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RESUMEN

TUFINO LOZA CATALINA. Comparacién microbiologica de dos métodos de limpieza y
desinfeccion en corrales de granjas porcinas (Bajo la direccion de MVZ, PhD Antonio
Morilla Gonzélez y M en C. Laura Hernandez Andrade)

Debido a la problematica patologica en las explotaciones intensivas casi siempre asociada a
la carga bacteriana, el objetivo de este trabajo fue comparar el grado de sanitizacion de dos
métodos de limpieza y desinfeccion por medio de técnicas de analisis bacteriologico, en
corrales de engorda de 5 granjas porcinas localizadas en los estados de Morelos y México.
Se comparé un método estandarizado que consistidé en limpieza en seco por barrido y/o
raspado, lavado con agua y detergente, se enjuago, se dejo secar, se desinfectd y se dejo
secar nuevamente. El otro método fue el que se utilizaba normalmente en la granja que
consistié en limpieza en seco, lavado con agua con/sin detergente y desinfeccion, sin
importar el equipo usado, tipo de instalaciones y/o técnica. La evaluacion cuantitativa
consistio en el muestreo de 100cm” en comederos, bebederos, pared y piso de los corrales,
antes y después de lavar y después de desinfectar para su posterior analisis bacterioldgico
tradicional. Ademas se compard el método bacterioldgico con dos pruebas rapidas para
analizar el grado de contaminacion: el petrifilm y la bioluminiscencia. Se encontré que no
hubo diferencia estadistica entre los dos métodos de limpieza y desinfeccion y que hubo
una baja correlacion entre los resultados de la bacteriologia con la bioluminiscencia y el
petrifilm. Se concluydé que ambos protocolos de limpieza dieron buen resultado en la
sanitizaciéon de los corrales y la técnica mas confiable para determinar el grado de

contaminacion fue la bacteriologia tradicional; los métodos rapidos no funcionaron.



1. INTRODUCCION

En las explotaciones ganaderas y en la produccion y elaboracion de alimentos de origen
animal, la limpieza y desinfeccion ocupa desde hace mucho tiempo un lugar importante en
el marco de las medidas de prevencion de enfermedades e higiene general. Su importancia
ha aumentado como consecuencia de la tendencia a crear grandes nucleos de explotacion
ganadera. Es por este motivo que es necesario disponer de informacion adecuada en lo

. . . . s 1,2
referente a medidas de limpieza y desinfeccion.

La limpieza y desinfeccion estricta removiendo los residuos de alimento y excretas es una
de las medidas que permite irrumpir los ciclos de enfermedades infecciosas y reducir el

, . . . . . 4
numero de contaminantes existentes en el interior o en la superficie de un producto. ***>

En este trabajo se compararon dos métodos de limpieza y desinfeccion de los corrales de
las granjas porcinas y se evalud el grado de desinfeccion por medio de pruebas

bacteriologicas.

1.1 Limpieza y desinfeccion en las explotaciones de cerdos

La crianza de cerdos en un ambiente confinado con muchos animales hace que estos tengan
una constante exposicion a diversos agentes contaminantes como virus, bacterias, parasitos,
hongos, polvo (particulas pequeiias de dimensiones variables que proceden del suelo,

. 1
esporas, alimentos seco y cama), entre otros.

Cuanto mas especializado es el establecimiento y mayor el nimero de animales, cobra
mayor importancia la limpieza y desinfeccion entre las medidas a adoptar para preservar la

salud de los animales.'



Los microorganismos exacerban su multiplicacion en los animales cuando estos se
mantienen en malas condiciones de higiene y manejo y se difunden en grandes cantidades
en las instalaciones, agua, aire y el medioambiente para tratar de colonizar nuevamente
animales susceptibles. Los cerdos al estar constantemente expuestos a contaminantes
microbianos, particulas, polvos, sustancias toxicas, etc., utilizan una gran cantidad de
energia y desarrollan el sindrome de la estimulacion cronica del sistema inmune, que se
manifiesta con retraso en el crecimiento de los cerdos, mayor deposicion de grasa y
consumo de alimento, menor formacion de musculo, lo que provoca grupos de animales de
pesos desiguales. Esta es la enfermedad méas comin cuando hay malas condiciones

higiénicas y de manejo en la granja. *’

Para eliminar la mayor parte de los microorganismos de un alojamiento se necesita una
limpieza previa. Por ello, toda sanitizacion de superficies e instalaciones debe regirse por la

méxima: PRIMERO LIMPIAR, DESPUES DESINFECTAR. !+°

Durante el ciclo productivo aumenta continuamente la presencia de microorganismos en los
alojamientos, que se pueden ver favorecidos por una alta acumulacion de animales en
espacios reducidos, en quienes al ir transmitiéndose de unos a otros se incrementa su

.. . . . 1
patogenicidad y aumenta la virulencia, ocasionando enfermedades.

Es importante recalcar que toda medida encaminada a lograr una menor aplicacién de
medicamentos en la produccion animal, eleva la aceptacion de productos animales por el

publico consumidor.

En la etapa de finalizacion del ciclo productivo de los cerdos, con limpieza y

desinfecciones regulares pueden lograrse incrementos de las ganancias diarias de peso hasta



del 17% y una disminucion de la mortalidad en torno al 1.5%. En la produccion de
lechones, se puede aumentar el numero de lechones por cerda alrededor de 1.3. Aun cuando
este efecto positivo depende de muchos factores, vale la pena llevarlo a cabo correctamente

. . . 1
teniendo en cuenta a la vez un criterio consecuente en el manejo de costos y mano de obra.

Para llevar a cabo la limpieza y desinfeccion se debe considerar la clase y calidad del
material de construccion, asi como la disposicion de los alojamientos. Esto condiciona de

. , . . . . . ., 1
forma esencial el éxito de las medidas de limpieza y desinfeccion.

1.2 Limpieza

En lo que se refiere a la reduccion de la carga microbiana existente en las superficies, con
solo la limpieza se reduce alrededor del 95%; aunque depende del tipo de suciedad, la

naturaleza de las superficies, y los métodos de limpieza. ®

Para efectuar la limpieza de un local, se debe empezar por raspar las paredes y el piso para
eliminar la materia gruesa y se barre fuera, se continia con la humidificacion del piso y
paredes con un aspersor. Posteriormente se puede utilizar agua a presion para lavar y si esta
caliente es mejor; ademas es recomendable utilizar un detergente que ayude a despegar la

. . . . .1
suciedad. Una vez eliminada la suciedad se deja secar la superficie. *°

1.3 Sustancias limpiadoras

Los limpiadores pueden clasificarse en alcalinos, acidos y neutros (Cuadro 1), pueden ser
sustancias simples o bien, mezclas de éstas con otros productos quimicos como ténsidos o

quelantes. '



1.3.1 Limpiadores alcalinos

La accion limpiadora de los alcalis se ejerce por emulsion, suspension y saponificacion
pero actian muy lentamente y s6lo en determinados casos se usan como productos simples,

aunque con frecuencia entran a formar parte de los desinfectantes mixtos.'

Estas sustancias provocan la imbibicion de los residuos proteicos en las superficies. Cuanto
mas alto es el pH, mejor es el efecto limpiador, pero también es mayor el peligro de
corrosion o alteracion de las superficies (sobre todo metalicas), un inconveniente es su mala
capacidad emulsionante. Por ello, la grasa inicialmente disuelta se vuelve a depositar en las
superficies y esto sucede también con las particulas de suciedad que no se distribuyeron
suficientemente en el solvente, que es el agua. Por esta razén, se utilizan generalmente
productos limpiadores mixtos, que, ademds de alcalis, pueden contener sales neutras,
productos formadores de complejos, ténsidos (anidnicos y no i6nicos), asi como inhibidores

1
de espuma.

Las sales neutras sirven para fluidificar el producto limpiador o mantenerlo en este estado.
Los formadores de complejos fijan los iones alcalino-térreos e impiden la precipitacion de
los responsables de la dureza del agua en soluciones alcalinas. A la vez fijan iones de
metales pesados. Los ténsidos (sustancias superficie activas o surfactantes) reducen la
tension superficial del agua, con lo que favorecen la penetracion de ésta en la capa de
suciedad y en estrechas hendiduras. Simultdneamente emulsionan la suciedad grasa y las

particulas hidréfobas de suciedad presentes en la solucién limpiadora.'

Los productos limpiadores se utilizan en el lavado de los alojamientos como aditivo al

agua, sobre todo para reblandecer la suciedad, para lo cual deben actuar durante cierto



tiempo humedeciendo las superficies. Este reblandecimiento abrevia notablemente la
limpieza propiamente dicha que se realiza a continuacion, que por lo regular se lleva a cabo

con un aparato de limpieza a alta presion. *

1.3.2 Limpiadores acidos

Las sustancias limpiadoras acidas se emplean sobre todo para eliminar de las superficies las
sales dificilmente solubles, lo que no se consigue con limpiadores alcalinos. Estos
depositos que contienen residuos mayormente organicos, dificultan la limpieza y
desinfeccion, a la vez que constituyen un medio de cultivo para las bacterias. S6lo pueden
eliminarse eficazmente con ayuda de estos limpiadores que contiene acidos organicos o

inorganicos.

Menos corrosivos pero a la vez de menor fuerza limpiadora, son los 4cidos organicos, entre
los se utilizan, estan: el acido citrico, tartarico, gluconico 6 sulfaminico. Estos 4acidos
solubilizan pero también ejercen fuerte accion corrosiva sobre los metales; los 4cidos
clorhidrico y sulfurico atacan incluso los metales nobles. Para reducir el efecto corrosivo,
es frecuente afiadir inhibidores a los limpiadores &cidos. Como inhibidores se utilizan

alcoholes de alto peso molecular, aldehidos, aminas o amidas, acidos sulfonicos, acidos

. .o
grasos o compuestos de amonio cuaternario.



Cuadro 1. Acidos y alcalis utilizados en las operaciones de limpieza en granjas

Alcalis Acidos
Hidréxido de sodio Acido clorhidrico
Carbonato de sodio (sosa) Acido nitrico
Carbonato acido de sodio  Acido sulfarico

Silicato sodico Acido fosforico
Fosfato trisodico Fosfato acido de sodio
Difosfato tetrasodico Acido citrico
Trifosfato pentasodico Acido tartarico
Hidréxido de amonio Acido gluconico

Acido sulfaminico

Fuente: Strauch et al. 2003

1.3.3 Limpiadores neutros

Los limpiadores inorganicos neutros desarrollan una débil accion limpiadora, pero con
frecuencia se utilizan asociados a ténsidos o bien, se emplean solos en la limpieza de
superficies sensibles a la corrosion. Aqui hay que citar principalmente el fosfato acido
disédico y también el sulfato sodico, utilizados mayormente como aditivos o sustancias
auxiliares de limpiadores neutros mixtos. Los ténsidos neutros no reaccionan o lo hacen

solo muy débilmente como &cidos o alcalis en solucion acuosa.

Los ténsidos pueden clasificarse en cuatro grupos: anidnicos, cationicos, anféteros y no
i6nicos. En la limpieza se utilizan principalmente los detergentes anidnicos y los no
i06nicos, ya que los catidnicos solo desarrollan una deficiente accion limpiadora. En cambio,
estos ultimos se incluyen entre los desinfectantes en virtud de su accion microbicida. La
constitucion de los ténsidos (Cuadro 2) es basicamente siempre la misma. Todos poseen un
grupo hidrofobo y otro hidréfilo. Como grupo hidrofobo actiian acidos grasos, parafina,

olefina, alquilbenzol, alcoholes y alquilfenoles.



En los ténsidos anidnicos, el ion ténsido esta cargado negativamente en solucién acuosa.
Suele ser generalmente un sulfonato, sulfato o carboxilato de uno de los grupos hidréfobos.
El representante mas importante es el alquilbenzolsulfonato (LAS). Los ténsidos catidonicos
forman en solucion acuosa un ion ténsido positivo. A ellos pertenecen sobre todo los
compuestos de amonio cuaternario, utilizados como desinfectantes. Los ténsidos no i6nicos

no forman ningan tipo de ion en solucién acuosa. '

Al existir un grupo hidroéfilo y otro hidréfobo en una misma molécula, los detergentes se
acumulan en solucion acuosa en las superficies de separacion de las fases. Entonces, el
grupo hidréfilo contacta con la fase acuosa, mientras que el hidréfobo se separa del liquido.
Al acumularse en las superficies de separacion, los ténsidos reducen la tension superficial
del agua. Por encima de una concentracion critica para cada sustancia, los surfactantes
forman en la solucidon micelas, en cuyo interior se sitian los grupos hidrofobos, mientras
que los grupos hidrofilos se orientan hacia la fase acuosa. Como consecuencia de disminuir
la tension superficial, los productos limpiadores penetran con mayor facilidad en la capa de
suciedad. Las micelas pueden entonces retener particulas de suciedad y mantenerlas de esta
manera en solucion en el liquido limpiador. Aqui radica la buena accion limpiadora de los

;. .. . ’ 1
ténsidos. La toxicidad de estas sustancias para los mamiferos es escasa.



Cuadro 2. Clasificacion de los ténsidos y constitucion quimica de algunos de estos

Subclase Tipo de ténsido Denominacion
Clase abreviada
Alquilcarboxilato
Alquilsulfato FAS
(Alcoholsulfato graso)
Anidn activos Alquilbenzolsulfonato LAS
(lineal)
Tensidos Alquiloxietilsulfato FES
iondgenos (Alcoholetersulfato graso)
Trialquilbenzilamonio
Cation activos halogeno
Alquilpiridin haldgeno
, Betaina
Anfoteros Aminoalquilaminoéacido
Ténsidos no Alquilfenoloxietilato APE
Alcoholetoxilato FAE

iondgenos - —
& Etoxipropoxipolimerizado

Fuente: Strauch et al. 2003

El limpiador remueve el biofilm logrando una desinfeccion mas efectiva. El uso apropiado
de los limpiadores, permitira ahorrar de un 30 hasta un 50% en la etapa de lavado. &7 '% !
Vangroenweghe et al. encontraron que en el lavado de las instalaciones al aplicar un
detergente, mejora notablemente los resultados bacteriologicos y mejora el desempefio de

. ., 11
los cerdos hasta la finalizacion. > '

Gadd encontr6 que el enjuagar las superficies con agua, inclusive bajo presion, para obtener
todo virtualmente libre de suciedad, ya no es suficiente, pues aun quedan residuos fecales
mezclados con grasa (biofilm) proveniente del alimento en el comedero asi como del
digerido. Los detergentes son una herramienta util que permiten alcanzar lugares poco
accesibles en corrales y con su aplicacion es esencial alcanzar un total de 100,000 UFC per

cm’ antes de la desinfeccion. Esto a su vez permite a los desinfectantes bajar este nivel



hasta 1,000 UEC por cm? con el cual el sistema inmune del cerdo, incluyendo lechones que

hayan consumido calostro, pueden resistir al desafio. **'*

1.4 Otras sustancias activas y auxiliares

El agua en el proceso limpiador desempefia diversas funciones: imbibe, disuelve, fluidifica
y transporta la suciedad, a la vez que actia como medio disolvente de los productos
quimicos utilizados en la limpieza y desinfeccion. El agua tiene composicion diferente
segun su origen. A este respecto corresponde especial significado la dureza del agua, para
cuya correccion se pueden utilizar con frecuencia productos fijadores de complejos

(quelantes).

Los fijadores de complejos se hallan en el limite entre las sustancias activas y las auxiliares.
Se trata del difosfato sodico y del trifosfato sodico, en union al acido citrico. Otros
reblandecedores se incluyen en el Cuadro 3. Los mas importantes formadores de complejos
son el acido etilendiaminotetracético (EDTA) y los ténsidos-quelantes derivados de ellos.
Otros aditivos adicionados para el empleo de los productos limpiadores son ': enzimas
(proteasas), 1imbibidores (carboximetilcelulosa), decolorantes (perborato so6dico),
inhibidores de la espuma (trialquilmelamina), disolventes (isopropanol) y clarificadores

v 1
opticos.



Cuadro 3. Productos formadores de complejos y su capacidad fijadora de Ca a 20°C y 90°C

Capacidad fijadora de Ca a:

Productos 20°C mg CaO/g 90°C mg CaO/g
Difosfato sodico 114 28

Trifosfato sodico 158 113

Acido 1 hidroxietano-1, 1-difosfénico 394 378

Acido amino-trimetilenfosfénico 224 224

Acido nitrilotriacetico 285 202

Acido etilendiamintetracético 219 154

Acido citrico 195 30

Fuente: Strauch et al. 2003

1.5 Métodos de limpieza

En la limpieza, los componentes fisicos y quimicos actuan sinérgicamente. La eficacia de
los componentes quimicos viene determinada por el agente limpiador y la de los

componentes fisicos por el método de limpieza.

Basicamente debe distinguirse entre métodos de limpieza humedos y secos, manuales y

(o ; . . . r il 1,5,9,12
mecanicos, asi como entre las instalaciones fijas y moviles. >~

El curso de la limpieza sigue por lo regular cuatro fases con medios manuales y mecanicos.

El proceso sigue el curso siguiente:

* Prelimpieza: Eliminacién de restos de produccion por medio del raspado y el barrido.

* Reblandecimiento: Desprendimiento e imbibicion de la capa de suciedad con agua, con
o sin adicion de limpiadores o sustancias auxiliares o en forma de espuma.

* Limpieza: Eliminacion de la suciedad reblandecida previamente con agua caliente o fria
a presion, con o sin detergentes, con o sin aplicacion de accidon mecénica auxiliar,

empleando aparatos especiales.



* Secado: Eliminacién del agua residual de las superficies o del material mediante secado

al aire o secado en caliente

De acuerdo con la naturaleza y caracteristicas de las superficies y atendiendo a la finalidad
de las medidas limpiadoras puede hacerse hincapi¢ en una u otra fase del proceso o bien

. .. 1.4
acortar o incluso suprimir fases. "**?

1.6 Desinfeccion

La desinfeccion se utiliza para eliminar el 5% restante de microorganismos que quedaron
después del proceso de limpieza. Puede llevarse a efecto por procedimientos fisicos,
quimicos y biologicos. Los métodos fisicos se basan principalmente en la inactivacion por
efecto de altas temperaturas. Los métodos biologicos utilizan la actividad metabolica
microbiana. Los métodos quimicos de inactivacion de microorganismos son los mas

comunes. 1.8

1.6.1 Métodos quimicos

El concepto “desinfeccion” es en la mayoria de ocasiones sinénimo de desinfeccion
quimica. Con frecuencia se combinan métodos fisicos y quimicos para mejorar el efecto

final.

Su efectividad depende de la cantidad y especie de los microorganismos a destruir; tipo,
concentracion y tiempo de actuacion del desinfectante, asi como el grado de limpieza, clase
y textura de las superficies a desinfectar. También depende de la temperatura ambiental,

dureza del agua de dilucion, humedad relativa y velocidad del aire.



Diversas sustancias actiian de diferente manera sobre bacterias, hongos, virus y estadios

duraderos de parasitos (Cuadro 4). '*°

Cuadro 4. Desinfectantes: Grupos de principios activos

Aldehidos
Alcoholes

Cloro + liberadores de cloro

Yodoforos

Liberadores de oxigeno
Alcalis
Acidos

Fenoles

Sustancias tensoactivas

Catidnicas (Quats) Anfoteras  Aniodnicas

Fuente: Strauch et al. 2003, Morishita et al. 2002

Las esporas son las mas resistentes. Por lo regular, los oxidantes son mas eficaces contra
las esporas de gérmenes anaerobios, mientras que los aldehidos ejercen accion mas intensa

contra las esporas de microorganismos aerobios.

El orden de sensibilidad de los microorganismos frente a los productos quimicos es el

. . 1.5
siguiente :

* Clamidias y rickettsias se comportan como las bacterias vegetativas.
* En los hongos, las diferencias entre formas vegetativas y esporas son bastante menores

que en las bacterias. Por lo comun, las esporas y micelios de los mohos son mas



resistentes a la mayoria de los desinfectantes quimicos que las formas correspondientes
de las levaduras.
* Sucede generalmente en los virus que los carentes de capsula son mas resistentes a los

productos quimicos que los capsulados.

» Referente a los estadios parasitarios reproductores, los ooquistes de coccidios son por lo
regular mas resistentes que los huevos de nematodos intestinales, si bien no llegan a

superar la resistencia de los criptosporidios.

Para la desinfeccion se debe tomar en cuenta la cantidad de gérmenes y el espectro de
accion y la zona de empleo. A efectos de eficacia, la sustancia debe cumplir esencialmente

.. 1
3 requisitos :

§ Adsorcion de superficies del objetivo (células bacterianas, particulas viricas, etc.)
§ Penetracion en las estructuras del objetivo.

§ Reaccion con uno o varios componentes del objetivo.

Los factores con influencia sobre la desinfeccion pueden dividirse en factores primarios y
secundarios. Los factores primarios mas importantes: 1. Cantidad y especie de los
microorganismos a destruir; 2. Cantidad, tipo, concentracion y tiempo de actuacion del
desinfectante utilizado y 3. Grado de limpieza, clase y textura de las superficies a

desinfectar. !

Los factores secundarios mas importantes son: a) Temperatura ambiental, b) Dureza del
agua de dilucion y ¢) Humedad relativa y velocidad del aire. Para estos factores secundarios
vale, en general, lo siguiente: cuanto mas baja es la concentracion del desinfectante

aplicado, con mas intensidad pueden ellos actuar. '



Cantidad, tipo, concentraciéon y tiempo de accion se determina de acuerdo con la
experiencia adquirida, o mejor, llevando acabo pruebas adecuadas de los desinfectantes a
utilizar en cada caso. La identificacion y correccion de posible influencias del grado de
limpieza, clase y textura de los materiales a desinfectar son mayormente responsabilidades
del usuario, que también aqui debera adoptar las medidas pertinentes para conseguir una

. .y 1
eficaz desinfeccion.

Fablet et al. encontraron que los cerdos se infectaban con Salmonella choleraesuis cuando
eran introducidos a locales, si antes de desinfectarlos en los que no se eliminaba el
excremento adecuadamente, o porque las paredes eran muy rugosas o existia transito de

. <z 1
personas durante el periodo de desecacion de los locales.

La influencia de la dureza del agua es positiva o negativa, de acuerdo con el pH Optimo
para el desinfectante. Los aldehidos actiian por lo regular mejor utilizando aguas duras que

con agua bidestilada, mientras que los fenoles pierden fuerza a causa del agua dura. '

La temperatura ambiental, la humedad relativa y la velocidad del aire influyen sobre el

secado de las superficies tratadas. '

Los efectos sobre las estructuras microbianas son definitivos o reversibles de acuerdo con
la concentracion y tiempo de accion. Los mecanismos basicos de accion mas importantes

de los desinfectantes son ':

» Reacciones quimicas

e Acciones i0nicas mutuas

e Acciones fisicas mutuas



1.6.2 Métodos fisicos

La mayoria de los procedimientos se basan en la inactivacion por efecto de altas
temperaturas. El calor es el medio més seguro para inactivar y matar microorganismos, y
debe aplicarse a materiales accesibles y resistentes al calor. El calor puede aplicarse
hiimedo y seco. El calor himedo (agua caliente y vapor de agua) es mas eficaz que el calor
seco, los virus y bacterias pierden virulencia como resultado de la desnaturalizacion de las

. . L . . 1,3
proteinas, enzimas, 4cidos nucleicos, etc. El calor seco es mediante el flameado. ™

1.6.3 Caracteristicas de los desinfectantes

El desinfectante ideal debe contar con !¢

* Amplio espectro de accion contra diversos grupos de microorganismos o bien alto
efecto selectivo contra gérmenes concretos.

* Accidn rapida e irreversible en la concentracion ordinaria

* Escasa pérdida de efecto por la influencia del medio ambiente (proteina, heces, cambios
de pH).

* Composicion estable (buena capacidad de depodsito del concentrado, estabilidad de la
solucion de empleo, solubilidad en agua).

* Inocuidad para el hombre y los animales durante el empleo y después de éste; inocuidad
para alimentos de origen animal (ninguna alteracion por olor, sabor, coloraciones
andémalas).

* Ausencia de ataque a los materiales.

* Buenas propiedades de empleo (accion limpiadora, capacidad humectante).

e Econdmico.



1.7 Evaluacion cuantitativa de la limpieza y desinfeccion

Los métodos para evaluar el nivel de contaminacion se pueden clasificar como indirectos y

directos (Cuadro 5).

1.7.1 Métodos indirectos

Los métodos indirectos relacionan el estado de salud de los animales con el nivel de
contaminacion de las casetas. No indican el grado de contaminacion ni que contaminantes
estan involucrados, pero una adecuada limpieza y desinfeccion disminuye la posibilidad de
transmision de enfermedades. Por tanto, en los métodos indirectos esta la inspeccion visual

y olfativa, ganancia diaria de peso, evaluacion seroldgica y necropsias.

La inspeccion visual y olfativa s6lo dan una idea de la calidad de la limpieza. Se revisa que
no haya olores, presencia de materia organica, alimento y heces que no se hayan removido

debajo del equipo, grietas y esquinas. '’

1.7.2 Métodos directos

Los métodos directos pueden determinar el grado de contaminacion relacionando la
concentracion de proteinas o adenosin trifosfato (ATP), o por medio del aislamiento de las
bacterias. Estos métodos se utilizan en la industria alimentaria y ocasionalmente en la

. 17
produccion porcina.



Cuadro 5. Métodos para la comprobacion experimental de métodos de limpieza mecéanicos

en condiciones estandar

Métodos de . Escalas de calificacion/ Métodos de
) ., Criterios ) .,
Calificacion verificacion

Ausencia de suciedad adherida o suspendida

. Aspecto (visual superficies, solucion de enjuagado
Sensoriales pecto ( ) (sup o juag
corriente)
Olor Ausencia de olores especificos
- - — 7
. o, Numero de bacterias Determinacion UFC/cm
Microbioldgicos - - — -
Contenido de ATP Bioluminiscencia
) , Prueba directa sobre la superficie o tras la
L. Reacciones especificas .y . ,
Quimicos obtencion de residuos, grasa, proteina y

de identificacion .
almidon.

Fuente: Strauch et al. 2003

* Determinacion de proteina residual: Este método cuantifica la concentracion de proteina
de las superficies, como correlacion de la contaminacion. Un incremento de color indica
mayor cantidad de proteina y los resultados se obtienen en aproximadamente en 20
minutos. El método se describe como muy especifico, pero poco sensible. 7

* Conteo de unidades formadoras de colonias o aislamiento bacteriano: Este es el método
mas comun para evaluar la contaminacion y se basa en el aislamiento de las bacterias y
en el conteo de las unidades formadoras de placas por cm”. Es un método poco sensible,
pero especifico, ademas de que se puede evaluar la concentracion de microorganismos,
también se pueden aislar las bacterias u hongos. Sus desventajas son el tiempo de
transporte, procesamiento de muestras y entrega de resultados asi como el costo. '> %!

La técnica que se utiliza para la determinacion de las UFC se describe en la NOM-110-

SSA1-1994 Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis

microbioldgico y la NOM-092-SSA1-1994 Método para la cuenta de bacterias aerobias

18, 19,20, 21
en placa. &



Por facilidad y conveniencia se desarrollo la técnica del petrifilm, que consiste en una
placa de 4.5 x 4.5 cm con medio deshidratado y un cromdgeno indicador para la
identificacion microbiana. Es un sistema listo para usar y se obtienen los resultados en

6, 16,20, 22, 23
24 horas. > 7"

e M¢étodo de determinacion del ATP o bioluminiscencia: Se basa en la deteccion de ATP
en las superficies. El ATP se encuentra en la materia organica, heces, alimento,
bacterias, hongos, protozoarios, parésitos, excepto en los virus.'” ** % Se utiliza
principalmente en la industria alimentaria, como una forma rapida de evaluar el grado

.. ., ., . . . . 17.25
de sanitizacion o reduccion de microorganismos de diversas superficies.

El método de deteccion de ATP o bioluminiscencia se realiza por medio de hisopos que
se pasan sobre la superficie y en caso que se encuentren microorganismos su ATP
reacciona con un complejo enzimatico luciferin-luciferasa, emitiendo luz, la cual es
medida por un luminémetro y se expresa como unidades de radiacion luminosa (URL)

por cm?. *> 2% 2728 Entre mayor sea el valor obtenido, mayor es la contaminacién. Los

- 17,25
resultados se obtienen en 10 segundos. "~

En la industria alimentaria se consideran 300 URL o menos como un lugar higiénico. El
objetivo en las granjas porcinas es que después de la desinfeccion se obtengan menos de
1000 URL." A pesar de la sensibilidad y rapidez del método " *> 2 *"- 28 sy principal
desventaja es su inespecificidad, pues solo indica la concentracion de contaminacidon sin
determinar de qué tipo es, y debido a que se basa en la actividad de una enzima, cualquier

: o - . - 16,17,25
residuo quimico sobre la superficie puede desnaturalizarla dando falsos negativos. > "



Para este estudio, los limites usados en la clasificacion de una zona como limpia en la
bacteriologia convencional y en la bioluminiscencia fue de < 100 UFC y < 1000 URL
después de desinfectar, respectivamente. Una zona sucia es considerada como aquella que

se encuentra por arriba de cualquiera de los limites mencionados anteriormente. !’

Con base en lo anterior, en esta tesis se compararon dos métodos de limpieza y
desinfeccion de corrales de engorda midiendo la carga bacteriana en comederos, bebederos,
piso y pared. A la vez se hizo una comparacion entre el analisis bacteriologico
convencional, que es el estandar de oro, con dos métodos rapidos, petrifilm y luminometria

que también se podrian utilizar para evaluar la contaminacion microbiana.



2. JUSTIFICACION

Este estudio se hizo con el objetivo de evaluar dos métodos de limpieza y
desinfeccion en los corrales de finalizacion en las granjas porcinas, conocer la importancia
de la implementacion de un protocolo adecuado, asi como la correcta aplicacion de
limpiadores y desinfectantes apropiados y determinar los puntos criticos de la limpieza en
el corral. Ademas, conocer la confiabilidad de la utilizacion de métodos rapidos para
evaluar la limpieza y desinfeccion de los corrales, comparandose con el estandar de oro que
es la bacteriologia tradicional. Esta informacion sera de utilidad para poder ofrecer una

mejor asesoria a las personas encargadas de la limpieza.

3. HIPOTESIS

La utilizacidon de un método estandarizado de limpieza y desinfeccion de corrales de cerdos
en finalizacion, reduce en mayor proporcién la contaminacion microbioldgica en
comparacion con el que se utiliza en la granja. La aplicacion de la bioluminiscencia y el
petrifilm en el anélisis microbioldgico de la limpieza y desinfeccion, pueden ser Utiles para

la industria porcina.



4. OBJETIVOS

1.

Comparar un método estandarizado de lavado y desinfeccion con el que
normalmente se efectia en cada granja, de acuerdo al grado de contaminacioén
residual en corrales de engorda.

Comparar el grado de contaminacion de la pared, piso, bebedero y comedero de los
corrales.

Detectar puntos criticos donde se encuentra la mayor carga bacteriana que
represente un riesgo para la salud de los animales.

Establecer si existe correlacion entre los resultados emitidos por la luminimetria y la
bacteriologia convencional.

Establecer si existe correlacion entre los resultados emitidos por el petrifilm y la

bacteriologia convencional.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Granjas

Se utilizaron 5 granjas de 150 a 200 vientres cada una, localizadas en el estado de

Morelos y México.

5.2 Modelo Experimental

En cada granja se utilizaron dos corrales del area de engorda-finalizacion. Un corral se
limpi0, lavo y desinfecté con un método estandarizado y otro con el que se utiliza en la
granja. El grado de desinfeccion se evalu6 por medio de andlisis bacteriologico

convencional.

5.2.1 Sistema estandarizado

Consistid en la limpieza en seco, removiendo material fecal, alimento, cama por barrido
y/o raspado. Se continué con un lavado utilizando agua con detergente (BIOSOLVE®)
que se compone de una mezcla alcalina de surfactantes no-i6nicos y anfotéricos en una
solucion acuosa que incorpora un secuestrante totalmente biodegradable para eliminar la
materia orgénica, dejandose actuar por 20 minutos. Se enjuagd con agua, se dejo secar y
se desinfectd con una mezcla de accion sinérgica de acidos organicos (acido cresilico),
surfactantes y compuestos de bajo peso molecular. El desinfectante (FARM FLUIDS®)
se uso a una dilucion de 1:200 (0.5%), aplicandose con una bomba de aspersion a razon
de 350 ml por m? de superficie. Se dejo secar antes de introducir un nuevo lote de

cerdos.



5.2.2 Sistema de la granja

Las granjas escogidas para su evaluaciéon cumplieron con los siguientes parametros en
su proceso de limpieza y desinfeccion: limpieza en seco, removiendo el material fecal,
alimento, cama por barrido y/o raspado; lavado con agua con/sin detergente y

desinfeccion quimica; sin importar el equipo usado, tipo de instalaciones y/o técnica.

5.3 Evaluacion de la limpieza y desinfeccion

En cada corral se cuantificd el nivel de contaminacion del piso, comedero, pared y

bebedero, antes de lavar, después de lavar y después de desinfectar.

5.4 Muestreo

Se muestre6 una superficie de 10 x 10 cm en zonas contiguas, del piso, comedero y
pared con excepcion del bebedero el cual se muestre6 alrededor del chupon. En caso del
piso y pared se muestre6 donde los cerdos descansan. La pared se muestreod
aproximadamente a 100 cm de altura, el piso a 150 cm del comedero, el fondo del
comedero y el bebedero rodeando la superficie que mantiene contacto con la boca del

1
cerdo. !’

5.4.1 Bacteriologia

El muestreo se hizo por medio de un hisopo estéril presionando firmemente y
colocandose en un tubo de ensaye conteniendo 4.5 ml de solucién salina estéril al 8%.
Las muestras fueron transportadas en una caja térmica con refrigerantes. En el
laboratorio se hicieron diluciones decuples a partir de cada muestra y fueron sembradas
a razon de 1 ml en agar para cuenta estandar e incubadas durante 24 hrs para hacer la

2 18,19,21
lectura. Los resultados se reportaron en UFC/cm?. '*'*:



5.4.2 Luminimetria

Se utilizo un sistema de monitoreo rapido de sanitizacion (AccuPoint™) mediante la
deteccion de ATP presente en las superficies, los dispositivos (hisopos) se mantuvieron
refrigerados todo el tiempo y se sacaron de la bolsa térmica 10 minutos antes de usarlos.
Se muestred un area de 10 x 10 cm y se introdujo en la camara del dispositivo para la
activacion enzimatica, se agitd y se introdujo en el luminimetro para determinar la

cantidad de luz emitida. Los valores se anotaron como unidades relativas de luz (URL).

26

5.4.3 Petrifilm

Las tarjetas conteniendo el medio bacterioldgico tienen una superficie de 20 cm” (Rida
Count™) Se separ6 la cubierta transparente que cubre el medio de cultivo y se presiond
sobre la superficie a muestrear. Posteriormente se aplic6 1 ml de solucién salina estéril
sobre el medio de cultivo y se colocd nuevamente la cubierta transparente sobre el
medio hidratado sin dejar burbujas. Se incubaron a 37°C y la lectura se hizo a las 48 hrs.

, . 20,2
Los resultados se anotaron como nimero de colonias. 2% %



5.5 Analisis Estadistico

Los métodos de limpieza y desinfeccion se compararon entre si; ademds se compar6 el
grado de contaminacidn de cuatro sitios del corral: pared, piso, bebedero y comedero.
Todos los valores obtenidos de las granjas estudiadas, se transformaron a logaritmo base
10. *° Para conocer la interaccion entre las variables, los resultados se analizaron por
medio de una prueba de T, un andlisis de varianza de una via, prueba de Tukey y
analisis de varianza de dos vias; el grado de correlacion de los datos se hizo por medio
de un andlisis de regresion lineal simple y correlacion de Spearman, tomando como base
los datos de la bacteriologia convencional como “estdndar de oro” y se compararon con

30, 31

los obtenidos con la luminimetria y el método del petrifilm. El analisis estadistico

se llevo a cabo en el programa MINITAB® 15.1.0.0. 2006. 2



6. RESULTADOS

Los resultados del estudio comparativo de los dos sistemas de limpieza y desinfeccion se
presentan en el cuadro 1 y figura 1. El anélisis estadistico (Prueba T) mostré que no hubo
diferencia significativa entre los dos sistemas (P > 0.05). Sin embargo, en promedio, el

método estandarizado fue mejor con menor carga bacteriana.

Cuadro 1. Concentracion de bacterias después de lavado y desinfeccion en cinco

corrales con el método estandarizado y cinco con el utilizado en la granja

Método Media DEesstv. Valor minimo | Valor maximo
1 - Estandarizado 1.749 1.19 -0.52 4.62
2 - Granja 1.830 1.17 -0.26 4.56
-0.089 + 0.426 (-0.515,0.337)

Log UFC/ cm2

| i :

Métodos de limpieza y desinfeccién

Figura 1. Concentracion de bacterias después de lavado y desinfeccion en cinco

corrales con el método estandarizado (1) y cinco con el utilizado en la granja (2)



Los resultados de la concentracion bacteriana antes y después de lavar y desinfectar con los
dos sistemas se presentan en el cuadro 2 y figura 2. Hubo diferencia significativa de carga
bacteriana entre antes, después de lavar y después de desinfectar (P < 0.05) pero no entre los

dos ultimos tiempos

Cuadro 2. Concentracion bacteriana antes de lavar (Ala), después de lavar (Dla) y
después de desinfectar (Des) en cinco corrales con el método de limpieza

estandarizado y el que se utilizaba en la granja

, Periodo Media \{al.or V,al.or
Método minimo maximo
Ala 2.45 0 4.63
Estandarizado Dla 1.56 0.18 3.39
Des 1.25 0.43 1.47
Ala 2.38 0.78 4.57
De la granja Dla 1.84 0 5.33
Des 1.27 0.48 2.16
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Figura 2. Concentracion bacteriana antes de lavar (Ala), después de lavar (Dla) y
después de desinfectar (Des) en cinco corrales con el método de limpieza

estandarizado y el que se utilizaba en la granja



Los resultados de la comparacion de los cuatro sitios del corral muestreados con cada
sistema de lavado se presentan en el cuadro 3 y figura 3. Se encontré que el comedero fue
la parte mas contaminada y el bebedero, piso y pared las menos contaminadas, donde hubo

diferencia significativa (P < 0.05).

Cuadro 3. Promedio de la concentracion de bacterias después de lavado y
desinfectado en cuatro lugares de cinco corrales, con el método estandarizado (1) y

con el utilizado en la granja (2)

Lugar Método Media V,al.or V,al.or
minimo maximo
1 131 0.5 1.58
B
ebedero 2 1.73 0.6 3.45
1 261 0.88 4.63
TG0 2 2.85 ] 533
1 111 0.43 228
ARG 2 1.32 0 2.66
Pico 1 1.54 3.03 0.63
2 1.84 2.26 1.08
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Figura 3. Promedio de la concentracion de bacterias después de lavado y desinfectado
en cuatro lugares de cinco corrales con el método estandarizado (1) y con el utilizado
en la granja (2)

Debido a que no hubo diferencia entre los sistemas de lavado y desinfeccion estandarizado
y el de la granja se promedio la concentracion bacteriana antes de lavar (Ala) y después de
lavar (Dla) y desinfectar (Des) en cuatro lugares de diez corrales para determinar el grado
de reduccion de la carga bacteriana con los procedimientos. Los resultados se presentan en

el cuadro 4 y figura 4.



Cuadro 4. Promedio de la concentracion bacteriana antes de lavar (Ala), después de
lavar (Dla) y después de desinfectar (Des) en cuatro lugares de diez corrales sin

importar el método de limpieza y desinfeccion

Periodo Media \{al_or V,al.or
Lugar minimo maximo
Ala 241 1.17 3.65
Bebedero Dla 1.02 0.49 1.34
Des 1.12 0.6 1.53
Ala 3.32 1.06 4.62
Comedero Dla 2.97 0.95 5.33
Des 1.91 0.88 3.43
Ala 1.4 0 2.65
Pared Dla 1.28 0 2.18
Des 0.97 0.43 1.6
Ala 2.54 1 3.93
Piso Dla 1.48 0.18 3.03
Des 1.05 0 1.33
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Figura 4. Promedio de la concentracion bacteriana antes de lavar (Ala), después de
lavar (Dla) y después de desinfectar (Des) en cuatro lugares de diez corrales sin

importar el método de limpieza y desinfeccion



Se hizo un estudio comparativo entre la concentracion de bacterias determinado por
bacteriologia convencional y las pruebas de luminimetria. Los resultados del analisis de
regresion lineal para determinar la correlacion entre la bacteriologia y la luminimetria se

presentan en la figura 5. No se encontr6 correlacion entre las dos pruebas.

Figura 5. Resultados del analisis de regresion lineal para establecer la correlacion
entre los resultados de la concentracion bacteriana en unidades formadoras de

colonias y la luminimetria en unidades de radiacion luminosa.
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Los resultados de la correlacion de Spearman (por rangos) corroboraron la independencia

entre la bacteriologia y la luminimetria, se presentan en la figura 6. Aunque se encontro

correlacion, es de asociacion pobre, por lo tanto sin significancia estadistica.

Figura 6. Resultados del analisis de correlacion simple por rangos de Spearman entre

los resultados de la concentracion bacteriana en unidades formadoras de colonias y la

luminimetria en unidades de radiacion luminosa.
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Los resultados de la comparacion entre la bacteriologia y la prueba del petrifilm (Prueba de
T) se presentan en el cuadro 7 y figura 7. Existe diferencia significativa (P = 0.011) entre
estas dos pruebas, donde el petrifilm reporta mayor carga bacteriana después de desinfectar

en todas las granjas.

Cuadro 7. Concentracion de bacterias después de lavado y desinfeccion en cinco
corrales detectado por la bacteriologia convencional y el petrifilm, sin importar el

método de lavado utilizado.

Método Media DEesstv. Valor minimo | Valor maximo
RIS G 1.2618 | 0.859 0.27 2.16
convencional

Petrifilm 1.7613 0.857 0 3.7
-0.499 + 0.382 (-0.881,-0.117)
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Figura 7. Concentracion de bacterias después de lavado y desinfeccion en cinco
corrales detectada por la bacteriologia convencional y el petrifilm, sin importar el

método de lavado utilizado.



7. DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en la figura 1, no hubo diferencia entre los dos
métodos pero se observd una disminucion en la carga bacteriana del método estandarizado;
esto se ve reflejado en la figura 2 donde el 50% de los resultados se distribuyen con un
flujo de disminucion de carga bacteriana esperada en cada tiempo de lavado en el método
estandarizado, que a diferencia del método de la granja, se ve un aumento en la dispersion
de los resultados asi como puntos muy alejados del promedio. El 85% de los resultados del
método estandarizado obtenidos por bacteriologia convencional fueron considerados como
limpias después de la desinfeccion, mientras que los resultados del método de la granja
alcanzaron un 80%. Es importante hacer énfasis que de acuerdo con estos resultados, el
método de la granja es bueno, pero el método estandarizado fue levemente mejor y si se
tuvieran las instalaciones aun en mejores condiciones, con el correcto uso de un detergente
y desinfectante apropiados para las instalaciones y la capacitacion del personal encargado

de esta tarea, se obtendrian mejores resultados.

En el estudio, el detergente usado por las granjas es de uso doméstico para el lavado
industrial de ropa, a este tipo de detergentes frecuentemente se les agregan sustancias que
ayudan a la accion de lavar como: fosfatos y carbonatos de sodio, agentes desecadores,
silicatos de sodio, carboxilmetilcelulosa, blanqueadores, perfume, enzimas (para remover
manchas), etc., por lo que no es el mas indicado para el lavado y desinfeccion de
instalaciones porcinas; los detergentes apropiados (“de uso rudo”), contienen otro tipo de
composicién, como enzimas y sustancias que actian en presencia de materia organica
(sangre, heces, grasas, etc.) y aguas duras, inhibidores de espuma o pueden estar

combinados con desinfectantes, también actiia como desengrasante que disuelven el biofilm



que puede recubrir jaulas, pisos y paredes que a su vez protege a virus y bacterias del

lavado y desinfeccién. !

Un importante punto al que se sigue sin prestar la debida atencion es el hecho de que la
clase y calidad del material de construccion, asi como la disposicion e instalacion de los
alojamientos, condicionan de forma esencial el éxito de las medidas de limpieza y

. o1
desinfeccion.

Los resultados de este estudio indican que hay problemas con la limpieza y desinfeccion de
los comederos de las granjas de estudio, principalmente, siendo este el sitio mas
contaminado de los corrales y posteriormente, el piso, el bebedero y la pared. Esto puede
ser debido a la negligencia del operador y/o a la dificultad en el acceso a todas las grietas en
estos sitios. ** El tipo de material con el que estan hechos los comederos de las granjas
utilizadas en este estudio eran de concreto, un material poroso, no tenian un orificio lo
suficientemente grande que le permitiera drenar el agua y restos de alimento durante la
etapa de limpieza, ademas, la textura rugosa tiende a la formacion de grietas, en la que se
hacen depositos de materia organica e inorganica que funcionan como medios de cultivo
para microorganismos patogenos, por lo que son deseables las superficies lisas, las cuales
tienden a estar menos contaminadas.”* También durante la limpieza de los pisos de los
corrales con hidrolavadora, tiende a esparcir las costras de suciedad del piso asi como
rociar el agua sucia a las paredes, comederos y bebederos, en el caso de los comederos,
particularmente, uno de ellos no se lavaba y solo se quitaba el alimento del lote anterior,
esto por disposicion del veterinario encargado, otro es la falta de desagiie de los comederos

de concreto y finalmente la negligencia del trabajador por no limpiar nuevamente el



comedero de forma manual, después de limpiar el piso, esto se observa después en los altos

niveles de UFC obtenidos después de lavar.

La prueba ideal para la evaluacion de la sanitizacion en instalaciones porcinas debe ser no
muy cara, rapida, 100% sensible y especifica. En el caso de la bioluminiscencia, su uso no
esta disefiado para instalaciones porcinas, las cuales son principalmente rugosas. Su uso fue
transferido a la produccion porcina por la necesidad de la industria por evaluar rapida y

.o .. ., . . 1
objetivamente los protocolos de sanitizacion de las instalaciones.'” >

En los resultados obtenidos en las figuras 3 y 4 se observd un decremento en la carga
bacteriana en los dos métodos de limpieza y desinfeccion y en cada tiempo, que revela solo
el efecto evidente del agua, detergentes y desinfectantes usados, pero no se sabe
exactamente si se alcanz6 un efecto completo al disminuir la carga bacteriana a los limites

permisibles.

Las exigencias cuantitativas para la limpieza y desinfeccion como medidas preventivas,
. . . .y , - 2 :
atendiendo a la disminucion del nimero total de bacterias por cm” de superficie de

alojamiento, varian completamente entre cada autor:

Antes de limpiar: 1 000 000 000 UFC/cm?, después de limpiar: 1 000 000 UFC/cm® y

después de desinfectar: 1 000 UFC/cm?.

<100 000 UFC/cm? antes de desinfectar, < 1000 UF Clem? después de desinfectar. 13

<1 - 100 UFC/cm? después de desinfectar.'’

35, 36, 37

<1 UFC/cm2 después de desinfectar.



Y los limites admisibles en la bioluminiscencia son:
§ 1000 - 1500 URL después de lavar, < 1000 URL después de desinfectar. Ideal 150
URL.'

§ <2.5 URL después de desinfectar. '®

Ha sido encontrado que existe una relacion lineal entre los niveles de ATP intracelular y el
numero total de unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias asi como levaduras. **
Se ha demostrado en algunos estudios que la cantidad de contaminacion determinada por

los métodos de ATP y cuenta en placa estan correlacionados en un 80%. %

Los luminémetros comerciales pueden detectar menos de 0.1 pg (o 107" g) per cuvette lo
que equivale aproximadamente a 100 células bacterianas. La cuantificacion de la creacion
continua de niveles de ATP en una variedad de microorganismos reveld rangos de ATP
desde 0.1 hasta 4 fg / UFC (1 fg= 10" g/ UFC) en bacterias y desde 10 a 100 fg / UFC en

40, 41, 42
levaduras. %4

Kelly et al.>® compararon ambos métodos y encontraron que la bioluminiscencia era muy
sensible, pero poco especifica y la prueba de concentracion de proteina era altamente
especifica, pero poco sensible y no existid6 relacion lineal con la bacteriologia

. 17,2 43,44
convencional ' 2% 3643

Un factor que puede afectar a la correlacion de la bioluminiscencia y la bacteriologia
convencional, es la presencia de los limpiadores en la superficie de interés. Se ha
demostrado que los limpiadores y sanitizantes comerciales como los cuaternarios de

amonio, limpiador - desinfectante a base de yodo, limpiadores acidos y alcalinos pueden



causar aumento o disminucion del ATP en los resultados si dichas sustancias entran en

contacto directo con los reactivos de la prueba por medio del hisopo. **

En otras publicaciones, se encontré que el método es poco especifico pero altamente
sensible, pues al detectar ATP en comederos, se encontraron residuos de semillas aun
después de lavar y desinfectar. Células vivas presentes en las semillas pueden contener
suficiente ATP que pueden dar un resultado falso positivo. En el caso del excremento, entre

los residuos podemos encontrar células epiteliales del tracto digestivo. >

Bajo las condiciones de este estudio, la bioluminiscencia es altamente sensible pero poco
especifica, ademas de que el tipo de superficies muestreadas no son idoneas para este tipo
de prueba, pues alteran la lectura de los resultados, y no existe relacion lineal significativa
entre la bioluminiscencia y la bacteriologia convencional. ***° En la fig. 5 en los resultados
del andlisis de regresion, la ecuacion y = 0.326x + 1.1972 indica que por cada unidad que
aumente X (log URL), Y (log UFC) aumenta por una cantidad igual a 0.3256 + 1.1972,
esto siempre y cuando el valor de la r* fuese mayor a 0.4. Los datos de la muestra extraida
de la poblacion de URL, a la larga, proporcionaran ecuaciones de regresion lineal que tiene
poco o ningin valor para propdsitos de prediccion o de estimacion de UFC. La relacion
entre las UFC y URL no es lo suficientemente estrecha (r* = 6.69%) para permitir que las
URL sean de gran valor para predecir o estimar a las UFC. En el 49.2 % de las zonas
muestreadas concordaron las dos técnicas, la bioluminiscencia y la bacteriologia
convencional en la clasificacion de su limpieza, de 120 muestras; después de la
desinfeccion, el 82.5% de las zonas se consideraron limpias por la bacteriologia y el 27.5%
de las zonas se consideraron limpias por la bioluminiscencia. El andlisis de correlacion

simple por rangos de Spearman de la figura 6 confirm6é que no existe asociacion



significativa entre las dos variables. En conclusion, el modelo lineal no proporciona ajuste

para los datos.

Los resultados obtenidos a través del petrifilm reflejan muy bien los resultados solo
después de la desinfeccion.’ En este estudio, resultd poco practico su uso por la textura de
las instalaciones, pues en superficies porosas, el medio de cultivo solo tiene contacto con
una parte de la superficie, generalmente la que se limpid y no aquella superficie baja que no
tiene contacto y que es donde tiende a acumularse la suciedad, asimismo la lectura de los
resultados se hace a través del conteo de las colonias en el petrifilm, considerados como
UFC o en caso de que se dificulte su lectura se usan unas plantillas en las que se marca
como se veria una placa con un nimero aproximado de UFC, estas plantillas van desde 100
hasta 10,000,000 UFC, lo que lo hace muy subjetivo en la obtencién de resultados en el
momento de que el laboratorista encargado asigne un resultado, con esto se puede marcar

una zona como sucia, cuando puede estar limpia, asignando falsos positivos.

También, el petrifilm al ser un medio de cultivo deshidratado cuadriculado, que al
reaccionar con el cromogeno tiie donde se detectd6 una UFC, tiende a hacerlo
extendiéndose, por lo que al estar cerca de una o mas colonias se unen formando una sola
colonia. Esto puede ocasionar en la lectura falsos negativos, todo esto se ve reflejado en la
fig. 7, donde los resultados no tiene la misma dispersion, la bacteriologia convencional es
menos dispersa a diferencia del petrifilm, lo que hace que aumente el error y por ende es
menos confiable. En el 75% de las zonas muestreadas concordaron las dos técnicas, el
petrifilm y la bacteriologia convencional de 40 muestras, el 72.5 % de las zonas se
consideraron limpias por el petrifilm. Los resultados de la prueba de T indican que las

pruebas son estadisticamente distintas y que aun cuando el porcentaje de zonas limpias es



alto y muy cercano al porcentaje detectado por la bacteriologia, no es suficiente para
afirmar que al aplicar las dos técnicas, estas sean de igual eficacia, por lo tanto, la técnica
del petrifilm no es capaz de sustituir a la de la bacteriologia convencional. Por las razones
anteriores, este método, no se considera apto en la evaluacion cuantitativa de los protocolos

de limpieza y desinfeccion en la industria porcina.

Después de la desinfeccion: 82.5, 27.5 y 72.5 % respectivamente del total de superficies,
fueron clasificadas como limpias por la bacteriologia, la bioluminiscencia y el petrifilm
respectivamente, y solo en el 37.5% concordaron las 3 técnicas; esto demuestra lo poco
confiable que seria el sustituir la bacteriologia por otra técnica de diagndstico, como lo

seria la bioluminiscencia o el petrifilm.



8. CONCLUSIONES

El método estandarizado de limpieza y desinfeccion redujo la misma proporcioén de carga
microbiana que el método de la granja (no hay diferencia estadistica); ambos métodos
dieron buen resultado. Los factores que pueden influir en el incremento de su eficacia, son:
el desarrollo de un esquema mas efectivo de limpieza y desinfeccion, adecuado al tipo de
material de las instalaciones de cada granja, las condiciones en que se encuentran y la
capacitacion del personal, esto con el proposito de identificar los puntos criticos, reducir la
incidencia y consecuencias de numerosas enfermedades y asegurar el correcto uso de

detergentes y desinfectantes apropiados.

La baja especificidad de la bioluminiscencia y lo impractico del petrifilm resulta en la
incapacidad de su uso en la evaluacion cuantitativa de la contaminacion en las instalaciones
porcinas, de manera que no se recomiendan para este fin. Por lo tanto, la bacteriologia
convencional de cuenta en placa sigue siendo el estandar de oro en la evaluacion de la

sanitizacion de las instalaciones porcinas.
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