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COMPETITIVE EXCLUTION OF SALMONELLA TYPHIMURIUM BY NORMAL
CAECUM BACTERIA FLORA IN HENS OF ONE DAYS CHICKS

The colonization of one day chicks gut by Normal Caecum Bacteria Flora of Hens and
the later capacity to inhibit the development of Salmonella Typhimurium was studied.
Chicks pretreated with Normal Caecum bacteria Flora showed a significant (p < 0.001)
resistance to S. typhimurium infection on relation to non pretreated chicks. This resistan-
ce was a consecuence of an early colonization of the one day chicks gut by Normal
Caecum Bacteria Flora, which inhibit the S. typhimurium development; this phenomenon

is know as “Competitive Exclution”,

La Flora Bacteriana Normal del Ciego (FBNC)
de las aves, es un complejo sistemz ecoldgico
constituido, en maés de un 9090, por bacterias
anaerobias estrictas y facultativas (Barnes, 1970;
Barnes y Cols., 1972; Salanitro y Cols. (1973).
Esta FBNC cumple una importante funciéon en
la nutricién de las aves, debido a su participacién
en algunos procesos metabodlicos y sintesis de
nutrientes (Williams y Fuller, 1971). Otra fun-
cion esta relacionada con la Exclusién Competiti-
va (EC). Este término, describe un fen6émeno
bioldgico referido a una temprana colonizaciéon
del tubo digestivo de las aves por la Flora Bacte-
riana Normal y su posterior capacidad para im--
pedir una reconolizacién por bacterias enteropa-
tégenas (Snoeyenbos y Cols., 1979).

La EC ha sido demostrada para varios gérme-
nes enteropatogenos, a saber: Salmonella infantis
(Nurmi y Rantal, 1973); Salmonella typhimu-
rium (Lloyd y Cols., 1977); Salmonella heindel-
berg (Snoeyenbos y Cols., 1978); Salmonella
enteriditis (Weynack y Cols., 1979) y seis cepas
de Escherichia coli patdgenas (Soerjodi y Cols.,
1981).

El fendmeno se explica, fundamentalmente, a
través de teorias basadas en la especificidad de
union entre las bacterias del tubo digestivo y la
célula intestinal; esta unién se realiza a través de

26

una fibra, sintetizada por la bacteria, denominada
“Pili” o “Glicocalix” (Arp y Jensen, 1980;
Costerton, 1978). Este fenémeno, sumado a
procesos metabolicos toxicos (Hughes, 1972) y
competencia por nutrientes (Lloys y Cols., 1977)
constituyen un importante mecanismo inespeci-
fico de defensa para las aves.

MATERIAL Y METODOS
A. Material.

1. Flora Bacteriana Normal del Ciego. Se obtuvo
de los ciegos de 10 aves reproductoras broilers
de 24 semanas de edad. Estas aves estaban
serologicamente negativas a S, pullorum-
gallinarum y sin antecedentes de paratifosis.

2. Aves en Experimentacion. Se utilizaron 180
pollitos de un dia de edad provenientes del
mismo plantel que las aves adultas, por lo que
tenian los mismos antecedentes sanitarios.
Ellos recibieron alimento de crianza, exento
de proteina de origen animal. Se mantuvieron
en dos criadoras de cinco pisos cada una
(Petersime Modelo 25 SD), ubicadas en una
dependencia aislada.



3. Medios de cultivo. Se utilizaron los medios de
cultivo descritos por Williams y Cols. (1980)
para el aislamiento e identificacién de salmo-
nelas de origen aviar.

4. Cepa Salmonella typhimurium. Aislada en el
laboratorio de Patologia Aviaria de la Facul-

tad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
de Chile.

B. Métodos

1. Controles previos a la experiencia

Se realizaron controles bacterioldgicos segiin
método descrito por Williams y Cols. (1980),
para el aislamiento e identificacion de salmo-
nelas de origen aviar, a fin de descartar con-
taminacién por salmonelas ajenas a la expe-
riencia tanto de los pollitos, FBNC y alimento.
Para el examen de los pollitos, se sacrificaron
20 de ellos al dia de edad, tomindose mues-
tras individuales de ciegos y “pool” de algunos
Organos: higado, vitelo, corazén y bazo.

En el caso de FBNC, este material correspondi
a la extracciéon de los ciegos asépticamente y
triturados bajo constante burbujeo de nitrdge-
no. El macerado se diluy6 al 509/o en solucion
fisiologica estéril, previamente regenerada;
para bacteriologia se tomaron cinco muestras
de 5 ml cada una,

El alimento se control6 en cada saco usado en
la experiencia, tomdndose tres muestras de
30 g cada una por saco de alimento.

2. Disefio experimental

A fin de comprobar la capacidad competitiva
de la FBNC y su inocuidad, las aves se dividie-
ron en cuatro grupos de 40 pollitos cada uno,
ubicindose en dos grupos por baterias (A y
B) dispuestos de a 20 en cada piso.

El pretratamiento consistid en la administra-
cion de 0,5 ml/ave de FBNC directamente en
la ingluvia.

En el caso del desafio se administrd directa-
mente en la ingluvia un concentrado de 103
células de S. typhimurium por ave.

En la Bateria A., se ubicaron los siguientes
grupos:

Grupo 1 (G1). Pretratados al dia de edad y
en el cual se queria controlar la inocuidad de
la FBNC.

Grupo 2 (G2). Testigo. Sin pretratamiento ni
desafio, a fin de comprobar la ausencia de
patologias ajenas a la estudiada y excluir
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infecciones laterales por S. typhimurium.
En la Bateria B se distribuyeron los grupos
3y4.

Grupo 3 (G3). Experimental: Pretratados al
dia de edad y posteriormente desafiados al
tercer dia de edad. Su objetivo era evidenciar
la capacidad de EC de 1a FBNC.

Grupo 4 {G4). Control de la cepa S. typhi-
murium. Desafiados al tercer dia de edad.
Con este grupo se comprobaba la infecciosi-
dad o patogenicidad de la cepa desafio.
Veinte pollitos de cada grupo fueron marca-
dos y enumerados con autocrotal y con
ellos se efectué un control bacteriolégico
seriado, los dias 7, 10, 13, 16, 23 y 30.

El control se hizo a través de torulas cloacales
individuales y dos muestras de fecas de 5 g
cada una, recolectadas de la bandeja de cada
grupo.

3. Analisis Estadistico. Los resultados del aisla-
miento de S, typhimurium a partir de torulas
cloacales, se sometieron a una prueba de hipo-
tesis de independencia de chi cuadrado (X2)
con p < 0,001. Se compararon los resulta-
dos de los grupos 3 y 4.

RESULTADOS

Las muestras colectadas previo a la expe-
riencia (macerado de los ciegos de las aves
adultas, alimento y visceras de los pollitos) re-
sultaron negativas al aislamiento de salmonelas.

En el cuadro 1 se resumen los resultados obte-
nidos del examen bacterioldgico de las fecas
frescas y torulas cloacales. En él se puede obser-
var que los grupos 1 y 2, se mantuvieron libres de
S. typhimurium durante toda la experiencia, en
cambio, en los grupos 3 y 4 fue posible aislar
S. typhimurium de las fecas s6lo en el primer
control efectuado al grupo 3 y durante toda la
experiencia en las aves del grupo 4.

Las torulas cloacales de las aves del grupo 3,
dieron dos aislamientos positivos a S. typhi-
murium hasta el dia 13, luego uno el dia 16, para
luego, ser negativas en los controles siguientes.
En el grupo 4 los pollitos fueron, en su totalidad,
positivos en los dos primeros controles; luego en
los dos siguientes, disminuyeron a 19 y finalmen-
te a 12 en los dos Gltimos.

No hubo mortalidad de aves durante toda la
experiencia.

El andlisis estadistico de los resultados del



CUADRO 1. AISLAMIENTO DE SALMONELLA
TYPHIMURIUM DE TORULAS
CLOACALES (TC) Y FECAS (F) DE
POLLITOS PRETRATADOS Y NO PRETRATADOS
CON FLORA BACTERIANA NORMAL DEL
CIEGO Y CON O SIN DESAFIO CON
S. TYPHIMURIUM

EDAD G1 G2 G3 G4

(dias)y TC F TC F TC F TC F
Ofo %o %o %o

7 0 - 0 - 10 + 100 +
10 0 - 0 - 10 - 100 +
13 0 - 0 - 10 - 95 +
16 0 - 0 - 5 - 95 +
23 0 - 0 - 0 - 60 +
30 0 - 0 - 0o - 60 +

—  muestras negativas

+  muestras positivas

G 1 Pretratados al dia de edad

Sin ningGn tratamiento

Pretratados al dia de edad y desafiados con S.
typhimurium al tercer dia.

Desafiados con S. typhimurium al tercer dia de
edad.

G3
G4

examen bacteriologico de las torulas cloacales,
para p < 0,001, demostrd que existe una signifi-
cativa relacion entre la presencia de FBNC y la
resistencia de los pollitos a la infeccion con
S. typhimirium,

DISCUSION

En el grupo 3, las muestras de fecas del primer
control fueron en su totalidad positivas al aisla-
miento de S. typhimurium y luego negativas en
el segundo control hasta el final del ensayo. El
examen de las torulas cloacales de este mismo
grupo entregd aislamientos positivos hasta el
dia décimosexto. Esto significa que las muestras
de fecas no evidenciaron la excrecion de S.
typhimurium de dos aves enfermas. En relacion
a esto, Weinack y Cols., (1979) demostraron que
la cantidad de salmonelas excretadas por las aves
pretratadas es pequefia, por lo que una muestra
tomada de un grupo de aves puede no eviden-
ciar la presencia de S. typhimurium. Las torulas
cloacales, en cambio, por ser muestras individua-
les, son mds sensibles para detectar pequefias
cantidades de S. typhimurium. El hecho que la
primera muestra de fecas fuese positiva con-
cuerda con los resultados obtenidos por Lloyd
y Cols., (1977), quienes determinaron que el
inéculo del desafio puede excretarse vivo por
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un tiempo determinado; sin que ello signifique
enfermedad en el ave,

Las aves del grupo 4 excretaron S, typhimu-
rium durante todo el ensayo, en estas aves no
hubo mortalidad, pero si sintomas clinicos de
la infeccion, como diarrea acuosa. Esto se explica
por una baja letalidad de la cepa, la cual es
capaz de producir sintomas sin mortalidad; en
cambio se aprecia una excelente capacidad
infectiva ya que el 1000/o de las aves se infec-
taron, quedando un porcentaje alto de ellas
como portadoras,

El anilisis estadistico mostré que existe una
significativa relacion entre el pretratamiento
con FBNC y la resistencia de las aves ala infeccién
con S. typhimurium. Este fenomeno ha sido de-
mostrado por varios autores como: Lloyd y Cols,
(1977) y Snoeyenbos y Cols. (1978).

Finalmente es interesante destacar que se ne-
cesita una mayor investigacion acerca de fenéme-
nos de exclusibn competitiva, en relaciéon a la
identificacion de las especies bacterianas de ma-
yor importancia que participan en él.

RESUMEN

Se estudi6 el fendomeno de colonizaciéon del
tubo digestivo de pollitos de un dia de edad, por
la Flora Bacteriana Normal del Ciego (FBNC) de
aves adultas y su posterior capacidad para inhibir
el desarrollo de Salmonella typhimurium.

Las aves pretratadas con FBNC mostraron una
significativa (p <0,001) resistencia a la infeccién
con S. typhimurium, en relacibén al grupo no pre-
tratado con FBNC. Esta resistencia resulté como
consecuencia de una rdpida colonizacion del tubo
digestivo de los pollitos por la FBNC, que inhibié
el desarrollo de la S. fyphimurium, fenémeno
conocido como “Exclusion Competitiva”.
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