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ESTUDIO SOBRE CONTAMINACION DE HARINAS DE CARNE
Y HUESO Y HARINAS DE PESCADO CON
Salmonella gallinarum y Salmonella pullorum

EMILIQ PARDO CASTANEDA
ASESORES: M.V.Z. MSc; PhU. BENJAMIN LUCIO MARTINEZ
BIOL. MSe. GLORIA ORALIA PACHECO.

I.-RESUMEN :
_ Se analizanon bacteriolégicamente 71 muestnas de hawina de canne
Y hueso y 50 de harina de pescado procesadas en diferentes fdbricas def pals.
~ Con el propbsito de conocer 84 éstas harinas que son cominmente £as mds wtill
: zadas en fa elaboracibn de alimento para aves, esfdn confaminadas con - -~ - -
Satmonella galinwwm y Salmonella pullorum y que, como consecuencda &sias ma-
ferias primas de origen aiimal puedan ser un factor {mpontante en Lo disemina

cidn de La tifodidea aviaria y ALa pulorosis.

Tedas Las muesinas estudiadas nesultaron negativas a fa presencia
de Satmonella gallinarum y Salmonetla publorum, sin embargo muchas muesiras e
sulfaron positivas al crecimients de entercbacterins en Los siguientes porcen-

tajes:

Entenobacter aenogenes  36.3% Proteus vubgarnis 1.6%
Enterobacter cloacae 17.3% Proteus morganii 0.5%
Escherichia soli- 10, 7% Protous minabilis 0.2%
Aizona hinshawii 7.3% Satmonella, Gpo. A 0.%%
Citrobacter freundii 2.4% Saltmonetla, Gpo. B 0. 8%
Bacillus sp. 2.4% Staphylococcus sp. 0.8%
Edvarnsiella sp. 1.6% Klebsiella sp. 0.2%

EL 14.8% de Las muesiras resuliaron negativas.



IT.- INTRODUCCT ON :

Las salmonelosis avianias sonm un conjunto de enfexn-
medades infecciosas, de curso agudo, subagudo o cadnico produ
cidas pox gran cantidad de especies de salmonelas, que afec -

tan principalmente a fa gallina doméstica (Gallus-gallius).

Las salmonelosis aviarias comprenden Ztres enfermeda

des [34) que son:

a).~ Pulorosis, causada por Salmonella pullorum.

b).~ Tofoidea aviaria, causada pck Saimonelfla galli

naxum.
¢).~ Paratifoidea de Las aves, producida por mds de

1200 sexotipos del grupo salmonela (12).



La pulorosis y La tifoidea aviaria son de fLas enfer
medades gue producen mayor caniidad de pérdidas econdmicas en

La industria avicola de tode el mundo (35).

En México La mortalidad que ha causade La tifoidea-
aviaria en Los altimos fres afios obligd al pafls a importarn -

hueve {éntil, pollito de un dfa de edad y reproductoras (§).

Gran catidad de {investigadores han healizade esitu -
dios epidemiofbgicos encaminados a controlar La ftransmisibn -

de La enfermedad (712, 25, 29}.

Los resulitados obtenidos han demostrado £a <mportan

cia que Lienen Las formas de transmisién y Las eépecdies - - -

La tifocidea aviaria ¢ La pulorosis se transmifen -
principalmente en forma vertical a fravés del ovanio [13, 30),
La infeccibn también ccurnre horizontfalmente y se Lrandmite --

principalmente de Las siguientes foamas (3, 12, 13, 25, 29):

a}.- Contacto con aves enfermas o portadoras de La
enfeamedad.

b).- Pox personal que estd en confacfo con aved en-
gexmas o portadoras.

¢l Inhalacidn de polve contaminado.



d} .- Uso de nacedoras e <incubadoras contaminadas.
).~ Durante el sexajfe y despicado.

§) .- Uso de casetas y equipo contaminado.

g) .- Confacto con vecitores.

h}.- Utitizacibn de materias primas contaminadas.

De Las formas de Transmisidén la veriical es muy im
pertante, penro La contaminacidn a que esidn expuesitas lLas ma-
tenias primas utilizadas paxra La elaboracibn de alimenio para

aves, es otro factor digno de consideracién.

Existen informes (18, 27.35), en Lo& que se mercdo
na que el alimento para aves es un imporanite puntfo en el que
Ae ondiginan brotes de salmonelosdis aviaria, debido principal-

mente a que:

a).~- En La elaboracibén de harinas de oxrigen animal
se utitiian animales enfermos o poritadores de
La enfermedad (12, 34).

b).- La contaminacién de el alimento es factible -
debido a fLa gran cantidad de especies que pue
den actuar como vehfculo de La bacterdia (12,-

25, 29).

AsL se ha deteaminade La presencia de salmonelas -

méviles en haxinas de carme y hueso, pluma y pescado primedl -

. e ‘
Lo

« s
DA S I IO P WY



palmente (2, 6, 7, 11, 21, 23, 26, 32}.

Por oftro Lado existen infoames de alslamientos de -

Salmonella pulfoaum, Salmonefla gallinarum y oiras salmonelas

pertenecientes al garupo "D" a partin de matenias primas de --

ordigen andimaf, aungue con menor frecuencia {2, 3, 21).

Es impertante sefialar que s¢ ha compirobado que - ~--
exidte una refacidn entre Las salmonelas aisladas en Las mate-
rnias primas y Las recuperadas a partin de aves que sufren La-

enfermedad y que han consumido ese tfipo de alimento (17, 22).

Otros invesiigadores han demoastrads gue ghan ranidi-
dad de materias primas utifizadas para elaborar alimento de -

aves se contaminan durante el almacenafe (19, 35, 36).

Un gactor importante en La contaminacién de Las ma-

mas e¢s La utilizacidn de maquinarias contaminadas -

&

Zendias pn
proviamente con maieanias que contendlan salmonelas al faltfar -
medidas estrictas de higiene Las materias primas se coniami -

nan con Las consecuencias ya citadas (4, 5, 16, 23).

Los serotipos de salmonelas mds frecuentemente adis-

Lados en estas Linvestigaciones son Los siguientes:

M



Satmenella Liphymurium Salmonella monfevideo
Satmonefla derby Safmonefla pullorum
Salmonefla panama Safmonella agona
Salmonella infaniis Salmoneltla anatum
Saltmonella seftenberg Salmonelfla havang
Salmonella mons Safmonella ohio
Salmonella fourcnal Satmonella gallinarum

(4, 19, 26, 27, 31}.

Es digno de mencidn que ain Las materias primas de

onigen vegefal se encuentran contfaminadas con salmonelas:

Grumbles {14}, analiz6 136 muestras de semillas de
n ¥ toga, chbiciavando que el 5.7% de effas estaban com -

taminadas con salmonelas méviles.

Estas Lnvestigaciones nos indican que gran canfi -
dad de Las muesfras de materias primas uiilizadas para La ela
boracién de atimento balanceado para aves, estdn contaminadas
en deteaminado momento con salmonelas miviles y en muy pocas-

ocadiones con Salmonella gallinarum o Salmonellfa pullforum; Lla

impoxtancia que tiemen estas dos baclerxias em La avicultura -
¢4, 44in embargo, muy grande y obliga a Zomaxfas sexiamenie en
condideracifn, ya que el consumo de matexias primas coniaming

das pueden produc<ix La infeccibn.



También se hace nofar que £as materndas primas -~ -
cominmente contaminadas con estas salmenelas son Las de ord -

gen animal,

Las probabilidades #reales de que Las harinas de -
carne y hueso udadas en La elaboracibn de alimentos para aves

en México estén contaminadas con Salmonelfa gallinarum o - --

Salfmonella pullorum son altas debido a que:

Se usan con grecuencia poflo y gallinas o Los dese
chos de nastros e Lincubadoras en La preparacidn de harinas de -

carne y huesg.

No exidte control sobre el uso de harina de carne-

de galZina en fa elaboracidn de alimentfo para aves.

A pesar de que Las harinas de carne y hueso recien
produecidas debieran de ser productos esténiles, es frecuentfe-
du reconfaminacidn y ed un medio excelente para La muliipli -
cacibn de salmonelas, por Lo que el alimento para Las gallfi -

nas se encontraria contaminade con salmonelas.

La contaminacién de La harina de pescado con salmo
nela es menos probable, pero puede presentfarse en aquellos ca

404 en que una planta procesadora trabajara harina de caxne ¢



hueso y de pescade en forma alternada y hubiera una contami -

nacilén chuzada.

La otra posibilidad es que Las harinas sean conta-

minadas por hratfas, moscas, humancs, entre othos, en su Lugaxr-

de almacenamiento.

0OBJETIVO:

EL objetivo de €sie trhabafo es defeaminar &4 Las -
harinas de canne y huesc y pescado, usadas en La elaboracibn-
de alimento para aves esidn contaminadas con Salmonella - - -

gallinarum o Salmonella vpulloxum,




Cx

jii. HATERTAL ¥ METODOS

Se examinaxcn 71 muestras de harina de catine y hue-
50 i 50 de harina de pescade destinadas al consumo de aves, -
recolectadas al azar y procesadas en diferentes fdbricas del-

pais,

En una bolsa de polietileno se¢ colocaron de 100 a -
200 gs. de fa materia prima, una vez obtendida La muestra, La-

Dofsa se selfl6 e Lidentificl con Ros sigulentes datos:

~ Nombre de La materia paima.

- Mimero de clave.

En el Laboratorio en condiciones esténiles y 54 - -
guiendo el método descrito potr Fdwards (9}, se deposditaron --
25 g&. de La muesira en un matraz Exfenmeyexr, de 500 mf.; a -
esdto e agregd 225 mb. de caldo fetrationato y 4.5 mL, de s0-
Lucibn f{odada al 50%, se procedid a mezelar Lo mejor posible-
el contenido del matraz, una vez nrealizada La mezcla, el ma -
traz Ae inmcubf a una tempexatura de 37°C dutante 24 has. en -

una edtuga bacteriolbgica

Transcurrido el tiempo indicado Los culfivos prima
hiod &e xesembraxon en medios diferenciales s6lidos de fLa 44

guiente foxma:



Con una asa bacteniolbgica esténif se tfomé una goia

de caldo, se inoculd scbre La supernficie de agar Mac Conkey,-

verde brillanie y sulfifo de bismufo, En es0s medios se proce

diéd a realizar una siembra en dilucdbn, procurando que Las GL

timas estnias quedaran Separadas unas de oiras.

Las placas se incubanon a 37°C durante 24 hnrs.

Posterioamente al fiempo de Lncubacidn se procedil-

a {dentificarn Los microoganismos, por cambio de coloracibn, -

morfologia y olon.

Las colonias de salmonelas Zienen Las siguientfes ca

ractenisticas:

En agar Mac Conkey son 84in olor, incoloras, ne -
dondas y pequeiias,
En agar verde brillante son sin oloxr, nojas, nre-
dondas y pequenas.

En agar sulfito de bismutoc son sin olor, incolo-

-

ras, cafés, grises ¢4 negras, redondar y woguefas,

En Los casos en Los que no habia crecimiento en Las

placas de agar verde brillante, €stas se incubaban por 24 has

mds a La misma Lemperatura y en caso de no haber crecimiento-

s¢ desechaban.



Después de La identificacidn previa se procedis a -
inocular Las colonias sospechosas de salmonelas en pruebas me

Labblicas preliminares como son:

- Agar de Hieano y Lisina
~  Agar de Kliglenr

- HMedio de S.I.M.

- Caldo Urea

-  Caldo Rojo de fenol y sacarosa

La siembra de esfos medics se xealizd por picadura-
en Los semisblidos, por picadura y estrla en Los medios 5644~

dos y por agitacibn en Los medio Ligquidos.

Una vez Lnoculados €stos medios se imcubaron por -

24 has,, a 37°C en La estufa bactexiolbgica.

Cuando Las pruebas de fexmentacidn resuliaron nega-
tivas a Las 24 hrs., e procedif a incubar nuevamente Los - -
juegos bioquimicos, hasta por una semana, en Los casos en que
no habla crecimiento al cabo de este Liempo, se procedil a xre
petin La prueba metabolica hasta que 4e obtuve el crecimiento
de Las bacterias imoculadas (Identificar Las diferentes xreac-

cioned de acuerdo al cuadxo No, 1) Vex pag. 13 {1, 9, 15}).

Cuando Las pruebas metabslicasd Lindicaron La presen-

cia de una Salmonella o de Axizona hinahawii s¢ procedid a -~
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realizan pruebas senolfdgicas, con antisuernos. Primero con el -
Poli A - 1 y 84 La aglutinacifn era positiva se procedia a ha-
cer pruebas seroldgicas, con Los aniisuernos de Los siguientes-
grupos: A, B y D contra Salmonella y Los antirvexros contra - -

Arizona hinshawidi: Monofdsico y digdsico (1, 9, 15]).

La foxma de realizar La prueba serolbgica en placa-

es La sigulente:

- Se tomf un portaobjetos Limpio y desengrasado; -
con un plumbn para cristalenfa se dividié La La-
minilla en thes o cuairo partfes Lguales. Se colo
ed en cada divisibn en La parfe supeaior de La -
Laminilla una gota de solucibn salina §Lsio0lbgi-
ca y en La inferior una gotd de cada uno de £os~

antisuexros antes mencionados.

De La prueba bioquimica se eligienon Los tubos de -

- Con una asa bacterioldgica recia con La punita do
blada se toms una pequefRa cantidad del cultive y
s¢ hizo una suspensibn con cada una de las gotas
de antisuero. Se ag4itf La Laminilla con movimien
t0s giratondios y e observd lLa reaccidn, fa cual

aparecfa entre 30 y 60 segundos.



En Los cases en que fas pruebas serclfgicas eran du
desas 4 ne peamitian healizar un diagndsiico coenfiable se pro
cedid a efectuar pruebas bioguimicas complementarias con Los-

s{gudientes medios:

- Caldo Oxnitina
-  Calde Lactosa
- Caldo Duleitol
- Catdo Inositol
-  Caldo Maltosa
-  Caltdo Malonato

- Caldo Celobiosa

Las bacterias {ueron entonces Lidentificadas por Las
neacciones bioquimicas producidas de acuernde al cuadio No. Z

(1, 9, 15) Vexr pag 14.



CUADERO No. 1
- DIFERENCIACION DE ENTEROBACTERIAS POR PRUEBAS BIOQUIMICAS

PRUEBAS BIOQUIMICAS.

DESCARBOXTLIZACION [ACTOSA  AZUFRE

ENTEROBACTERIAS DE LA LISINA

Enterwobacter agrogenes * +
Enterobacter cloacae - +
Arizona hinshawil + -
Eschenichia coli + 6 - +
Edwarsiella 4p. + -
Citrobacten freundid ~ +
Keebsiella 4p. * +

Prntous minahilis - -

Proteus morganii - -

Proteus vulgaris - -

Satmonella grupe "A" y "B" - -

+

INDOL

MOTILIDAD  UREA  SACAROSA

+ - +
+ - +
+ - -
+ - +
+ . -
+ + +
- + *
+ + -
+ + -
+ + +

Tomado de Edvaxds, P. R. : Identification of Enterobacteriaceae 31d. Ed., Burges Pub Co. Mineapolis

Minn. 1972,
- 1% -



Cc U A DR Q Noo 2

PRUEBA BIOQUIMICA Salmonella pullorum Safmonellfa gallinarum Arizona hinshawd(
Onnditina + - +
Lactosa - - +
Duleitol - + -
Inositol * + -
Malonate - - +
Maltosa - + ¥
CeLobiosa - ¥ +

Tomado de Edwards, P.R.: Identification of Eniercbacteniaceae 3ad. Ed., Burges Pub (Co.

Hineapolis Minn. 1972



I.-RES UL TAv’;t‘?;},S :
Las 71 muestras de harina de carne y hueso y Las -
50 muesinas de harina de pesdcado resultaron negativas a La --

presencia de Safmonella gallinarum y Salmonella pullorum.

Sin embanrgo es impontante hacexn notar que el §.4%,-
de fas muesiras de harina de carme y hueso y el 6% de Las ha-
ainas de pescado resullaron positivas a La presencia de - - -

Axizona hindhawii. Resulfando positivas a La presencia de - -

salmonelas mbéviles el 1.6% del total de Las muesiras analiza-

das bactqg;gzégéaggente. {Ver cuadro 3 y 4] pag. 17 ¢ 18.

EL 53.46% de Las wuesiras resultaron positivas a La-

presencia de Enferobacter y\el 10.7% a Escherichia coli que -

fuexon Las bacterias que md4\§necuentemente se aislanron.

{Ver cuadro 5) pag. 19.

S6lo el 14.8% de Las muesiras analizadas xresultaron

negativas a La presencia de bacterias. (Ver cuadre 5) pag. 19.

A continuacién se mencionan ofras bactendias que gue

ron aisladas en menorn proporcibn:



Citrobactern freundid

Bacillus sp.
Edwarsiella sp.

Proteus mirabilis

Proteus morganid

Proteus vulgaris

Ktebsiella sp,
Staphylococcus 3p.

En Los cuadros 3, 4 y 5 se describen detalladamente

Los resultfados obtenidos.



¢c u A 72 R 0 No. 3

BACTERIAS AISLADAS A PARTIR DE HARINAS DE CARNE Y HUESO

BACTERIAS AISLADAS ' No. ’ %

Entercbacter gerogened 28 39.4
Entercbacter cloacae 13 15.3
Anizona hinshawid 6 §.4
Escheréichia coli 5 7.0
Bacitflus sp. 2 2.8
Edwanrsiella sp. 2 2.8
Citrobacter freundii ! 1.4
Ktebsiellfa sp. 1 1.4
Proteus morganii 1 1.4
Proteus vulgaris 1 1.4
Staphylococcus 3p. 1 1.4
Salmonella gpo. "B" 1 1.4
Cultives s4in crecimiento 9 12.6

Total 71 100.0



¢C u A 7 R O No. 4

BACTERIAS AISLADAS A PARTIR DE HARINAS DE PESCADO

BACTERIAS AISLADAS No. %
Enfenrobacter aerogenes 16 32
Entercbacter cloacae £ 16
Edchenrichia cold & 16
Arfzona hindhawii 3 é
Citrobacter freundid 2 4
Proteus mirnabilis 1 Z
Protous vuloanis ? 2
Baciftua ap. 1 » i
Satmonefla parafiphy gpo. VA" 1 2
Cultivos &in crecimiento 9 18

Total 50 100



CUADRO  No.

§

TOTAL DE BACTERIAS AISLADAS A PARTIR DE LAS 121 MUESTRAS ANALIZADAS

BACTERTAS AISLADAS

Enterobacten aerogenes

Enteavbacter cloacae

Eschexichia coll

Arizona hinshawii

Citrobacten freundis

Bacitflud ip.
Edwarsietlla 4p.
Proteus vulgaris

Proteus mirabilis

Proteus morganid

Salmonella gpo. "A"
Salmsnelia gpo. "B
Ktebsiella 4p.

Staphylococcus 4p.

Cultivos &4in crecimiento

Total

HARINA DE CARNE Y HUESOQ

No. 3
28 23.1
13 10.7
5 4.1
6 4.9

1 0.8
2 1.6
4 1.6
1 0.8
g 0.0
1 0.8
0 0.0
1 0.8
i 0.8
1 0.8
9 7.4
71 58.6

- 19 -

HARINAS DE PESCADO

No.

16

Q =~ N e e s

0 O o o

50

%

13.¢2

TOTAL
No. $
44 36.3
Z1 17.3
13 10.7

9 7.3

3 2.4

3 2.4

2 1.6
2 1.6

1 0.8

1 0.8

1 0.t

1 0.8

1 0.3

1 0.8
18 14.8
121 100.0



V.- P I1SCUSTCON:

La hazén por La cuaf Las muestras de harina de car-
ne 4 huese v hatrina de pescade resultaron negativas a La pre-

sencia de Safmonefla gaffinarumn y/c Salmonella pulforum puede

deberse en parte a £a gran cantidad de entferobacterias afsla-

das en estas muestras, como Lo indican La presencia de Enterc

bacter aencgenes, Enterobactern cloacae ¢y Escherdichia coli que

se encontraron en el 64.3% del fotal de muesinas estudiadas.-
Estas bacterias tienmen una mayor velocedidad de crecimiento y -
por Lo fanito una capacidad de £{nvasién superior a La de - - -

Salmonella gallinarum y Salmonella pullorum (30}, por esia ra

zén estas bacterias pudieron impedir el aislamiento de - - -

Satmonella gallinatum y Salmonella pullorum.

Otro factor que pude influir en Los resultados son-
Lus pocos estudios neakizados para poder elegir &in rlesgo a-

equivocaciln un método congdiable para el aislamiento de - - -

Salmonella gallinaxum y Safmonelfa pullorum, a pariin de hari

na de origen andimal.

Existen infoxmes de diversos méfodos usados panra 28
aislamiento de estas bacterias que didcrepan (10, 28), y gque-
concuexdan {3, 20, 33}, con ef utilizado en esta Lfnvestiga -~

eibn.



No obstante ¢4 vdeido sedalar que Los méfodos usa -

dos para el alsfamiento de Salmonella gallinarum y Salmonclla-

pullorum en este trabajo son Los mismos con Los que se ha ads-

Lade Satmonclla gallinarum en el Departamento de Produccidn --

Animal: Aves de La Universidad Nacional Autdnoma de Mé€xice a -

vartin de haninas de otrdigen animaf (9).

Es preciso seialanr La cantdidad de aislamientos de--

Anizona hinsdhawii en Las muestras esfudiadas. Estas bactenias-

tienen caracterfsticas bioquimicas parecidas a Las del génexro-
Salmonella y también es capaz de producin problemas infeccio -
sas8, A6L0 que menos graved que Los producidos por el génerc -

Saltmonella (24).

EL bajo porcentaje de harinas contaminadas con - --
salmonelas méviles obtenido en este trabajo contrasia con La -
jrecuencdia de aisiamientcs gue Lienen Las salmonelas mdviles a
partin de harinas de origen animal segin Bensink (4), Magwood-

(19} y Miranda (27).

Esto nos {indica que la mayor contaminacién del ali-
mento Lteaminado, puede edfar en el almacenaje o en Las plantas
procesadonas del producito porn Lo cuaf es necesario hacer mues-
treos a Lo Larngo de todo el procesamiento d~L alimento, para -
deteaminar en que momento &ite sufre mayor contaminacibn con ~

tode tipo de bacterias incluyendo Salmonella gallinarum y - -

Salmone Lla pufforum.




Vi.-¢c 068 CLUSTON:

Las muestras de harina de carne y hueso y de pescado
estudiadas en esta invesiigacidn resultaron negativas a La pre

dencia de Salmorella gallinarum y Salmonefla pullorum, median-

Ze Los métodos bacteriolbgicos usados.

Las harinas de caane y huesc y de pescado analizadas
estdn contaminadas con bactenias como Lo son Las safmonelas -
méviles que en condicicnes favorables a €sfas producen cuadros
infecciosos graves en Las aves que consumen dichas materias -

primas.

La presencia de Arizona hinshawidi en el 7.3% de Las-

muestras esfudiadas, nos alenta no s6Lo para evitar posibles -
confusiones epidemiollégicas y clinicas con tifoidea aviaria, -
sine para evitar Los fuented brotes y péndidas econbmicad que-

este genmen puede ocasfonar en fas aves domésticas.
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