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EXCLUSION DE SALMONELLA TYPHIMURIUM DEL TRACTO
DIGESTIVO DE POLLOS DE UN DIA DE EDAD POR
ACCION COMPETITIVA DE LA FLORA INTESTINAL

NORMAL OBTENIDA DE CAMA
DE GALLINAS REPRODUCTORAS

Sergio Rosende O. (MV), Maria Inés Ferniandez H. (MV)

EXCLUSION OF SALMONELLA TYPHIMURIUM FROM ONE DAY CHICKENS
GUT BY COMPETITIVE ACTION OF NORMAL GUT FLORA FROM
BREEDING HENS LITTER

The gut colonization of one day old chickens by normal gut bacterial flora supplied by
breeder litter extract and its later capacity to inhibit the development of Salmonella

typhimurium was studied.

Chicks pretrated with litter extract showed a significant (p < 0,01) resistance to S.
typhimurium in relation to non pretrated chicks. No significant differences were observed
among the weight means of the four groups (p > 0,01 ). The resistance was a consecuence
of the one day gut colonization by normal gut bacteria flora supplied by the breeder litter

extract.

La flora bacteriana intestinal normal de aves
(FBINA), es una compleja y dindmica poblacién
de microorganismos. En condiciones de crianza na-
tural, esta microflora, segiin Jayne-Williams y Fu-
Her (1971), es adquirida por el pollito desde su
eclocion a partir del medio ambiente colonizando
el tracto digestivo, especialmente a nivel de ciegos,
e impidiendo que microorganismos patdgenos
puedan multiplicarse a este nivel. Este fendmeno
denominado por Lloyd y Cols. (1977) “Exclusién
Competitiva” (EC) fue explicado en un anterior
trabajo (Rosende y Juri, 1986).

La oportunidad de que los pollitos, en los mo-
dernos sistemas avicolas, se contaminen temprana-
mente con esta FBINA es escasa. Las pricticas de
crianza separada por edad y las 6ptimas condicio-
nes de higiene, privan a las aves de adquirir esta mi-
croflora y su posterior colonizacién del tracto in-
testinal. Esta carencia, parcial o total, se traduce
en una menor Iesistencia de las aves a infecciones
por bacterias enteropatdgenas especialmente sal-
monelas méviles. La composicién de esta micro-
flora intestinal aiin no ha sido totalmente determi-
nada, existiendo divergencias en cuanto a su papel
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en la EC, Barnes y Cols., 1972, Rigby y Pettit
1979, 1980; fundamentalmente debido a su alta
exigencia para multiplicarse “in vitro’’ al requerir
la mayoria de ellas, estrictas condiciones de anae-
robiosis, dificiles de obtener y mantener (Barnes ¢
Impey, 1970).

Por las razones expuestas, es dificil obtener a ni-
vel de laboratorio, cultivos puros de FBINA con
propiedades de EC, principalmente porque en este
proceso interactian diferentes microorganismos. Se
estan estudiando diferentes fuentes de excrecion
fecal con la finalidad de colonizar el tracto diges-
tivo de pollos recién nacidos (Salanitro y Cols.,
1973). El presente trabajo pretende determinar si
un extracto de cama de gallinas es una fuente
adecuada, prdctica e inocua de FBINA. '

MATERIAL Y METODOS

Material

Flora Bacteriana Intestinal Normal de Aves: Se ob-

. tuvo a partir de la cama de un corral de gallinas re-

productoras broiler, de 36 semanas de edad, libres
de salmonelas.

Aves en Experiencia: Se utilizaron 140 machos
Leghorn de un dia de edad, obtenidos en un criade-
ro comercial, libres de salmonelas de acuerdo a an-



tecedentes basados en el examen serolégico, perid-
dico, del grupo de gallinas reproductoras vy al cul-
tivo bacteriologico de 20 pollitos de este grupo
experimental. Las aves recibieron alimento de
crianza, exento de proteina de origen animal y
agua potable. Se mantuvieron en dos criaderos de
cinco pisos cada una (Petersime Modelo 255D)
ubicados en una dependencia aislada de la Facul-
tad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de 1a Uni-
versidad de Chile.

Medios de cultivo: Para la deteccion de salmo-
nelas de origen aviar, se utilizaron los medios de
cultivo descritos por Williams y Cols. (1980).

Cepa Salmonella typhimurium: Aislada en el
Laboratorio de Patologia Aviar de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad
de Chile y serotipificada en el Instituto de Salud
Piblica.

Métodos

Controles: Controles bacteriologicos para descartar
presencia de salmonelas ajenas a la experiencia, en
pollitos, cama de reproductoras y alimento, se rea-
lizaron segn el método descrito por Williams y
Cols. (1980).

a) Pollitos: Se sacrificaron 20 pollitos al dia de
edad, y se tomaron muestras de ciego, higado,
vitelo, corazén y bazo.

b) Cama de reproductoras: Se siguié la pauta
recomendada por Williams y Cols. (1980). Se deter-
mind cinco puntos de recoleccidn en el corral de
las reproductoras; de cada lugar se tomaron cinco
porciones de aproximadamente 10 g para consti-
tuir una muestra final de 50 g. La muestra fue re-
colectada desde areas secas superficiales, alejadas
de los comederos y bebederos, y se almacené en
bolsas plasticas.

c) Alimento: Se controld cada saco usado enla
experiencia, tomdndose tres muestras de 30 g cada
una por saco de alimento.

Preparacion del Extracto de Cama de Gallinas
Reproductoras (ECGR): Una vez descartada la con-
taminacion por salmonelas, se recolectaron 20 g
de cama, extraida desde la parte profunda. La
muestra fue transportada en frascos de vidrio es-
tériles herméticamente cerrados. El tiempo entre la
recoleccién y su procesamiento fue aproximada-
mente de 12 horas. Los 20 g de cama se mezclaron
con 200 ml de suero fisioldgico, previamente so-
metido a ebullicién por 20 minutos. Esta mezcla
fue homogenizada en licuadora por 1 minuto bajo
el flujo continuo de nitrogeno, con el fin de crear
y mantener el ambiente de anaerobiosis. El extrac-
to fue filtrado por gasa, obteniéndose lo que cons-
tituy6 el ECGR usado como pretratamiento.

Disefio Experimental: Con la finalidad de com-
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probar la capacidad de exclusion competitiva del
ECGR y su inocuidad, las aves experimentales se
dividieron en cuatro grupos de 30 aves cada uno,
ubicdndose en dos grupos por baterias (A y B) dis-
puestos en lotes de 15 en cada piso para facilitar
su manejo y ulteriores controles bacterioldgicos.
El pretratamiento consistio en la administracion de
1,0 ml/ave de ECGR directamente en la ingluvia,
El desafio consistio en la administracién directa-
mente en la ingluvia de 10° células de S. typhimu-
rium por ave.

En la bateria A, se ubicaron los siguientes gru-
0s:

Iz;rupo 1 (G1): Testigo. Sin pretratamiento ni de-
safio, a fin de comprobar la ausencia de patologias
ajenas a la estudiada y excluir infecciones laterales
no deseables por S. typhimurium.
Grupo 2 {G2): Pretratados al dia de edad con el
fin de controlar inocuidad del ECGR.

En la bateria B, se distribuyeron los siguientes
grupos:

Grupo 3 (G3): Control de la cepa de S. typhimu-
rium, desafiados al tercer dia de edad. Este grupo
se empled para comprobar la infecciosidad o pato-
genicidad de la cepa de desafio y la eficiencia de
los métodos bacteriologicos utilizados en la detec-
cion de la excrecion fecal de salmonelas por las
aves.

Grupo 4 (G4): Experimental. Pretratadas al dia
de edad y posteriormente desafiadas al tercer dia
de edad. Su objetivo fue evidenciar la capacidad de
exclusiébn competitiva del extracto de cama de ga-
llinas reproductoras.

Controles efectuados a los diferentes grupos: Se
efectuaron seis controles bacterioldgicos, los cua-
tro primeros con un intervalo de 3 dias y los dos
Gltimos semanalmente. Los controles comenzaron
al tercer dia post desafio, ya que segin Lloyd y
Cumming (197), los pollos desafiados excretan el
in6culo durante los primeros dias del ensayo antes
que se logre su colonizacion o excrecion total.

Las muestras recolectadas fueron: térulas cloa-
cales al 100% de las aves y 10 g de fecas de cada
grupo, tomando aproximadamente 1 g de cinco
dreas distintas de las bandejas receptoras de fecas,
en los dos pisos de las baterias que alojaban a cada
grupo. Doce horas antes del muestreo, las bandejas
receptoras de fecas se limpiaban a fin de obtener
material fresco y lo menos posible contaminado
con flora ambiental.

Se realizd, como una medida complementaria
de detectar posibles efectos observados en los dife-
rentes tratamientos empleados, control de peso de
las aves. Se hicieron cinco controles, comenzando
al dia de edad y cada semana, hasta los 28 dias de




edad. Los pesos corporales de los cuatro grupos, se
expresaron en términos de promedio de peso de
cada grupo.

Andlisis estadistico: Los resultados del aisla-
miento de S. typhimurium a partir de térulas cloa-
cales, se sometieron a una prueba de hipotesis de
independencia de chi cuadrado (x*) con p > 0,01.
Se comprobaron los resultados de los grupos 3 y 4.
Los resultados de las diferencias de peso vivo pro-
medio de los grupos controles y experimentales se
sometieron a un analisis de covarianza y su corres-
pondiente prueba de hipotesis F, con p > 0,01
(Calzada, 1964).

RESULTADOS

Las muestras colectadas previo a la experiencia
(visceras de los pollitos, extracto de cama y ali-
mento) resultaron negativas al aislamiento de sal-
monelas. En el cuadro 1 se resumen los resultados
obtenidos del examen bacterioldgico de las térulas
cloacales (TC) y fecas (F) frescas. En él se obser-
va que los grupos 1 y 2 se mantuvieron libres de S.
typhimurium durante toda la experiencia, en cam-
bio, en los grupos 3 y 4 fue posible aislar S. typhi-
murium de las fecas y torulas cloacales de ambos
grupos.

La presencia de salmonelas en las térulas cloaca-
les de las aves del grupo 4 fue considerablemente
menor que el grupo control no pretratadas (G3).
En el grupo 4, 24 controles bacteriologicos de
torulas cloacales de un total de 174 (13,79%).fue-
ron positivas; en cambio en el grupo 3, de un total

de 180 cultivos, 169 (93,8% ) resultaron positivos.
En el grupo experimental 4, en los dos primeros
controles, hubo sdlo dos aves positivas de 29 con-
troles, aumentando la positividad en los sucesivos
controles. En cuanto a los controles bacterioldgi-
cos del “pool” de fecas, éstos resultaron positivos
en los grupos 3 y 4, salvo en el primer control de

~este Ultimo grupo.

El andlisis estadistico de los resultados del exa-
men bacteriolégico de las torulas cloacales de los
grupos desafiados 3 y 4, para p < 0,01, demostré
que existe una significativa relacién entre la pre-
sencia de ECGR y la resistencia de las aves a la in-
feccion con S. typhimurium.

En el cuadro 2 se resumen los promedios de los
pesos corporales de las aves de cada grupo. Del and-
lisis estadistico se comprueba que las diferencias
en los pesos promedios, no son significativos.

DISCUSION

Este estudio, como otros realizados en esta linea,
confirman que la flora bacteriana intestinal normal
de aves, confiere una significativa proteccién
contra la subsiguiente infeccién por salmonelas,

Durante el ensayo, la incidencia de infeccién
por S. typhimurium medida a través de exdmenes
bacteriologicos de torulas cloacales en el grupo ex-
perimental (G4), fue considerablemente menor
que en el grupo control (G3); en este ultimo grupo,
se observd un gran niimero de aves infectadas por
S. typhimurium, en contraste al grupo experimen-

CUADRO 1

AISLAMIENTO DE S§. TYPHIMURIUM DE TORULAS CLOACALES Y FECAS DE POLLOS PRETRATADOS
Y NO PRETRATADOS CON EXTRACTO DE CAMA DE GALLINAS REPRODUCTORAS
CON O SIN DESAFIO CON S. TYPHIMURIUM

Edad Gl G2 G3 G4
(dias) TC F TC TC F TC F
6 0/30* - 0/29%* 29/30 + 2/29 -
9 0/30 - 0/29 29/30 + 2/29 +
12 0/30 - 0/29 29/30 + 6/29 +
15 0/30 - 0/29 29/30 + 5/29 +
2 0/30 - 0/29 29/30 + 5/29 +
30 0/30 - 0/29 24/30 + 4/29 +
Total 0/180 0/174 169/180 24/174

*  N° aislamientos positivos a salmonela / N° cultivos bacteriolégicos realizados.

**  Muere un pollo al dfa de edad por infeccion saco vitelino.

Gl Testigos sin pretratamiento y desafio.
G2 Pretratadas al dia de edad sin desafio.
G3 Sin pretratamiento v desafiado al 3°7 dia de edad.

G4 Pretratadas al dia de edad y desafiadas con S. typhimurium al tercer dia de edad.



CUADRO 2. Pesos promedios de pollitos vivos en diferentes edades de los grupos con o sin pretratamiento

con ECGR y con o sin desafio por S. typhimurium.

PESO VIVO PROMEDIO (g)
EDAD G1 G2 G3 G4
(dfas) )
1 36,30 36,48 36,10 36,19
7 62,46 64,00 60,95 62,06
14 116,73 113,13 113,06 118,50
21 168,35 170,81 164,65 17043
28 225,70 237,03 230,40 244,20

Las diferencias entre los pesos vivos promedios de los cuatro grupos de aves, no son significativos desde el punto de vista
estadistico. El estudio se hizo por el Andlisis de Covarianza y con pruebas de hipdtesis F, con p 0,01. F calculado = 0,3069;

F tabular = 5,42 para el mismo nivel de significacién.

tal, que en los primeros controles sélo presenté
dos aves positivas, aumentando levemente en los
sucesivos controles. Estos resultados no son tan
concluyentes como los logrados con flora bacteria-
na normal de ciegos (Rosende y Yuri, 1986), lo
que se debe, probablemente, a que la fuente de
FBINA de aves es de menor calidad que el conteni-
do del ciego, en donde se encuentra la mayor con-
centracién de microorganismos con capacidad de
E C (Hunhtanen y Pensack, 1965).

Finalmente, aunque los resultados de esta ex-
periencia indican que la administracién de ECGR
empleada como fuente de FBINA, constituye un
método efectivo y prdctico, su uso, en forma ruti-
naria requiere de adecuados controles microbiol6-
gicos que detecten la presencia de agentes patoge-
nos no deseables. Por otra parte, el margen de su

" aplicacién con fines preventivos demuestra la ne-

Los resultados de las muestras de fecas confir-

man que este método es 1til como complemento
de los cultivos, es asf, como en el grupo 3 (contro-
les desafiados) todos los controles resultaron posi-
tivos y en el grupo 4 (experimental) sdlo el primer
control bacteriolégico fue negativo, probablemen-
te por la cantidad de fecas recolectadas que no era
suficiente para pesquisar el escaso nimero de sal-
monelas excretadas en este nivel del ensayo.

Los grupos controles 1 y 2, no desafiados, man-
tuvieron negativos los controles bacterioldgicos
tanto de toérulas cloacales, como de fecas, lo cual
permite asegurar que no existidé contaminacion
ajena a la conferida por el desafio.

Los controles de peso de las aves nos permiten
asumir que el tratamiento con ECGR no tuvo efec-
to negativo que se manifieste a través de diferen-
cias de peso. Asimismo, se asume que la patogeni-
cidad de la cepa de S. typhimurium es baja, aun-
que es adecuadamente infectante. Las diferencias
que aparentemente existen entre los pesos vivos
promedios de los cuatro grupos no son, desde el
punto de vista estadistico, significativas (cuadro 2).

A través de los resultados obtenidos, se pudo
comprobar que el ECGR constituye una fuente
adecuada de FBINA capaz de colonizar el tracto
digestivo de pollitos de un dfa de edad.
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cesidad de exponer, en las etapas iniciales de su
crianza, a las aves al contacto con una cama que le
permita colonjzar su tracto digestivo, aproximando
de esta forma el manejo a lo que ocurre en condi-
ciones naturales.

RESUMEN

Se estudié el fendémeno de colonizacién del tubo
digestivo de pollos de un dia de edad, por la flora
bacteriana normal intestinal de aves (FBINA)
aportada por un extracto de cama de gallinas re-
productoras (ECGR) y su posterior capacidad para
impedir una recolonizacién por Salmonela typhi-
murium.

Las aves pretratadas con ECGR mostraron una
significativa (p < 0,01) resistencia a la infeccién
con S. typhimurium, en relacién al grupo no pre-
tratados con ECGR. Ninguno de los tratamientos
empleados, tuvo efecto negativo que se expresara a
través de diferencias de peso promedio en cada
uno de los grupos, al no existir diferencia significa-
tiva entre ella (p > 0,001). Esta resistencia, result6
como consecuencia de la colonizacion del tubo di-
gestivo de los pollitos por FBINA aportada por el
ECGR.
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