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Resumen

El presente estudio se llevo a cabo para determinar el tiempo de sobrevivencia de
Escherichia coli (EC), Salmonella choleraesuis (SC), virus de la Enfermedad de Aujeszky
(EA) vy el virus de la Enfermedad del Ojo Azul (EOA), en ensilados a base de fraccion
sdlida de excretas porcinas. En una primera etapa se levé a cabo una evaluacién serologica
y microbiolégica de la granja origen de las excretas; se analizaron 100 muestras de heces de
diferentes dreas de la granja, tanto directamente de los animales como de las dreas de
manejo de excretas y un muestreo serolégico en 30 animales, para determinar anticuerpos
contra EA y EOA. Se encontré una carga de enterobacterias de 3.1 x 10° UFC/gr. Se
identificé EC en 11 4reas de la granja y SC en muestras del drea de engorda y de los
liquidos provenientes del separador de sélidos. No se encontraron anticuerpos, ni se
aislaron EA y EOA. En una segunda etapa se inocularon con los cuatro microorganismos,
microsilos a base de fraccidn sdlida de excretas porcinas, sorgo y melaza. Se ensilaron por
0, 7, 14, 28 y 56 dias, al final de los cuales se evalué la condicidén de cada microsilo y se
intento el reaislamiento de los agentes inoculados. En el 97 % de los microsilos se llevd a
cabo el proceso de ensilaje en forma correcta. E]l promedio de pH encontrado en los silos
fue de 4.01. Los cuatro agentes inoculados se aislaron Unicamente al dia 0 de ensilaje. En el
caso de los agentes virales estos se identificaron por efecto citopdtico y fluorescencia, no asi
por hemoaglutinacién y hemoagiutinacién pasiva. Se repitié el experimento con 1,3 y 5
dias de ensilaje, encontrando un pH de 4.0 al tercer dia de ensilaje y aislando EC, SC y OA
al dia 1. Se concluyé que los ensilados a base de fraccién solida de excretas porcinas se
pueden usar sin riesgo de transmitir los agentes inoculados en el presente trabajo.

Palabras clave: Excretas porcinas, ensilado, £. coli, S. choleraesuis, Aujeszky, Ojo Azul.
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Summary

This study was carried out in order to evaluated the survival time of two bacteria
Escherichia coli and Salmonella choleraesuis and two viruses, Aujeszky's disease virus
ans Blue Eye Disease virus in silage made of solid pig feces. In the first phase an evaluation
of different farm areas, including live animals feces and manure management were
processed for bacteriological and virological test. It was found that in 11 areas of the farm
E.coli was isolated and S. choleraesuis was found in only the animals in the fattening area
as well as in the tank used as sepatator of liquid and solid manure. A concentration on 3.1 x
10® CFU/gr of enterobacteria was found as on average in all areas of the farm. Thirty serum
samples taken from animals did not revealed antibodies against the viral diseases and it was
not possible to isolated them from the semples taken from the different areas. The second
phase of the work was carried out in the laboratory, making the microsilage with a mixture
of pig's feces, sorgum and molasses in small jars and the four agents were inoculaied in this
systems, samples from them were taken at days 0, 7, 14, 28, and 56. The average pH found
in the microsilage jars was 4.01 and only from the samples of day 0 was possible to isolate
the agents. The third stage was carried out in a similar way as the second, but samples were
taken out on days 1, 3 and 5, it was found that the pH drop at day 3 and it was possible
isolated E. coli, S. choleraesuis and Blue Eye Disease virus in day 1. This results showed
that the pathogens that were studied in this work can not survive more than one day in the
silage system an it is clear that the use of pig's feces is not a problem regarding the
pathogens studied.
Key words: Swine feces, silage, £.coli, S.choleraesuis, Aujeszky's Disease, Blue Eve

Disease.
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INTRODUCCION

La porcicultura es una actividad relevante a nivel mundial, en el afic de 1997 la
produccién de carne de cerdo ocupd el primer lugar a nivel mundial, con 88 millones de
toneladas. El inventario mundial de porcinos para el afio de 1998 fue de 923.9 millones de
cabezas. Durante los dos tltimos afios ha existido un incremento de 2.2 %, contribuyendo a
este incremento paises como China y Brasil, pero disminuyendo en paises europeos como

Alemania, Bélgica y Espafia (Lastra y Galarza, 1998; Trueba, 1998).

En México existen 10.5 miilones de cerdos, lo que lo sitda en el décimo quinto
lugar a nivel mundial en poblacion porcina (Lastra y Galarza, 1998). La produccién en 1998
fue de 960.8 mil toneladas de carne, lo que representd un incremento de 2.3 % con respecto
al afio anterior (U.S. Grain Council, 1998). México participa en el mercado mundial con un
1.3% de la produccién total de carne de cerdo; en lo que concierne al consumo per cdpita
este es de 12.5 Kg., lo que lo coloca en el décimo tercer lugar mundial (Trueba, 1998). Los

datos anteriores destacan la importancia de esta actividad en el pais.

Si bien los cerdos estdan ampliamente distribuidos en el territorio nactonal, los
estados de Jalisco, Sonora, Guanajuato, Yucatén, Puebla y Michoacén aportan el 71.2% de
la produccién (Trueba, 1998). Existen regiones donde la concentracién de animales es muy
grande, tales como: la cuenca del Rio Balsas en la que se aglutinan 4.3 millones de
cabezas; en Sonora, especificamente en los distritos de riego de los rios Yaqui y Mayo, asi
como en la zona de Hermosillo donde existen 1.2 millones de cabezas, mientras que en
Yucatan se mantienen un millén de cabezas; es notorio que en todas estas regiones los
recursos hidraulicos son pobres, por la sobreexplotacion de los mantos acuiferos, las
caracteristicas topograficas y la contaminacién debida a las actividades industriales,

agricolas y urbanas (Pérez, 1997).



En relacion a este tltimo aspecto, la porcicultura se ha convertido en una actividad
contaminante, particularmente en lo que se refiere a la contaminacién del agua, ya sea de
aguas superficiales por la descarga directa de materia orgénica en pozos, rios, lagos y
lagunas, o bien de aguas subterraneas por la filtracién de diversos contaminantes que
acompafian a las excretas empleadas como fertilizantes (Sutton, 1993, Moser, 1997, Pérez,

1997).

Existen cuatro factores identificados como la causa principal del impacto negativo

de la actividad porcicola sobre el medio ambiente.

1.- La alta concentracion de animales en un espacio reducide (Dominguez, 1993;

Pérez, 1997).

2.- El desarrollo de una porcicultura sin vinculos con la actividad "agricola, en
donde las heces producidas por los cerdos no son integradas a las tierras de cuitivo, sino
que se depositan en tierras no agricolas o bien se descargan en rios o lagunas sin ningin

tratamiento { Miner, 1977, Pérez, 1997).

3.- Los sistemas de alimentacién con contenidos tan altos de los diferentes
elementos, que ¢l cerdo no es capaz de asimilar por completo y que originan mayores

volumenes de excretas (Jacques y Hoyos, 1993; Henry, 1995; Pérez, 1997).

4 - El nivel de contaminacién del agua descargada por las granjas, después de
emplearla en la limpieza de las instalaciones y en los sistemas de remocion de las excretas

(Pérez, 1997).
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Las excretas de cerdo se componen de 65 % de-orina y 35 % de heces. En
particular las heces presentan un alto contenido de materia organica biodegradable en un
55 % y numerosos elementos contaminantes entre los que destacan microoganismos
patdgenos y minerales como el cobre, zinc y arsénico. La cantidad de las excretas que
producen los cerdos depende de una multitud de factores, entre ellos, la edad de los cerdos,
la madurez fisiologica de los mismos, la cantidad y calidad del alimento consumido, el
clima y el consumo de agua. Se ha determinado que un cerdo de 100 kilogramos excreta
aproximadamente 6.17 kg tanto de heces como de orina por dia, estos desechos originan
aguas residuales que representan de un 4 a un 5% del peso vivo de los animales
(Dominguez, 1993; Sutton, 1993; Taiganides, 1994). Cuando ésto se extrapola con base en
el inventario de cerdos a nivel nacional, representa un alarmante factor de contaminacion si

no es sometido a algin sistema de tratamiento (Dominguez, 1993).

Antigliamente las excretas porcinas no representaban un problema, ya que se
retiraban de la granja junto con la paja que se usaba como cama para los cerdos, lo gue
formaba una composta libre de patégenos que se empleaba como fertilizante sin ocastonar
problemas de contaminacion bacteriana o viral; sin embargo, la expansion de la actividad
porcicola, el incremento en el tamafio de los hatos, el aumento en el costo de la mano de
obra y la concentracion de las granjas en forma regional, rebasan la capacidad de la
composta como un métedo de tratamiento de las excretas requiriendose otros métodos para

el manejo de las excretas (Andreadakis, 1992).

Dentro de los métodos empleados para el procesamiento de los desechos de las
granjas porcinas estan: el dejarlas secar y utilizarlas como fertilizantes, para la regeneracién
de suelos erosionados, para la produccidén de composta, para la produccién de biogas a
través de un proceso de fermentacién y la dilucién en agua para su almacenamiento en
tanques o lagunas, y su posterior desecho o tratamiento (Sweeten, 1992; Liceaga, 1994;
Taiganides, 1994; Moser. 1997). En las grandes granjas industriales el ultimo método es el

mas empleado hoy en dia.



Sin embargo, estos usos no disminuyen la descarga de contaminantes al medio
ambiente y en el caso de otros, especificamente la produccién de biogas, donde un cerdo de
50 kg aporta la cantidad de excretas diarias requeridas para producir 0.1 metros cibicos de
metano por dia (CNE, 1985), presenta la desventaja de una inversion inicial elevada para su
operacién y gastos de mantenimiento, lo cual ha limitado su adopcién como parte del

sistema de produccion de las granjas porcinas (Cabrera, 1998).

Con relacion a la dilucion de las excretas, es importante hacer notar que en
Meéxico, aunque existen disposiciones regidas por la Norma Oficial Mexicana NOM-001
ECOL 1994 que establece los limites maximos permisibles de contaminantes para las
descargas de aguas residuales vertidas a aguas y bienes nacionales, la cual fija ciertos
estandares de calidad, medidos en pardmetros de contaminacién como son principalmente:
la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) con 10 a 150 mg/L, la concentracion de sélidos
totales con un maximo de 1000 mg/L, sdlidos supendidos de entre 10 a 125 mg/L, los
sélidos sedimentados que deben de estar entre 0.5 y 1.5 mL/L, la cantidad de nitrégeno
entre 6.0 y 30 mg/L, de amoniaco entre 2.0 y 10 mg/LL y de fosforo total entre 1 y 6 mg/L,
mismas que deben ser cumplidos por los productores para eliminar sus desechos liquidos;
sin embargo, el 38% de las granjas descargan a cuerpos receptores propiedad de la nacidn,
sin ningin tratamiento lo que provoca un alto grado o potencial de contaminacion de

mantos friaticos, rios, lagos, etc. (Pérez, 1997).

Otras granjas depositan las excretas sobre el suelo sin tratamiento alguno, lo que
origina que elementos fertilizantes presentes en cantidades importantes en las excretas,
como el nitrégeno, el fosforo y el potasio se mineralicen, se disuelvan y luego puedan ser
utilizados por las plantas; pero hay elementos como el amonio y los fosfatos, que no
alcanzan a ser absorbidos por las plantas y se filtran a través de los horizontes del suelo con
las lluvias y pueden contaminar mantos fridticos (Vega y Romero, 1987). Para lograr los
estandares que marca fa NOM-001 ECOL, es necesario que los productores realicen el

tratamiento de los desechos (Taiganides, et al., 1996).



El tratamiento de las aguas residuales puede realizarse por métodos fisicos,
quimicos y bioldgicos; sin embargo el costo de los dos primeros hace que resulten
inaplicables en la produccién animal (Sheler v Soede, 1980); por esta razén se han
desarrollado los métodos bioldgicos que se dividen a su vez en tres tipos: primarios,
secundarios y terciarios, dentro de los segundos encontramos sistemas empleados en el
tratamiento de los efluentes de operaciones pecuarias como son: el de lodos activados,
lagunas de estabilizacién, lagunas de oxidacién, digestores anaerdbicos y lagunas aerdbicas
(Cafiizares y Casas, 1991). En México las lagunas de estabilizacién o anaerdbicas y las
lagunas aerdbicas son los métodos més utilizados en las operaciones porcinas que cuentan

con tratamiento de desechos.

Los liquidos descargados a partir de una granja porcina consisten en un 88 % de
agua libre y en un 12 % de solidos suspendidos, los cuales contienen la mayor cantidad de
los nutrimentos y contaminantes. La mejor forma para su tratamiento es permitir una
sedimentacion inicial de dichos s6lidos, para posteriormente realizar una separacidn
mecanica. Con este proceso se obtenienen efluentes liquidos con muy pocas particulas
sélidas que son descompuestas por microorganismos, y que pueden ser enviados a lagunas
anaerdbicas para su almacenamiento y posterior uso como fertilizante; este tipo de lagunas
son econdmicas y simples de construir, pero su efectividad es variable y en muchos casos
el resultado del tratamiento no es adecuado (Andreadakis, 1992); como una segunda opcidn
los liquidos se depositan en lagunas aerdbicas que permiten el reciclaje de agua; ambos
tratamientos reducen la cantidad de agentes patdgenos (Montalvo, 1984) y la emision de

olores en un 75%; sin embargo, el tratamiento aerdbico resulta diez veces mdas costoso

(Toledo, 1998).
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Las lagunas anaerdbicas tienen como ventajas: la eliminacion de materia organica
por sedimentacién y degradacién microbiana, siempre y cuando se mantenga un pH de
alrededor de 7, que es adecuado para la degradacidn de la materia orgénica; sus desventajas
son: que el efluente resultante requiere un tratamiento posterior, que la degradacién de la
materia orgénica es parcial, que no operan correctamente a bajas temperaturas, que sufren

de gasificacién y que se producen olores desagradables.

Las lagunas aerdbicas tienen como ventajas que son Utiles en cualquier condicién
climatica, tienen un bajo costo inicial por ocupar menos terreno al ser mas profundas y su
facilidad de operacién y mantenimiento; como desventajas que sélo son Utiles para altos
volumenes de carga organica, que existe una disminucion de nutrientes al estabilizarlos y
que requieren de una elevada demanda de oxigeno (Donald, 1988; Burns, et al. 1990;
Cabrera, 1998). Por otra parte los solidos previamente separados son ricos en nutrientes que
pueden utilizarse como fertilizantes, composta y como ingredientes para la alimentacion de

rumiantes y cerdos (Taiganides, 1994; Drucker y Gomez, 1998).

La marcada contaminacién de suelo, agua y aire en regiones aledafias a granjas
porcinas y el incremento en la produccién de excretas, han motivado a los investigadores
en nutricién animal, a estudiar diversas formas de reciclar las excretas animales como parte

de las raciones para especies domésticas (Toledo, 1998).

La reutilizacién de los nutrientes fecales se basa en la observacién de la coprofagia
en algunos animales salvajes y domésticos. El uso de excretas en unidades de produccién
pecuaria tampoco es novedoso, ya que desde 1920 se tiene conocimiento de la practica de
alojar a becerros y cerdos en el mismo corral para que estos Gltimos aprovecharan los

nutrientes de las heces de los primeros (Flores, 1989).



En comparacién con las excretas de otros animales como bovinos lecheros, de
carne y aves, las excretas porcinas tienen un valor intermedio en cuanto a su contenido de
proteina; sin embargo, la digestibilidad aparente del nitrégeno puede ser superior a la de las
otras especies. La composicién nutricional de las excretas de cerdo se ha evalunado en
diferentes condiciones observando mucha diferencia en la composicién quimica proximal,
mineral vy fracciones de fibra, que dan como resultado una enorme variacién sobre la

digestibilidad (Toledo, 1998).

Ifiiguez (1991) menciona que la materia seca de excretas de rumiantes y cerdos
tienen un 29 y un 49 % de digestibilidad. La mayor cantidad de informacién publicada
acerca del valor nutricional de las excretas porcinas es sobre su composicién proximal, sin

embargo es poca la investigacidn existente sobre su digestibilidad (Castrején, 1993).

A continuacién se presentan algunas caracteristicas del valor nutricional de las

heces porcinas:



Cuadro 1.- Composiciéon quimica de las excretas porcinas de dos granjas

en México.

Principio nutritivo Granja 1 Granja 2
Materia seca % 34.55 35.99
Proteina bruta % 17.44 14.55
Extracto etéreo % 6.23 5.54
Ceniza % 16.27 5.76
Fibra bruta % 24.12 23.77
ELN.% 35.18 50.14
Calcio % 1.95 0.49
Fosforo % 1.23 0.44
Celulosa % 19.66 28.13
Lignina % 8.22 12.18
Digestibilidad in situ % 73.65 80.61

(Toledo, 1998)

El reciclaje de las excretas de cerdo para la alimentacidn tanto de rumiantes como
de cerdos, ayuda a reducir la contaminacién que causan los sélidos en el ambiente y a
aprovechar su alto contenido de minerales, y especialmente del nitrégeno, lo que
disminuye los costos de alimentacién (Ifiigo, et al. 1991; Campadabal y Navarro, 1995;
Liceaga, 1994; Molina, 1997). Y aunque la calidad de la cerdaza depende del tipo de dieta
que reciben los cerdos, la edad de los mismos y la eficiencia con que se recolectan los
sélidos, valores de proteina cruda de 8 a 19 % en base seca, permiten a los rumiantes
utilizarla en forma eficiente (Molina, 1997); si bien este sistema de aprovechamiento es
sélo una solucién parcial, ya que la cerdaza producida en una granja rebasa con mucho el
nimero de bovinos que puede mantener un productor; por ejemplo, un productor de cerdos
con 650 unidades animales necesitaria tener 56 bovinos para reciclar todas las excretas

(lfiguez, 1991; Garcia, 1993, Drucker y Gémez, 1998).



Algunos autores mencionan que el incremento en el uso de excretas diluidas sin
tratar en la alimentacion animal, aumenta las riesgos sanitarios al reciclar microorganismos
patégenos y otros contaminantes (Strauch y Ballarini, 1994; Herndndez, 1997; Molina,
1997). Un ejemplo de lo anterior lo reportan Huysman ez al. (1993) quienes detectaron la
existencia de contaminacién fecal con base en la presencia de E. coli y de estreptococos
fecales en zonas consideradas no contaminadas, como selvas tropicales htmedas, pero

relativamente cercanas a poblaciones animales y humanas.

Strauch y Ballarini (1994) mencionan que el uso de excretas en la alimentacién
animal puede ser un riesgo, ya que diversos microorganismos patogenos pueden sobrevivir
por largos periodos v hasta multiplicarse en las excretas durante su almacenamiento; entre
estos estdn los causantes de: Salmonelosis, Brucelosis, Leptospirosis, Tuberculosis,
Yersiniosis, Campilobacteriosis, Erisipela, Listeriosis y Disenteria Porcina. Bajo
condiciones practicas el tipo y la cantidad de bacterias presentes en el estiércol dependera
de la localizacién geografica de la operaciéon y la composicién fisica y quimica del
estiércol. A su vez la sobrevivencia microbiana en los lodos o sedimentos de excretas serd
mayor cuando la temperatura se mantenga por abajo de 10 grados centigrados o bien
contengan mas de 5% de sélidos (Strauch y Ballarini, 1994). Otro factor que favorece la
sobrevivencia bacteriana es el no realizar una desinfeccién adecuada y periodica de los
drenajes, del material de cama y del piso de los transportes de desechos (Rajkowski et al.,
1998).

Pequefias concentraciones de enterobacterias pueden ser aisladas con cierta
facilidad mediante métodos de cultivo; otras bacterias como las que causan el Anthrax, la
Brucelosis, la Mycobacteriosis y la Leptospirosis sdlo pueden ser aisladas en el estiércol si
su numero es alto y se cuenta con la técnica adecuada. Por consiguiente, el nimero de
ocasiones en el cual un patogeno ha sido aislado de las heces no proporciona un verdadero
reflejo de su ocurrencia y es justificable asumir que cualquier organismo eliminado en las

heces de los animales puede ser encontrado en el estiércol (Strauch y Ballarini, 1994).
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En los sedimentos de excretas el pH disminuye durante la primera semana de
almacenamiento a 6.5 para después aumentar a 7.0, lo gue permite la sobrevivencia de
Salmonella spp. por mas de 150 dias, si bien el 90% de ellas muere durante la primer
semana cuando el pH baja. Reducciones semejantes se han reportado para Escherichia coli,
Erisipelothrix rhusiopathiae, Yersinia enterocolitica y Staphylococcus aureus. Periodos
mas largos de sobrevivencia han sido indicados para organismos esporulados como
Clostridium perfringens, cuyo nimero permanece inalterado por siete meses. Otras
bacterias como Bacillus anthracis, Brucella spp., Leptospira spp. y Serpulina
hyodysenteriae, sobreviven en las heces porcinas por periodos de tiempo variable
dependiendo del mangjo que se lleve a cabo con ellas (Strauch v Ballarini, 1994; Olson,
1995)

Lo anterior concuerda con lo citado por Mateu et al. (1992) quienes encontraron
una disminucidn de enterobacterias equivalente a cuatro logaritmos en heces de cerdo
almacenadas en lagunas de estabilizacién por 18 dias. Asi mismo Ifiigo et al. (1991)
encontraron bajas cantidades de coliformes en heces de cerdos de cinco granjas con
sistemas de fermentacion aerdbica, pero no encontraron Salmonella spp. ni Clostridium
perfringens, mientras Plym y Ekesbo -(1993) encontraron que S. senflenberg vy S
typhimurium sobreviven menos de siete dias y S, derby 14 dias en heces de cerdas

reproductoras.

En el caso de los virus, los cuales se consideran completamente dependientes de
las células del hospedador para su existencia, se puede argumentar que sélo son capaces de
sobrevivir en la naturaleza pasando directamente de un hospedador a otro. La informacion
sobre la ocurrencia y supervivencia de los virus en el excremento animal no esta
ampliamente difundida como en el caso de las bacterias. Sin embargo, se conocen un
niumero considerable de agentes virales que son eliminados en las heces del ganado, y sélo
recientemente con la mejora en las técnicas de diagnéstico ha sido posible su identificacion

en la materia fecal.
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Dentro de los virus que se han encontrado en las heces, estan los enterovirus;
investigaciones cuantitativas en muestras de excretas liquidas con aisiamiento viral directo,
han producido titulos de 10° dosis infectantes en cultivo celular (TCIDs; ). La sobrevivencia
de Parvovirus Porcino en excretas liquidas y abono estd bien documentada. Por el contrario
el virus de la Gastroenteritis Transmisible, al igual que otros coronavirus, son bastante
sensibles al medio, al igual que el virus de la Influenza Porcina, cuya supervivencia es baja

y su excrecidn en las heces es poco comin (Strauch y Ballarini, 1994).

A pesar de esto se reporta la sobrevivencia de algunos virus en heces de cerdos;
por ejemplo, el virus de la Enfermedad de Aujeszky, entre tres a 15 semanas; el de la
Fiebre Porcina Africana, por 60 dias; y el de la Fiebre Aftosa, entre 21 a 103 dias (Strauch
y Ballarini, 1994), el Parvovirus Porcino hasta por 14 semanas (Mengeling v Paul, 1986;
Mengeling, 1992); contrario a lo anterior algunos autores (Ming y Cliver, 1992; Ming y
Cliver, 1995) han demostrado una inactivacién del Poliovirus tipo 1 y del virus de
Hepatitis A en sedimentos de mezclas de excretas humanas y porcinas a las cuatro semanas
y cinco semanas respectivamente, v que dicha inactivacién esta relacionada con una
elevacidn de la temperatura por arriba de los 25 grados centigrados, a la presencia de
oxigeno y a la elevacion del pH de los sedimentos de las fosas que contienen a las heces por
arriba de 9.0; aunque la mayoria de los virus entéricos sobreviven en pH que vande 3 a 5

(Ming y Cliver, 1995).

Por otra parte se conoce que bacterias como Bacillus subtilis y Pseudomonas
aeruginosa destruyen a algunos enterovirus, especialmente el virus CA-9 humano, en los
sedimentos de estiéreol y el sistema de tratamiento de lodes activados (procesos de
sedimentacion y aereacion) reducen la cantidad de virus de manera importante (Cliver y

Hermann, 1972; Ward, 1982).
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Otros virus, como por ejemplo el de la Influenza Aviar se destruye con facilidad
una vez amontonada la gallinaza o la cama en capas de 60 centimetros de grosor y de uno a
dos metros de ancho, cubierta con plastico negro, y se mantiene a la intemperie por dos dias
para que asf se eleve la temperatura a 56 grados y se inicie la fermentacion (Comisioén

México-Americana para la prevencion de la Fiebre Aftosa, 1994).

Con base en el riesgo potencial de transmisién de agentes patogenos al usar las
excretas porcinas en la alimentacion, tanto de los cerdos como de rumtantes, se establece la
necesidad de dar un tratamiento a las heces de cerdo antes de usarlas como una fuente de
materia prima en la alimentacién animal, con el fin de eliminar dichos microorganismos

patégenos.

Dentro de los distintos tipos de tratamiento que se recomiendan para el reciclaje de
excretas estan los métodos fisicos, quimicos y bioldgicos. Entre estos tiltimos el ensilaje es
una de los mas recomendados, ya que disminuye el olor de las excretas, preserva la mayor
parte de los nutrimentos y favorece la fermentacién anaerdbica de los carbohidratos
solubles originando una disminucién del pH, lo cual inhibe el crecimiento de bacterias,
virus v otros patogenos (Diaz, e al., 1988; liliguez, 1991; Salazar et al. 1994; Campadabal
y Navarro, 1995); ademas se favorece su ingestién al modificarse sus caracteristicas
organolépticas, principalmente un olor acido ‘dulce y un nivel de humedad adecuado. La
cantidad de humedad recomendada para un ensilaje de excretas es de 70%, como ocurre con
otro tipo de ensilados, por ejemplo el de maiz. Un buen ensilado requiere compactar bien la
mezcla de ingredientes para garantizar la anaerobiosis requerida para la conservacidn de los

nutrientes (Flores, 1989; Hernandez, 1997).
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Un proceso de fermentacidn ideal, se presenta cuando existen condiciones de

anaerobiosis y consiste de varias fases de diferente duracién e intensidad:

1.- Las células vegetales y microorganismos facultativos respiran utilizando el
oxigeno residuval e intersticial de las células vegetales v se da una proteolisis con los
sistemas enzimaticos todavia activos. Inicia un cambio en la flora bacteriana hacia

microorganismos anaerobicos.

2.- La presencia de nutrientes de facil fermentacién a partir de los fluidos celulares,

comenzando la actividad microbiolégica de tipo homo y heterolactica.

3.- Se incrementa la produccién de 4cido lactico y hay una fuerte actividad
microbioldgica, hay un cambio de reacciones y la eliminacién de organismos &cido-

sensitivos.

La calidad del ensilado estd asociada a ciertos parametros como son: un pH menor
a 4.2, un porcentaje de 4cido lactico de 2.5, de acido acético de 0.8 y de acido butirico
menor a 0.1 y a una humedad menor al 70 % (McCullogh, 1978). La produccion de 4cido
lactico v la disminucién del pH estan asociados al desarrollo inmediato de bacterias lacticas

dentro del silo, una vez que las condiciones de anaerobiosis estan dadas.

Las bacterias lacticas son organismos anaerobios, Gram positivos, no moviles, no
esporulados v fermentadores de azicares. Dentro de las bacterias lacticas se pueden citar
dos grupos: las homofermentativas y las heterofermentativas, dentro de las primeras pueden
citarse entre otras: Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilacti, Streptococcus faecalis,
Streptococcus faecium 'y Streptococcus lactis; y dentro de las heterofermentativas estan
entre otras: Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus fermentum y Lactobacillus viridescens, asi como miembros de los

subgéneros Streptobacterium y Betabacterium (Beck, 1978).



Estas bacterias lacticas producen basicamente dos tipos de reacciones: las de
desaminacién; por ejemplo, convirtiendo la arginina en citrulina y amoniaco, la glutamina
en glutamato y amoniaco y la asparginina en aspartato y amoniaco; y las reacciones de
descarboxilacién, convirtiendo la tirosina en tiamina y bidxido de carbono, la histidina en
histamina y bidxido de carbono, la lisina en cadaverina y biéxido de carbono, y la ornitina

en putrescina y bidxido de carbono (Edwards y McDonald, 1978).

Otros agentes encontrados en los ensilados son: las enterobacterias,
especificamente del grupo Coli-Aerbégenes como Escherichia spp. Klebsiella spp. y
Bacillus spp., sobre todo en la etapa aerobica; los clostridios principalmente CI.
tyrobutyricum y Cl. butyricum, especialmente cuando la humedad del silo es alta, lo que da
como resultado una fermentacién butirica estimulada por estos microorganismos, donde el
pH del ensilado no es tan 4cido; y por ultimo las levaduras, principalmente de los géneros

Torlulopsis spp., Hansenula spp., Pichia spp. y Candida spp. (Beck, 1978).

Las condiciones de anaerobiosis, el nivel del pH, la presencia de &cidos grasos
volatiles, la temperatura alcanzada en los silos y cambios en la presién osmética hacen
dificil la sobrevivencia de muchos microorganismos dentro del material ensilado (Russell y

Diez-Gonzélez, 1998).

En un estudio realizado en México por Ifiiguez et al. (1990} utilizando ensilados
de excretas de cerdo, paja vy melaza, encontraron la destruccidon de coliformes,
principalmente E. coli y una reduccidn en la cantidad de Clostridium spp. a los siete dias de

fermentacion.
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Resultados semejantes reporta Hemdandez (1997), quien utilizando ensilados de
excretas de cerdo y cafia de aziicar observd una disminucién significativa en la cantidad de
coliformes presentes a los 30 dias de fermentacidn, si bien la disminucién en la cantidad de

Clostridium spp. no fue tan marcada.

En cuanto a la permanencia de agentes virales en los ensilados de excretas de
cerdos, no se cuenta con informacién al respecto; sin embargo, el ensilaje puede constituirse
en un proceso de inhibicion eficaz contra varios virus, debido a que la mayoria de ellos no
sobreviven fuera de un rango de pH de 5 a 9, aunque algunos virus como los enterovirus y
el virus de la Enfermedad de Aujeszky resisten maés all4 de ese rango de pH, por lo que
podrian sobrevivir en un ensilado y ésta podria ser una forma de difusion de la enfermedad

tanto para rumiantes como para cerdos (Kluge er al., 1992).

Dentro de las bacterias que se pueden transmitir por via fecal y que mayor
importancia tienen en la presentacién de problemas infecciosos en las granjas porcinas,
estan Salmonella choleraesuis y Escherichia coli; a continuacion se describen brevemente
algunas de sus caracteristicas mas sobresalientes y las formas de presentacién mas

frecuentes en las granjas porcinas:

La importancia de la salmonelosis queda establecida en un estudio conducido en
1995 por el Sistema Nacional de Monitoreo en Salud Animal del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos, en el cual se encontrd evidencia de la diseminacién por
las heces de Salmonella spp. en el 38% de 160 granjas participantes en el muestreo,
incrementandose la proporcidén de hatos con diseminacion del agente a medida que
aumentaba el nimero de animales en ellos; un 15% de las granjas tuvieron evidencia de
diseminacidn activa en mas de dos tercios de los cerdos de engorda (Center for Food Safety

and Applied Nutrition, 1998).
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Esta enfermedad se encuentra en granjas porcinas de todo el mundo y su
importancia se acentia ademds, por su capacidad de ocasionar zoonosis, de infectar
alimentos de origen animal y de producir enfermedad en otras especies (Wilcock v
Schwartz, 1992). Salmonella spp. tiene la capacidad de cruzar la barrera mucosa del
intestino e invadir y multiplicarse en células del epitelio intestinal del hospedador, causando
una infeccién crénica, un estado de portador y en algunos casos una enfermedad de tipo

sistémico (Falkow, 1996).

Uno de los agentes infecciosos mdés importante en la industria porcina es
Salmonella cholereasuis, el cual es un bacilo anaerobio facultativo, Gram negativo, que
presenta flagelos peritricos v que sobrevive a temperaturas que van de los siete a los 40
grados centigrados y puede permanecer viable por semanas, meses y hasta afios, en
substratos orgénicos, tanto en condiciones de desecacidn como de congelacién.
Especificamente S. choleraesuis, al contaminar e] alimento o el agua puede ocasionar
severos brotes con cuadros tanto entéricos como septicémicos, en animales que estan desde

la etapa de destete hasta los cuatro meses de vida, con una morbilidad y mortalidad alta.

En la presentacidén entérica se observa diarrea acuosa de color amarillo, sin la
presencia de sangre o moco, en las primeras etapas. La duracién de la enfermedad en un
cerdos oscila entre 3 y 7 dias. Los cerdos afectados tienen fiebre, deshidratacion y
disminucién en el consumo de alimento. Las lesiones que se observan son tiflitis ¥ colitis
necréticas tanto focal como difusa, con extension hacia el intestino delgado
ocasionalmente. En la forma septicémica se observa muerte sibita en los casos agudos,
ademas de fiebre, inapetencia, dificultad de movimientos, y en ocasiones cuadros de tos.
Las lesiones en esta forma de presentacién son: cianosis en varias partes del cuerpo,
congestion e infartos en la mucosa fundica, esplenomegalia, hepatomegalia con focos de
necrosis e inflamacién de los linfondédulos mesentéricos (Wilcock y Schwartz, 1992). El
diagnéstico se confirma por medio de exdmenes microbiolégicos e histopatoldgicos,

especialmente del higado, ileon, bazo, linfonédulos mesentéricos y médula 6sea; en el caso



17

de los estudios microbioldgicos, debe asegurarse de que se realicen en animales no tratados

para evitar resultados falsos negativos (McDonough y Simpseon, 1996).

Escherichia coli es un bacilo, Gram negativo, no esporulado, anaerobio
facultativo, que presenta flagelos peritricos de longitud variable; £ coli se distribuye por
contaminacion fecal. Periodos largos de sobrevivencia en el medio ambiente son
promovidos por factores como temperaturas bajas y presencia de humedad y se ha
comprobado que mantiene su viabilidad en excrementos de cerdos por periodos de entre 5 y
11 semanas (Bertschinger, er al., 1992; Falkow, 1996). Esta bacteria estd ampliamente
distribuida en las granjas porcinas donde las hembras adultas tienen una sélida inmunidad
que transmiten a los lechones por medio del calostro. Sin embargo, la circulacién o entrada
de nuevas cepas de E. coli enterotoxigénicas puede originar la presentacion de brotes de
diarrea neonatal, en camadas de hembras nc expuestas anteriormente; en el caso de cepas
con la toxina SLT(Shiga Like Toxin) se presentan brotes de la Enfermedad del Edema en
cerdos después del destete; también se reportan cuadros de mastitis en hembras recién

paridas (Bertschinger ef al., 1992; Taylor 1995).

La forma de presentacion mas extendida de la enfermedad, es la diarrea neonatal,
causada por cepas que producen una o mas enterotoxinas y que se han denominado
enterotoxigénicas; estas cepas se adhieren al intestino por medio de adhesinas fimbriales
(por ejemplo, F4, F5, F6, F41.), colonizan el intestino delgado y producen una o mas
enterotoxinas, como: STa, STh, o LT las cuales originan una mayor excrecién de Cl, Na,
HCO; y agua hacia el lumen intestinal (Bertschinger ef al., 1992; O Brian y Holmes,
1996).

En los casos de diarrea neonatal, desde dos ¢ tres horas después del nacimiento, se
observa la presentacién del cuadro con diarrea profusa de color variable, acompafiada
ocasionalmente de vomito, con marcada deshidratacidn, depresién y pérdida de condicién
corporal. Las principales lesiones observadas son: dilatacién gastrica, presencia de leche o

alimento sin digerir en estémago, infartos venosos en la curvatura mayor del estomago y
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dilatacién y congestién en intestino delgado. El diagnédstico se confirma en el laboratorio
con el aislamiento y tipificacion del agente o de alguno de sus mecanismos de

patogenicidad (Bertschinger ef al., 1992).

Dentro de los virus que sobreviven en las heces resalta el de la Enfermedad de
Aujeszky, el cual origina fuertes pérdidas por mortalidad de lechones recién nacidos,
complicaciones respiratorias en cerdos de engorda y falla en la reproduccién de los
animales del pie de cria (Kluge ef al., 1992). En nuestro pais la Enfermedad de Aujeszky

esta sujeta a la Campafia Nacional de Erradicacién, debido a su importancia econémica.

El virus de la Enfermedad de Aujeszky es un Herpes virus, de la subfamilia
Alphavirus, con un genoma DNA lineal, envuelto por una nucleocapside de 95 a 105
nandmetros (nm) de espesor y un tamafio total de 150 a 180 nm. La envoltura tienen al
menos nueve protefnas estructurales con pesos moleculares que van de 50 a 130
kilodaltons, de las cuales ocho son consideradas glicoproteinas. Produce efecto citopético v
no aglutina eritrocitos de ninguna especie (Roizman y Spear, 1973; Kluge et al., 1992;

Mengeling ef al., 1997).

La enfermedad se presenta con un cuadro nervioso en cerdos de diferentes edades,
con 100% de mortalidad en lechones de menos de dos semanas de vida; frecuentemente se
asocla a problemas respiratorios en cerdos de mayor edad. En el caso de las cerdas
reproductoras, origina repeticiones por mortalidad embrionaria, abortos, el nacimiento de
momias y de camadas con pocos lechones. Las principales lesiones son: tonsilitis necrética,
focos de necrosis en higado y microscépicamente meningoencefalitis no supurativa,
ganglioneuritis, necrosis neuronal y cuerpos de inclusién intranucleares eosinofilicos. El
diagnéstico se confirma por inmunofluorescencia directa a partir de encéfalo y por
aislamiento viral a partir de encéfalo, bazo, pulmén y por histopatologia (Kluge et al.,

1992, Taylor, 1995).



19

Otro virus que se disemina por las heces es el Rubulavirus porcino causante de la
Enfermedad del Ojo Azul, que se ha presentado en diferentes estados de la zona central de
México, originando mortalidad en lechones, falla reproductivas en las hembras, orquitis y

epididimitis en los verracos (Correa ef al., 1986; Stephano, 1992, Correa ef al, 1998).

Este agente es un virus RNA de 135 por 250 nm., pleomérfice, envuelto, con un
virién que esta constituido por seis proteinas; el virus aglutina eritrocitos de diferentes
especies y produce efecto citopatico en diferentes lineas celulares (Stephano y Gay 1986;

Stephano et al., 1986; Sundvist er al., 1990).

Los signos clinicos de la enfermedad son variables y dependen de la edad de los
animales afectados. La enfermedad en los lechones afecta a animales de 2 a 15 dias de vida
alcanzande 100% de mortalidad en algunos casos, y cursa con signos nerviosos, tales
como: ataxia, debilidad, rigidez, tremor muscuiar, opacidad corneal, posturas anormales y
muerte en 48 horas; en cerdos de mayor edad los signos son menos severos y los
porcentajes de mortalidad disminuyen. En las hembras reproductoras ocasiona un
incremento en el porcentaje de repeticiones, un aumento en la cantidad de lechones nacidos
muertos y de fetos momificados. En los sementales produce dafio a nivel testicular (Allen et
al., 1996; Ramirez, 1998; Stephano, 1985; Stephano, 1992). Las lesiones macroscépicas se
resumen en copngestion cerebral, aumento del fluido cerebro espinal, opacidad corneal,
orquitis y epididimitis con o sin granulomas. El diagndstico se realiza por medio del
aislamiento viral, inmunofluorescencia y pruebas serolégicas, principalmente por inhibicidn

de la hemoaglutinacion (Stephano, 1992; Ramirez, 1998).

El uso de ensilaje de heces de cerdo para la alimentacidn animal permite disminuir
fos costos por concepto de alimentacidn y los efectos adversos sobre el medio ambiente
ocasionados por el desecho de dichas excretas; sin embargo. esta forma de empleo de las
heces puede implicar un riesgo de transmision de agentes infecciosos patdgenos para las

granjas porcinas y para otras operaciones pecuarias.
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La escasa investigacion realizada sobre el tiempo de sobrevivencia de agentes
infecciosos bacterianos y virales en los ensilados de la fraccién soélida de heces de cerdo,
justifica la realizacién de estudios sobre dichos aspectos, en particular si se considera el
riesgo potencial de transmisidn de enfermedades al emplear ios ensilados en la alimentacion

animal.
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HIPOTESIS.

Las poblaciones de bacterias y virus potencialmente patégenos en los ensilados a
base de excretas de cerdo, sorgo v melaza, disminuyen paulatinamente al aumentar el

tiempo de ensilaje.

OBJETIVOS.

1.- Realizar una caracterizaciéon microbiolégica de las excretas, de la granja
porcina de donde se obtuvo las materia prima para la preparacién de los ensilados, antes y

después de la separacion de solidos.

2.- Determinar la sobrevivencia y el titulo de Escherichia coli y Salmonelia

choleraesuis a diferentes tiempos de ensilaje.

3.~ Determinar la sobrevivencia y el titulo del virus de la Enfermedad de Aujeszky

y del virus de la Enfermedad del Ojo Azul, a diferentes tiempos de ensilaje.
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MATERIAL Y METODOS

ETAPA 1- Evaluacion sanitaria y microbiolégica de las excretas de Ia granja

de donde provienen las heces, para la preparacién de los ensilajes.

Esta etapa se realizd en el Centro de Ensefianza Investigacién y Extension en
Produccién Porcina (CEIEPP) v en el laboratorio de diagnéstico del Departamento de
Produccién Animal: Cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM. El CEIEPP tiene 200 hembras reproductoras y los cerdos derivados. de su
produccién al momento del andlisis, con un sistema de produccion cerrado y una unidad de
produccion de semen aislada dentro el mismo predio. En esta granja existe wuna fosa de
sedimentacidn para la retencidn de las excretas, mismas que después son bombeadas a un
separador de sélidos. Los liquidos derivados del proceso se canalizan hacia fosas de
almacenamiento y los sdlidos se emplean en la alimentacién tanto de cerdos como de

pequefios rumiantes, en otras unidades de produccién de la Facultad.

Muestreo seroldgico. Con el fin de contar con antecedentes del estado sanitario de

la granja, se determino la presencia de anticuerpos contra el virus de la Enfermedad de
Aujeszky v el virus de la Enfermedad del Ojo Azul; para lo cual se llevé a cabo un
muestreo, con base en la metodologfa citada por DiGiacome y Koepsell (1986) y Carpenter

y Gardner (1996), a partir de un total de 30 cerdos de diferentes edades.

Con base en el método propuesto por Morilla (1997) los 30 animales se dividieron

en.

- Diez hembras reproductoras.
- Cinco hembras de reemplazo.

- Cinco cerdos de destete.



- Cinco cerdos de entre tres y cuatro meses.

- Cinco cerdos de entre cinco y seis meses.

Muestreo de excretas - Se colectaron un total de 100 muestras divididas de la

stguiente forma:

- Cinco muestras tomadas directamente de los Hquidos provenientes del separador
de solidos.
- Cinco muestras tomadas de los sdlidos obtenidos a partir del separador de
solidos.
- Cinco muestras obtenida a partir de la fosa de sedimentacién a un metro de
profundidad.
- Cinco muestras obtenidas a partir de la fosa de sedimentacién en la superficie.
- Cinco muestras obtenidas de la fosa de almacenamiento de liquidos separados.
- Cinco muestras de hembras lactantes de cada sala de maternidad (tres salas, con
un total de 15 muestras).
- Cinco muestras de cada sala de destete (cinco salas, con un total de 25 muestras).
- Cinco muestras de cada caseta de engorda (cuatro casetas, con un total de 20
muestras).
- Cinco muestras de cada caseta de gestacidn (dos casetas, con un total de 10
muestras).

- Cinco muestras de las cerdas de reemplazo.

En el caso de los liquidos provenientes directamente del separador de sélidos se
tomaron cinco muestras de 10 ml! a intervalos de cinco minutos entre cada una; de la fosa
de sedimentacion se obtuvo la cantidad de 10 ml en cinco puntos diferentes, a dos niveles:
en la superficie y a un metro de profundidad; cabe sefialar que en el momento de la
coleccidn, la fosa de sedimentacion, que es de forma cdnica, tenia material hasta 2.0 metros

de altura, a partir del fondo. Con el material de las cinco colecciones (50 ml) se realizo una
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mezcla de la cual solo se usaron 15 ml, mismos que representaron una muestra. Para la
recoleccion de las muestras se emplearon frascos de vidrio con capacidad de 100 ml, que

habian sido esterilizados previamente.

En el caso de los sélidos se colectaron 10 gramos en cinco puntos del depésito,
realizando una mezcla en forma semejante a como fue hecho con los liquidos. Los sélidos
al salir del separador son captados en un carretilla y no tienen contacto con el suelo. Para la

recoleccion de los s6lidos se usaron bolsas de plastico con capacidad de 0.5 kg.

En cada una de las casetas ocupadas de las diferentes areas de la granja, se
recolecté una muestra fecal directa, de 10 gramos a partir del recto de cinco animales,
ubicados cada uno en corrales diferentes; para la toma de la muestra de los animales se
estimuld el reflejo de defecacién a nivel anal y al producirse la defecacion las heces se
recibieron en una bolsa de plastico. Con una cuchara de plastico desechable para las heces
de cada animal, se tomaron a partir de la bolsa de plastico 10 gramos, los cuales se
depositaron en un frasco de vidrio igual a los usados para la recoleccién del material
liquido de las fosas, empleando un frasco para las heces de los cinco animales de cada
caseta (Ej. maternidad 2, destete 1, etc.); posteriormente dentro del frasco se hizo el
mezclado de las heces, empleando otra cuchara de plastico desechable, utilizando de la

mezcla de cada frasco selo 15 gramos, lo que representd una muestra por cada caseta.

A partir de cada muestra se intentd el aislamiento, la identificacién y la
cuantificacién de Salmonella spp. y Escherichia coli, asi como de los virus de la
Enfermedad de Aujeszky v de la Enfermedad del Ojo Azul, con el fin de conocer su
presencia y titulo en las heces que se emplearon en la preparacién de los silos, en la
segunda etapa del experimento. Ademas, a partir de las muestras de las diferentes areas de

la granja, se realizd la identificacién de otras bacterias Gram negativas.
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Como base para conocer la carga de enterobacterias en el material a ensilar en la
segunda etapa del experimento se obtuvo la cuenta de enterobacterias tanto de todas las
muestras como por area de la granja, esto tltimo con el fin de saber si en alguna de las 4reas

de la granja se eliminaba alguno de los agentes que posteriormente se inocularian.

Todas las muestras fueron transportadas en cajas de unicel con refrigerantes y el

tiempo entre la toma de la muestra y su procesamiento fue menor de dos horas y media.

Al final de esta etapa se realizé la descripcién de los hallazgos serolégicos,

aislamiento bacteriano y aislamiento viral.

Analisis estadistico. Se realizé una comparacién entre las medias de las unidades

formadoras de colonia por gramo (UFC/gr) de las muestras tomadas de las areas de manejo
de excretas y de las muestras tomadas directamente de los animales en cada édrea de la
granja. Para lo cual se transformaron los datos, obteniendo el logaritmo base 10 v se llevé a
cabo un andlisis de varianza en un disefio completamente al azar y comparando las medias
por una prueba de Tukey, por medio del paquete estadistico SAS (Statistic Analysis
System, 1988).
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ETAPA 2- Preparacion e inoculaciéon de los micresilos.

La segunda etapa del experimento se realiz6 en los Departamentos de Bioquimica
y Nutricién y en el de Produccién Animal: Cerdos, de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia, de la Universidad Nacional Auténoma de México.

A partir de los sélidos obtenidos de la separacién, se prepararon microsilos con
sorgo y melaza, en frascos de plastico con una capacidad de 0.5 kg (de grano molido), de
13 centimetros de altura y siete de didmetro, con tapa rosca a la medida (Envases de

Plastico, México D.F. cat. bl5)

El material a ensilar contenia un 10 % de sorgo molido, 82 % de excretas sélidas y
8 % de melaza, esta mezcla se hizo en forma manual preparando un total de 70 kg. de
mezcla, con 57.4 kg de heces, 5.6 kg de melaza y 7.0 kg de sorgo molido (Hernandez,
1997).

Una vez terminada la mezcla se procedi6 al llenado y compactado de los frascos,
para lo cual se fueron colocando capas de 3 cm de espesor, compactando la mezcla con una
botella de fondo plano, siguiendo esta secuencia hasta que el frasco estaba lleno y

compactado hasta el borde.

Al final se pesaron los frascos encontrando que la variacién entre el mas pesado y

el mas ligero fue de 12 gramos (0.596 gr contra 0.584 gr). El pH de la mezcla fue de 6.0.
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Una vez terminado el llenado de los frascos y realizado el compactado se
distribuyeron al azar y se inocularon con 2 ml. de un cultivo conteniendo 1 x 10’ UFC/ml
de Salmonella choleraesuis y de Escherichia coli utilizando una jeringa de cinco mililitros
(Becton Dickinson de México) y una aguja de calibre 20 y de dos pulgadas de largo,
depositando el indculo a la mitad del frasco, antes de cerrar y sellar el frasco se volvié a
compactar la mezcla en la superficie del frasco; es importante seflalar que cada agente se

inoculd en frascos diferentes.

El cultivo de Salmonella choleraesuis, fue obtenido a partir de una donacién del
Centro de Investigacion de Estudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico
Nacional, y el de Escherichia coli serotipo F4, 0149, k91, h10, por una donacion de la
Universidad Auténoma de Yucatdn, de una cepa proveniente del centro de referencia de la
Universidad del Estado de Pennsylvania, USA.

Siguiendo el mismo procedimiento se inocularon con 5 ml conteniendo 1 x 107
UFP por ml. del virus de la Enfermedad de Aujeszky y 5 ml con 1 x 10%%* dosis
infectantes por cultivos celulares (DICCspe/50 mi), del vifus de la Enfermedad del Ojo

Azul, de igual forma cada virus a se inoculé en frascos diferentes.

Todos los agentes virales antes mencionados provienen del cepario del
Departamento de Produccion Animal: Cerdos, de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, de Ia UNAM. Para llevar a cabo el proceso de inoculacion, todos los agentes
fueron protegidos con albimina bovina al 0.2 % ( Sigma Chemical, St. Louis, USA. cat.a-

3350), como preservador organico.

Una vez inoculados los frascos de plastico, se cerraron con tapas de rosca, a las
cuales se les adapté en la parte central un tapén de hule a manera de valvula (Figura 1), se
sellaron en todo el borde y alrededor del tapén con silicona (Sista, Henkel Mexicana. Cat

1629 ) y se realizo el vacio, extrayendo el aire a través de la valvula de hule, por medio de
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una aguja desechable de calibre 22, de una pulgada de largo, la cual fue adaptada a una
manguera de hule que se conecté a una bomba de vacio (Curtis Mathison Scientific,

Michigan, USA), alcanzando un vacio de 400 mm de mercurio por 30 segundos.

Se inocularon 15 microsilos con cada agente infeccioso y s¢ incubaron a
temperatura de laboratorio (15 a 20 grados centigrados), durante cinco tiempos de ensilaje
(0, 7, 14, 28 y 56 dias), con tres repeticiones cada uno, tal y como se representa en el
cuadro 3. Los silos se denominaron de acuerdo al agente infeccioso inoculado de la
siguiente forma: microsilos inoculados con E. co{z‘ (EC), microsilos inoculados con S.
choleraesuis (SC), microsilos inoculados con el virus de la Enfermedad de Aujeszky (EA) y
microsilos inoculados con el virus de la Enfermedad del Ojo Azul (OA). Ademés, para cada
tiempo de ensilaje se cont6é con seis silos no inoculados, que fungieron como controles

negativos, tres para los inoculos bacterianos (CB) y tres para los inoculos virales (CV).

Cuadro 2.- Distribucién de microsilos por agente inoculado y tiempo de

fermentacion.
Dias de ensilaje

Agente inoculado/ 0 7 14 28 56
EC 3 3 3 3 3
SC 3 3 3 3 3
CB 3 3 3 3 3
EA 3 3 3 3 3
OA 3 3 3 3 3
Ccv 3 3 3 3 3

EC = Microsilos inoculado con Escherichia coll.

8C = Microsilos inoculado con Salmonella choleraesuis.

CB = Microsilos sin inocular que fungieron como control para EC y SC.
EA = Microsilos inoculados con EA.

OA = Microsilos inoculados con EOA.

CV = Microsilos sin inocular que fungieron como controles para EA y OA.
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En condiciones normales de operacién, el lapso méximo que se permite para la
fermentacién es de dos meses aproximadamente, de ahi que se escogid como tiempo

maximo de fermentacién 56 dias.

A partir de la misma mezcla se llenaron otros 18 frascos, los cuales fueron
inoculados con los mismos agentes y a las mismas dosis, pero sin ser sometidos al proceso
de ensilaje (NS), fungiendo como controles positivos; a partir de estos se realizd el
aislamiento y titulacion de los diferentes agentes etiolégicos inoculados, una vez

transcurridos 28 dias.

Al final del tiempo de fermentacién se abrié cada microsilo, se determiné el color
y olor del material ensilado y la presencia de hongos en la superficie del silo;
posteriormente, se desecharon los primeros cinco centimetros de espesor del material
ensilado, con una espétula estéril, tomando una muestra de 20 gramos para el aislamiento y
cuantificacion bacterioldgica y virologica y se midié el pH con un potenciémetro (Hanna

Instruments, USA Cat. 8520).

De cada microsilo solo se intenté identificar y cuantificar el agente etiolégico

inoculado inicialmente.
Identificacién bacterioldgica.

Para ambas etapas el aislamjento bacterioldgico se llevé a cabo de la sigujente

forma, para cada agente:

Salmonella choleraesuis: Se tomaron 15 gr de muestra de cada microsilo para

mezclarse con 45 m! de caldo tetrationato (Caldo Base Tetrationato, Merck, Darmstad,
Germany. Cat. 041v891085); esta suspensién se incubd por 72 horas a 36 grados

centigrados en una incubadora bacteriolégica (Incubadora Blue, Revco Cientific, Ashville
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USA. Cat. 4M18); cada 24 horas se realiz6 una resiembra en agar Salmonella-Shigella (SS)
( DIFCO, Detroit, USA Cat. 0074-17) y en agar Verde Brillante (VB) (Merck, Darmstad,
Alemania. Cat. 7232), volviéndose a incubar por el mismo tiempo y a la misma
temperatura. A las colonias sugestivas de ser no fermentadoras de la lactosa se les realizd
una bioquimica, sembrandolas en Agar Hierro Tres Azicares (TSI) (Merck, Cat. 3109),
Medio de SIM (Merck, Cat. 5470), Agar Citrato de Simmons (Merck, Cat. 3653654), en
Urea (Becton-Dickinson de México. Cat. 214-1) y en los azlcares Malonato, Arabinosa y
Trealosa; incubéndolas por 24 horas (Carter, 1979) y registrando los datos en un formato
de identificacién bacteriana (Anexo 1). A partir de las colonias que correspondieron a
Salmonella choleraesuis, se realizé una prueba serolégica (Bacto Salmonella O Antiserum
Group C1, Factors 6,7. Difco Laboratories. Cat. 2949-47-5), para confirmar su

identificacion

Escherichia coli.- Se sembrd un gramo de muestra en agar MacConkey (Bioxon,

México, Cat. 109) v se incubé a 36 grados centigrados por 24 horas. La identidad de la
bacteria fue confirmada por la morfologia de las colonias, realizando una tincién de Gram y
utilizando pruebas bioquimicas, por medio de un kit para la identificacién in vitro de
enterobacterias y otras bacterias Gram negativas (APl 20E, Biomeriux, France. Cat.
20100) (Anexo 2).

Para la identificacién del serotipo se realizé una prueba de aglutinacioén en placa,

empleando antisueros donados por Bayer de México S.A.

Las condiciones de cultivo se pueden resumir en el Cuadro 3.
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Cuadro 3.- Condiciones para el cultivo bacteriano.

Organismo Medio de cultivo Tipo de |Temperatur| Tiempo de
Atmésfera a incubacion
°O) (hrs.)
Salmonella Caldo tetrationato aerObica 36 24
choleraesuis
Escherichia coli Agar MacConkey aerobica 36 24

Adaptado de Pradal, ( 1994).

Para realizar el conteo de enterobacterias existentes en la muestra, se hicieron
diluciones décuples seriadas, colocando un gramo de muestra en nueve mililitros de
solucion salina fisiologica estéril (Cloruro de Sodio 10 %, J.T. Baker de México Cat. M-
36301) a la que se le ajustd el pH a 7.0, homogeneizandolas en una agitador (Vortex Genie
2 Scientific Industries, USA. Cat. 6560} y transfiriendo un mililitro a otro tubo para hacer la
dilucion siguiente, y asi sucesivamente. A partir de cada dilucién se tomaron 50 microlitros
y se sembraron en el medio de agar MacConkey incubandose a 37 grados centigrados por
24 horas y registrando posteriormente el nmero de unidades formadoras de colonias por gr

(UFC/gr), segin el método de conteo en plato descrito por Milles (Henry et al., 1983).

Con el fin de confirmar la sobrevivencia de otras bacterias en los microsilos, a
partir de la mismas diluciones se sembraron 50 microlitros en cajas de gelosa sangre (Base
de Agar Sangre, Bioxon, México. Cat. 201), se incubaron a 37 grados centigrados por 24

horas y se registrd el nimero de UFC/gr, por el mismo método.
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Identificacion viral.

Se tomaron dos gramos de muestra a la cual se le adicionaron 3 ml de medio para
cultivo celular (MEM) (Sigma Aldrich, Cat. M0643); posteriormente se procedié a
inocular el sobrenadante en placas de 24 pozos (In Vitro, México. Cat. 143982),
conteniendo monoestratos celulares especificos para cada agente viral: para el virus de la
Enfermedad del Ojo Azul se usaron monocapas de células de rifion de mono verde africano
(VERO), y para el virus de la Enfermedad de Aujeszky se emplearon células de rifién de
bovino (MDBK). En cada placa de 24 pozos se colocé un control positivo, uno negativo y

un control de células.

Una vez inoculadas las monocapas se incubaron durante 90 minutos a 37 grados
centigrados (Incubadora Nabco Controlied Enviroment, Portland, USA. Cat. 4100),
posteriormente se congelaron a menos 70 grados centigrados por 24 horas; se
descongelaron y se centrifugaron a 2000 r.p.m. (Centrifuga, Drehen, Alemania s/catalogo),

por 10 minutos, para obtener el sobrenadante.

Los sobrenadantes obtenidos se filtraron a través de una membrana con poro de
0.22 micras de didmetro (Millipore Cat. GSWP02500), para posteriormente inocularse de
nuevo en placas de 24 pozos, con los monoestratos previamente mencionados, los cuales

tenian MEM con 2 % de suero fetal bovino.

A continuacién se incubaron por 90 minutos, se decantd el medio y se les coloco
en medio de mantenimiento (99% MEM y 1% de suero fetal bovino). Los monoestratos
fueron revisados cada 24 horas durante tres dias (Maes et al., 1979); una vez transcurridas
72 horas de la inoculacién, se retiraron los sobrenadantes y se fijaron las células con alcohol
anhidro (J.T. Baker, México. Cat. 9000-02), con el fin de evaluar e] efecto citopatico en las
células MBDK.
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A partir de los sobrenadantes obtenidos de las placas que contenian las células
VERO previamenete inoculadas se realizo la prueba de hemaglutinacion para determinar la
presencia de agentes hemoaglutinantes; a partir de cada sobrenadante se tomaron 50
microlitros y se realizaron 12 diluciones dobles con solucién salina buferada fosfatada
(SSB) en placas de 96 pozos con fondo en “u* (In Vitro, México. Cat. 167008);,
posteriormente se agregaron gloébulos rojos de bovino diluidos al 0.5 % en SSB; en cada
placa se utilizd una suspensién de virus control positive y un control de eritrocitos, y de

cada muestra se realizaron dos diluciones (Snyder et al., 1982; Ramirez ¢t al., 1996).

A partir de las placas con células MBDK, previamente inoculadas, se tomd el
sobrenadante para identificar al virus de la Enfermedad de Aujeszky, por medio de la
técnica de hemoaglutinacion pasiva, incluyendo controles con sueros conocidos positivos y
negativos, ademas de gldbulos rojos de ovino normales, tanizados y sensibilizados al 2%.
Para realizar la prueba, previamente se lavaron tres veces los glébulos rojos de ovino con
SSB, a un pH 7.2, centrifugando a 1000 revoluciones por minuto, por 10 minutos. Se
agregaron volimenes iguales de globulos rojos en SSB pH 7.2 y de una solucién de 4cido
tanico 1:80,000, y se lavaron tres veces en la forma antes citada. Se resuspendieron con
SSB (pH 6.4). Se prepard el antigeno a una concentracién de 1:400 usando como diluente
SSB (pH 6.4). Se colocaron volimenes iguales de glébulos rojos tanizados y de un
antisuero especifico preparado en cerdos; se incubaron 15 minutos a 37 grados centigrados
y se lavaron tres veces con SSB (pH 7.2) a 1000 revoluciones por minuto por 10 minutos y
se resuspendieron los glébulos rojos sensibilizados, a una concentracion de 2 % en la
solucién de suero normal de conejo al 1% (Dhinakar, et al., 1995; Nachimuthu ez al., 1995;
Shaw et al., 1995).

Posteriormente se emplearon 0.02 ml de cada sobrenadante y se agregaron a 0.01
ml de gldbulos rojos de ovino normales, al 50%. Se incubaron 30 minutos a 37 grados
centigrados y  a continuacién se centrifugaron a 1000 revoluciones por minuto. A
continuacién, empleando placas de 96 pozos con fondo en “u” se transfirieron 0.05 ml de

suero normal de conejo al 1% en toda la placa, que fue usada en forma vertical. Paso
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seguido, se colocaron 0.05 ml de los sobrenadantes en los pozos de la linea 1. Se hicieron
12 diluciones dobles pipeteando sicte veces en cada pozo y al final se desecharon 0.05 ml.
Se adicionaron 0.05 ml de glébulos rojos de ovino sensibilizados al 2% conjugados al
antisuero en toda la placa y esta fue leida después de dos horas de incubacién (Dhinakar, et
al., 1995; Nachimuthu e al., 1995; Shaw et al., 1995), Se consideraron como positivos a

aquellos sobrenandantes donde se encontré aglutinacién en una dilucién de 1:8.

A partir de los monoestratos de células VERO previamente inoculados con el
material de los microsilos, se realizé una prueba de inmunofluorescencia indirecta, tanto
para la identificacion del virus de la Enfermedad de Aujeszky, como para el virus de la
Enfermedad del Ojo Azul. En cada pozo se aplicaron 0.05 ml de albimina sérica bovina, se
lavo tres veces con SSB y se aplicé el primer anticuerpo, que en este caso fueron
anticuerpos de cerdos contra cada uno de los virus, respectivamenete; se incubé por 45
minutos y se volvié a lavar con SSB; posteriormente se agregé el conjugado (AntiPig-FITC
Conjugated, Sigma Diagnostics, St. Louis, USA. Cat. F4762) se incubé por otros 45
minutos y se lavé con agua destilada; a continuacién se le agregaron 0.02 ml de azul de
Evans (Sigma Diagnostic, St. Louis USA. Cat. €0133) y se observd en un microscopio de

fluorescencia invertido (Olimpus IX70, Tokio s/cat.) (Buerleson et al., 1992).

Como una técnica de apoyo para la identificacion viral, se tomé una muestra de
un gramo de cada frasco, previamente inoculado con el mismo virus a los dias 0, 7 y 14
posinoculacién, para intentar la identificacion de los virus inoculados por medio de la
microscopia electronica de transmision, misma que se realizé en el Laboratorio de
Microscopia Electrénica del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Ademas, se tomd una muestra de cada inoculo viral como patrén de

referencia para la observacién en el microscopio electrénico.
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Analisis estadistico.

Para el andlisis de la sobrevivencia de las enterobacterias y virus inoculados a los
microsilos a los diferentes tiempos de ensilaje, se utilizé estadistica descriptiva, ya que el
no encontrarse datos de crecimiento de enterobacterias en ningun tiempo de ensilaje, impide

la realizacién de cualquier andlisis.

Para el analisis estadistico de las variaciones en el pH se empled un disefio

completamente aleatorizado.

Las diferencias entre medias de pH para cada tiempo de ensilaje e indculo se °
analizaron mediante un andlisis de varianza y una prueba de Tukey (Gill, 1978), empleando

el paquete estadistico S.A.S. (Statistical Analysis System, 1988).

ETAPA 3.- Evalunacion de microsilos a intervalos menores de una

semana.

Con el fin de determinar el momento preciso de destruccion de los
microorganismos evaluados en el presente estudio, se procedié a realizar un ensayo

complementario, siguiendo los mismos procedimientos establecidos en la segunda etapa.

Para lo cual se prepard una segunda mezcla de nueve kg con sorgo, heces sélidas y
melaza, en las mismas proporciones y se compacté en 15 frascos de la misma forma en que

se realizé en la segunda etapa de la investigacion.

En este caso se inocularon tres microsilos con cada uno de los agentes etiolégicos,
con dosis infectantes iguales a las usadas en la etapa anterior, y se intent6 el aislamiento

bacteriano o viral a los dfas uno, tresy cinco, después de la inoculacién.
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Debido a que s6lo se contd con una muestra por dia de ensilaje y de agente

etiologico, sélo se hace la descripcion de los hallazgos.

Al tercer dia de ensilaje, se tomd una muestra de un gramo de los silos que fueron
inoculados con los virus de la Enfermedad de Aujeszky y de la Enfermedad del Ojo Azul,

respectivamente, para realizar el estudio de microscopia electrénica de transmision.
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RESULTADOS.

Etapa 1. Evaluacién sanitaria y microbiolégica de las excretas y de los
cerdos de la granja de donde provenian las heces para la preparacién de

los ensilajes.

Muestreos serologicos.

Todos los animales fueron negativos a la presencia de anticuerpos tanto contra el

virus de la Enfermedad de Aujeszky como contra el virus de la Enfermedad del Ojo Azul.

Aislamientos bacteriolégicos.

El promedio general del conteo de enterobacterias de todas las muestras tomadas

fue de 3.1 x 10° UFC/gr (Cuadro 4).

En la cuenta realizada por area de la granja se enconird la mayor carga en las
muestras tomadas de los animales de la engorda 2 y de la gestacién 2 con 2 x 108 UFC/gr, y
las menores cargas se encontraron en el material de la fosa de sedimentacién a nivel de la
superficie con 8 x 10*y a un metro de profundidad con 1.6 x 10° seguidas de las muestras
de la fosa de almacenamiento de liquidos, de los liquidos obtenidos directamente del

separador de sélidos, de la muestra de la maternidad 4 y del destete 5 con 2 x 10° UFC/gr.

Como se observa en el Cuadro 4, se enconird diferencia (p<0.05) entre la carga de
enterobacterias del 4rea de manejo de excretas con las muestras del drea de gestacion ; no se
encontrarén diferencia entre el drea de manejo de excretas con maternidad, destete y

engorda, ni entre estas Gltimas con el area de gestacion (p> 0.05).
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En caso del aislamiento de Salmonelia spp., se identificd Salmonella choleraesuis
a partir de las muestras de los liquidos obtenidos del separador de sélidos y de la engorda

numero tres,

Cuadro 4.- Titulo de enterobacterias en las muestras de cada area de la

granja.
Area Muestra UFC/gr por | Promedio E.E.
muestra | pordrea | ______|

Maneio de | Fosa de almacenamiento 2x 10°
excretas Liquidos del separador 2x 10°

Fosa de sedimentacién (1) | 1.6 x 10°

Fosa de sedimentacion (2) 8x10°

Soélidos 4x10° 9.28 x10°, |7.68x10°
Maternidad | Maternidad 2 8x 10

Maternidad 3 6 x 10°

Maternidad 4 2x10° | 2.87x107; 12.56x10
Destete Destete 1 4x 10°

Destete 2 2x 107

Destete 3 6x 10°

Destete 5 2x 10°

Destete 6 4x10° | 6.84x10%, |3.42 x10°
Engorda Engorda 1 2 x 10°

Engorda 2 2x 108

Engorda 3 2 x 108

Engorda 4 2x 107 5.6x107,, {4.81 x10’
Gestacion | Gestacion 1 4x10° -

Gestacion 2 2 x 108

Reemplazos 2x107 8.66 x107, 15.69 x10’

1 = a un metro de profundidad.
2=anivel de la superficie.
E.E. = Error estandar.

Literales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (p<0.03).
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Los agentes bacterianos encontrados en el muestreo a partir de la siembra en agar

MacConkey fueron: Escherichia coli en once areas; Klebsiella aerogenes en tres areas,

Klebsiella spp. en tres aveas; Pseudomona maltophillia en dos area;, Pseudomona spp.. en

cuatro area;, Citrobacter koseri en dos area; Bacillus spp.. en una area, Salmonella

choleraesuis en dos dreas; y Proteus mirabilis en tres areas. La distribucién de aislamientos

por dreas de la granja se presenta en el Cuadro 5.

Cuadro 5.- Agentes

bacterianos identificados en las muestras de las

diferentes areas de 1a granja.

Area de la granja

Agentes aislados

Fosa de almacenamiento
Liquidos del separador

Fosa de sedimentacion (1)
Fosa de sedimentacién (2)
Sélidos

Maternidad 2

Maternidad 3

Maternidad 4

Destete 1

Destete 2

Destete 3

Destete 5

Destete 6

Engorda 1

Engorda 2

Engorda 3

Engorda 4

Gestacidn |

Gestacién 2

Reemplazos

Klehsiella aerocenes. Citrobacter koseri
E. coli, Pseudomona maltophilia, Salmonella choleraesuis

Klebsiella spp.., Klebsiella aerogenes, Pseudomona spp..
Citrobacter koseri., E. coli.

E. coli.

Proteus mirabillis.

Klebsiella aerogenes, Pseudomona spp..
Proteus mirabillis.

E. coli.

E. coli., Proteus mirabillis.

Klebsiella spp.., Pseudomona maltophilia..
E. coli.

E. coli.

E. coli

Pseudomona spp..

Pseudomona spp.., Salmonella choleraesuis.
E. coli.

E. coli., Bacillus spp..

Klebsiella spp..

E. coli.

Al llevar a cabo la serotipificacion de las colonias de E. coli, correspondieron al serotipo

F41.
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Aislamientos virales.

Todas las muestras fueron negativas tanto para el virus de la Enfermedad de

Aujeszky como para el virus de la Enfermedad del Ojo Azul.

Etapa 2.- Inoculacion de los microsilos.

Caracteristicas y_pH del ensilaje.

Se determinaron condiciones adecuadas de ensilaje, tanto por olor, color y pH, en
88 de los 90 frascos (97.7 %). El promedio general del pH de los frascos ensilados fue de
4.01. En el 85% de los frascos se observo la salida de liquido por el borde del tapén y por la

orilla de la tapa de rosca, durante las primeras 72 horas (Figura 1).

A los dias siete y catorce, después de la inoculacién, todos los microsilos
presentaron un proceso de ensilaje adecuado, con el olor y €l color caracteristicos de los
ensilados. En el dia 28 se observo en el microsilo EA2, el crecimiento de hongos, a nivel
de la superficie cercana al borde del frasco, sobre un é4rea de un centimetro cuadrado
(Figura 2) (Anexo 3).

En los frascos no ensilados (NS) se observo, el dia 28 posinoculacién, el
crecimiento de hongos en toda la superficie y hasta los dos centimetros de profundidad; el

promedio de pH en estos frascos fue de 5.02.

A los 56 dias posinoculacidon se observé el crecimiento de hongos en la superficie
cercana al borde del frasco en los microsilos SC1, CB1, EAl y CV1; en los microsilos EA3
y CV2 no existieron condiciones adecuadas de ensilaje y el material encontrado era de

color obscuro, con un pH de 5.0 y 4.5, respectivamente (Anexo 3).
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Los promedios de pH por dias de ensilaje e indculo se presentan en el Cuadro 6,
donde se observa el pH mas alto (p< 0.05) en los frascos con material no ensilado (NS) que
en los microsilos EC, SC, CB, EA y CV en todos los dias de ensilaje. No existié diferencia
en el pH entre los diferentes lapsos de ensilaje. En el caso de los microsilos OA ademas de
encontrar diferencia entre los frascos NS con los microsilos de los diferentes dias de
ensilaje, se encontrd diferencia entre los microsilos con 7 y 28 dias de ensilaje con los de 14

y 56 dias (p<0.05).



42

Figura 1.- Frasco de plastico con valvula adaptada en la tapa, donde se observa la

salida de liquido por la base del tapén a las 48 horas de ensilaje.
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Cuadro 6.- Promedios del pH por dias de ensilaje.

Microsilo Dias de ensilaje
7 14 28 28(NS) 56

X D.S. X D.S. X b.S. -4 D.S. X D.S. E.E.

mEC 4.0a 0 403a 008 3932 006 50b 0.05 4.05 0.05-__-&(-)—.109
SC 4.0a 0 4]1a 005 4.03a 0.03 506b 0.06 4.l1a 0.05| 0.109

CB 392 0.05 4.1a 005 393a 006 5.0b 0 42a 0.15] 0.111

EA 393a 0.3 4.16a 0.03 393a 006 5.06b 0.06 4.53a 025| 0.126

OA 372 0.10 4.16b 0.06 3.83a 0.08 5.03¢c 003 4.1b 0.05] 0.123

Ccv 392 005 41a 005 393a 0.06 50b 0 42a 0.15| 0111

EC = Microsilos inoculado con Escherichia coli.

SC = Microsilos inoculado con Salmoneila choleraesuis.

CB = Microsilos sin inocular que fungieron como control para EC y SC.
EA = Microsilos inoculados con virus de la Enfermedad de Aujeszky.
QA = Microsilos inoculados con virus de la Enfermedad del Ojo Azul.
CV = Microsilos sin inocular que fungieron como controles para EA y OA.
X= media.

D. S. =desviacién estandar.

E.E = Error estandar.

NS= Material no ensilado.

Literales diferentes en el mismo renglén indican diferencia (p<0.05)

No existieron diferencias por inéculo (p>0.05).
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Identificacién bacteriolégica.

Los titulos de enterobacterias determinados a partir de muestras de los microsilos a
los 60 minutos despu¢s de la inoculacién, se presentan en el Cuadro 7, donde se puede
observar que al dia 0, en los silos inoculados con E. coli (EC) existié una tendencia a una

mayor carga bacteriana, cuando se compara con los microsilos (CB) v los (S8C).

La mayor parte de estas colonias eran lactosa positivas, aunque en los controles 2 y
3 se observaron colonias lactosa negativas en las diluciones 3 y 2 respectivamente, mismas

que se identificaron como Pseudomonas spp.

Al hacer la identificacién de las colonias antes citadas se identificé £ coli
hemolitica en los tres microsilos EC tanto por la prueba de API 20E, como por la
realizacién de las pruebas bioquimicas para enterobacterias; adem4s fue serotipificada por
el método de aglutinacion, correspondiendo a la cepa inoculada. De estos silos no se aislé

Saimonella choleraesuis.

En el caso de los microsilos SC se aislo Salmonella choleraesuis de los tres silos,

la cual, a} realizar la prueba seroldgica correspondié al agente inoculado.

En el caso de los microsilos SC1 y SC2, ademas se aislé £, coli no hemolitica
(Anexo 5). '

De todos los silos CB se aislé E. coli no hemolitica, misma que al realizar la
prueba serolégica correspondié a un serotipo F41, este serotipo es igual al encontrado en
los muestreos realizados en la granja fuente del material, lo cual fue reportado reportado en
los resultados de la Etapa 1 de este trabajo. De ninguno de los microsilos CB se aislé

Salmonella choleraesuis.
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A partir del dia siete y hasta el dia 56, no se encontrd crecimiento bacteriano en
ninguno de los microsilos evaluados, tanto a partir de las diluciones sembradas en
MacConkey, incluso hasta las 96 horas de incubacién, asf como en los tres pases realizados

en SS y VB a partir del caldo tetrationato (Cuadro 7).

Cuadro 7.- Promedio de enterobacterias (UFC/gr) por dias de ensilaje.

‘ Dias de ensilaje
Microsilo I 0 7 14 28 - 28(NS) 56
C EC N T - -
SC 2.06x107 - - - - _
CB 7.6x10° - . - . -

EC = Microsilos inoculado con Escherichia coll.

SC = Microsilos inoculado con Salmonella choleraesuis.

CB = Microsilos sin inocular que fungieron como control para EC y SC.
NS= Material sin ensilar.

0 = 60 minutos después de la inoculacidn

La cantidad de UFC/gr por microsilo al dia 0 se presenta en el Anexo 6.

Identificacion viral.

El efecto citopatico que se observé en los pozos con células MBDX se present6 en
las monocapas inoculadas con el material colectado a los 60 minutos después de la
inoculacion, tanto en las muestras provenientes de los tres microsilos EA como en las de
los tres microsilos OA; no se observé efecto citopatico en las monocapas inoculadas con

muestras con mayor tiempo de ensilaje (Cuadro 8).
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Cuadro 8.- Numero de muestras en las que se presenté efecto citopatico
por tiempo de ensilaje.

Dias de ensilaje

Microsilos 0 7 14 28 28NS 56
EA 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
OA 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Ccv 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

EA = Microsilos inoculados con EA.

QA = Microsilos inoculados con EQA.

CV = Microsilos sin inocular que fungieron como controles para.EA y OA.

NS= Material sin ensilar.

0 = 60 minutos después de Ia inoculacion *

En lo que se refiere a la inmunofluorescencia, ésta sélo se observé a-los 60

minutos después de la inoculacion en las tres muestras de los microsilos EA y en dos de los

tres microsilos OA. Con respecto a las muestras de los tres microsilos OA a los siete dias de.

ensilaje, se observé en dos de los tres microsilos una ﬂuorescenc1a muy leve, en

comparacion con los controles positivos, las cuales se con51deraron come 1nespec1ﬁcas por

lo que las muestras e reportan como negativas; en las demé$ muestras no se observé

fluorescencia, tal y como se observa en el Cuadro 9.

Cuadro 9.- Nimero de muestras que presentaron ﬂuorescenc:a posnt:va
por tiempo de ensilaje.

Microsilos Dias de ensilaje
0 7 14 28 28NS 56
EA 373 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
OA 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Ccv 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

EA = Microsilos inoculados con EA.

OA = Microsilos inoculados ¢con EOA.

CV = Microsilos sin inocular que fungieron como controles para EA y OA.

NS= Material sin ensilar.
0 = 60 minutos después de la inoculacién
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En el caso de la prueba de hemoaglutinacién ninguna de las muestras presenté titulo

hemoaglutinante.

En el caso de la prueba de aglutinacion pasiva, tampoco se observaron titulos
positivos en ninguna de las muestras. Once de las muestras presentaron titulos de 1:2 los
cuales se consideraron como inespecificos, ya que se considerd un titulo minimo de 1:8
para dar una muestra como positiva; de estas 11 muestras, siete correspondieron a material

de microsilos controles no inoculados,

Los resultados de todas las pruebas de identificacion viral en cada microsilo, por

dias de ensilaje, se puede observar en el Anexo 7.

En cuanto a los estudios de microscopia electronica, con base en la morfologia,
solo se pudo observar tanto al virus de la Enfermedad de Aujeszky como al de la
Enfermedad del Ojo Azul en las muestras del indculo y en las muestras tomadas a los 60

minutos posinoculacién; no asi en las muestras de 7 y 14 dias de ensilaje (Figuras 3 a 6).
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Figura 3.- Herpesvirus observado por microscopia electréonica en una

muestra del inéculo original (25,000 X).
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Figura 4.- Rubulavirus porcino observado por microscopia electronica en

una muestra del inéculo (25,000 X).
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Figura 5.- Herpesvirus observado en una muestra tomada a los 60

minutos después de ser inoculado (25,000 X).
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Figura 6.- Rubulavirus porcino observado en una muestra tomada 60

minutos después deser inoculado (25,000 X).
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Etapa 3.- Evaluacion de los microsilos a intervalos menores de una

Semana.

Caracteristicas vy pH del ensilaje.

A las 24 horas de preparados e inoculados los silos, en todos se observd formacion
de gas y un fuerte olor a excretas de cerdo, sin que el material presentase caracteristica de
ensilado. Al tercer dia la produccién de gas habia terminado y el material no presentaba
olor a excretas. Al dia cinco las condiciones del material fueron muy semejantes a las del
dia siete de la segunda etapa, existiendo un olor caracteristico del material ensilado. En

ningun caso se detectd crecimiento de hongos en la superficie.

El pH de los cuatro microsilos oscild entre 5.5 y 6.0 al dia 0, alcanzando un pH de 4.0 al

dia 3, tal y como se muestra en el cuadro 10.

Cuadro 10.- Medicién del pH por inoculo y dias de ensilaje, en la tercera

etapa.
Microsilo Dias de ensilaje.
1 3 5

EC 6.0 4.0 4.0
SC 5.5 4.1 4.0
EA 6.0 4.0 4.0
OA 5.8 4.0 4.0

C 5.8 4.0 4.0

EC = Microsilos inoculado con Escherichia coli.

SC = Microsilos inoculado con Salmonella choleraesuis.
EA = Micresilos inoculados con EA.

OA = Microsilos inoculados con EOA.

C = Microstlos control.
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Ajislamiento bacteriano.

A las 24 horas posinoculacién se encontré crecimiento de colonias lactosas
positivas en los microsilos EC, SC y CB (Cuadro 11); en el microsilo EC se encontré una
colonia lactosa negativa en la sexta dilucién y en el C en la quinta dilucidn.

En el microsilo EC se identificaron los dos mismos tipos de E .coli encontrados en la
segunda etapa del trabajo y al realizar la serotipificacién correspondieron al serotipo

inoculado y al encontrado en la primera etapa del trabajo.

Del silo SC se aislé S. choleraesuis, y a partir del silo C se identificé £. coli no

hemolitica, serotipo F41.

Al tercer y quinto dia después de la inoculacién no fue posible aislar £ .coli ni S.

choleraesuis.

A partir de las diluciones sembradas en gelosa sangre se encontr6 carga bacteriana

en los tres tiempos de ensilaje (Cuadro 11).

Cuadro 11.- Cantidad de UFC/gr por inoculo y dias de ensilaje.

Microsilo Dias de ensilaje
1 3 5
EC 4x10° - -
SC 2x10’ - -
C 2x10° - -

EC = Microsilos inoculade con Escherichia coli.
SC = Microsilos inoculado con Salmonella choleraesuis.

C = Microsilos sin inocular que fungieron como control para EC y SC.
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Discusion.

El promedio de enterobacterias encontrado en todas las muestras de las diferentes
reas de la granja evaluada en el presente estudio cae dentro del rango reportado por Pradal
(1994), quien enconir6 que al muestrear animales de entre 10 y 12 kg un rango de 10% a 107
UFC/gr; cabe sefialar que el promedio encontrado en el presente estudio incluyé las
muestras tomadas de las fosas de sedimentacidn, almacenamiento, sélidos y liquidos, las
cuales presentaron una menor carga de enterobacterias. Si en el presente trabajo Ginicamente
se toman en cuenta las muestras obtenidas directamente de los animales se obtiene un rango
de 10° a 10® UFC/gr, lo que es mayor a lo indicado anteriormente; lo anterior es
comprensible pues el muestreo incluyé animales de mayor edad, que tienen una mayor
carga bacteriana, pero coincide con Langlois (1978) quien reporta un rango de 10°% a 107¢
UfC/gr en animales adultos. Sin embargo, los resultados de o encontrado en las fosas de
almacenamiento y sedimentacién difiere con lo reportado por Henry et al. (1995) quienes
reportan cargas de enterobacterias en fosas anaerébicas de tres granjas engordadoras, de 4 x

107 2 6 x 107 UFC/gr.

Las cantidades de enterobacterias encontradas en este estudio no disminuyen en las
muestras obtenidas en destetes y maternidades con respecto a las de animales de las areas
de engorda y gestacion, lo cual difiere con el trabajo realizado por Ifiigo er al. (1991),
especialmente llama la atencion en ambos estudios la baja carga bacteriana encontrada en
las hembras lactantes v los lechones destetados, lo que puede ser explicado por las normas
de manejo sanitario a las que estdn sometidos dichos animales, especialmente el uso de
pisos enrejillados que disminuyen el contacto con las heces; a diferencia de las hembras
gestantes y los cerdos de engorda, los cuales estan expuestos a ambientes mas

contaminados por un mayor lapso.
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En cuanto a la menor carga bacteriana encontrada en los sistemas de
procesamiento y almacenamiento de las heces, con respecto a las muestras tomadas de los
animales, los resultados de esta investigacién coinciden con algunos autores (Chandler y
Craven, 1981; Ifiigo ef al., 1991; Mateu et al., 1992), quienes encontraron una menor carga
de enterobacterias en los depdsitos de excretas que en las muestras obtenidas directamente
de animales. Para explicar lo anterior existen una serie de factores involucrados, entre ellos
estan: el uso constante de desinfectantes y la permanencia de residuos de estos en los
drenajes de la granja, el proceso de desecacion que se da en las excretas en los corrales
antes de ser removidas, la dilucién que ocurre en los drenajes durante el proceso de arrastre
de los sélidos y sobre todo los fenémenos de fermentacién y digestion aerébica y
anaerdbica que ocurren en las fosas de sedimentacién y almacenamiento, previos al
procesamiento, en los cuales existen cambios del pH, temperatura y produccion de acidos
grasos volatiles que disminuyen el potencial de sobrevivencia de las bacterias, Io cual se ve

incrementado por los tiempos de retencion que en algunos casos son proJongados.

En relacién a este ultimo aspecto Mateu ef al. (1992) reportan una disminucién de
dos logaritmos en la cantidad de enterobacterias encontradas en las muestras de heces
liquidas, en lagunas de estabilizacion, después de diez dias de retencion; lo cual concuerda

con los datos encontrados en este estudio en el que el tiempo de retencion va de 7 a 10 dias.

Strauch y Ballarini (1991) mencionan que la reduccidn en la cantidad de bacterias
esta intimamente relacionada con la temperatura del material almacenado y con un
incremento en la cantidad de s6lidos por arriba de un 5%; durante el almacenamiento de las
excretas liquidas, el pH cae de un valor de 7.5 a 6.5 y esto origina una disminucién de un
90% en la cantidad de enterobacterias. En el presente estudio no se realizé la medicién del
pH de las fosas de almacenamiento, por lo que es dificil argumentar que en los momentos
de muestreo las condiciones eran 4cidas, pero el aislamiento de enterobacterias en ellas

hace pensar en un pH mds alcalino.
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Los géneros de bacterias encontrados en las diferentes muestras de excretas, tanto
de los animales como las dreas de almacenamiento y procesamiento coincide con la flora
que es frecuentemente aislada de las excretas porcinas y que no ocasiona cuadros clinicos
de importancia, con excepcidn de E coli (lfigo ef al.1991; Pradal, 1994; Hernandez,
1997).

El haber aislado S. choleraesuis de animales en engorda confirma lo reportado por
diversos autores (Chandler y Creven, 1981; Strauch y Ballarini, 1991; Plym v Ekesbo,
19933 Wilcox y Schwartz, 1992; Taylor, 1995), en relacién a la eliminacion de este agente
en las heces y establece su presencia en la poblacién muestreada. El no haber aislado
Salmonella choleraesuis en otras dreas o edades pudo deberse al tamaiio de la muestra o
bien a una baja incidencia; sin descartar que al ser un problema serio de salud en una piara,
cuando aparecen animales afectados son tratados con fuertes dosis de antibiéticos, lo que

disminuye la cantidad del agente en la poblacién y en el medio.

El aislamiento de Salmonella choleraesuis a partir de los liquidos provenientes del
separador, confirma su presencia en la granja; y concuerda con Jones (1975) quien reporta
el aislamiento de S. dublin en heces liquidas almacenadas en fosas de retencidn; también
coincide con Chandler y Caven (1981) quienes aislaron S. havarna a partir de efluentes
porcinos, en una granja sin antecedentes de enfermedad por diez afios; y lo mismo sucede
con el reporte de Plym y Ekesbo (1993), quienes encontraron que S. senfiemberg y S.
typhimurium sobrevivieron en una composta de heces de cerdo por siete diasy S dublin
por 14 dias. Sin embargo, estos Gltimos autores, reportan que la sobrevivencia de
enterobacterias y especialmente de Salmonella spp. es mucho maés frecuente en las heces

sélidas que en las liquidas.
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La informacién anterior confirma lo encontrado por Henry ef al. (1995) quienes
aislaron once serovariedades de Salmonella spp. de fosas de almacenamiento de excretas
anaerébicas, facultativas y aerdbicas, asi como de efluentes liquidos en tres granjas
diferentes, en Australia. Dichos autores argumentan que algunas de las procesos usados en
dichas granjas no producen las condiciones de pH suficientes para la eliminacién de

Salmonella spp..

En el caso de los agentes virales evaluados, el no haber aislado los virus de la
Enfermedad de Aujeszky y de la Enfermedad del Ojo Azul, tanto a partir de los animales
como de los depdsitos de excretas y liquidos, el no haber detectado anticuerpos contra estas
enfermedades, la falta de antecedentes de las mismas en la granja desde su inicio en 1992 y
el hecho de que la poblacién ha permanecido cerrada a la incorporaciéon de material
genético externo, indican que dichos agentes no existen en esa poblacién; mas que la
existencia de algiin tipo de efecto del medio ambiente sobre las heces que cause su

inactivacién.

No obstante que esta esta bien documentado que condiciones adversas, de factores
como: temperatura, luz ultravioleta, acidez, calor, otros microorganismos y residuos de
desinfectantes originan la inactivacién de diversos virus (Cliver y Herrmann, 1972; Ward,
1982, Monteith et al., 1986; Ward et al., 1986, Mateu et al., 1992; Ming y Cliver, 1992;
Ming y Cliver, 1995).

Sin embargo, a diferencia de los autores anteriormente citados, Ezzell (1999)
menciona que una variedad de virus que infectan el tracto gastrointestinal del humano,
como poliovirus y rotavirus, han sido identificados en muestras de aguas oceanicas,

tomadas a 1000 metros de profundidad.
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En la segunda y tercera fase del experimento, se observé que las condiciones de los
microsilos fueron las de una adecuada fermentacion, desapareciendo el olor a excretas
porcinas y mejorando la textura; coincidiendo con las reportadas por Hernandez (1997) y
Cabrera (1998), quienes encontraron en los microsilos de excretas porcinas elaborados en
envases de plastico de 2.5 kg, un color café, olor 4cido, pero no reportan el crecimiento de

hongos en la superficie, hasta los 60 dias de ensilaje.

La presencia de hongos desde el dia 28 de ensilaje en dos frascos y en 6 frascos al
dia 56, sugieren que a pesar de mantenerlos cerrados y haberlos sellados con silicona, una
vez inoculados, hubo entrada de aire contaminado en algunos puntos del borde del frasco.
Lo anterior puede explicarse por la fuerte produccion de gas que se presentd durante las
primeras 72 horas, y ya que los frascos fueron compactados hasta ei tope de su capacidad,
no quedando espacio para el gas, este iltimo buscé una salida removiendo el silicon en
algunos puntos del borde de varios frascos, lo cual facilité la entrada de aire y el
crecimiento de hongos. Esta situacion sucede frecuentemente en ensilados de mayor tamafio
y no interfiere con el proceso de fermentacidén, en las partes centrales del silo (Garcia,
1979).

Las caracteristicas del ensilado y la disminucién del pH a 4.0, a las 72 horas de
ensilaje en la Etapa 3, indican que los procesos de fermentacién y acidificacién se
desarrollaron correctamente y coinciden con los reportes de Herndndez (1997), Cabrera
(1998) y Toledo (1998) quienes encontraron los mismos datos de pH que en el presente
estudio, y que corresponden al pH que se reporta como satisfactorio para alcanzar una
buena calidad en el ensilado (Beck, 1978). Ademads, las condiciones de olor y color
reportadas en este estudio son iguales a aquellas citadas por Ifiiguez (1991) y Campadabal y
Navarro (1994), cuando se alcanza una adecuada fermentacion lactica en los ensilados de

excretas porcinas.
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El haber encontrado dos silos descompuestos, a los 56 dias de ensilaje, pudo
deberse: a) que esos frascos no quedaron bien sellados, después de los primeros dias
posinoculacion y permitieron la entrada de aire durante todo el periodo de ensilaje o bien;
b) a que no fueron compactados correctamente desde el momento de introducir la mezcla

en ellos; ¢) a ambas cosas (Garcia, 1979).

Las cantidades de enterobacterias encontradas a los 60 minutos después de la
inoculacién fueron concordantes con el indculo empleado, no existiendo practicamente
diferencia entre lo inocujado y lo cuantificado una hora posinoculacién. Los microsilos
controles presentaron una disminucién de 4 x 10° a 7.6 x 10° a los 60 minutos
posinoculacion, que fue la misma carga de enterobacterias encontrada en los sélidos en la
etapa 1 del experimento, y coincide con lo reportado por Hernandez (1997) quien encontrd

1.6 x 10° a Jos 60 minutos de ensilaje.

Las cantidades de enterobacterias encontradas al dia 0 son ligeramente menores a
las halladas por Hernandez (1997), que fueron de 2.4 x 107 al' muestrear el mismo dia. En la
tercera etapa del presente estudio, se encontraron al dia 1 de ensilaje, cargas de
enterobacterias desde 4 x 108/ gr en los microsilos EC, hasta 7 x 10° en los CB; las cuales

son muy semejantes a las del dia 0.

E] aislamiento al dia 1 de E. coli y S. choleraesuis en los microsilos inoculados
confirman la eficacia de la inoculacion y de las técnicas de aislamiento y cuantificacién

utilizadas.

El no encontrar crecimiento de enterobacterias desde el dia 7 en la segunda Etapa
del trabajo vy desde el dia 3 en la tercera Etapa, coincide con lo reportado por Ifiiguez ef al.
(1990), quienes encontraron que después del dia siete de ensilaje todos los coliformes
fueron totalmente destruidos; estos datos se confirman con lo reportado por Hernandez

(1997) quien no encontré enterobacterias a los 30 dias de ensilaje. Asf mismo coincide con
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McCaskey et al. (1996), quienes reportan la eliminacidn en cinco dias de . coli y S.
typhimurium inoculados en ensilajes a base de contenido ruminal, maiz, heno de alfalfa,

céascara de semilla de algoddén y pollinaza.

La destruccién de las enterobacterias en el presente estudio parece estar muy
relacionada con el momento en que se alcanza la fermentacion anaerobica y el menor nivel
de pH en los microsilos, lo cual ocurre a las 72 horas (Etapa 3), lo que coincide con
diversos autores quienes sefialan que la disminucién del pH, la ausencia de oxigeno, la
presencia de acidos grasos volatiles y la temperatura del proceso de ensilaje son factores
que destruyen a las bacterias (McCullough, 1978; Henry er al., 1983; Iiiiguez, 1991; Henry
et al., 1995; Hemandez, 1997; Gutiérrez, 1997; Russel y Diez-Gonzélez, 1998).

Si se considera que dentro de las caracteristicas quimicas y microbiologicas de los
ensilados normales se incluyen altos niveles de 4cido lactico, en comparacién con los de
acido acético y 4cido butirico, un pH bajo y un contenido bajo amoniaco se explica
facilmente el hecho de no encontrar enterobacterias cuando se establecen las condiciones de

ensilaje (McCullough, 1978).

Lo anterior se confirma con los resultados de diversos trabajos, entre ellos los de
Hernandez (1997) quien reporta que E. coli no sobrevive a un pH de 4.4, S. parayphi a
4.5, S. schottmuelleri a 4.5y S. typhi a 4.0; Henry ef al. (1995), indican que S. typhimurium
no sobrevive a un pH de 4.0 por mas de 24 horas, mientras que a un pH de 5.0 sélo se
recuperan en tres de cada cuatro muestras a las 48 horas, y ante la presencia de 4cidos
grasos volatiles incrementa la rapidez de la destruccion; y de Strauch y Ballarini (1991), los
cuales mencionan que las poblaciones de E. coli, Salmonella sp., Yersinia enterocolitica,
Staphylococcus aureus y Serpulina hyodisenteriae se destruyen en un 90% en una semana

en pH menores de 6.5.
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Los ensilados formulados con excretas animales reducen la posibilidad de riesgos
de salud cuando son suministrados como alimento al ganado. McCaskey y Walters (1977)
encontraron que la adicidén de excretas de ave al maiz forrajero, antes de ensilar, no
aumentd la cantidad de coliformes; asi mismo, demostraron gue Salmonella spp. no
sobrevive en este tipo de ensilajes después de tres o cuatro dias, momento en el que la
produccién de acido lactico ha reducido el pH a 4.5 o menos; sin embargo, la disminucién
del pH no es el tinico factor que induce la destruccion de dicho agente, ya que a medida que
se aumenta la temperatura de ensilaje, se incrementa la velocidad con que el agente se

destruye.

El proceso por ¢l cual en un hébitat anaerébico, con un pH bajo vy una alta
concentracion de acidos grasos volétiles, hay destruccién de microorganismos, se explica
por el hecho de que los 4cidos grasos volatiles no disociados, producto de la fermentacion,
pueden cruzar la membrana celular y disociarse en el ambiente interior que es mas alcalino
(Beck, 1978; Gutiérrez, 1997; Russel y Diez-Gonzéles, 1998); una vez adentro de la célula,
origina la acumulacién de anjones, dependiendo del gradiente del pH a través de la
membrana;. E. coli es capaz de disminuir su pH intracelular hasta 6.1 antes de que se
detenga su crecimiento, pero esta pequefia disminucion en su gradiente de pH no alcanza a

contrarrestar el efecto de la acumulacion de aniones (Russel y Diez-Gonzalez, 1998).

El no encontrar desarrollo de enterobacterias en los frascos abiertos a los 28 dias,
puede deberse a que si bien habia penetracién de oxigeno y las condiciones de pH no eran
tan acidas, como se cito anteriormente, £. coli no resiste un pH cercano a 5.0, que fue el
encontrado en el material de esos frascos y Salmonella spp. solo resiste ese nivel de pH

por 48 horas (Henry, et al., 1995).
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Si bien, en el presente estudio no se determind el tipo de acido encontrado en los
ensilados, Cabrera (1998) en un estudio con ensilados semejantes encontré que el tipo de
4cido predominante fue el lactico, el cual es el que logra la mayor acidificacién y permife

la destruccidén de otros microorganismos (Beck, 1978).

Otro factor que se debe considerar en el presente estudio con respecto a la
destruccién de enterobacterias en los enstlados, es el uso de la melaza en la mezcla, la cual
se sefiala como un producto efectivo para suprimir el crecimiento de bacterias y hongos. La
adicién de melaza a niveles de 15 a 45 %, en las mezclas con excretas frescas de cerdo, se
asocié con una disminucién del nimero de UFC/gr de S fyphimurium; esta accidn
antimicrobiana fue mas acentuada con el nivel de 45% de melaza, a partir de las 12 horas de
inoculada. Se sugiere que la melaza afecta en forma negativa la viabilidad de S.
typhimurium debido al estres osmotico ocasionado por la alta concentracion de solutos a
través de la sacarosa; el mismo efecto fue observado con NaCly KCl en S. typhimurium y
E. coli, las cuales acumulan 4cido glutdmico intracelular (Beck, 1978). En el presente
estudio solo se empleo un 8% de melaza por lo que no se puede argumentar efecto de la

melaza en la destruccién de Salmonella choleraesuis.

En cuanto a la sobrevivencia de los virus inoculados en los ensilados, sélo se pudo
encontrar evidencia de la presencia del virus de la Enfermedad de Aujeszky a los 60
minutos después de la inoculacién y del virus de la Enfermedad del Ojo Azul a los 60
minutos y a las 24 horas, aunque en este Gitimo caso s6lo se haya evaluado un microsilo.
Lo anterior sugiere que el virus de la Enfermedad del Ojo Azul presenta una mayor
resistencia a las condiciones de la mezcla durante las primeras 24 horas después de la
inoculacién, pero es importante recordar que en ese momento, los agentes virales son
destruidos por las condiciones del medio ambiente existente en la muestra, mds que por el
efecto del proceso completo del ensilaje, y tal vez la condicién méas importante sea el rdpido

incremento de temperatura que se presenta durante las etapas iniciales de la fermentacién.
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Si bien todavia no estdn bien establecidos los efectos de los ensilados sobre la
sobrevivencia viral, se puede argumentar que pocos virus resisten condiciones tan 4cidas
como las encontradas en los microsilos del presente estudio (Fener et al., 1987). De igual
forma Jawetz et al. (1990) reportan que la mayoria de los virus sélo son estables a un pH
que va de 5 2 9 y que todos los virus se destruyen en condiciones mas alcalinas, Por
ejemplo se conoce que ¢l virus de la Enfermedad de Aujeszky se inactivaa un pH de 4.3 y
a una temperatura de 39 grados centigrados entie uno v siete dias (Kluge ef al., 1992). En
el caso del virus de la Enfermedad del Ojo Azul, se reporta que se inactiva a 56 grados
centigrados después de 30 minutos, pero a una temperatura de 37 grados centigrados
conserva sus propiedades hemoaglutinantes e infectivas en cultivo celular por 110 dias
(Cruz et al., 1988). Sin embargo, no existen reportes respecto a la susceptibilidad del virus

al pH acido.

En el presente trabajo el pH mas 4cido se establecié desde las 72 horas, y aunque
no se midié la temperatura dentro de los microsilos en los frascos de plastico, se repota que
alcanzan al menos de 38 grados centigrados . Fener et al. (1987), mencionan que la vida
media de los virus puede medirse en segundos a 60 grados centigrados, en minutos a 37

grados, en horas a 20 grados, en dias a cuatro grados y en afios a menos 70 grados.

Tanto la temperatura como el pH son factores importantes de inactivacién viral,
Ward et al. (1986) reportan un 99% de eliminacion de echovirus y rotavirus en liquidos
fermentados a un pH de 6.5 en 24 horas. Ming y Cliver (1995) reportan la inactivacién del

virus de la Hepatitis A en un 97 % cuando la temperatura era de 20 grados centigrados, en

* Castrejon, P.F. Comunicacién personal.
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sedimentos liquidos de cerdo a un pH de 6.9. Estos mismos autores indican que la
inactivacién viral por las temperaturas altas y por los cambios en el pH, se deben a su
efecto sobre la desnaturalizacién de proteinas virales y mencionan que los virus entéricos
son mas estables a un pH neutro, que a uno 4cido (3-5), y que son mas susceptibles a un pH
alcalino (9-12) que a uno 4cido. En el presente trabajo lo anterior justica la presencia de

1estos de capsides, en los estudios de microscopia electrdnica, a los dias 7 y 14.

Los resultados hallados en este estudio difieren de los reportados por Monteith ef
al. (1986), quienes inocularon dos silos con enterovirus bovino y parvovirus bovino, y
lograron aislar parvovirus a los 30 dias de ensilaje en uno de los dos silos inoculados, pero
no lograron aislar al enterovirus; en el caso del ai}slamiento positivo el pH fue de 6.1,
mientras que en los otros ensilados fue de 5.9 y 4.4. Estos autores concluyen que la
fermentacion anaerdbica es un método eficaz para la inactivacion viral en las excretas y que

las excretas asi tratadas pueden ser usadas en forma segura para alimentar al ganado.

Cabe sefialar que los virus utilizados en el anterior trabajo son mucho mas
resistentes a condiciones medio ambientales que los utilizados en esta investigacién; por
ejemplo, los enterovirus son relativamente estables al calor y a rangos de pH que vande 2 a
9, pero tal y como se comprobé en el estudio citado en el péarrafo anterior, son inactivados

por el proceso de fermentacién anaerébica (Derbyshire et al., 1992).

Otro aspecto de importancia a considerar, con relacién a la inactivacion viral en los
ensilados, son los reportes de la existencia de bacterias que causan la destruccion de los
virus, en las diferentes formas de manejo de excretas porcinas; dentro de las bacterias que
se han involucrado en este proceso destacan los Bacillus spp. los cuales pueden resistir
condiciones de acidez. Este tipo de agentes tienen efectos proteoliticos por medio de
enzimas y se ha sugerido que las proteinas virales pueden servir como substrato en el

desarrollo bacteriano (Cliver y Herrmann, 1972; Ward et al., 1986).
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Con relacién a los resultados encontrados en las diferentes pruebas realizadas para
la identificacion viral, el haber hallado efecto citopatico y fluorescencia en algunas
muestras, y que estds fueron negativas a las pruebas de hemoaglutinacion y
hemoaglutinacién pasiva, puede explicarse debido a una baja cantidad de virus existente en
estas muestras. Lo anterior justifica el que el efecto citopatico observado haya sido
moderado y solo detectable en algunas areas de los pozos afectados, mientras que en los
pozos con controles positivos era extenso; en el caso de la fluorescencia, esta se observé
solo focalmente en algunas células, mientras que en los pozos con controles positivos la
fluorescencia se presentaba en toda la superficie del cultivo. En el caso de las dos muestras
de microsilos OA, que presentaron fluorescencia al dia siete de ensilaje, ésta se considerd
negativa o inespecifica, debido a que las ofras prﬁebas, incluso la microscopia electronica
fueron negativas y a la imposibilidad de idéntiﬁcar al virus tanto a los tres, como a los cinco

dias después de la inoculacion.

Lo anterior puede apoyarse en el trabajo de Bolin ef al. (1985), quienes
encontraron un mayor numero de muestras positivas por aislamiento viral, cuando se
comparé con la prueba de inmuhoﬂuorescencia, para la deteccion del virus de la
Enfermedad de Aujeszky a partir de diversos érganos; sin embargo difiere de lo reportado
por Wohlgemuth et al. (1978) quienes encontraron la misma sensibilidad en ia prueba de

fluorescencia y en la de aislamiento viral.

En el caso del virus de la Enfermedad del Ojo Azul, McNeilly er al. (1997)
hallaron que la prueba de aislamiento viral fue mas sensible que la de inmunofluorescencia

para el aislamiento del virus.
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Conclusiones.

1.- La cantidad de enterobacterias existente en las dreas de manejo de excretas
(fosas de sedimentacién, almacenamiento, en los liquidos derivados del separador de
sélidos y en los sélidos), fue menor a las eliminadas en las heces por los animales de las

diferentes areas de la granja.

2.- Dentro de las condiciones de este trabajo, los agentes inoculados en los -
microsilos (E. coli y S. choleraesuis) no sobreviven las condiciones de ensilaje por siete
dias. Debido al tamafio de la muestra es dificil asegurar que dichos agentes sélo sobreviven
en los ensilajes por 24 horas, por lo que se recomienda realizar trabajos semejantes con un
mayor numero de repeticiones; sin embargo es probable que su periodo de sobrevivencia no

vaya mas allé de las 72 horas.

3.- Los agentes virales inoculados no sobreviven en las mezclas ensiladas por més
de siete dias. Debido al tamafio de la muestra empleado en la tercera etapa de este estudio
es dificil asegurar que los virus inoculados son eliminados a las 72 horas después de la
inoculacién, por lo que se recomienda hacer trabajos semejantes con una mayor cantidad de
repeticiones; sin embargo, se puede sugerir que los virus de la Enfermedad de Aujeszky y

de la Enfermedad del Ojo Azul sobreviven un méximo de 24 horas dentro de los ensilados.

La inactivacion de estos virus parece estar mas relacionada con la escasa capacidad
de sobrevivencia del virus fuera del huésped, que a las condiciones de un proceso completo

de ensilaje.

4.- Con base en los resultados de este trabajo, los ensilados hechos a base de la
fraccion sélida de excretas porcinas se pueden usar sin riesgo de transmitir los agentes

inoculados en el presente estudio.
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Fecha

Anexo 1.- Formato para la identificacion de bacterias.

FACULTAD DE MEDICINA
VETERINARIAY ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE PRODUCCION
ANIMAL: CERDOS

No. de Caso
Muestra

Colonia

Tincién Gram

Medio

Tamafo

Descripcion

Hembélisis

Subcultivo

KOH3 %

* Catalasa

Coagulasa

TSI

Citrato

Urea

Nitratos

* RMIVP

Malonato

Fenilalanina

* Amilasa

* NaCl. 6.5 %

Adonitol

Arabinosa

Dulcitel

Fructuosa

Glucosa

Inositol

* Lactosa

Maitosa

* Manitoi

* Rafinosa

Ramnosa

* Salicin

* Sorbitol

* Sacarosa

* Trealosa

Xylosa

Leche tornasolada
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 Anexo 2.- API 20E para la identificacion de enterobacterias.

yapi 20 ¢

SiSTEMA DE IDENTIFICACION PARA
ENTEROBACTERIACEAE Y OTROS
BACILOS GRAM-NEGATIVOS,

Ficha técnica
Version C

AP] 20 € as un sistema para la identliicacién de las Ente-
robacteriaceas y otros bacilos Gram-negativos y no exi-
gentas, mediante 23 tests bioquimicos estandarizados y
rminiatunzados, y una base de datos. La lista completa de
las bacterias que pueden identificarse utilizando este
sistema aparece an la tabla ds identificacion (p. 22 de la
ficha técnica).

Principle

La gat®ria AP! 20 € consta de 20 microtubos que contie-
nen los substrates deshidratados. Los tests se inoculan
con uha suspensidn bacteriana que rehidrata los medios.
Durante la incubacién el metaboiismo de la bacteria pro-
duce cambios de color espontaneos o blen al afadir
reactivos.

La lectura de las reacciones se hace de acuerdo con fa
tabla de lectura y la tdentiticacién mediante |2 tabla de
Identiticacién, APl 20 € Index & al programa Informiatico
para ldentiflcacién,

e« La caja AP! 20 € parmite reallzar 25 |dentificaciones,
Se compone ds: '
— 25 galerias APl 20 €
— 25 camaras de Incubacién
- 25 hojas de resuitados
— 1 sistema de clerre
— 1 ficha técnica.

« Para emplear APt 20 € es preciso disponer de:

~ Medio de suspeansin, 5 mi (ref. 20 110)

~ Cojo de reactivos {ref, 20 120)
o reactivos Individuales {ref. 70 400 a 70 460 y ref.
70 840)

~ Reactivo 2a (ref. 70 380)

— Rceite de parofina(raf, 70 100)

— Pipetas o PSlpetes (ref. 70 250)

— AP 20 € Index (ref. 20 190} o
Programa Informatico para identificacién

— Gradille (ref. 70 200)

En algunas ocasiones tamblén se pracisa:
— Medio AP OF, Tast para daeterminar el metabolisme
fermentativo y oxidativo de la giucaosa .
— Madio API M. Test para determinar la movilidad de
las bactarias aerg-anaerobias,
Material de laboraterio:

- Estufa {35-37°C), nevers, mechero Bunsen,
rotulador,

ESPANOL

Ref. 20 100

Conservacién

Las galerias AP) 20 € se presantan en un sobre de alumi-
nio. Después de fa apertura del mismo, conservar las
galerias restantes cerrando dicho sabre con la ayuda del
sistema de cierre (incluido en el envase) : colocar el
extremo del sobre antre ias dos piezas del sistema de
cierre y apretar suavemente y a fondo sobre {oda lg aber-
tura, Las galerias pueden conservarse asi durante 10
meses a 2-8°C (hasta la fecha de caducigad indicada en
el envase).

Todos los reactivos se conservan iguatmente a 2-8°Cy 1
mes daespués de su apertura.

El reactivo OX es muy sensible a la fuz : conservar
envuelto en papel aluminio.

Composiclén de los medios y reactivos

» Medio de suspension (ref. 20 110): agua desminerali-
zada.

e Reactivo TOA (ref. 70 400) para la deteccidon de la
triptéfano desaminasa:

Percloruro férrico 34 ¢
Agua desmineralizada 100 ml

« Reactlvo para la deteccion del indol:
JRMES (ref. 70 540)

Compuasto J 2183 0549
HCI N 100 mi
-]

IND

Paradimetilaminobenzaldehido 5 g
Alcohol isoamilico 75 ml
HCI 37% 25 mi

« Reactlvos de Yoges Proskauer para la dateccion ce
aceteina:

VP 1 (retf. 70 420)

Hidroxido potasico 40 g
Agua desmineralizada 100 ml
Ve 2 (ref. TO 430) ‘
« naftol 6 9
Etanoi 100 mi

« Reactivo de Griess para los nitritos:
NIT 1 (ref. 70 440)

Acido sulfanilice 08 g
Acido acético 5N 100 ml
NIT £ (ref. 70 450)

N-N-dimatil- « -naftiiaminzg 06g
Acido acético 5N 100 ml

« OX (ref. 70 460) para detectar oxidasa
Teatrametil-p-fenilendiamina 19
Alcohol ispamilico 100 mi



Anexo 3.- Caracteristicas del ensilado por inéculo y tiempo de ensilaje.

Microsilo

EC1
EC2
EC3
SC1
SC2
SC3
CB1
CB2
CB3
EA1
EA2
EA3
0Al
0A2
0A3
CVv1
Ccv2
CV3

Dias de ensilaje

28

Z Z Z Z 2 zZ z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z|| 2

zzzzzzzzzzzzzzzzzz“:
z Z Z Z Z Z Z T Z 2 Z'Z z Z 2z Z z Z

7 w i Z ZZ wmZ@mZ 2T Z 2Tz 2 2

tn
(=

N = Normal.

H = Crecimiento de hongos en la superficie cercana al borde del frasco.

S = Sin caracteristicas de ensilaje en todo el frasco

86



Anexo 4.- PH en cada microsilo por dias de ensilaje.

Microsilo Dias de ensilaje
7 14 28 28 (NS) _ __56 .
EC1 4.0 4.2 3.8 5.0 4.0
EC2 4.0 3.9 4.0 5.1 4.1
EC3 4.0 4.0 4.0 4.9 4.0
SC1 4.0 4.0 4.0 5.0 4.1
SC2 4.0 4.1 4.1 5.0 4.0
SC3 4.0 4.2 4.0 52 4.2
CB1 3.9 4.0 4.0 5.0 4.0
CB2 4.0 4.1 38 5.0 4.5
CB3 3.8 42 4.0 5.0 4.1
EAl 4.2 4.2 3.8 5.0 4.5
EA2 38 4.2 4.0 52 4.1
EA3 3.8 4.1 4.0 5.0 5.0
0Al 3.8 4.1 3.8 5.0 42
0A2 3.5 4.1 3.7 5.0 4.0
0OA3 3.5 4.3 4.0 5.1 4.1
CcVv1 3.9 4.0 4.0 5.0 4.0
CVv2 4.0 4.1 3.8 5.0 4.5
CV3 3.8 4.2 4.0 5.0 4.1
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Anexo 5.- Agentes aislados por microsilo al dia o posinoculacién.

~ Microsilo E. coli hemolitica l E. coli no hemolitica | S. cholereasuis
— | ] :
EC2 + + -
EC3 + + B
SC1 - + +
SC2 - + +
SC3 - + -
CB1 - + _
CB2 - + i
CB3 - + ~

+ = aislamiento positivo.

- = no se logroel aislamiento
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Anexo 7.-Resultado de las diferentes pruebas de determinacién de presencia e

identificacion viral por microsilo vy dias de ensilaje.

Prueba Dias de ensilaje

7 14 28 28NS 56

Microsilo

EA1 ECP
IF
HP
EA2 ECP
IF
HP
EA3 ECP
IF
HP
0Al ECP
IF
Hg
0A2 ECP
IF
Hg - - - - - -
0A3 ECP + - - - - -
IF - + - - - -
Hg - - - - - -
CVv1 ECP - - - . - -
IF - . - - . -
HP - - - - - -
Hg - - - - - -
CV2 ECP - - - - - -
IF - - - - - -
HP - - . - - -
Hg - - - - -
CV3 ECP - - - - . -
IF . - - - - -
HP - . - - - -
Hg - - - - - -

L T T S I
[} [} ) [}
[} 1 ] ]
[} [} 1 1
1 1 ] ]
] 1 ] 1

+ +
I
[}
]
1
]

ECP = Efecto citopitico
IF = Inmunofluorescencia
HP = Hemoaglutinacién pasiva

Hg = Hemoaglutinacién



	Portada

	Resumen
	Contenido
	Introducción

	Hipótesis   Objetivos

	Material y Métodos

	Resultados

	Discusión
	Conclusiones
	Literatura Citada

	Anexos




