificaba la transmision de salmonella a través del aire entre grupos de pollos
alojados en unidades de aislamiento con ambiente controlado, noté que la

infeccion por Salmonella enteritidis aparentemente fue transmitida principalmente

por la ingestion oral, quizas a partir de las superficies ambientales contaminadas

por el movimiento del patégeno a través del aire (20).
El hombre por lo general adquiere la infeccion por la ingestion de alimentos

contaminados , manejo de aves en las explotaciones avicolas, y manipulacién de

aves en los rastros (4,7,22,28,40).
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9. PERIODO DE INCUBACION.

El periodo de incubacion varia de 3 a 5 dias para los serotipos pullorum y
gallinarum, aunque depende en gran parte de la concentracion de la Salmonella,

via de penetracion y estado nutricional (7,9,42).

10. SIGNOS CLINICOS

10.1. PULLOROSIS (DIARREA BLANCA BACILAR).

Pollitos y pavipollos.

La mortalidad empieza en pollos y pavipollos de 5 a 7 dias de edad y llega
al maximo en cuatro a 5 dias. = Se puede presentar una  reduccion de la
incubabilidad en lotes de gallinas infectadas. Los pollos provenientes de huevos
infectados , frecuentemente se encuentran muertos en el cascaron al décimo
octavo o décimo noveno dia de la incubaciéon. Embriones contaminados por

Salmonella mueren en la primera etapa de desarrollo.

Los pollos enfermos aparecen deprimidos y débiles, con alas caidas, se
presenta ademas: anorexia, diarrea blanca pastosa adherida al area de la cloaca y

aglomeracion debajo de la fuente de calor (9, 42).

Los brotes de naturaleza crénica ocurren en explotaciones avicolas de
pollos de engorde en los cuales los sintomas predominantes son cojera
acompafiada por una marcada inflamacién de las articulaciones del tarso,

emplume pobre y bajo desarrollo, ademas la Salmonella pullorum puede ocasionar

ceguera por acumulo de exudado purulento en la camara anterior del ojo, asi
como torticolis por la localizacion de las salmonellas en articulaciones o en el oido
medio (3,11).
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Aves adultas.

En aves adultas se presenta en un curso crénico manifiestado por:
desmedro, alas caidas, plumaje en desorden, caquexia progresiva, palidez de la
cresta y barbillas, deshidratacion, sed, diarrea verde amarillenta, y baja de

postura, pudiéndose en algunos casos no presentarse sintomas. (11, 34).

Aunque para otros autores como Bolafios J.M. el curso es agudo ya que
los signos aparecen a los 5 a 8 dias de ocurrido el contacto con el germen, y la

mortalidad aparece a los 5 a 10 dias después de la infeccion (8).

10.2. TIFOIDEA AVIAR.

En pollos jovenes que provienen de embriones infectados pueden
encontrarse muertos en las nacedoras, o moribundos mostrando somnolencia,
signos respiratorios, crecimiento lento, apatia y adherencia de excremento con

uratos en la cloaca (17, 34).

Ataca principalmente aves adultas, aunque puede presentarse a cualquier
edad. Hay presencia de diarrea de color verde claro o amarillento, postracion,
somnolencia, apatia, palidez de la cresta y barbillas; las aves se mantienen
separadas de la parvada y es comun la sed intensa, probablemente por la fiebre
elevada ( 11,23,32,42).

10.3. INFECCIONES PARATIFOIDEAS.

Segun Piantino Ferreira las infecciones causadas por S. enteritidis y

S. typhimurim no causan mortalidad significativa, pudiendo pasar desapercibidas

en los lotes de aves, las aves jovenes son mas susceptibles a la infecciéon
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pudiendo causar una mortalidad de 20%. Algunas presentan diarrea por algunos
dias y a veces semanas, sin comprometimiento general del ave, aunque algunos
brotes se pueden presentar mas severos, principalmente cuando son asociados a
otras enfermedades entéricas como la coccidiosis y enfermedades
inmunosupresoras. Las reproductoras , las aves de postura comercial y pollos de
engorde son susceptibles a la infeccién por salmonellas del grupo paratifoide sin
la ocurrencia de mortalidad, y en tanto la diseminacién para la progenie, huevos y

la cascara puede ser contaminados a traveés de las heces (35).

Brotes agudos se presentan en pollos de 7 a 21 dias de edad, con
mortalidad maxima entre los 7 a 10 dias, esta mortalidad depende de la virulencia
del patdgeno, con sintomas similares a los de la pulorosis, tales como
somnolencia indiferencia, debilidad, anorexia, sed intensa, diarrea, empastamiento

de la cloaca y tumefaccion de las articulaciones (37).

11. LESIONES

11.1. PULLOROSIS.

En brotes agudos pueden ocurrir muertes antes que se produzcan las
lesiones, estas se observan como puntos necréticos en el corazén, higado,
pulmones y otros Organos, saco vitelino no absorbido, inflamacién de las
articulaciones de las alas y de las patas, ciegos distendidos con nlcleo caseoso,

diarrea blanca; ano con heces adheridas etc.
En las aves adultas, la lesibn mas frecuente se localiza en el ovario,

algunos oOvulos estan atrofiados, regresion del ovario, huevos verdosos y

deformes, pericarditis, atrofia testicular y necrosis focal del higado.
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Avila Kristancic reporté que en las aves psitacidas, las lesiones incluyen;
exudado caseoso de color amarillo verdoso, numerosas hemorragias petequiales
en los intestinos, esplecnomegalia y degeneracion renal
(3,17, 32,37,42).

11.2. TIFOIDEA AVIAR

Muestra a la necropsia: agrandamiento del higado; esplecnomegalia,
distension de la vesicula biliar, puntos necroticos en el higado y otros 6érganos,
regresion y alteracion del color de los huevos, peritonitis, hemorragias puntiformes
en los tejidos adiposo y muscular, enteritis e inflamacién mucopurulenta del
duodeno (17,42).

11.3. INFECCIONES PARATIFOIDEAS.

En los brotes agudos de los pollos pueden faltar las lesiones
microscoépicas, la artritis es comdn en las palomas (42). Septicemia, perdida
gradual de peso, deshidratacién, retencion del saco vitelino, enteritis, tiflitis, focos
necroticos en diversos oOrganos, congestion de los vasos sanguineos, higado
jaspeado y de color amarillo; mientras en en las aves adultas solo muestran

enteritis y diarrea (15, 27).

12. DIAGNOSTICO.

El diagndstico definitivo se hace Unicamente por medio del aislamiento e
identificacion de la Salmonella. El diagnostico presuntivo se basa en la historia,
sintomas y lesiones, el diagnostico puede hacerse también con serologia positiva
de la bacteria causal por medio de: prueba de sangre en placa, prueba rapida en
placa y prueba de aglutinacion en tubo entre otras, siendo siempre necesario
confirmarse con aislamiento
(3, 29, 37).
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12.1. Diagnéstico seroldgico.

Las reproductoras deben ser monitoriadas periddicamente para pulorosis y
tifoidea aviar por medio de pruebas de seroaglutinacion rapida con sangre
completa y antigeno K polivalente, en las granjas, puede realizarse ademas tests
de ELISA y seroaglutinacion lenta en tubo o en placa.

12.2. Aislamiento.

Varias técnicas son utilizadas en el aislamiento y caracterizacion de las
Salmonellas de diferentes fuentes, dependiendo del origen del material,
(tomandose con una asa estéril muestras de organos afectados como higado,
corazon, bazo, ovarios y raspado de intestino) utilizandose un medio de pre-
enriquesimiento (agua peptonada al 1%, medio M-9 ¢ caldo lactosado,
incubandose a 42° C. por 24 a 48 horas. Seguidamente se coloca en un medio de
enriguecimiento (medio selenito, tetrationato y acido nalidixico (30ug/ml)
Novobiocina (0.2%) 6 en medio Rappaport- Vassiliadis e incubados a 37° C. por
24 horas. Seguidamente se siembra en placas de agar McConkey, agar Verde
Brillante, agar Xilosa Lisina Desoxicolato, Agar Salmonella-Shigella u otros y se
incuba a 37° C. por 24 horas. Las colonias con caracteristicas de salmonella
deben ser sometidas a tests bioquimicos entre ellos: Triple Sugar & Iron (TSI),
produccioén de acido y gas, L-triptofano, desaminasa, ureasa, utilizacién de Lisina,
Citrato de Simmons, Indol, capacidad de motilidad y otros disponibles capaces de
indicar el genero de Salmonella.

En seguida las muestras identificadas bioquimicamente como Salmonella
sp. Deben ser sometidas a tests seroldgicos con antisueros polivalentes (anti “O” y
“‘H”) y entonces enviados a los instituciones especializadas para la

determinacioén del serotipo (26, 35,39).
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Para identificarlas por especie se enfrentan con antisueros especificos. En
agar TSI, Salmonella pullorum produce alcalinidad en el inclinado y acidez en el

fondo, asi como ennegrecimiento del medio por la produccion de acido sulfhidrico;

después de 24 horas de incubacion (3).

Los medios de cultivo recomendados para el aislamiento de Salmonellas
son: Agar Verde brillante, Agar SS, Agar McConkey, Agar XLD, Agar sulfito de

Bismuto, Desoxicolato Citrato (34).

Comportamiento de Salmonella pullorum y Salmonella gallinarum en la

fermentacion de Carbohidratos.

Carbohidrato S. pullorum S. Gallinarum
Dextrosa Fermenta con gas Fermenta sin gas
Lactosa No fermenta No fermenta
Sacarosa No fermenta No fermenta
Manitol Fermenta con gas Fermenta sin gas
Maltosa No fermenta Fermenta sin gas
Dulcitol No fermenta Fermenta sin gas
Indol No produce No produce

Urea No hidroliza No hidroliza

[N LY L R | N _a [ N R

Avila, E. C. , lllescas, J. M., Motta, L. E (3, 32).

Tomese en cuenta que las muestras identificadas bioquimicamente como

Salmonella sp. Deben de diferenciarse de las del grupo paratifoide en base a su

motilidad ya que estas ultimas son méviles (35).
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12.1.3. Prueba de aglutinacion rapida en placa con sangre:

Se realiza en hembras y machos. En reproductoras livianas, se recomienda
correrla a las diecisiete semanas y en semipesadas y pesadas desde las

diecinueve y veinte semanas de edad.

Se toma una gota (0.02 ml ) de sangre de la vena axilar, en el mismo lugar
de trabajo, utilizando una lanceta; se mezcla la sangre obtenida con 0.05 ml de

antigeno coloreado “K” polivalente (S. pullorum y S. gallinarum), sobre una placa

de vidrio.
Y la lectura final debera hacerse a los dos minutos, Se interpreta que si hay
aglutinacion la prueba es positiva, mientras que si la mezcla permanece

homogénea la prueba es negativa (3,17,32).

12.1.4. Prueba de aglutinacién rapida en placa.

Para esta prueba se utiliza el suero obtenido espontaneamente o por
centrifugacion, Se mezcla 0.05ml de antigeno coloreado “K” polivalente con 0.02
ml de suero, se mezcla y se lee a los dos minutos. La interpretacion es igual que la

prueba anterior.

12.1.5. Prueba de aglutinacion lenta en tubo:

Esta prueba es la mas sensible para el diagnéstico de Salmonellay es un
procedimiento adecuado para la investigacion de casos aislados. Consiste en

mezclar en un tubo antigeno especifico para S. pullorum y S. gallinarum con

cantidades decrecientes de suero. Luego se incuban a 37° C. por 24 horas. Si
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hay formacion de grumos la reaccién es positiva, mientras si la mezcla permanece
turbia , es decir con aspecto lacteo la reaccion es negativa
(3, 23, 32).

12.2 Test de PCR (Polymerase Chain Reaction)

El test de PCR ha sido implementado en varios segmentos de sanidad
avicola con el objetivo de diagnosticar la presencia de salmonella en las
diferentes etapas de produccion y procesamiento de aves, como en heces,
organos y materias primas (35).

13. CONTROL Y PREVENCION.

El método que ha probado ser el mas eficiente para prevenir la
contaminacion con Salmonella es el de Control de los “Puntos criticos”, este
meétodo consiste en identificar los puntos de mayor riesgo, adoptar las medidas

correspondientes y después monitorear continuamente su efectividad (6).

El Control de la salmonelosis puede ser realizado en diferentes maneras y
etapas. Se debe en primera instancia introducir un monitoreo bacteriol6gico y
serolégico en la granja para introducir los métodos de control mas apropiados y
eficaces. Este control debe ser encaminado a:

e Manejo y bioseguridad de las instalaciones avicolas.

e Control del personal encargado del manejo de las aves evitandose los

portadores de salmonelosis crénica.
e Control de roedores y pajaros.

e Control microbiolégico de las aves muertas, de cama y materias primas

principalmente de origen animal.

e Uso de vacunas vivas e inactivadas.
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e Uso de acidificantes en la racion, como: el acido propionico, férmico, acético y

otros.

e Uso de productos que contengan bacterias de exclusién competitiva
(17, 30, 33).

13.1. Control a través de acidificantes.

Esto se logra a través de productos que que promuevan la acidificacion de
la racion, dandose esta en forma continua; Piantino Ferreira reporta en Brasil el
uso de &acido férmico, lactico propionico y acético (35). Estos acidos tienen la
funcion de eliminar las bacterias que forman parte de la microbiota de la racién
impidiendo que estas actien como eventuales agentes patogénicos. Los acidos
organicos actuan en el DNA bacteriano causando lesiones irreversibles en sus

moléculas logrando con esto que la bacteria no pueda multiplicarse (35).

13.2. Control a través de vacunas.

Recientemente se ha introducido vacunas vivas e inactivadas para el
control de la salmonelosis principalmente para el control de las infecciones
causadas por las salmonellas del grupo paratifoide (6, 7). Un grupo de

investigadores holandeses en la campafia de control de Salmonella enteritidis tipo

4 en su pais, recomiendan el uso de vacunas inactivadas para el control de S.

enteritidis y S. tiphymurium (21).

El uso de la vacuna viva de S. gallinarum 9R para el control de Tifoidea

aviar es reportada como ampliamente utilizada en Brasil (30,35).

Mcllroy, S. G. determina que la eficacia de los programas de vacunacion
dependeran del nivel de desafio y control efectivo que se alcance por medio de la
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combinacion de la vacunacion y reduccion/ eliminacion del desafio de la S.
enteritidis (27).

13.3. Control a través de Exclusion Competitiva y Probidticos.

El cual consiste en la utilizacibn de bacterias no patdégenas de la flora
normal, aisladas del ciego y heces de aves adultas administradas a aves
jovenes, ejerciendo proteccién contra la invasion de bacterias patogénicas como
las Salmonellas, y el uso de probidticos , los cuales han consistido en la utilizacion
de varias bacterias como Lactobacillus, Enterococcus , Bifidobacteria, bacilos y

levaduras (35).

Mcllroy S.G. reporté como medida opcional de control de S.enteritidis,
aprobado por la comisién de comunidades Europeas en 1992, un control diferente
al de matanza de todas las aves reactoras positivas, el cual consiste en el
tratamiento de las parvadas infectadas con Enrofloxacina durante 10 dias, seguido
de dos aplicaciones de un producto de Exclusion Competitiva a las 24 y 72 horas
post tratamiento, permitiéndose Unicamente el tratamiento a nivel de progenitores.
La eficacia de este procedimiento se mide en base a ausencia de Salmonella
enteritidis en la progenie de las parvadas tratadas (27).

14. TRATAMIENTO.
En General se decia que no habia tratamiento pues cuando se aplicaba;

solamente se lograba perpetuar la enfermedad, y lo méas recomendable y

economico era la eliminacion de los lotes afectados (8,17,23,34,37).
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Orellana Salguero (1988) mencion6 que estudios realizados por Pacheco,
G. y Esquibel, C. quienes evaluaron la resistencia bacteriana hacia ciertos
antibiéticos aplicados como tratamiento a aves infectadas con cepas de

E. coli y Salmonella gallinarum; y comprobaron la actividad antimicrobiana y

posible resitencia microbiana del cloranfenicol, Doxiciclina y Furaldatona.

Los resultados obtenidos mostraron que las cepas antes mencionadas
mostraban una resistencia al cloranfenicol de 0% a la Doxiciclina de 0% y a la
Fuaraldadona de 5%, en la maxima concentracion probada (100 mcg/ml)

Por lo que segun estos autores el uso del cloranfenicol y la doxiciclina eran

recomendados para el tratamiento(34).

Estudios mas recientes , han demostrado que la enrofloxacina al 10%
posee una actividad antimicrobiana muy alta en dosis bajas y buena absorcion
en el tracto gastrointestinal, efectiva distribucién en los tejidos, acumulo en los
foliculos de las yemas, alta concentracién del principio activo, estabilidad del

producto en las heces y ningun efecto sobre los anaerobios estrictos (21).

Hecho también demostrado en Brasil por Piantino Ferreira, quien
determin6 que el uso de Enrofloxacina 10 mg/kg. por 10 dias en agua de beber
reduce la poblacion de Salmonella en los planteles infectados y mantienen las
aves libres de la reinfeccion cuando se combina esta con un producto de

Exclusion Competitiva (35).

Froyman, R. evalué la evolucion de sensibilidad de Salmonellas hacia la
Enrofloxacina en una solucion oral al 10%, durante 5 a 9 afios en paises
europeos y concluyé que la susceptibilidad a la Enrofloxacina variaba entre 98.8

y 99.5% a lo largo de los afos sin tendencia a decrecer (18).

22



15. IMPORTANCIA EN LA SALUD PUBLICA.

La preocupacion por Salmonella en la avicultura se inicié a mediados de la

década de los 80 cuando Salmonella enteritidis fagotipo 4 hizo su aparicion en

Inglaterra, causando serios problemas en humanos, aunque la preocupacion
surgi6 muchos afios antes, cuando fue reportado en Alemania el primer

aislamiento de Salmonella enteritidis a partir de heces humanas en 1888 (27).

La Salmonelosis es una antropozoonosis de persistencia en el medio
ambiente. Haciéndose de caracter obligatorio el reporte a las autoridades

encargadas del control y sanidad animal de cada pais (6,17,27).

Para 1991 S. enteritidis fagotipo 4 representaba el 53% de todos los
aislamientos humanos, el cual segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
es el fagotipo mas comun en la Unién Europea, y el fagotipo 13 en Estados Unidos
(12, 27).

Todos los casos de intoxicacion alimenticia fueron relacionados con
productos avicolas especialmente el huevo; Las manifestaciones clinicas mas
comunes en los humanos son: gastroenteritis aguda, con dolores abdominales
subitos , diarrea, nausea y vomito. La deshidratacion puede ser grave
especialmente en los lactantes y casi siempre va acompafada de fiebre. La
anorexia y las heces liquidas persisten con frecuencia durante varios dias (19).

La importancia de su control esta encaminada a ubicar los puntos criticos

de control, sobre todo en la industrializacion de sus productos para consumo

humano y asi asegurar la calidad total en sus consumidores (31).
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16. USO DE LA EXCLUSION COMPETITIVA EN EL CONTROL DE LA
SALMONELLOSIS.

16.1. HISTORIA.

El Concepto de Exclusion Competitiva (EC), fue sugerido por Nurmi y
Rantala en 1973, cuando investigaban la rapida colonizaciéon de Salmonellas en
pollitos recién nacidos y la incapacidad de estos en combatirlas (13, 41). Estos
autores verificaron que la flora normal de las aves, administrada en los estados
iniciales de la vida, como una Exclusibn Competitiva prevenia la colonizacién por
Salmonellas; poco después, mencionaron que la flora intestinal de gallinas
adultas obtenidas en anaerobiosis presentaba un efecto similar. A partir de ese
momento la industria avicola ha elaborado decenas de productos en base a ese

concepto. (41)

16.2. DEFINICION.

Exclusion Competitiva (EC) es la incapacidad o inhabilidad de una
poblacién de microorganismos usualmente patdgenos de establecerse en el
intestino de las aves, debido a la presencia de otra poblacién considerada como

microflora normal (16).

Bajo condiciones naturales, los pollitos obtienen su microflora natural de la
madre a través del huevo y del medio ambiente. Esta microflora empieza a
establecerse en el interior del pollito en las primeras horas después del
nacimiento, por esta via los pollos jovenes desarrollan rapidamente una
microflora  intestinal normal, lo cual forma una barrera esencial defensiva,
previniendo el establecimiento y desarrollo de bacterias perjudiciales tales como

la Salmonella sp, E. coli y otras bacterias enteropatégenas (35).
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Snoeyenbos, G.H. menciona que pavos jovenes pueden ser protegidos
por material de pavos adultos (38). Hecho confirmado por Barnum, D.A (5).

Reid en 1983; comprobd que gallinas y pavos son capaces de protegerse

unos a otros (13).

Los productos de Exclusion Competitiva actdan de forma optima cuando
son administrados lo mas precozmente posible (al dia de nacidos) a través de
varias vias de aplicacion tales como: agua de bebida o por medio de una camara
de nebulizacion en la incubadora. Day, C. menciond que la utilizacion de
Exclusion Competitiva también es efectiva para mantener una microflora intestinal
protectora cuando se sabe que aves adultas pueden sufrir una colonizacion o
recolonizacion por Salmonella en casos de stress, por ejemplo, el causado por
movilizaciones de actividad en el pico de postura (13).

Algunos autores como Dexel. R. y Mcllroy, S.G. recomendaron también el
uso de Exclusion Competitiva combinado a una terapia antibidtica con

Enrofloxacina para el control de Salmonella sp (16,27).

16.3. OBTENCION DEL MATERIAL PROTECTOR.

La obtencién del material protector se logra a través de varias fuentes tales

como:
a). Obtencion de material protector a través de aves adultas normales que

han sido criadas en un ambiente de terreno normal y han a si mismo sido

expuestas al desafio natural por las bacterias.
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b). Utilizacion de aves de lotes libres de patégenos especificos (SPF);
mantenidas en condiciones especialmente controladas y protegidas bajo
monitoreos constantes para garantizar la continuidad de la ausencia de patégenos

durante la cria.

¢). Produccion de cultivos de Exclusion Competitiva definidos. Conteniendo

especies bacterianas individualmente aisladas y cultivadas.

16.4. MECANISMOS DE ACCION.

En términos de control enteropatogénico, los mecanismos de accion y de

eficacia son muchos y variados.

The Microbial Developments Itd. De Inglaterra postulé por lo menos cinco

niveles de control enteropatogénico.

16.4.1. Quimicos.

A través de la reduccion del pH resultante de la produccién de acidos
organicos de determinados grupos de bacterias; asi como la capacidad de ciertos
grupos bacterianos de adherirse a la pared intestinal a través de una red de
fimbrias y fibrillas que bloguean los sitios de union quimica utilizados por ciertos

enteropatdgenos (13,16).
16.4.2. Bioldgicos.

Debido al crecimiento y desenvolvimiento diferenciado de las
bacterias, las cuales crean un ambiente de exclusibn, mas permanente,

confiriéndoles una identidad estructural de la composicion bacteriana en el epitelio

intestinal debido a sus propiedades hidrofobicas e hidrofilicas. Es decir, la
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creacion de un ambiente bajo en oxigeno producido por las bacterias naturales,
que es desfavorable para patégenos como Salmonella (13,16).

16.4.3. Fisicos.

La flora bacteriana de productos de Exclusibn Competitiva crean un
sistema homogéneo con integridad espacial, en poco tiempo se crea una barrera
fisica de consistencia adecuada impidiendo que los patdégenos intestinales

encuentren un nicho para crecimiento y reproduccién (13,16).

16.4.5. Bioguimicos.

Muchos organismos intestinales normales tales como Lactobacillus

sp. y Escherichia coli, producen sustancias inhibitorias, tales como las

“Bacteriocinas”, que presentan caracteristicas antimicrobianas. Asi como las
sustancias quimicas activadoras llamadas “Gamaserolactonas” que pueden
desactivar los mecanismos que resultan de la division celular (13,16).

16.4.6. Nutricional.

A través de la competencia de la flora intestinal normal contra

patébgenos por aminoacidos esencialesy azucares (13,16).
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16.5. EXIGENCIAS DE UN PRODUCTO EFICAZ.

Day, C. mencion6é que los factores que pueden afectar la eficacia de

Exclusion Competitiva incluyen:

a) La fuente de cultivo de Exclusion Competitiva.

b) Las condiciones del cultivo

C) El cultivo minimo de proteccién

d) El aimacenamiento del cultivo de Exclusion Competitiva.

e) Los métodos de tratamiento y administracion.
(13).

a) La fuente de Exclusion Competitiva.

La fuente de Exclusion Competitiva-gallinas adultas libres de enfermedades
(SPF); es la mas comunmente utilizada ,el cual puede incluir material cecal y fecal.
Day, C. reportd que estudios realizados sobre la edad de las aves donadoras
pueden presentar un efecto sobre la eficacia, ademas, reporté que la microflora
donadora completamente protectora se pudo establecer dentro de 6 a 8 horas en

un pollito de un dia, tratado con un cultivo de Exclusion Competitiva (13).

b). Las condiciones del cultivo.
La anaerobiosis es la llave para el acceso de un cultivo de un producto de

Exclusion Competitiva eficaz, ya que las bacterias anaerdbicas estrictas y

facultativas son esenciales para la completa proteccion del ave (13).
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C) El minimo de cultivo para la proteccion.

Una cantidad tan pequefia como 107 Y 10-5 gramos de materia fecal

administrado en pollitos de un dia proporciona buena proteccién contra la

colonizacién por Salmonella, mientras que una dosis de 102 y 1010 no
proporcionan buena proteccion. Se debe observar que estas dosis estan
evaluadas a nivel de laboratorio, administradas directamente a las aves, por lo que
una dosis 1000 o 10000 veces mas alta es necesaria a nivel de campo (13).

d) Almacenamiento del cultivo de Exclusién Competitiva.

Esto es esencial para el mantenimiento de propiedades protectoras, entre
los métodos de almacenamiento se cuenta con: subcultivo liquido seriado,

congelamiento y liofilizacion (13).

e) Métodos para tratamiento y administracion.

Tales como la administracion directa dentro del buche del ave, adicion en el
agua de beber, la aplicacion por pulverizacion ambiental sobre los pollitos y sobre
los huevos de la incubadora, en pollitos de un dia en galpones de cria.

Microbial Developments Ltd. De Inglaterra, mediante un experimento en 6
galpones conteniendo 25000 aves cada uno, demostro la eficacia de la capacidad
de reduccién de la colonizacion por Salmonella a través de un producto de

Exclusién competitiva (Aviguard®. Bayer® Alemania.), cuando era aplicado en
pollitos de un dia de nacidos por via aerosol y agua de beber, obteniendo el
siguiente resultado 5.5% de aves positivas a Salmonella en aves tratadas con
Exclusion Competitiva via agua de beber y 0% de aves positivas en aves tratadas

por pulverizacion (2).
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Estudios realizados por Guillot, J. F. et al.; Deruyttere, L. et al.; Froyman, R.
et al.; y Primm, N.D et al. Obtuvieron resultados similares en pollos de engorde y
pavipollos. ( 14,17,24,36).

16.5.1. Control de calidad vy elaboracién de Pruebas de eficacia.

Pivnick, et. al. En 1985 propusieron los términos de “Factor de Infeccion” y
“Factor de Proteccion” para cuantificar la proporcion de heces que se tornan

eliminadoras de la Salmonella y las cantidades que estan eliminando.

Se define “Factor de Infeccion” a la medida geométrica del numero de
Salmonellas por gramo de contenido cecal de todas las aves de un determinado
grupo de tratamiento, examinado después del desafio. Los valores del “Factor de
Proteccion” se obtienen por la divisidon del factor de infeccion de las aves no
tratadas dentro del factor de infeccion del grupo tratado. Cuanto mayor es el

factor de proteccion mas efectivo es el tratamiento contra un desafio dado.

Day. C. reportd estudios realizados por Pivnick, et. al. En los cuales
comprobaron que preparados de Exclusion Competitiva con un factor de
proteccion < 4, tienen poco chance en reducir la infeccién por salmonella sobre

condiciones de campo.

La mayoria de los cultivos de Exclusion Competitiva presentan un valor de
factor de proteccién en el intervalo de 4.8 a 17.5. Sugiriéndose que un cultivo de
Exclusion Competitiva debe ser capaz de conferir proteccion > a 4. En base a un
standard establecido frente a un desafio, ante una cepa especifica resistente al
acido nalidixico de Salmonella kedougou (NCTC 12173) (13,16).
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16.6. COMPATIBILIDAD CON OTROS MEDICAMENTOS.

Aunque existen reportes que soportan el uso de antibidticos en aves
tratadas con microflora de Exclusion Competitiva, debe de tenerse presente que
el mal uso de antibi6ticos para el control terapéutico de entidades infecciosas
puede ser contraproducente ya que podria eliminar la flora bacteriana ya
existente junto con la eliminacion del agente invasor. Puede haber cierta alteracion
con antibidticos tales como: Tilosina, Tiamulina, Licomicina/espectinomicina y
penicilinas. Por lo que, se han hecho varias investigaciones de tratamientos

combinados para uso profilactico en Salmonellosis.

La mayoria de los productos de Exclusion Competitiva son compatibles con

promotores de crecimiento y anticoccidiales

Existe buena compatibilidad con: Enrofloxacina, Clortetraciclina,
Oxitetraciclina, Cloranfenicol, Furazolidona, Bacitracina de Zinc, Virginiamicina,
Avotan, Nicarbacina, Avilamicina, Apramicin, Neomicina, Acido Oxolinico,

flumequina, Monesina, Salinomicina, y otros productos.

Por lo tanto pareciera que la combinacion de aditivos alimentarios
antibiéticos y productos de Exclusion Competitiva es antagbnica, pero
investigaciones reportadas por Nurmi y Rantala demostraron lo contrario,
particularmente los antibiéticos en bajas dosis comunmente utilizados en aditivos
alimenticios (15 a 25 ppm) (13, 16).
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V. MATERIALES Y METODOS.

1. MATERIALES.

Recursos humanos.

1) Médicos Veterinarios asesores (Departamento de Patologia aviar, F.M.V.Z.

Universidad de San Carlos de Guatemala.

2. Médico Veterinario asesor (Departamento de Sanidad Animal, Bayer® de

Centro América).

3. Médico Veterinario asesor (Departamento de Salud Publica, F.M.V.Z.
Universidad de San Carlos de Guatemala).

4. Colaboradores del Departamento de Patologia aviar, F.M.V.Z. Universidad

de San Carlos de Guatemala.

o

Investigador (estudiante).
Recursos Bioldgicos.
1) Antigeno de Salmonella “K” polivalente (Solvay Animal Health Inc. E.U.A).

2) Sueros de los pollos de engorde

3) Sueros control positivo y control negativo para Salmonella sp.

4) Cepa desafiante: Salmonella enteritidis.
5) 45 pollos de engorde de 1 dia de nacidos.

6) Flora intestinal normal de aves: Aviguard® (Bayer® Alemania).
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Recursos de laboratorio

1) Erlenmeyer

2) Placas de Petri

3) Tubos de ensayo con tapon de rosca.

4) Placas de vidrio para prueba rapida en placa, con divisiones de 3 por 3 cm.
5) Palillos de madera

6) Autoclave

7) Incubadora a 37° C.y 42°C.

8) Horno de esterilizacion

9) Asa bacteriologica

10) Mechero

11) Pipetas

12) Jeringas estériles desechables de 3 ml. con aguja # 23.
13) Algoddn

14) Gradillas

15) Viales estériles de boca ancha.

16) Pinzas de diseccion

17) Tijeras

18) Estufa con agitador magnético

19) Criadoras para pollos con lampara de luz infra roja.

20) Guantes de latex

21) Hielo

22) Botas de hule

23) Mascarillas desechables y gorros de tela.

24) Alcohol.

25)Refrigerador

26) Solucioén salina estéril a 0.1%.

27) Agua Peptonada bufferada (Merck Co. Inc. Alemania)
28) Caldo Tetrationato “Tetrathionate Broth Base”, (Scott laboratories

Inc. Carson, CA.)
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29) Agar Rambach® (Merck Co. Inc. Alemania).

30) Caldo BHI “ Rain Heart infusion Broth” (Scott Laboratories
Inc.Carson. CA.).

32) Agar Salmocyst, caldo base y suplemento (Merck Co. Inc. Alemania).

33)Agua destilada estéril.

34)API 20E ( Bio Mérieux Co. Inc. Francia).

Materiales diversos:

1) Gastos de Transporte.

2) Concentrado iniciacién para pollos de engorde Aliansa® Guatemala C.A.

1. METODOS.

Descripcién del area de estudio:

El estudio se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de Ornitopatologia
y Avicultura de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootécnia, de la Universidad

de San Carlos de Guatemala, bajo un ambiente controlado.

Metodologia

Veinticuatro de treinta pollitos de engorde de un dia* fueron
aleatoriamente distribuidos en dos grupos de 12 aves. Cada grupo de aves fue
colocado en una jaula de cria separada, con un suministro de agua y concentrado
de iniciacion para pollo de engorde ad libitum (racion de acuerdo a la
recomendada por Alimentos para animales S.A, Aliansa®. La temperatura
ambiente fue mantenida dentro del intervalo de 22 a 24° C. y cada grupo tuvo
acceso a una lampara de luz infraroja, proporcionando una temperatura de choque

de aproximadamente 32° C.
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El resto de los pollitos adquiridos para el experimento igual al lote madre
reproductora (6 pollitos), se utilizaron como verificacion a través de la prueba
rapida en placa, para garantizar que los mismos no poseian anticuerpos
especificos contra Salmonella, antes de iniciar el desafio (anexo 1). Para esto se
obtuvo una muestra de sangre, directa del corazén.

**( Por razones de logistica de la empresa distribuidora de los pollitos se trabajo

con 30 pollos en vez de 45 como previamente se habia establecido).

Los siguientes tratamientos fueron administrados:

Grupo 1. (Grupo tratado sin Exclusion Competitiva) las aves fueron
individualmente tratadas 24 horas después de la recepcion con 0.5 ml de agua

destilada estéril al que posteriormente se les administré una dosis de Salmonella

de 1 x 104 UFC/ml, determinada por medio del uso del Nefelémetro de
McFarland, este consiste en un set de 10 tubos que contienen diferentes
concentraciones de Cloruro de Bario y acido sulfurico; el cloruro de Bario en
presencia del acido sulfurico precipita finamente, por lo que cada tubo al agitarse
tendra una turbidez diferente. Cada tubo se relaciona con una densidad celular
aproximada, esperandose con esto la colonizacion de por lo menos el 50% de las

aves.

Grupo 2 (Grupo tratado con Exclusion Competitiva), las aves fueron tratadas
con Exclusion Competitiva: Aviguard® (Bayer®, Alemania), a una dosis normal
después de la dilusién del producto en agua destilada estéril; conforme a las
instrucciones del fabricante para administrarse a cada ave 0.0125 g. de
organismos de Exclusion Competitiva/dosis. Obteniéndose esta proporcionalmente
a la cantidad de pollos a tratar de una solucion madre obtenida de la mezcla de
2000 dosis en 200ml de agua. Este producto se administré a las aves por via oral

utilizandose una pipeta plastica estéril, inmediatamente después de la recepcion
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de las mismas (2 horas después), posteriormente se desafié este grupo con una

dosis de Salmonella, como se menciona a continuacion:

Administracion del organismo de desafio:

24 horas mas tarde, las aves del grupo 2 fueron desafiadas con una cepa

de Salmonella enteritidis, en el nivel de desafio de orden de 1 x 104 organismos

por ave. El organismo se cultivé en caldo BHI, incubado a 37° C. por 24 horas,
verificandose la pureza y haciendo un subcultivo bajo las mismas condiciones,
siendo esta diluida para su uso en la administracion de las aves, permitiéndose

gue bebiesen los pollitos por medio de una pipeta plastica estéril 0.5 ml de una

dilucién aproximada de 1 x 104 UFC/ml.

Toma de las muestras:

Las aves de los grupos 1 y 2 fueron evaluadas seroldégicamente el dia 12
previo a su sacrificio, utilizandose la Prueba Répida en Placa, para anticuerpos
circulantes contra Salmonella sp. de la siguiente manera: se tomé una gota de
sangre y 0.03 ml de antigeno K polivalente coloreado (Salsbury Laboratories Inc.
U.S.A.), se homogenizo y se realiz6 la lectura a los dos minutos, determinando la
positividad por la presencia de grumos color violeta.

Las aves fueron examinadas 12 dias después del desafio tomando en
cuenta que es el tiempo de mayor eliminacion de salmonellas por las aves y con el
objeto de determinar tanto la positividad de los grupos test y control, y la
colonizacion por Salmonella de los individuos afectados por medio del aislamiento,
utilizando para esto un medio de crecimiento selectivo diferencial para Salmonella:

Salmocyst® (Merck Co. Inc. Alemania).
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Las aves fueron sacrificadas por dislocacion cervical, y se removieron de
manera aséptica: los ciegos y contenidos cecales, al mismo tiempo se prepard un
medio no selectivo de pre enriqguecimiento (Salmosyst® Merk Co. Inc). De la
siguiente manera: Se disolvieron 5.6 gr. de Salmosyst® base en 225 ml de agua
desmineralizada, colocandola en autoclave a 121° C/15min. Al que se le agrego
25 gramos del material de la muestra, el que se colocé en un frasco estéril o
Erlenmeyer para incubarse a 35° C/6-8 horas, seguidamente se tomo 10 ml de el
cultivo incubado de pre- enriquecimiento y se transfiri6 a un tubo de cultivo
estéril.(1 tubo por cada tres aves evaluadas). Se le adicion6 una tableta de
suplemento selectivo de Salmocyst® y se esper6 30 minutos, para luego

mezclarse vigorosamente, entonces se procedio a incubar a 35° C/ 18 —22 horas.

Posteriomente se preparé una dilucién conteniendo 05 ml de muestra de
caldo Salmocyst® de cada ave. Se prepararon 5 tubos de ensayo para cada
grupo conteniendo 9 ml de agua destilada estéril, realizdndose pases de un tubo
a otro y asi obtener dilusiénes que iban de 10-1 hasta 10 -2 . eligiéndose para
fines del experimento una de mayor concentracién (10 -2 ) a una de menor

concentracion (10 -9) para obtener 2 grupos representativos del grupo tratado con

Exclusion Competitiva y sin Exclusion Competitiva,

Se tomo seguidamente 0.1 ml del in6culo de cada dilucion y se transfirié a
placas conteniendo agar Rambach® para su incubacién a 35° C/18-48 horas. Se
contaron como sospechosas a Salmonella las colonias tipicas color rojo cereza.
Seguidamente se corrié la prueba de API 20E (Bio Mérieux Co. Inc, Francia) a 37°

C. por 24 horas, para su confirmacion.

Los resultados de la serologia y de crecimiento bateriano se asignaron en la

boleta respectiva: ( Anexo 1, Anexo 2 ).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio de tesis pueden referirse de la siguiente manera:

En general las aves manifestaron buen salud durante el estudio con

ausencia de mortalidad en ambos grupos.

Los resultados del examen serologico mediante la Prueba Répida en Placa
al dia de nacidos para la deteccion de anticuerpos circulantes contra Salmonella
spp, fueron negativos, determinandose asi que las aves provenian libres de una

infeccion por Salmonella al momento de iniciar el experimento.

En cuanto al examen macroscopico en las necropsias realizadas, se
observé que el grupo tratado sin Exclusibn Competitiva padecié de una tiflitis
marcada afectando el 75% de las aves desafiadas, asi como una leve diarrea
color amarillenta. Mientras que el grupo tratado con Exclusibn Competitiva los
ciegos y su contenido se observaban de consistencia normal, lo cual coincide con
la literatura consultada la cual menciona la eliminacion de Salmonellas por las

aves sin presencia de mortalidad.

Los resultados del examen microbiolégico de los contenidos cecales de los
grupos tratados sin Exclusion Competitiva y con Exclusion Competitiva (Anexo 3,
tabla 1) mostraron una diferencia notoria en cuanto al crecimiento de Salmonellas
tomandose para la interpretaciéon y conteo de las bacterias diluciones de una
mayor concentracién a una menor concentraciéon (102 a 10”°), del medio de cultivo
de las aves evaluadas y sembrada en un medio selectivo diferencial, dicha
diferencia represento un alto nivel de infeccion en el grupo tratado sin Exclusion
Competitiva siendo este de 1.8 x 10° ufc/ml a una dilucién 10  y de 1.5 x 108
ufc/ml, a una dilucién 10, en contraste a los ciegos de los grupos tratados con

Exclusiéon Competitiva los cuales mostraron un crecimiento de 1 x 10° a una
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dilucién 102 y ausencia total de crecimiento de Salmonellas a una dilucién 107°
(tabla 1). Esto nos indica una reduccion de colonizacién por Salmonella enteritidis

de 92% a una dilucién 102y del 100% a una dilucién 10 entre el grupo tratado
con Exclusion Competitiva y el grupo tratado sin Exclusion Competitiva (Anexo
3,tabla 2 y Anexo 4).

Por la naturaleza del procedimiento de laboratorio y de los datos del

presente estudio no fue posible realizar la prueba de hipétesis.

Los resultados obtenidos de la prueba APl 20E®, confirmaron como positivo el

crecimiento de Salmonella enteritidis.

Los resultados del presente estudio concuerdan a los resultados propuestos
por Pivnick y colaboradores los cuales mencionan una disminucién marcada en el
crecimiento bacteriano del grupo tratado con Exclusion Competitiva, siendo segun
estos investigadores una reduccion del 99% al décimo dia post infeccion (13).

Asi como a las investigaciones de Guillot J.F. (24) y Deruyttere. L (14)
quienes evaluaron la eficacia de un producto de Exclusion Competitiva
(Aviguard® Bayer® Alemania),frente a un desafio controlado con Salmonella

enteritidis mencionados en el presente trabajo de tesis.

Los ciegos intestinales obtenidos al 12vo. dia después del desafio con

Salmonella enteritidis confirmaron que el desafio fue exitosos debido a la

colonizacion de dichos tractos en ambos grupos, observandose en el grupo
tratado con Exclusidon Competitiva un claro y marcado efecto protector.
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VII. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente estudio puede concluirse en lo siguiente:

La reduccién de colonizacion por Salmonella enteritidis, en pollos de engorde

a traves de la Exclusion Competitiva es efectiva

La aplicacién preventiva de microflora aviar (Exclusion Competitiva) en pollitos
al dia de nacidos puede contribuir grandemente a la disminucion de

colonizacion por Salmonella_enteritidis.

La Exclusién Competitiva no presenta ningun efecto adverso sobre los pollos
tratados.

La Exclusién Competitiva contribuye al control y calidad alimenticia para el ser
humano, ya que proporciona un claro y marcado efecto reductor de

colonizacion por Salmonella enteritidis siendo esta una de las zoonosis mas

importantes desde el punto de vista de Salud Publica.
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VIIl. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda el uso de un producto que contenga Exclusion Competitiva de

manera preventiva para reducir la colonizacion por Salmonella enteritidis en

aves.

2. Realizar investigaciones futuras sobre el mejoramiento del control vy
Tratamiento de Salmonelosis, asi como su efecto econdmico sobre la Industria

avicola.

3. Se recomienda el asesoramiento y financiamiento por medio de la iniciativa
privada, organismos gubernamentales y entidades educativas al estudio e
investigacion de enfermedades que afecten la calidad alimenticia y la salud del

ser humano.
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IX. RESUMEN

El presente estudio fue realizado en las instalaciones del laboratorio de
ornitopatologia y avicultura de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
bajo un ambiente controlado.

El objetivo del mismo fue determinar la eficacia de la Exclusion Competitiva

en la reduccion de colonizacion por Salmonella enteritidis mediante un desafio

controlado en pollitos de engorde de 1 dia de nacidos.

Se colocaron dos grupos de aves aleatoriamente distribuidas en jaulas de
cria separadas bajo una temperatura ambiente y alimentacion adecuada
clasificAndose como: aves tratadas sin Exclusion Competitiva (Grupo 1) y aves

tratadas con Exclusion Competitiva (Grupo 2).

Dos horas después del ingreso, las aves del Grupo 2 fueron tratadas por via
oral con un producto que contenia Exclusion Competitiva (Aviguard® Bayer®
Alemania).para que 24 horas mas tarde los grupos 1y 2 fueran desafiadas por via
oral con una cepa previamente tipificada de Salmonella enteritidis.

Se observé el curso de eliminacion de Salmonellas por un periodo de 12
dias, y se efectuaron las necropsias respectivas para realizar estudios
microbiologicos de los contenidos cecales por medio de un aislamiento

bacteriol6gico en un medio selectivo diferencial (Salmocyst® Merck®Alemania)

Al obtener los resultados microbiolégicos se comprobd una reduccion
sustancial de colonizacién por Salmonella en el tracto digestivo de las aves
tratadas con Exclusion Competitiva en comparacion con las aves tratadas sin
Exclusion Competitiva, siendo esta reduccion mayor a un 92%, lo cual confirma
ensayos probados en otros piases en cuanto a la eficacia de la prevencion de

Salmonelosis mediante la utilizacion de microflora aviar.
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X. ANEXOS
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ANEXO 1

DETERMINACION DE ANTICUERPOS CIRCULANTES CONTRA
SALMONELLA SP.

FECHA:
No. De Registro
Laboratorio

PRUEBA RAPIDA EN PLACA

NUMERO DE POLLITO POSITIVO NEGATIVO

OO WIN|F

TOTAL

OBSERVACIONES.
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ANEXO 2

CRECIMIENTO DE COLONIAS TIPICAS A SALMONELLA SP. DEL GRUPO
TRATADO SIN EXCLUSION COMPETITIVA

DILUCION _ _
1072 10°
# DE PLACA

O IN[(O(OA(WIN|F-

OBSERVACIONES

CRECIMIENTO DE COLONIAS TIPICAS A SALMONELLA SP. DEL GRUPO
TRATADO CON EXCLUSION COMPETITIVA

DILUCION 102 10

# DE PLACA

O |IN(O(O B (WIN|F-

OBSERVACIONES
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ANEXO 3
TABLAS DE DATOS

TABLA 1

CONTEO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA/ML EN LOS GRUPOS TRATADOS CON EXCLUSION COMPETITIVA
Y SIN EXCLUSION COMPETITIVA, LABORATORIO DE ORNITOPATOLOGIA Y AVICULTURA, FACULTAD DE MEDICINA
VETERINARIA Y ZOOTECNIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
ABRIL DEL 2000.

DILUCION
GRUPO 1072 10°

Grupo tratado  sin 1.8 x 10° 1.5x108
Exclusion Competitiva

Grupo tratado sin 15x10° No crecimieto
Exclusion Competitiva bacteriano

* Calculo de UFC/ml de acuerdo al Método recomendado por Anon (1982),

Departaments of the Enveronment Health Social Security and Public Health Laboratory
Service. The Bacteriological examination of drinking water supplies. Report No. 71 HMSO.
London.

TABLA 2

PORCENTAJE DE REDUCCION DE COLONIZACION POR Salmonella enteritidis ENTRE EL GRUPO TRATADO SIN
EXCLUSION COMPETITIVA'Y EL GRUPO TRATADO CON EXCLUSION COMPETITIVA. LABORATORIO DE
ORNITOPATOLOGIA'Y AVICULTURA. FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA.

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
ABRIL DEL 2000.

Grupo tratado con Exclusién Porcentaje de Reduccion
Competitiva

1072 92%

10° 100%
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