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1.- RESUMEN 

La alimentación es uno de los conceptos de mayor repercusión en los costos de 

producción porclcola. Se han realizado investigaciones, para la producción de protelna 

a partir del cultivo de larva de mosca en excreta, pudiendo ser utilizada para la 

extracción de proteina de estiércol ya que es de fácil producción y sus perfiles nutritivos 

son buenos. Sin embargo, un gran número de bacterias están presentes regulanmente 

en muchas de las substancias de las cuales se alimentan estas larvas. Existe escasa 

información sobre la posibilidad de transmisión de agentes patógenos a través de la 

larva de mosca. Con la finalidad de generar información para determinar el posible 

riesgo bacteriológico de la larva de mosca al utilizarla como fuente de protelna para la 

alimentación de cerdos. Se evaluó la persistencia de bacterias mediante métodos 

físicos y químicos y la eficiencia de un tratamiento de secado para mejorar la calidad 

microbiológica de la larva, inoculando previamente los huevecillos con una dosis 

conocida de Escherichia coli productora de toxina L T y ST. Se cuantificó la cantidad de 

E. coli en el producto seco por la técnica del Número Más Probable y, las muestras 

que fueron negativas se sometieron a un proceso de reactivación bacteriana. Al 

producto seco se le detenminó la presencia de toxinas L T por el método de ELlSA y ST 

por la Prueba del ratón lactante. También se realizó el Análisis Quimico Próximal (AQP) 

y la prueba de digestibilidad de proteina de larva de mosca mediante la técnica de 

digestibilidad de proteina por pepsina. 
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No se lograron eliminar los microorganismos de las larvas por lavado y desinfección 

posiblemente por la textura pegajosa de su superficie y a una posible adaptación de las 

bacterias en su intestino, por lo que se sometieron a un tratamiento térmico de secado 

de 65°C por 48 h., temperatura que no permitió la sobrervivencia de E. coli 

previamente inoculado, ni presencia de sus toxinas, pero si se logró reactivar, lo que 

nos indica que es aconsejable mantener el producto con una humedad relativa máxima 

de 5% para evitar la reactivación de bacterias posiblemente patógenas. 

Se encontró que la larva de mosca mantiene su buena calidad proteica con un 

alto porcentaje de digestibilidad. Por lo anterior se deduce que, la administración de 

larvas de mosca vivas, como parte de la alimentación de cerdos, es una buena 

alternativa siempre y cuando se produzcan bajo condiciones controladas y si se llega a 

utilizar estiércol de la misma granja para la producción de larva, los cerdos que se 

encuentren en ella, pueden llegar a adaptarse a soportar cierta carga de E. coli 

presente en la ingesla diaria de su alimento. 



2.-INTRODUCCIÓN 

Los sistemas actuales de producción porcina tienden a utilizar el destete 

precoz como una práctica común para incrementar la productividad de la cerda 

(Friesen el al., 1993; Shon el al., 1994), disminuir los riesgos sanitarios (Cesarla, 

1995), optimizar el uso de instalaciones y mano de obra con lo que se incrementa la 

viabilidad económica de la explotación. Hace 10 años, el destetar lechones menores 

de 28 dias de edad resultaba en una marcada reducción en el peso de estos, un 

incremento en el número de dias para gestar nuevamente a la cerda y una disminución 

en el número de lechones de las camadas subsecuentes. Hoy en día, la mayoría de 

las granjas comerciales destetan a 21 dlas y algunas lo hacen entre 10 y 14 dlas como 

parte de programas de destete precoz (ISOWEANR
). Esta reducción en la edad a la 

cual los lechones son separados de la madre, ha sido lograda principalmente por medio 

de mejoras en la nutrición del animal destetado (Borbolla, 1994). Para que un animal 

desarrolle su máximo potencial de producción es importante que reciba los 

requerimientos nutricionales que garanticen un buen rendimiento productivo. 

La producción industrial de alimentos con alto contenido en proteínas a partir de 

materias primas alternativas resulta de gran interés, dado el considerable déficit 

alimentario (en particular, el déficit proteico), existente en amplias zonas geográficas 

del mundo (Vázquez el al., 1995). Por los altos costos de las materias primas para la 

elaboración de alimentos balanceados, la tendencia actual es optimizar el aporte de 

protelnas a menor costo (Monroy Silva M. A., 1989) . 
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Debido a que uno de los requisitos más importantes al formular dietas para 

lechones a esta edad es la de producir un alimento que con:eng2 un alio nivel de 

protelna, de buen valor biológico y alta digestibilidad, la adición de ingredientes 

convencionales en raciones para cerdos como el plasma porcino, el concentrado 

proteico de soya y la protelna hidrolizada de pescado es necesaria por su contenido de 

nutrientes, sin embargo, sus costos son elevados, por lo que se busca un alimento 

alternativo que posea las caracterlsticas nutricio na les de estos ingredientes pero a un 

costo mucho más accesible para el pequeño y mediano productor. Además del costo, 

la disponibilidad de los ingredientes convencionales utilizados en raciones para cerdos 

provoca que los pequeños y medianos porcicultores tengan que estar cambiando 

continuamente los ingredientes que utilizan en sus raciones por lo que es necesario 

que cualquier ingrediente alternativo que sea promovido tenga como característica 

fundamental un alto valor nutritivo y una disponibilidad adecuada. 

En México, la utilización de insectos como parte de la dieta de algunos pueblos 

indlgenas, es una tradición que se ha transmitido de generación en generación desde 

la época prehispánica. Sin embargo, la posibilidad de utilizar la proteína proveniente de 

insectos en la alimentación de animales ha sido poco estudiada. (Albert l., Borbolla G., 

1997). 

Linder (1919), citado por Calvert. C. C. (1979), ha marcado la diferencia en la 

existencia de una de las primeras historias en proponer el uso de insectos coprófagos 

especialmente la mosca doméstica común (Musca domestica), para la producción de 

proteína a partir de excreta humana. Diseñó el cultivo de larva en excreta, la recolectó y 

después usó la larva seca como material proteico. Condujo algunos estudios 
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preliminares, pero el proyecto nunca progresó más allá de la fase especulativa. Hasta 

que Calvert el al (1969); Teotia J.S. y Miller. (1973), reportaron un estudio en el que 

excremento de aves de corral fue sembrado con huevos de mosca, logrando incubar 

los huevos, la larva resultante y pupa fue recolectada y usada como fuente de 

proteina para el crecimiento de polluelos. 

Algunas investigaciones, han mostrado que estos insectos, específicamente la 

mosca casera puede ser producida en estiércol. Esta es una pequeña posibilidad de 

que la larva de mosca casera es algo más que producción de insectos (fuente de 

proteina) a partir de estiércol haciendola más aceptable a otras especies animales. 

Tabla 1. Composición aproximada y contenido de calcio y fósforo de larva seca 
de mosca 

Detenninación Larva fresca 'Larva Seca 
(%) 

(%) 

Proteína Cruda 20.6 42.1 

Fibra Cruda 3.6 7.0 

Humedad 10.1 7.9 
Extracto libre de 

nitrógeno 53.0 1.4 

Ceniza 9.0 14.6 

r-----' 
Calcio 2.71 5.0 

Fósforo 0.92 1.5 . Base seca excepto humedad 
Fuente: GaJvert, C. C. Jouma/of Animal Scianea 1979 
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Tabla 2. 

Contenido de aminoácidos en proteina de huevo y larva seca de mosca en 9 de 
aminoácidos por 100g de proteina 

Aminoácidos Proteína de Proteina de Larva 
esenciales Huevo seca 

Lisina 6.3 5.2 
Leucina 9.0 5.3 
Isoleucina 6.8 3.5 
Fenilalanina 60 4.2 
Metionina 3.1 2.6 
Treonina 5.0 3.2 
TnDiolano 1.7 0.2 
Valina 7.4 3.4 
Tirosina 4.4 4.8 
Cistina 2.3 0.4 

Fuente: Galvert. C. C. Joumal al Animal Scianee, 1979. 

Las proteinas en la alimentación proporcionan tanto el nitrógeno orgánico como 

los aminoácidos esenciales. La estimación cuantitativa del requerimiento de proteínas 

debe tener en cuenta su calidad, en cuanto a su composición de aminoácidos 

esenciales. Una proteína no solo debe aportar todos los aminoácidos esenciales, sino 

que estos deben encontrarse en las proporciones adecuadas. El comité de la FAO 

(1955) estableció una tabla que denomino Modelo Provisional de Aminoácidos. 

Bhagavan N.V, (1984). En este estudio la proteína de huevo de gallina sirvió como 

referencia y se le adjudico una cantidad de 100 por 100, ya que tiene todos los 

aminoácidos esenciales en las proporciones adecuadas que comparándola con la 

protelna de larva de mosca, contiene todos los aminoácidos esenciales según Calvert. 

C. C. (1979), aunque sus proporciones son menores a las de los aminoácidos de 

huevo. 
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Por está razón, se ha pensado en la cría de organísmos como larva de mosca 

con el propósito de utilizarlos como fuente de proteína y energía alterna, ademas de su 

fácil producción, por sus perfiles nutritivos. 

Diversos estudios han evaluado la utilización de la larva de mosca como fuente 

de proteína. Andrade (1987) utilizando larva de mosca producida en excreta de cerdo 

para la alimentación de ratas, no observó diferencias significativas cuando la comparó 

con una dieta basada en caseína, cuando se sustituyó hasta un 100% del 

requerimiento proteico del cerdo. Por otra parte, Ocio et al. (1979), alimentaron pollos 

con larvas de mosca, sin encontrar diferencias en la ganancia de peso y conversión 

alimenticia, al compararla con una dieta que contenía harina de pescado, 

Gudilin y Bayandina (1985) al alimentar cerdos en crecimiento con dietas 

conteniendo harina de carne y hueso, o harina de larva de mosca, encontraron que con 

esta última dieta se obtenían un 4.7% más de ganancia diaria de peso, sin embargo la 

conversión alimenticia era ligeramente menor, lo que habla de un mayor consumo. No 

existieron diferencias en el rendimiento en canal, ni en la calidad sensorial de la carne, 

Por otro lado, al inicio de los anos 80's, se comenzó a identificar a los desechos 

orgánicos producidos en las explotaciones pecuarias como un serio problema 

ambiental, debido principalmente a su gran cantidad, y a los graves problemas de 

contaminación que ocasionan a la atmósfera, el suelo y los mantos acuíferos, que 

contribuyen además, a la proliferación de fauna nociva (ej. moscas, roedores, etc.), 

esto aunado a la existencia de olores y al deterioro ambiental del perímetro inmediato a 

la granja. 
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En México, el programa para minimizar el impacto ambiental de los desechos 

generados por la actividad porclcola propuesto por el Consejo Mexicano de 

Porcicultura contempla una reducción gradual de la capacidad contaminante de los 

desechos, lo que significa que en seis años se debe reducir en un 65% los niveles de la 

Demanda Bioqulmica de Oxígeno (DBO), la cual depende de la concentración de 

nitrógeno y fósforo contenidos en el estiércol. Para lograr estas reducciones a nivel de 

granja, se han propuesto diversas estrategias entre los que se encuentra el uso de 

insectos en su etapa larvaria que se desarrollan en el estiércol y los cuales son 

capaces de utilizar el nitrógeno y el fósforo, convirtiéndolo en proteína de alta calidad 

nutricional. Debido a lo anterior, se ha pensado en la implementación de la larva de 

mosca como reductores del nivel de contaminantes de las excretas producidas por 

granjas porcinas. Aubert y., Borbolla G. (1997). 

La industria de aves de cor~al afronta con una mayor disposición el problema 

de los desechos. La biodegradación de estiércol de aves de corral con Mosca 

doméstica ha sido estudiada por Calvert el al. (1969 a, b, 1970) Teotia y Miller (1973); 

Pacheco (1979); Pacheco. (1980); Reyes (1980); Teolla and Miller (1973), en intentos 

por resolver estos problemas. 

La biodegradación de excreta de aves de corral por larva de Mosca doméstica, 

resulta en una reduccción relativa de olor y humedad. La pupa de la mosca contiene 

más del 50% de protelna y 6.35% de grasa, con valor energético superior al de la 

semilla de soya que es utilizada en la alimentación para la producción de pollo. Los 

pollos alimentados con pupa de mosca seca como un substituto de alimento de soya, 

se crian normalmente y se producen aves comerciales sin modificacíón en el sabor. 
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Es importante el desarrollo de nuevas técnicas para obtener y secar estas 

larvas que son ricas en proteina, las cuales se usan para producir alimentos nutritivos 

adecuados para consumo animal. Ya que hasta ahora poca atención ha sido prestada 

en la posibilidad de la utilizaCión de larvas para ser utilizadas para productos 

alimenticios Reyes (1980). 

Para llevarlo a cabo resulta importante conocer algunos aspectos en el 

desarrollo y la vida de la Mosca Doméstica (Musca domestica) a través de sus 

diferentes fases. 

La Mosca Doméstica 

Orden: Diptera 

Caracteristicas: 

Un solo par de alas membranosas, alas traseras modificadas, parte de su boca 

succional permanece oculta y la saca cuando va a ser utilizada, cuenta con un par de 

ojos largos. 

Sufre metamorfosis completa a través de 4 fases, la fase de huevo, de larva, 

pupa y la adulta 
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Familia: Muscidae 

Características de especie: 

La Mosca Doméstica Común (Musca domestica) mide en su fase adulta de 6-8 

mm de longitud y de 13-15 con mm su par de alas. Tórax gris con 4 franjas negras 

longitudinales, cubriendo básicamente la mitad del abdomen de su piel coloreada y 

ocasionalmente transparente de esa parte, con una banda negra central 

ensanchándose hasta cubrir el último segmento abdominal, cuando descansan sus 

alas son extendidas. 

La mosca doméstica no muerde y no posee una alta selectividad en sus hábitos 

alimenticios, su alimentación es buena y rápida, de alimento humano, alimento de 

animales, despojos de animales, de desperdicios y excremento. Ellas van a frecuentar 

y alimentarse índiscriminadamente de cualquier alimento liquido o sólido, que pueda 

igualmente humedecer, debido a que no poseen boca y sólo pueden absorber, las 

moscas humedecen el alimento al rejurgitar jugos digestivos y el contenido de sus 

estómagos en las sustancias alimenticias, este material es después atraído por la parte 

succionad ora de su boca y con ello, los insectos recogen asl organismos patógenos 

que pueden ser colectados en su cuerpo y ser transferidos en contacto con otras 

superficies o sobreviven al paso a través del intestino para ser depositadas en algún 

sítío en la mosca. 
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Distribución: 

La mosca doméstica es un insecto ·ubicuo" con un rango de vuelo mínimo de 5 

millas. Son altamente activas bajo techo. En climas frios su reproducción generalmente 

cesa antes del invierno, entonces el insecto también cesa su actividad, como pupa o 

como adulto. Sin embargo, en ambiente templado permanecen activas y se reproducen 

todo el año. (Blackpool. 1996). 

Importancia: 

Hay microorganismos causantes de enfermedades en humanos y animales; 

transmitidos por moscas y pueden ser vectores potenciales de enfermedades como 

disenteria, gastroenteritis, tifoidea, cólera, enfermedad de boca y pata provocada por 

un virus, mastitis, anthrax, brucellosis, tuberculosis, entre otras. (Orkin Ag Pest Control 

Online. , 1996 ) 

Las moscas pueden refugiar bacterias y virus dentro de su sistema o en la superficie 

de su vellosidad por lo que las moscas podrian presentar una seria amenaza a la salud 

del ganado, porcino, ovino y caprino, por el transporte o transmisión de bacterias y 

virus. Aunque su papel es diferente dependiendo de enfenmedades y condiciones, la 

evidencia de que las moscas están involucradas es inequivoca. Otras de las 

enfermedades comúnmente transmitidas por moscas a humanos son: tracoma, polio, 

brucelosis, Streptococcosis y Staphylococcosis, Salmonellosis, amibiasis, además de 

garrapatas. (Orkin Ag Pest Control Online, 1996, Grübel et al, 1997; De Hro Arteaga et 

al, 1990). 
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Ciclo de Vida 

Después de 8 a 14 horas que la mosca casera común surge como un adulto, la 

hembra comienza a poner huevos. Durante su vida de adulto que puede ser de 1 a 5 

meses es capaz de producir en promedio de 4 a 5 grupos de 100 a 150 huevos. De 

color blanco aperlado, los huevos cilíndricos de 1 mm de longitud, son puestos en la 

humedad de estiércol, líquido derramado, vegetales en descomposición y materia 

putrefacta principalmente, promoviendo con ello el desarrollo de larvas. Los huevos son 

incubados en un tiempo de 8 a 48 horas, tiempo necesario para que los huevecillos 

logren una suavidad que les permita iniciar su desarrollo como gusanos a lo que será 

la larva (pero en el invierno, este proceso puede tomar más de un mes). La larva tiende 

a alejarse o a esconderse de la luz, buscando una temperatura óptima de 45 a 50·C 

hasta alcanzar la madurez al tener una longitud de 10 a 12 mm, Cuando la larva 

madura sale de su sitio de refugio para recorrer el área circunvecina, pasan de su fase 

larvaria a su fase pupa, desarrollándose de pupa amarilla a pupa café y negra de 6 

mm de longitud, 

Dependiendo de las condiciones en que se encuentren, emergen como adultos 

en 3 dlas o una semana después. El círculo se completa generalmente entre 1 y 4 

semanas, dependiendo de la temperatura. 

En una sola estación pueden llegar a nacer hasta 12 generaciones de moscas 

en ambientes optimas (templados o calientes), sin duda esta velocidad de reproducción 

puede ser excedida. 
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Su capacidad de reproducción según Orkin Ag Pest Control Online. (1996) de 

una simple mosca en una granja en mayo puede dar origen a 1,000 moscas adultas y 

25,000 moscas en fase huevo, debido a las características ambientales del mes. Con lo 

anterior es claro porque se considera con un enorme desarrollo potencial de una gran 

población. 

Por otra parte, como una faceta más en el uso de Mosca Doméstica. La 

compañía Beneficial Insectary ha encontrado como posible uso la producción regular 

de Mosca Doméstica (Musca domestica) y la obtención de parásitos de mosca. A 

continuación se tiene las diversas fases de la vida de la mosca que se tienen 

disponibles para su venta, debido a que estas fases son todas usadas para la 

producción de moscas y sus parásitos (Beneficial. Insectary. Products. 1996). Algunos 

productos que esta compañía ofrece son: 

Huevos de mosca: 

Los huevos de mosca son principalmente vendidos con propósitos de 

investigación. 

Larva de Mosca: 

La larva de mosca es principalmente vendida para alimento y también para 

propósitos de investigación. El envío se realiza durante la noche si se quiere para 

prevenir la pupación. 
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Pupa de mosca: 

La pupa de mosca se vende para propósitos de investigación, alimento y 

pOlinización 

I ,', ' ~ \\ 

Pupa de mOSCa congelada: 

La pupa de mosca congelada puede ser usada como anfitrión de parásitos de 

mosca para propósitos de investigación (laboratorio y campo de experimentos) 

Un gran número de bacterias están asociada a estos insectos y se encuentran 

presentes en muchas de las substancias de las cuales se alimentan, particularmente 

en materiales en descomposición, excremento, etc. Estas substancias constituyen el 

alimento de una gran variedad de insectos y de forma semejante, regularmente 

ingieren las bacterias que están presentes. Jordao y Terra (1989); Kilberg. R. (1972); 

Lemon y Terra (1991). 

La producción comercial de larva de mosca se ha propuesto usar como sustrato 

el estiércol, como fuente de protelna y por lo tanto ser vehlculo de m. o. patógenos o 

sus metabolitos. Lemos A. Francisco y Tera R. Walto (1991), Calvert et al .. (1969 ab, 

1970); Newton, (1977); Charles T y Bures. (1976); Rusoo (1991); Hultmark et al., 

(1980). 
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El grupo microbiano más abundante en la materia fecal utilizados como 

sustrato en el desarrollo de la larva de mosca corresponde a las bacterias, las cuales 

pueden formar parte de la flora benéfica del animal, además de algunos patógenos 

dependiendo del estado de salud del mismo. Muchas de las bacterias patógenas 

tienen efectos tóxicos sobre los animales debido a las toxinas que producen. Dentro de 

las bacterias patógenas toxigénicas más frecuentes en la materia fecal del cerdo 

están: La Escherichia colí toxigénica productora de toxinas de varios tipos lábiles y 

estables al calor; la Salmonella spp y en menor frecuencia Klebsiella spp, Citrobacler 

spp, Closlridium perfringens spp enterotoxigénicas Guerrant el al.,(1976); Back el al., 

(1980); Klipstein el al., (1983); Guorino el al., (1987.). 

Varias de las enterotoxinas antes mencionadas pueden causar una 

hipersecresión de liquido a través de la mucosa intestinal que puede llegar a ser 

severa y ocasionar la muerte del animal Gemmell (1984). Los microorganismos 

enterotoxigenicos pueden ser transportados posiblemente y de manera fortuita en la 

superficie de las moscas y las larvas. Greenberg (1959). 

En la larva de mosca, se han encontrado evidencias que indican que estos 

organismos posen un complejo enzimático que podrla estar contribuyendo a la 

inactivación de bacterias y virus Hasset el al, (1988), Lemos y Walto, (1991). La posible 

transmisión de agentes patógenos a través de la larva de mosca seria un punto 

importante a determinar ya que existe escasa información a este respecto lo cual 

podrla ser un impedimento para su libre utilización como ingredientes altemativos para 

raciones de cerdos jóvenes. 
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Además, en los estudios realizados usando a la larva de mosca como ingrediente 

alternativo, este siempre ha sido secado con calor, por lo que 18 transmisión de 

patógenos puede reducirse. 

Sin embargo, es necesario evaluar si estos métodos de conservación, y los que 

no usan calor, reducen el potencial patogénico de estos organismos. En la industria 

porcicola se presentan a menudo casos de diarrea en lechones antes del destete, un 

numero importante de ellos ha sido atribuidos al efecto de cepas enteropatogenas de 

Escrerichia coli. Es una de las causas más importantes de muerte en estos provocando 

severas perdidas a la porcicultura. Rojas y Pussing (1978). Intentos por controlar estos 

cuadros diarreicos que generalmente se presentan durante el periodo neo natal 

intermedio (mayor de 6 dias de edad) y alrededor de las 3 a 9 semanas de edad, han 

dado lugar a numerosas investigaciones sobre su naturaleza y control. Fuller, R. 

(1986). 

Los microorganismos coliformes, los ·coliformes fecales· y Escherichia coli se 

utilizan en primer lugar para indicar una contaminación, los organismos indicadores son 

de gran utilidad tanto para determinar la calidad bacteriológica de los alimentos como 

la garantia que ofrece su consumo. Como las especies patógenas y las sospechosas 

de serlo son casi todas mesófilas, se presta mayor atención a los organismos de este 

tipo. 

Las bacterias coliformes son un grupo heterogéneo compuesto por 4 a 10 o más 

subgrupos. Existe poca evidencia que indique que estas bacterias pertenezcan a un 

sólo género taxonómico. La técnica del Número Más Probable (NMP) puede utilizarse 
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para este grupo de bacterias y aplicarse en agua potable, agua purificada, y alimentos 

procesados térmicamente, asi como muestras destinadas a evaluar la eficiencia de las 

prácticas sanitarias en la industria alimentaria (Ramlrez, H. y Alvarez M. 1996). 

Los recuentos por arriba de 6 log indican de antemano que el producto va a 

alterarse muy pronto, ya que en la mayoria de los alimentos que entre 106 a 10· 

microorganismos por gramo la alteración es ya evidente. Escherichia coli es el 

indicador clásico de la presencia simultánea de bacterias patógenas entéricas, entre 

ellas Salmonelfa typhi, otras salmonelas, Shigelfa spp, Vibrios spp, Entamoebas, 

parásitos diversos, agentes de zoonosis y virus entéricos. (Speak Marvin L., 1984, 

Thatcher y Clark D. S., 1973; López y Alamilla, 1986. 

Escherichia coli son bacilos Gramnegativos, no esporulados, crecen con 

facilidad en la mayorla de los medios de cultivo, ya sea enriquecidos como el agar 

sangre o simples como el agar nutritivo. En general se usan para su crecimiento inicial 

medios selectivos y diferenciales como el agar MacConkey, agar EMB (Eosina Azul de 

Metileno), agar Endo, Tergitol 7, etc. Estos medios tienen en común, sustancias, como 

los colorantes, que inhiben el crecimiento de Grampositivos o tienen reactivos como 

son las sales biliares que favorecen el desarrollo de bacterias entéricas y tienen un 

azúcar común, la lactosa, la cual es fermentada, debido a que se sintetiza la enzima 

B-Galactosidasa que la hidroliza (Devis, Dulbecco, 1979). 

E. coli es capaz de infectar a todas las especies de animales, aves, reptiles y 

peces. Algunos tipos específicos, conocidos por su patogenicidad, pueden encontrarse 

en intestinos de animales aparentemente normales, sin que haya signos de 
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incompatibilidad con el huésped. La patogenicidad de cepas especificas depende no 

solo de la capacidad de la bacteria para producir una toxina activa, sino también de la 

resistencia del huésped, del volumen de la dosis infectante y de las condiciones que 

favorecen la multiplicación intraintestinal de una cepa determinada. Dunne el al., 

(1988), Lemon y Terra, (1991.) 

El agente bacteriano que causa mayores pérdidas económicas durante la 

primera semana de vida del lechón es E. coli, la cual puede ser adquirida por el cerdo 

inmediatamente después de nacer, por vía digestiva y pasar a formar parte de la flora 

intestinal normal Rivera, (1977); Back el al., (1980). 

Sin embargo, se piensa que existen diferencias entre camadas en cuanto a su 

capacidad de adaptarse a los cambios de dieta, y que el estímulo para la proliferación 

de E. coli es principalmente un factor de la resistencia del huésped a la irritación 

intestinal. La diferencia de susceptibilidad entre las camadas y entre los integrantes de 

una camada dada, la consideran debida principalmente a factores genéticos (Dunne el 

al, 1988). 

Los slntomas de cuadros entéricos en animales presumiblemente están 

asociados con un incremento anormal de las bacterias patógenas en la flora intesinal. 

Se sabe que la acidez en el tracto gastrointestinal destruye muchas bacterias que 

pasan por el estómago y que en el intestino delgado superior inhibe parcialmente su 

crecimiento. Sin embargo, en los primeros dlas de vida del animal la acidez es 

relativamente baja, lo que implica en parte, la alta susceptibilidad de los animales 
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recién nacidos a los agentes bacterianos. Barnum (1967), Leman el a/., (1986); Lopez 

y Alamilla (1986). 

Aunque la colonización es un prerrequisito esencial para que las cepas 

produzcan diarrea, las cepas deben ser enterotoxigénicas para producir el cuadro 

diarreico (Smith y Lingood 1971, citados por Wray 1984). 

El factor enterotóxico de E. coli es separado en toxina lábil (L T) Y estable al calor 

(ST). El factor ST es una toxina de bajo PM, estable al calor Dunne el al. , 1988, Leman 

el a/., 1986). Las enterotoxinas estimulan la secreción líquida en la luz intestinal, se 

reconocen dos clases principales: 

a) Toxina L T (Termolábil), es inmunogénica. Se han demostrado diferencias 

antigénicas entre la L T de cepa de E. coli asociadas con enfermedades en humanos, 

cerdos, aves, reptiles y peces (Sack, 1975). La toxina termolábil, estimula reacciones 

que incrementan la secreción de fluido en el lumen causando diarrea y 

deshidratación. Malhewson el a/., (1985). 

b) Toxina ST (Terrnoestable ), la segunda enterotoxina producida por E. coli, puede 

desencadenar cuadros diarreicos ( Merson y cols, 1976 citados por Brandwein y 

cols, 1985), ó colibacilosis en lechones y becemos (Gyles 1971, Moon y cols, 1980; 

citados por Brandwein y cols. (1985). Klipstein el al, (1983) ha reportado la 

existencia de dos diferentes tipos de enterotoxinas terrnoestables de E. coli, Sta y 

Stb, distintas genéticamente en su secuencia de DNA. 
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La E. coli que produce diarrea generalmente posee las siguientes propiedades: 

a) Capacidad para colonizar y multiplicarse en el intestino delgado. 

b) Puede producir enterotoxinas, que en un huésped susceptible provoca aumento 

de secreción líquida hacia ellumen intestinal y subsecuentemente diarrea. 

Tales cepas de E. colise adhieren a la superficie mucoide del epitelio velloso del 

intestino delgado, lo que permite superar la remoción mecánica por la motilidad 

intestinal y facilitar su colonización. 

La adherencia está medida por antlgenos termolábiles. La E. coli 

enteropatógena, se define como los serogrupos somáticos especificas que 

epidemiológicamente han sido incriminados como patógenos pero cuyos mecanismos 

de infección son a través de enterotoxinas o entero invasión (Endelman y Levine, 1983 

citados por López y Altamilla; el. al, 1986 ). 

Sin embargo, existen otros tipos de E. col; patógenas, las cepas involucradas en 

enfermedades transmitidas por alimentos pueden ser clasificadas en 4 grupos: 

1. E. coli Enteropatogénica (EPEC), que generalmente no presentan enterotoxinas 

aunque ellas pueden causar diarrea, con mayor frecuencia en lactantes. (Guerrant, 

el al, 1976). 
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2. E. coli Enterotoxigénica (ETEC), productora de enterotoxinas (LT y ST) es capaz 

de adherise al epitelio gastointestinal y liberar las toxinas L T (Iabil al calor) y ST 

(estable al calor) y causa diarea en adultos y animales. 

3. E. coli Enteroinvasiva (EIEC), no produce enterotoxinas, la bacteria penetra las 

capas superficiales de la mucosa, sin llegar, salvo excepcionalmente a los tejidos 

más profundos, produciendo síntomas de disenteria. Típicamente, los pacientes con 

diarrea por E. coli enteroinvasiva tienen deposiciones con sangre, mucus y 

leucocitos polimorfonucleares. 

4. E. coli Enterohemorrágíca (EHEC), esta representada por E. coli 0157:H7 

responsable de una infección enterica o colitis hemorrágica, produce básicamente 

dos toxinas, la toxina Shiga-like (slt-i Verotoxina, Verocitoxina ) y SLT-II. Se ha 

aislado de materia fecal de animales y hombres, la toxina 11 causa en el hombre y 

animal diarreas sanguinolentas. Ristaino el al., 1983; Guarino el al., 1987) 



3.-JUSTIFICACIÓN 

Debido a que en las granjas porcinas existe un gran interés en dar una 

aplicación a los grandes volúmenes de estiércol que generan granjas, se pretende 

utilizarlo como sustrato para la producción de larva de mosca que sirva como fuente de 

protelna para la alimentación del cerdo, pero es necesario, estudiar el riesgo 

microbiológico que implica su consumo. 
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3.- OBJETIVOS 

Objetivo General 

Evaluar la presencia de coliformes y E.coli (ETEC) inoculadas o no en larvas 

frescas, desinfectadas ylo tratadas térmicamente para ser utilizadas como ingrediente 

en la alimentación de cerdos. 

Objetivos Particulares 

1. Verificar la presencia o ausencia de microorganismos coliformes a la secuencia 

de 5 generaciones obtenidas bajo condiciones de asepsia 

2. Evaluar diferentes tratamientos de desinfección en la eliminación de coliformes 

en las larvas de la S"generación. 

3. Determinar las condiciones térmicas para obtener larvas libres de coliformes. 

4. Evaluar la persistencia de E. coli (ETEC) en larvas de mosca inoculadas 

previamente. 

5. Establecer las condiciones de secado que permitan obtener larvas libres de E. 

coli (ETEC) inoculadas previamente. 
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6. Evaluar la presencia de toxinas L T + Y ST + en larvas secas inoculadas con E. coli 

(ETEC) previamente. 
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Figura 2 Cuadro Metodológico 
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5.1 Reproducción masiva de moscas 

La caja para reproducción de moscas y huevecillos se construyó con madera y 

tela de tul. La caja era un cubo de 1 x1 m. con aberturas o ventanas a los costados y en 

la parte superior de la misma, con la finalidad de permitir tanto ventilación como 

entrada de aire del medio, esta se encontraba dividid9 a la mitad por una pared 

también de madera teniendo asl dos contenedores, como lo muestra la figura No. 3. 

Figura No. 3 Caja para la reproducción de moscas 
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Cada uno de ellos poseia un orificio que soportaba una malla de tela de tul de 70 cm 

de largo en forma de guante con una abertura en el centro, a través del cual se podia 

introducir la mano y realizar los manejos y actividades diarias que fueran necesarias en 

el interior de los contenedores y asl evitar la salida o escape de las moscas. 

Las adaptaciones que se fueron realizando a la caja a lo largo de la 

experimentación fueron: 

• A la caja se le adicionó una fuente de luz (foco) que permitiera elevar la 

temperatura en el interior hasta 30°C 

• Las ventanas delanteras y traseras se cubrieron con pellcula plástica para 

guardar el calor producido por la fuente de luz y permitir que esta alcanzara 

una temperatura antes mencionada, asi como una mayor visibilidad al interior 

de la caja. 

Figura No. 4 Recipientes utilizados 

Caja para incubar larva Caja recolectora de larva 



Recipiente de alimento Tamiz 

[1 I 
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Figura No. 5 Diagrama de flujo del proceso 
de obtencion de larva de mosca 

I Larvas de mosca I 

I Leche hidratada adicionada con miel ~ 

I Moscas en cajas de reproduccion I 

Huevecillos de mosca 
t=8 dias 

20g leche adicionada con miel 
60g salvado de trigo 

Incubacion de huevecillos 
t=3dias T= 35 e 

Separacion de larvas de mosca 
del salvado 

T= 45 e t= 20 min 

I Larvas de mosca I 
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5.2 Producción de larva bajo condiciones de asepsia. 

La producción de larva se inició partiendo de unas que fueron donadas por el 

departamento de producción animal, de la F.M.v.Z. de la UNAM, de donde se 

obtuvieron las primeras moscas con las que se dio inicio la recolección de sus 

huevecillos, se esperó un tiempo de 8 dias en el que ellas iniciaron la producción de 

huevos, sin embargo el apareamiento de las mismas se inició de 16 a 24 horas 

después de la emersión, en condiciones ambientales (entre 20 y 25°C). 

La alimentación diaria constituida de porciones de 60g. de salvado y 20g. de 

leche adicionada con miel se permitió una producción aproximada de 0.4-0.6 g de 

huevecillos de mosca diaria 

La malla de tela les proporcionaba a las moscas tanto un soporte para que estas 

pudieran alimentarse y un refugio para los huevecillos al plizarse la tela. El alimento 

que se continuó dando hasta finalizar la experimentación consistió en leche en polvo 

rehidratada, enriquecida con miel, la cual se renovaba todos los dias. 

Los huevos recolectados directamente del recipiente de leche eran sembrados 

en charolas de plástico que contenian una mezcla de salvado- leche adicionada con 

miel. Sin embargo, al no ser constante la producción de huevos por variar en función de 

las condiciones ambientales y que además afectaba el desarrollo larvario, asi como la 

actividad de las moscas, se colocó una fuente de luz dentro de la caja que contenla las 

moscas alcanzando una temperatura constante de 35°C. 
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Las cajas de plástico en donde se llevaba a cabo el desarrollo de las larvps se 

colocaron dentro de una estufa a temperatura constante de 35°C. Reducicndose su 

tiempo de desarrollo a 3 días, al final de los cuales las larvas se encontraban en las 

condiciones máximas de tamano (9 mm aprox.) y grosor que pudieron alcanzar. 

Las charolas eran cubiertas con su tapa previamente perforada, sin embargo al 

segundo o tercer dla de ser sembrados los huevecillos ya incubados y en su forma de 

larva tenían la tendencia a escapar. La secuencia en el desarrollo de las larvas inicia 

cuando éstas se incuban, las pequenas larvas inician una etapa de migración fuera de 

las charolas con lo que se tenían perdidas de larva se optó por cubri~as con película 

plástica adherible, esta se perforó para facilitar la entrada de aire con pequenos 

orificios los cuales debían ser suficientes para una buena entrada de aire y de un 

tamano mínimo para evitar que escaparan. 

El tiempo que tardaban las larvas al inicio de la experimentación en alcanzar un 

buen desarrollo en tamano y grosor máximo, era de 7 dlas, al inicio y en condiciones, 3 

días en estufa a temperatura constante de 350C (tiempo que requerían para alcanzar 

un desarrollo máximo antes de pupar). 

El contenido de la charola era vaciado sobre una malla, este proceso se realizaba de 

forma lenta por lo que tomando en cuenta su tendencia a ocultarse de la luz, se colocó 

una fuente de luz a la cual se le colocó una lamina de aluminio a manera de reflector 

sobre el contenedor, por lo que el paso de las larvas a través de la malla fue más 

rápido, obteniendo larvas limpias de salvado en menos tiempo. 
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5.3 Obtención aséptica de larvas de mosca 

Las larvas que dieron origen a la primera generación de moscas fueron 

insta1adas en uno de los contenedores de la caja y mantenida en condiciones de 

asepsia en donde a partir del segundo dia empezaron a pupar. La pupa sufrió cambios 

en su coloración tomando desde un color hueso hasta un color café obscuro a negro y 

finalmente emergen como moscas. 

Las moscas después de su emersión sólo pueden vivir 24 horas máximo sin 

alimento, de lo contrario mueren. Por lo tanto las moscas, que son omnivoras. fueron 

alimentadas con alimento estéril compuesto de leche adicionada con miel yagua, ya 

que necesitan una dieta que contenga azúcar, para mantener la vida y producir la 

energia necesaria en todos los procesos vitales, asi como protelnas o sustancias 

obtenidas de la hidrólisis de estas, para la formación de los huevos. (Otto Hecht.. 

1970) 

Al octavo dia se inicio la recolección de los huevos que fueron colocados en la 

malla que se encontraba en el recipiente de leche. Los huevos de mosca fueron 

separados de la malla y colocados bajo condiciones de asepsia en un recipiente 

plástico que contenia una mezcla de salvado y leche adicionada con miel en una 

relación 3: 1 yagua suficiente para hacer una mezcla. La charola fue cubierta con una 

película plástica con orificios para permitir la entrada de aire. 
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La charola permaneció asi por 3 o 4 dias a temperatura constante de 35°C al 

final de los cuales se inicio la separación de las larvas de mosca. 

5.4 Detección de m.o. a través de las diferentes generaciones. 

De las larvas que se obtuvieron se tomaron 2 gramos que fueron sometidas a 

un proceso de 10 lavados cada uno con 50 mi de solución salina fisiológica (estéril), del 

último lavado se tomó una asada que fue sembrada en agar MacConkey incubándose 

después 24 h a 37' C, para verificar la presencia de bacterias coliformes. 

Por otro lado se tomo 1 gramo de larvas y se maceró en un mortero previamente 

estéril, posteriormente se tomó una muestra y fue sembrada en agar MacConkey (ver 

apéndice 3), incubándose a 37'C por 24 h Y se verificó la presencia de bacterias 

coliformes. 

Las larvas restantes se mantuvieron en la caja hasta pasar a su fase de pupa, el 

proceso para formación de otra generación de moscas se llevó a cabo de la forma 

antes descrita. A partir de 8 dias de la emersión se volvió a iniciar el proceso de 

obtención de larvas. A las larvas obtenidas de esta 2da. generación se les sometió al 

mismo proceso de lavado. 

El proceso se repitió en un total de 5 generaciones de larvas producidas y 

mantenidas en condiciones de asepsia, y se observo previamente la carga microbiana. 
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5.5 Lavado y desinfección de larvas para la eliminación de bacterias 

Para eliminar la carga microbiana contenida en la larva. estas fueron sometidas 

a diferentes procesos de lavado y desinfección de la larva. Se prepararon 4 lotes de 2 g 

cada lote cada uno de larva de mosca, fueron lavados con 30 mi de solución salina 

fisiológica (estéril), porteriormente fue desinfectado con: 

• Lote 1. Solución al 0.05% de alcohol 

• Lote 2. Solución al 0.05% de cloro 

• Lote 3. Solución al 0.05% de detergente de uso común 

• Lote 4. Solución al 0.05% de yodo yodurado 

Finalmente de cada lote se eliminaron los restos de desinfectante con 30 mi de 

solución salina fisiológica estéril y posteriormente de cada lote se maceró en un 

mortero estéril y de ahl se tomó una asada que fue sembrada sobre una caja de agar 

MacConkey (ver apéndice 3), Incubándose a 37°C por 24 h, de igual forma, se tomó 

una asada de cada una de las aguas de lavado final y se sembró en agar MacConkey 

a las mismas condiciones. Transcurrido ese tiempo se verificó la presencia de colonias. 
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5.6 Cuantificación de bacterias coliformes en larva fresca y larva seca. 

Para cuantificar la carga microbiana en larvas obtenidas bajo condiciones de 

laboratorio (el proceso parte de un sustrato compuesto de leche en polvo rehidratada 

enriquecida con miel y salvado de trigo que fue sometido a un proceso de radiación por 

microondas en 3 eventos por 1 minuto para reducir la carga microbiana), se realizó un 

muestreo a 5 lotes de larva fresca y larva secada por 24 haTo de 65°C. 

Los huevos de mosca fueron retirados con espátula de la malla que soportaba el 

contenedor de leche dentro de la caja y colocados en una mezcla de los ingredientes 

lmencionado previamente, fue cubierta con una pellcula plástica que fue perforada para 

asegurar la presencia de oxigeno. Al alcanzar las larvas un desarrollo máximo estas 

fueron separadas del salvado. 

5.6.1 Cuantificación de bacterias coliformes en larva fresca 

De las larvas obtenidas de 5 lotes diferentes se procedió a tomar 0.5 g de 

muestra de sustrato (mezcla de salvado-leche adicionada con miel en el que se llevó a 

cabo el desarrollo de larvas) y larva fresca. La larva restante fue sometida a un proceso 

de secado. 

De cada muestra de sustrato y de larva fresca se realizaron g diluciones 

decimales, se tomaron 0.5 g de la muestra a analizar, previamente macerada y se 

adicionó 4.5 mi de diluyente (SSF), constituyendo la dilución la' se agitó en un vortex 
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y se transfirió 0.5 mi de la dilución a otros tubos con 4.5 mi de diluyente y se continuó el 

proceso hasta la dilución 1010 
. Todo se realizó en condiciones de esterilidad 

Posteriormente de las últimas diluciones, para cada producto. Se tomo una 

muestra de 50 ~I Y se inoculó por duplicado en cajas petri con agar MacConkey (ver 

apéndice 3), incubándose después 24 horas a 37 ·C. Transcurrido este tiempo se 

verificó y cuantificó la presencia de colonias. Considerando aquellas cajas en las que 

se pudieran contar y el resultado se determinó multiplicando al número de colonias por 

el inverso de la dilución y multiplicando por 2 para obtener el número de UFC/g 

UFC/g = (No. de unidades formadoras de colonias X inverso de dilución) 

5.6.2 Cuantificación de bacterias colifonnes en larva seca sometida a 

tratamiento térmico de 24 horas a 65·C. 

La larva fue sometida a un proceso de secado de 65·C por 24 horas en un 

recipiente de aluminio en una estufa de Temperaturas hasta de BO·C y se determinó la 

presencia de coliformes por la técnica del Número Más Probable. (Ramlrez, H. y 

A1varez, M. (1996); Thattcher F. S. y Clark D.S. (1973), descrito en apéndice 1. 

Una vez que las larvas fueron secadas se les realizó el análisis de la siguiente 

manera. Se tomaron 0.5 g. del producto y se realizaron 3 diluciones decimales, 

siguiendo la técnica descrita en el punto anterior. 

- 36-



La cuantificación de coliformes se realizó por el método del NMP, donde se 

inoculó por triplicado al transferir 1 mi de cada dilución a un tubo con tapón de rosca 

con Caldo Lauril Sulfato Triptosa (ver apéndice 3), y campana de fermentación, se 

incubaron los tubos a 44.5°C +/- 2·C 

en un Baño María con circulación mecánica. 

Confirmándose en agar MacConkey para detectar los microorganismos lactosa 

positiva, inoculando por duplicado e incubando después 24 horas a 37 OC. 

Transcurrido este tiempo se procedió a verificar la presencia de colonias lactosa 

positiva (de color rojo). 

5.7 Contaminación controlada de larvas de mosca con E. coli 

enterotoxigénica. 

5.7.1. Preparación de inóculo de E. coli enterotoxigénica. 

Para la preparación del in6culo, se tomó 1 colonia de E. coli enterotoxigénica 

(LT+, ST+) con una concentración de 10' sembrada sobre agar MacConkey para 

inocularla en Caldo Nutritivo, realizando todo el proceso en condiciones de esterilidad, 

se incubó a 35°C por 24 horas. 

Transcurrido ese tiempo, se llevó a cabo la titulación del in6culo, mediante 

diluciones, en las que se tomaron 0.5 mi del in6culo y se transfirieron a otro tubo que 
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contenla 4.5 mi de solución diluyente, se realizaron 7 diluciones más. Posteriormente. 

de las últimas 3 diluciones (diluciones 107
, 10· Y 10"), se tomaron muestras de 50¡l y 

se inocularon por duplicado en cajas de petri con agar MacConkey, incubándose 

después 24 horas a 37 ·C. 

Transcurrido este tiempo se verificó y cuantificó la presencia de colonias. 

Considerándose aquellas cajas en las que se pudieran contar entre 20 y 200 UFC, el 

número de colonias se multiplicó por el inverso de la dilución. La titulación del inóculo 

de E. coli enterotoKigénica se realizó para cada lote de larvas que posteriormente seria 

contaminado con el in6culo. 

5.8 Cuantificación de E coli. enterotoxigénica (L T +, ST +) inoculada 

en laNa fresca y laNa seca. 

Para ver el riesgo que pudiera presentar el contacto de larvas inoculadas 

previamente con una dosis de 10· g/mi de Escherichia coli tOKigénica, así como su 

persistencia en larva secada por 24 horas a S5·C. 

5.8.1 Cuantificación de E cofi. enterotoxigénica (L T +, ST +) inoculada en 

sustrato con laNa fresca. 

Se tomaron 5 muestras de 2 9 de cada uno de los 5 lotes diferentes de larvas y 

sustrato en frascos de vidrio con tap6n plástico previamente esterilizados a las que se 
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les contaminó con 0.5 mi del inóculo de E coli. enterotoxigénica (LT+, ST+) cuya 

preparación se menciona en el punto (5.7.1) las muestras inoculadas estuvieron a 

temperatura ambiente por un tiempo aproximado de 1 h para posteriormente cuantificar 

la cantidad de E. coli presente, siguiendo la metodologia ya descrita ( 5.6.2) excepto 

que sólo se realizaron 8 diluciones decimales. 

5.8.2 Cuantificación de E coli. enterotoxigénica (LT+, ST+) en la larva seca 

(t=24h, T=65°C.) 

Se formaron 5 lotes empleando diferentes recipientes (cajas de petri, frascos con 

tapa y papel de aluminio previamente flameados) con el fin de seleccionar aquel que 

impidiera la migración de las larvas al exterior y que asegurara el secado de las larvas 

eficientemente, después se inocularon con 0.5 mi del inóculo mencionado en el punto 

(5.7.1) a cada uno de los lotes. Las muestras inoculadas estuvieron a TO ambiente por 

una hora, pasado este tiempo, los lotes se introdujeron en una estufa de secado donde 

se mantuvieron a 65°C por 24 horas. Posteriormente se tomaron 0.5 g. De la larva seca 

de cada uno de los lotes, macerándolas con 4.5 mi de solución diluyente, las muestras 

se colocaron nuevamente en los tubos y fueron homogeneizadas en un vortex a la 

velocidad alcanzada por el aparato hasta obtener una muestra homogénea. 

Posteriormente se realizaron las diluciones como se mencionó anteriormente 

(5.6.2) y se realizó la prueba del NMP para detectar los coliformes persistentes 

siguiendo la metodologla descrita en el mismo punto. 
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5.9 Prueba de reactivación de E eoli. enterotoxigénica (L T +. ST +) en larva 

seca (65'C/24h) . 

. Las muestras que dieron negativo a la prueba del NMP se sembraron en Caldo 

nutritivo finalmente se incubó a 37'C por 24 h. Con lo que se busco comprobar la 

eficiencia del tratamiento térmico en la destrucción de todas las E. coli 

enterotoxlgenica. Para los tubos positivos se hicieron nuevos lotes de 2 g cada uno y 

se aumentó el tiempo de secado o se aumentó la temperatura a 75OC, para 

posteriormente detectar la viabilidad de la E. col; y sus toxinas. 

5.10 Determinación de Toxina LT y ST de E. coli en larva seca, 

infectada experimentalmente. 

Se verificó la presencia de toxinas (L T Y ST) de E. coli en harina de larva seca 

inoculada. 

Para detectar la presencia de la toxina ST se empleó la prueba de ratón lactante 

según Dean y cols., (1972) Y para la detección de toxina LT se utilizó la prueba de 

ELlSA según Ristaino y cols., (1983). 
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5.10.1. Prueba del ratón lactante 

La inoculación intragástrica de ratones recién nacidos con toxina es una prueba 

uniforme, rápida, confiable, fácil de realizar y barata. Esta prueba detecta solamente la 

E. coli productora de la toxina ST, que provoca diarrea en los humanos y en los 

animales Dean y cols., (1972). 

Procedimiento: El material enterotóxico se preparó con una muestra de 0.5 

gramos de harina de larva secada a 65°C por 24 horas suspendida en solución salina 

fisiológica estéril. La muestra se centrifugó a 1500 rpm durante 40 minutos y el 

sobrenadante se filtró a través de filtro millipore tipo HA con poro de 0.45 micrómetros. 

Los ratones se obtuvieron del bioterio de la Unidad de Posgrado de la Facultad 

de Estudios Superiores CuautiHán. Campo 1. La pareja de ratones se mantuvo junta 

por espacio de una semana para esperar su apareamiento, y la hembra tuvo sus crlas 

a los 15 dlas, al cabo de este tiempo se separaron de la madre y se procedió con la 

prueba 

Los ratones lactantes se inocularon en la región intragastrica con 0.1 mi del 

material de prueba (material enterotóxico) antes descrito, teniendo la precaución de 

que estuvieran recién alimentados para hacer más evidente su estómago, se empleó 

jeringa hipodérmica con aguja de 21 x 13 mm. Cada mi de inóculo fue teñido con una 

gota de colorante azul de Evans al 2% para facilitar la lectura y comprobar la correcta 

inoculación. 
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Los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos de cuatro, manteniendo a 

uno de los grupos como grupo de control negativo. 

A las cuatro horas de inoculados, se sacrificaron los ratones con una sobre dosis 

de éter, luego se le efectuó la necropsia. Sus intestinos fueron removidos con pinzas. 

Lectura: se pesaron los intestinos por separado y junto con el cuerpo. Para 

finalmente calcular la relación de: 

Peso del intestino/Peso del resto del cuerpo 

Las relaciones menores de 0.07 se consideraron negativas, las relaciones en el 

rango de 0.070 a 0.090 se consideraron positivas. 

Las relaciones superiores a 0.090 se consideraron fuertemente positivas (Dean y 

cols., 1972 ), tomando en cuenta los controles negativos. Los filtrados se utilizaron el 

mismo día de su preparación. 
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5.10.2. Determinación de la presencia de LT, con la prueba de ELlSA, 

según la técnica propuesta por Ristaino y cols., (1983). 

Método de ELlSA 

Soluciones utilizadas: 

• PBS-Tween 0.05% pH=7 

NaCI 8.0 9 
K2HP04 1.21 9 
KH2P04 0.34 9 
• Leche Descremada 5% 

• Anti-suero 

• Conjugado (protelna A peroxidasa) 

• Sustrato tabletas de orto-fenilendiamina(NH2.C.H •. NH2) 

• Medio de disolución del sustrato 

Fosfato de Na dibásico (NaH2 PO.) 

Ácido Citrico(C6H.O,) pH=5 

Peróxido de hidrógeno(H20 2) 30% 

0.7296 9 
25.7 mi de H20 destilada 

0.51066 9 
24.3 mi de H20 destilada 

• H2SO. 3 molar 20 mi 3.3 mi HoSO. 
16.7 mi de H20 destilada 

Procedimiento: 

1. La muestra de harina de larva previamente inoculada con E. col; enterotoxigénica 

(L T +, ST +) con SSF se centrifugó a 2500 rpm por 10 minutos. 

2. Se separó el sobrenadante. 
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3. Se colocaron 100~1 de la muestra en la microplaca por duplicado se Incubó 

durante toda la noche a 4°C. 

4. Se lav6 con 150 ~I PBS-Tween al 0.05% se dejó agitando 3 minutos y luego se 

elimin6 el buffer invirtiendo la placa sobre un papel absorbente. Se repitió el lavado 5 

veces. 

5. Se bloque6 con leche descremada al 3% en PBS agregando 100~1 en cada uno 

de los pozos de la placa y se incub6 a 37°C por una hora. 

6. Se lav6 5 veces con PBS-Tween al 0.05% de la misma forma como se 

describe en el paso 4. 

7. Se agregaron 100~1 de antisuero (anti-LT) (titulo 1 :200). 

8. Se incubó 1 hora a 37°C 

9. Se lav6 5 veces con PBS Tween 0.05% de la misma forma como se 

describe en el paso 4. 

10.Se adicionaron 1 OO~ de conjugado (protelna A peroxidasa)(titulo 1 :250) diluida 

en PBS. 

11.Se incub6 a 37°C por una hora. 

12.Se lav6 5 veces con PBS Tween al 0.05% de la misma forma como se 

describe en el paso 4. 

13.Se adicionaron 100~ en cada pozo del sustrato ( O-fenilen diamino), el cual fue 

preparado al momento, se incubó en la obscuridad a 37°C hasta que se observó 

color paja, se detuvo la reacción adicionando 1 OO~I por pozo de H,SO. 3M y se ley6 

en el espectrofolómetro a 450 nm. 
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5.11 Análisis Químico Proximal 

El análisis quimico proximal de harina de larva de mosca sometida a un 

tratamiento de secado a una temperatura de 65°C por 48 horas, se realizó empleando 

las técnicas oficiales, según métodos del AO.A.C.15'. Edición 1990 y que se indican 

en el apéndice 2. 

Tabla (3). Técnicas analiticas para determinación de AQP 

Delenninación Técnica Método 

Humedad Secado por estufa A.O.A.C. 931.01 

Ceniza Klemm AOAC. 942.05 

Fibra Cruda Weende AO.A.C. 962.09 

Grasa Soxhlet AO.A.C. 929.39 

Protelna MicroKjeldahl AO.A.C.984.13 
(N X 6.25) 

, 

Fuente: Asociation ofOfficial AgrlcuHurat Chemistry. 151
, Edición 1990 Washington, OC. 

5.12 Digestibilidad de la proteína. 

Según la técnica 970.01 de digestibilidad de proteína con pepsina descrita en el 

"AOAC"15'. Edición 1990 y descrita en el apéndice 2. 



6,·RESULTADOS 
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6.1 Producción de larvas bajo condiciones de asepsia. 

La variación en las concentraciones de leche adicionada con miel y salvado con 

las que se alimentaron a las larvas, dio como resultado que en la relación de 

1:1 (salvado-leche) que eran 20 g. de salvado en 20. de leche adicionada con miel se 

formaron grumos, que no permitieron una buena aereación y por esto ferment6 la 

mezcla, alargando el tiempo de desarrollo por lo que la producción de larva fue sólo un 

10% de lo que se esperaba y no se logro que alcanzarán un desarrollo de 

aproximadamente 9 mm de longitud. En la segunda relaci6n de 2:1 mejor6 la 

producci6n de larva, sin embargo en la siguiente que era de 3: 1, la larva llego a 

desarrollarse sin ningún contratiempo alcanzando el tamaño y grosor máximo con 

respecto de las fórmulas probadas. Al probarse la relaci6n 4: 1, se obtuvieron larvas 

muy delgadas y muchas otras no alcanzaron a desarrollarse, y el tiempo de desarrollo 

entre ellas fue marcadamente mayor. Debido a lo anterior se continu6 alimentando a 

las larvas con una relación de 3: 1 logrando tener con esto unas larvas gordas y 

grandes y con ello pupas de mayor tamaño las cuales generaron moscas adultas de 

gran tamaño. 

Las cajas de plástico en donde se llevaba cabo el desarrollo de la larva se 

colocaron dentro de una estufa de temperatura constante regulada a 35°C. Las 

charolas fueron cubiertas con película plástica adherible, esta se perforó para facilitar la 

entrada de aire con pequeños orificios los cuales debían ser suficientes para una buena 

aereaci6n y de un tamaño tal que evitara que estas escaparan. Con lo anterior se 

redujo su tiempo de desarrollo a 3 dias, al final de los cuales las larvas se encontraban 

en el tamaño máximo (9 mm aprox.) 
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6.2 Detección externa e interna de m.o. coliformes a través de las 
diferentes generaciones de larvas. 

El lavado de larvas pretendia que a través de una secuencia generacional su 

carga microbiana fuera disminuyendo tanto interna como externamente. a medida que 

una nueva generación fuera emergiendo. sin embargo al realizar este proceso de 

lavado con solución salina fisiológica a cada generación. mostró que la generación 

subsecuente segula presentando carga microbiana similar en cada una. tanto en el 

agua de lavado como al realizar el macerado de la propia larva. siendo cualitativamente 

mayor en esta forma la presencia de coliformes. 

Tabla (2). Presencia de microorganismos coliformes en diferentes generaciones de 
larvas. 

Lavado a Macerado de I 
~e~n~e~rn~ci~o~n~e~s ______ ~~~H~20~d~e~L~a~v~a~d~o~~ __ ~la~rv~a~s~ 

I 

1 ra. Generación + I + I 
2da. Generación 

I : I 
+ + 

3ra. Generación I + , + 

4ta. Generación + + 

! 5ta. Generación + + L.....-___ -

• Tratamiento realizado por duplicado 
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6.3 Resultado del lavado y desinfección de larvas, para la eliminación 
de bacteri as 

Se logró eliminar la carga microbiana externa utilizando soluciones de cloro al 

0.05% Y yodo yodurado al 0.05% como desinfectantes y no se logró eliminar la 

contaminación interna con ninguno de los tratamientos empleados. El jabón y el alcohol 

no lograron la eliminación de los microorganismos ni en su superficie, ni en su interior. 

Tabla (3). Presencia de coliformes en larvas tratadas con diferentes soluciones. 

I Compuesto quimico 
Presencia de coliformes Presencia de coliformes 

en en 
H,O de lavado macerado de larvas 

Solución de Jabón 0.05% + I + 

Solución de alcohol 0.05% + + 

Solución clorada 0.05% - + 

Solución de yodo yodurado - + 
0.05% 

Tratamiento realizado por duplicado 
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6.4 Resultados del análisis cuantitativo de bacterias coliformes en 
sustrato, larva fresca y larva seca (65'C/24 horas) 

Al no tener larvas libres de microorganismos coliformes se sometió la larva a un 

proceso de secado, tratando térmicamente al sustrato y manejando condiciones de 

asepsia en la producción de las larvas. Se les cuantificó la carga de coliformes al 

sustrato, larva fresca y seca, el análisis cuantitativo da como resultado una mayor 

contaminación en el sustrato, en cantidades hasta de 10", la larva fresca soporta 

poblaciones hasta de 107
, como lo muestra la tabla 4, el grado de contaminación no 

varió significativamente en los diferentes lotes. Se sometió a la larva a un tratamiento 

térmico a 65'C, se hizo un muestreo al transcurrir 1 hora, el cual presento crecimiento 

de colonias, el muestreo a las 2 horas mostró ausencia total de microorganismos, asl 

como el muestreo a las 3 horas. Sin embargo, debido a la resistencia que ofrece su 

cuerpo a la perdida de humedad la larva tiende a la descomposición, por lo anterior el 

tiempo de secado se extendió hasta 24 horas, en donde finalmente tampoco se tubo 

presencia de bacterias coliformes como lo presenta la tabla 4 y se puede apreciar su 

distribución en la gráfica 1. 

Tabla (4). Resultado de las UFC/g de bacterias coliformes en sustrato, larva fresca y 
larva seca (65'C/24 horas). 

Producto Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 
UFC/g. U FC/g. UFC/g. UFC/g. UFC/g. 

Sustrato 59X10'o 31X10" 50X10" 64X10'o B7X10'o 

Larva fresca B2X10· 54X10· 62X10' 25X10' 44X10· 

Larva seca O O O O O 

Cada lote fue analizado por duplicado. 
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6.5 E. eoli. enterotoxigénica (LT+, ST+) en UFC/g inoculada en larva 

fresca y larva seca (65°C/24 horas). 

La larva de mosca fresca inoculada con E. coli enteotoxigénica presentó 

cantidades de 10'UFC/g 1 hora después de la inoculación, ver tabla (5). 

La larva ya inoculada y seca no presento formación de colonias, sin embargo, al 

someter al producto seco a un proceso de reactivación, este resulto positivo, lo que nos 

permite deducir que este tratamiento térmico no fue suficiente para destruir los 

microorganismos presentes en la larva, sólo los inhibe parcialmente y cuando vuelve a 

tener condiciones favorables de temperatura, este tiende activar su multiplicación. 

Tabla (5). E. coli. enterotoxigénica en UFC/g en larva fresca y larva seca 
(65 C/24horas). 

Producto Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 
UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g 

Larva fresca 32X10' 45X10' 37X10' 51X10' 42X10' 

Inoculo 25X10· 37X10· 23X10· 28X10· 32X10· 

Larva seca O O O O O 

• Cada lote fue analizado por duplicado 
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6.6 Determinación de Coliformes totales (NMP) reactivados en larva 

seca. 

En las muestras que fueron negativas a coliformes en el cultivo directo y se 

sometieron a reactivación fueron detectados hasta una concentración de 42 bact./g de 

muestra. Los resultados en la utilización de la técnica del NMP como se puede ver en 

la tabla 5 muestra que 3 tubos resultaron positivos de 5. 

Tabla (5). Resultados de Coliformes totales por la técnica NMP en larva seca (65'C/24 
horas) 

Muestra NMP/g 

1 42 

2 O 

3 O 

4 23.0 

5 20.0 

Cada muestra analizada por triplicado 
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6.7 Determinación serológica de Toxina L T Y ST de E. coli en larva 

seca, infectada experimentalmente. 

Al realizar las pruebas para detección de la presencia de toxinas L T y ST, se 

observó ausencia total de toxinas confirmándose esto con los controles, tanto en la 

prueba de Elisa como en la de ratón Lactante. 

Tabla (6). Determinación de toxina (LT) y (ST) en larva seca (65·C/24horas). 

(LT) (ST) 
Muestra Elisa Ratón lactante 

1 - -

2 - -

3 - -

4 - -

5 - -
control + + 

Cada muestra realizada por duplicado 
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6.8 Composición Proximal. 

La determinación del AQP de lalVa seca a 65°C por 48 horas, se obtuvo como 

resultado como se puede obselVar en la tabla 7, que el contenido en proteina fue de 

53.43%, el contenido de humedad de 4.94% al contenido de cenizas se tuvo un 8.97%, 

presenta una mlnima variación con respecto al contenido de proteína, humedad y 

ceniza que presentan trabajos realizados anteriormente, el contenido de fibra es muy 

similar al de otros autores, el valor obtenido fue de 7.52% y el de otros trabajos oscila 

entre 6.4 y 7.0%. Para el extracto libre de nitrógeno, que son en su mayorla 

carbohidratos, se obtuvo un valor de 9.24%. 

Tabla (7). Resultados de la composición proximal de harina de lalVa de mosca 
sometida a un tratamiento térmico de 65°C durante 48 h. 

Comparación bibliográfica 
Determinación Experimental Andrade Newton 

(%) (%) 

Humedad 4.94 5.9 7.9 

Ceniza 8.97 5.7 14.66 

Fibra cruda 7.52 7.4 6.4 

Grasa 5.33 19.1 15.8 

Proteína (N= 6.25) 53.43 54.6 42.1 

Extracto Libre de 9.24 9.4 13.14 
Nitrógeno 

Cada determinación se realizó por triplicado. 

- 55 -



6.9 Digestibilidad de proteina. 

Por otro lado, en la prueba de digestibilidad de proteina, el resultado presenta 

un 88.11% de digestibilidad, valor muy similar al encontrado por Andrade (1987) que 

fue del 90.0% para la larva de mosca y para la caselna obtuvo un valor de 93.33% 
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1.·DISCUSION 
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7.1 Producción aséptica de larva de mosca 

Se logró reducir el tiempo de producción de la larva al considerar una 

temperatura constante de 35'C en charolas que contenían proporciones de 3:1 de 

salvado y leche en polvo adicionada con miel yagua suficiente para hacer una mezcla, 

la charola fue cubierta con una pellcula plástica perforada para permitir la entrada de 

aire, logrando un aumento en la producción de larva reduciéndose su tiempo de 

desarrollo, a 3 dlas, mientras que Andrade (1987) empleando estiércol y temperatura 

de 34'C tarda 7 días en obtener larvas desarrolladas. 

La disminución en el tiempo de desarrollo de las larvas permite obtener una 

producción más acelerada, lo que se atribuye a las condiciones de temperatura y 

humedad que permanecen constantes en el medio de desarrollo creando un hábitat 

ideal para la larva al facilitar la ingesta de nutrientes, al ir disminuyendo la humedad por 

un fenómeno de convección entre el aire y el medio de desarrollo de la larva, 

provocaba una reducción en la facilidad de ingerir su alimento, propició que su 

desarrollo se llevará a cabo de manera más lenta. Lo anterior nos comprobó que una 

mejora en las condiciones de producción es, la de mantener cierta humedad en el 

sustrato. 

La separación de la larva se llevó a cabo de una manera más rápida y limpia 

cuando sustrato y larva fueron colocados en un espesor aproximado de 1 cm. sobre una 

malla, colocando sobre ellos un reflector de luz, a una distancia de 5 a 10 cm del 

recipiente de separación, debido a que el sustrato se encontraba húmedo, se quedó 
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sobre la malla y a la vez le proporcionó a la larva una mayor movilidad, que facilitó su 

paso a través de los orificios de la malla. 

En el proceso de separación o recolección, Teotia y Miller (1973) utilizaron la 

pupa como fuente de proteina quienes realizaron un proceso de separación por 

flotación. Andrade (1987) utilizo un proceso de separación por malla aprovechando su 

movilidad y la tendencia de la larva a esconderse de la luz por ser fototáctico-negativo. 

Retomando la experiencia de Andrade, en este trabajo la rapidez en la separación se 

vio aumentada por el reflector de luz además de la observación de que las larvas 

tienden a escapar de la desecación al buscar refugio en lugares húmedos, lo que 

anterior se observó a través de la secuencia en las mejoras realizadas para la 

obtención de larvas, las cuales fueron las de elevar la temperatura a 3S'C y mantenerla 

constante durante su desarrollo, además de mantenerlas cubiertas con la película 

plástica perforada que mantenla húmedo el sustrato y evitaba el escape de las larvas. 

Por otro lado, la producción de huevos no fue constante observando que variaba 

en función a las condiciones ambientales, debido a que la actividad de las moscas 

depende en alto grado la presencia de luz y el aumento en su actividad es debida a: La 

temperatura a la que está expuesta, edad y tamano de las moscas, las de tamaño 

grande son de mayor fecundidad. El tamaño de las moscas adultas y su fecundidad 

dependen de la nutrición en la vida larvaria y de la alimentación de las moscas, una 

dieta basada en agua con azúcar y muy poca cantidad de leche da como resultado que 

se tenga una disminución en la cantidad de huevos que ovopositan. La calidad de la 

nutrición en las moscas adultas, influye grandemente en la fecundidad. 
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Cuando se alimentaron con azúcar yagua exclusivamente sin adición de 

proteinas, la maduración sexual de los machos no se afectó, pero la de los ovarios de 

las hembras si disminuyó 0110 Hecht, (1970). Se observó además, que no se logra un 

control total en el crecimiento inoculando huevecillos del mismo dia para un lote. 

Andrade (1987) menciona que para obtener un control de crecimiento, inocula el 

sustrato sólo con huevecillos del mismo día evitando el desfasamiento de estadios 

larvarios en una misma charola. Se considera que lo anterior no se logró totalmente 

debido a que algunos huevecillos no lograban desarrollarse al mismo tiempo, esto 

presumiblemente a una mayor desecación en los huevos de mosca, observando que su 

desarrollo, se producía 1 o 2 dlas después. Como algunos huevecillos desarrollados 

tenlan la tendencia a salir de las charolas, al cubrirlas con la pelicula plástica que se 

encontraba perforada, se logró evitar que salieran. 

Andrade (1987), Calvert et al; (1969, 1970); y Newton, (1977) en la búsqueda de un 

alimento alternativo con características nutricionales de productos tales como: plasma 

porcino, concentrado proteico de soya proteína hidrolizada de pescado y pensando que 

además del alto valor nutritivo, tuviera un costo más accesible al productor, diversos 

estudios han evaluado la utilización de larva de mosca como suplemento alimenticio 

Andrade (1987), Calvert et al (1979); Teotia y Miller (1979), Ocio et al (1973), entre 

otros han evaluado la producción, rendimiento, biodegradación de sustrato, 

comparándolos mediante pruebas de utilización neta de proteína (NPU). Sin embargo, 

debido a la tendencia a utilizar como materia prima alternativa el estiércol en la 

obtención de un alimento proteico a menos costo, algunos investigadores han 

expresado la necesidad de evaluar la pOSibilidad de que a través de ellos se diseminen 

agentes patógenos. 
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7.2 Detección externa e interna de m.o. a través de las diferentes 

generaciones de larvas. 

El tratamiento de lavado una secuencia de 5 generaciones mantenidas bajo 

condiciones de asepsia, y el análisis microbiológico cualitativo de microorganismos 

coliformes que se realizo posteriormente, permitió observar que generación tras 

generación siguió presentando carga microbiana similar en cada una de ellas, tanto en 

el agua de lavado como al realizar el macerado de la larva, siendo de esta forma aun 

mayor la invasión de bacterias sobre el medio. 

En trabajos realizados por Greeberg (1958) se informa que el problema de 

muchos investigadores es que se desconoce el comportamiento y destino de bacterias 

patógenas ingeridas por larva de mosca y que generalmente se encuentran en su 

medio de desarrollo, en ese trabajo se estudio la supervivencia de Salmonella y 

Shigella a través de las diferentes fases de la mosca, como resultado de esa 

investigación reporto que el grado de contaminación es menor en mosca adulta que en 

su fase de larva indicando con éso en esa fase hay una destrucción parcial en la 

población bacterial. Sin embargo, ese trabajo no se continuó. 

En este trabajó se mantuvo la carga microbiana fue mas o menos constante a través 

de las 5 generaciones, posiblemente el medio ambiente favoreció la contaminación del 

sustrato donde se desarrollaron las larvas, pero si esto sucede en condiciones 

relativamente controladas, el grado de contaminación empleando estiércol deberá ser 

mayor. 
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Por eso, en el tratamiento de lavado se verificó la presencia o ausencia de 

microorganismos coliformes en lavados con solución salina fisiológica estéril y 

presentó una disminución de colonias en el agua de lavado, pero finalmente al realizar 

el lavado a la 5' generación, se comprobó que tanto el agua de lavado como el 

macerado de larvas, seguía presentando carga microbiana sin disminuir. Comprobando 

que aún bajo condiciones de laboratorio no se puede lograr una ausencia total de 

bacterias coliformes, las cuales se presentaron en las generaciones subsecuentes, 

indicando con ello, que el riesgo potencial persiste en su consumo al no eliminarse las 

bacterias coliformes. 

7.3 Lavado y Desinfección de larvas para la eliminación de bacterias 

De los productos qulmicos que se utilizaron se logró que, con el uso de una 

solución de cloro al 0.05% y una solución de yoduro yodurado al 0.05% como 

desinfectante, la carga microbiana del agua de lavado desapareciera, sin embargo al 

realizar el macerado de la larva, seguía presentando carga microbiana, atribuyéndose a 

que la larva pudieran refugiar microorganismos coliformes en su interior, debido a una 

posible adaptación de los microorganismos al interior del intestino de la larva. 

El utilizar una solución de alcohol y una solución jabonosa, no presentó cambio 

alguno en el agua de lavado, y por otro lado el macerado mostró un gran número de 

colonias presentes ya sea en el agua de lavado o en el interior de su cuerpo. 
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La concentración utilizada en los diferentes desinfectantes pudo ser mayor pero 

no se incrementó para evitar la presencia de residuos de productos químicos como 

contaminantes, los resultados demuestran que la desinfección sólo se logrará en la 

superficie pero los que llegaran a pasar al intestino no se ven afectados. 

7.4 Cuantificación de bacterias coliformes en larva fresca y larva 

seca. 

La eliminación de microorganismos coliformes en larvas producidas bajo 

condiciones de laboratorio no se logró, por lo que se procedió al análisis de las larvas 

en su etapa final y del sustrato, con lo que se comprobó que la carga microbiana del 

sustrato era muy alta (la" UFC/g) y que la larva fresca soporta poblaciones hasta de 

107 UFC/g y las cantidades son uniformes para diferentes lotes. 

Lo anterior se atribuye a una sustancia adherente que es producida por la larva, 

de coloración café obscura y que produce en cantidad suficiente para transmitir al 

sustrato tanto el color como un olor; a la fermentación producida por la leche 

adicionada con miel que contiene el sustrato o bien la alta humedad dentro de la caja, 

haciendo que las condiciones fueran muy favorables para toda clase de crecimiento 

microbiano. 

Greenberg (1958., 1959) afirma, que la flora microbiana de la larva puede 

ejercer un efecto antibiótico en el patógeno. Además, las larvas poseen una Lisozima 

(EC 3.2.1.17) que cataliza la hidrólisis de la 1-411 glicosidico y el N-acetilglucosamino, 

la unión entre ácido N-acetil muramico del peptidoglicano presente en la pared celular 

de muchas bacterias. 
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La lisozima es considerada como parte del mecanismo de defensa frente a 

bacterias y ha sido descrita en casi todos los animales. Las larvas poseen una lisozima 

(EC 3.2.1.17) que es considerada como parte del mecanismo de defensa frente a 

bacterias Jolles P. y Jolles J. (1984); Jolles el al., (1979); Hultmark el al., (1980); 

Fernández S., (1977); Espinoza-Fuentes el al., (1984); Dement'eva and Pishchenko.,( 

1985). Esto hace evidente que la larva de mosca doméstica (Diptera) digiere bacterias 

(su mejor alimento) como una costumbre Lemas y Terra, (1991); Espinoza-Fuentes el 

al. (1987). 

Según Greenberg (1959) la diferencia en el medio de crianza de la larva se 

interpreta como la variabilidad natural misma en la interacción anfitrión-contaminante y 

no como una medida significativa producidas por un medio. De cualquier medio los 

adultos emergen con un número de bacterias similar. Esto se puede explicar por los 

fenómenos que se presentan durante el desarrollo larvario, descritos anterionmente. Lo 

anterior, aunado a este trabajo nos sugiere que las moscas a través de sus diferentes 

fases de desarrollo son capaces de transmitir microorganismos, siendo durante la fase 

larvaria, la fase o etapa que se presenta una mayor contaminación. Los patógenos 

tienen la inhabilidad o habilidad limitada de propagarse bajo condiciones competitivas 

en los diversos medios de la larva. 

En el trabajo realizado por Greenberg (1959) se recuperó Pseudomona sp., 

Proleus vulgaris, Proleus mirabilis, Proleus morganH, Esereriehia eoli, Escheriehia 

freundH y Aerobacfer aerogenes, en medios de enanza de laboratorio. 
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Conociendo que tanto cualitativa como cuantitativamente la contaminación 

puede ser transmitida generación tras generación o bien pueden volverse a 

recontaminar al no tener un sustrato completamente estéril fermento, posteriormente 

se llevó a cabo un tratamiento de secado en donde la larva fue sometida durante 24 

horas a 65·C en una estufa de secado, presentando como resultado una ausencia de 

microorganismos coliformes en el producto seco. 

La importancia en la obtención de larva de mosca es la de producir un alimento 

con alto nivel de protelna y alta digestibilidad a partir de materias primas alternativas. 

Por ello, el tratamiento de las protelnas por calor, puede modificar de una forma más O 

menos importante esta conformación, produciendo desnaturalización. Por lo que se 

recomienda un tratamiento térmico no muy severo. Sin embargo, durante el proceso 

térmico se hicieron peque~os experimentos donde se sometió a la larva a un 

tratamiento térmico a 65·C, se hizo un muestreo al transcurrir 1 hora, el cual presentó 

crecimiento de colonias, el muestreo a las 2 horas mostró ausencia total de 

microorganismos, asl como el muestreo a las 3 horas. 

Sin embargo, debido a la resistencia que ofrece su cuerpo a la pérdida de 

humedad la larva tiende a la descomposición, por lo anterior y tomando como base la 

temperatura de secado de 65·C durante toda la noche ( Teotia and Miller, 1973) el 

tiempo de secado se extendió hasta 48 horas a una ro de 65·C, donde el contenido de 

humedad que presenta el producto hacen de este un producto sumamente estable a 

una recontaminaci6n. 
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7.5 Cuantificación de E. coli enterotoxigénica (LT+, ST+) inoculada 

en larva fresca y larva seca (65°/24h). 

El proceso de secado para la larva a la que se le adicionó el inóculo, se llevó a 

cabo en paquetes de aluminio previamente flameados, debido a que se lograba evitar 

la huida de la larva, lo que no se lograba cuando se utilizaron cajas de petri y además 

permitió que se llevará a cabo de manera eficiente el proceso de secado. La dosis 

inoculada en las larvas con E.coli patógena comprobada cuantitativamente antes de 

someterlas al proceso térmico, permitió confirmar que el tiempo y temperatura de 

secado fueron eficientes para el control de estos patógenos. Sin embargo, al someter el 

producto a un proceso de reactivación, éste resultó positivo, lo que permitió deducir, 

que este tratamiento térmico sólo inhibe a la E. coli en la larva y cuando vuelve a tener 

condiciones favorables de temperatura, recobró su vitalidad. 

Por lo que el tratamiento de secado se llevo a un mayor tiempo de secado 

(48 horas) y a una temperatura mayor (75°C por 24 horas), resultando aún, viable la 

reactivación en ambos casos. 
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7.6 Determinación de Toxina L T Y ST de E. coli en harina de larva de 

mosca. 

Las pruebas para detectar la presencia de toxinas L T Y ST fueron negativas, lo 

anterior sugiere que el tratamiento térmico de 65°C por 48 horas fue suficiente para 

eliminar las toxinas que pudieran haber segregado las bacterias que se encontraban 

presentes en las larvas de mosca o que no se liberaron en cantidades apreciables. 

7.7 Composición Proximal. 

La determinación del AQP se realizó para verificar como fue afectada la 

composición químíca de la larva después de un tratamiento de secado a 65°C por 48 

horas. Los resultados del análisis químico proximal (ver la tabla 7), muestra un 

contenido de proteína de 53.43% que presenta una mínima variación con respecto al 

contenido de protelna que presenta Andrade (1987) que es del 54.6% y una mayor 

variación con respecto al 42.1% que presenta Newton et al. (1977), ésto atribuido a las 

condiciones de secado, en donde Andrade (1987) mantiene la temperatura de secado, 

más no asl el tiempo y por otra parte Newton (1977) no menciona sus condiciones de 

secado. Sin embargo el producto sigue manteniendo un contenido proteico similar al 

que presentan otros autores después del tratamiento de secado. 

El contenido de humedad de 4.94% fue menor al alcanzado por el trabajo de 

Newton (1977) que fue de 7.9%, lo que aumenta su conservación, al disminuir su 

actividad de agua. 
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Con respecto del contenido de cenizas se tuvo un 8.97%, un valor bajo con 

respecto al 14.66% que obtuvo Newton (1977), se considera qIJe pudiera haber 

contenido residuos de estiércol, a diferencia de las larvas obtenidas en esle trabajo. 

El contenido de fibra es muy similar al de otros autores, el valor obtenido fue de 

7.52% y el de otros trabajos oscila entre 7.0 y 6.4%. Este contenido de fibra cruda, lo 

compone en su mayorla la quitina, que forma parte de la cuticula de la larva y que 

constituye uno de los principales compuestos del exoesqueleto de la mosca adulta. 

(Andrade 1987, Terra and Ferreira 1994). 

Para el extracto libre de nitrógeno, que son en su mayoria carbohidratos, se 

obtuvo un valor de 9.24%. Según Andrade (1987) el glucógeno es el compuesto 

predominante de estos hidratos de carbono y es una reserva energética en la etapa de 

pupa. 

7.8 Digestibilidad de proteína. 

Para la prueba de digestibilidad de la proteina de larva de mosca, se obtuvo un valor 

de 88.11 % y Andrade (1987) reporta un valor de 90.0%, él es el único autor que 

reporta resultados en pruebas de digestibilidad "in vitro" de harina de larva, en 

comparación con la proteina de referencia que es::ta caseina, resulto en un valor de 

93.33%, se observo un valor muy similar en la protelna de larva de mosca, que 

presenta a la larva como un producto de alta digestibilidad. 
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De la experimentación realizada se concluye que la presencia de bacterias 

coliformes continua a través de varias generaciones, se esperaba que esta fuera 

disminuyendo debido a los antecedentes que se tenlan bibliográficamente, 

mencionaba, que como todo organismo superior, los insectos han sido dotados con un 

necesario y eficiente sistema inmune de la larva. En algunos trabajos se encontró que 

contienen diversos factores antibacterianos, como respuesta a una muerte inminente o 

a la variabilidad de bacterias. Sin embargo, lo observado en este trabajo experimental 

sugiere que la fase larvaria presenta una alta contaminación de microorganismos al no 

tener un control total del ambiente, asl como la posible recuperación de algunos 

microorganismos que pudieran adaptarse a las condiciones que prevalecen en el 

intestino de la larva y que además presumiblemente pudieran sobrevivir a través de la 

metamorfosis, pasando asl a una nueva generación, pero la tendencia a transmitir 

microorganismos se lleva a cabo a través de las diferentes generaciones que se 

estudiaron. 

Por otro lado, al someter a las larvas a un proceso de desinfección, tampoco 

se logró eliminar su carga microbiana, debido a que siguen presentado 

microorganismos en su interior. 

Lo anterior hace evidente que para la utilización de larva de mosca es necesario 

que sea sometida a un tratamiento térmico, sin embargo, el tratamiento propuesto en 

este trabajo logró disminuir el contenido de humedad que permitió una mayor 

conservación del producto, asl como eliminó la carga microbiana, además se observó 
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una ausencia total de toxinas que pudieran haber segregado las bactrerias que se 

encontraban presentes o no se liberaron en cantidades apreciables, sin embargo, al 

someter al producto a condiciones favorables para los microorganismos estos tienden a 

reactivarse 

Finalmente, el Análisis Quimico Proximal realizado a la larva de mosca muestra 

que aun bajo el tratamiento de secado esta sigue conservando las cualidades 

proteicas, además de ser altamente digerible. Por lo que se recomienda realizar el 

tratamiento de secado a temperaturas superiores a las que se utilizaron en este trabajo, 

ya que debido a algunos problemas técnicos no se elevó la temperatura de secado, 

pero pudiera ser posible que con temperaturas superiores no se lograra la reactivación 

de los m.o. 

El tratamiento de secado propuesto en este trabajo puede ser seguro para 

bacterias toxigénicas de E. coli, debido a que bajo estas condiciones no liberó 

producción de toxina o si lo hizo, fue en cantidades no detectables. Las bacterias de 

E. coli se mueren o se inactivan, sin embargo ésto no se puede generalizar para otro 

tipo de bacterias como termófilas o termodúricas que soportan altas temperaturas de 

pasteurización, que pudieran estar presentes en otro tipo de sustratos. 

Por lo anterior se recomienda realizar otro tipo de trabajos para conocer su relación 

con respecto a parásitos y virus, asi como para algunas otras bacterias palógenas . 
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La administración de larva de mosca viva, como parte de la alimentación de 

cerdos, es una buena alternativa siempre y cuando se produzcan bajo condiciones 

controladas y en el caso de utilizar sustratos como materia fecal de la misma granja, 

para la producción de larva, se pone en riesgo a los animales nuevos que no hayan 

estado en contacto previo con el nivel de contaminación de la misma asi como a los 

lechones, e igual sucederla al utilizar larva seca aunque con, menor riesgo. 

- 72-



- 73 -



Apéndice 1 (Técnica microbiológica) 

TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE 

La técnica que a continuación se describe, estima el contenido de 

microorganismos con base en la magnitud del cambio observado en los cultivos como 

resultado de la actividad bacteriana. Son pues, verdaderas estimaciones y no 

recuentos en el sentido esmcto de la palabra a pesar que los resultados se expresan 

en número de microorganismos por gramo o mililitro del material. 

La técnica del número más probable (NMP), consiste en inocular series de tubos 

con un medio de cultivo y algún dispositivo o indicador que permita poner de manifiesto 

un microorganismo o un grupo particular de ellos. Un cierto número de tubos se inocula 

con volúmenes definidos de muestra: por ejemplo 3 tubos con 10 mi, 3 con 1 mi y 3 con 

0.1 mI. Después de la Incubación es de esperarse, si la distribución de 

microorganismos viables es homogénea en la muestra original, un número de tubos 

positivos en proporCión directa al contenido microbiano de la muestra. Para la 

combinación de tubos positivos, con respecto a los inoculados, existe un número que 

puede consultarse en las tablas (Tabla 8) que para el efecto acompañan al método. 
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TABLA DEL NÚMERO MÁS PROBABLE PARA LA DETECCION DE M.O. 

Tubos inoculados: 3 con 1 mi dilución 1 :01 
3 con 1 mi dilución 1 :001 
3 con 1 mi dilución 1 :0001 

9 de muestra 
9 de muestra 
9 de muestra 

Tabla. (8) Número Más Probable de Organismos. 

Tubos Positivos NMP/g Tubos Positivos 
3 3 3 3 3 3 

(0.1) (0.001) (0.0001) (0.1) (0.001) (0.0001) 
O O O -3.0 2 O O 
O 1 O 3.0 2 O 1 
O 2 O 6.0 2 O 2 
O 3 O 9.0 2 O 3 
1 O O 3.0 2 1 O 
1 1 O 6.1 2 1 1 
1 2 O 9.2 2 1 2 
1 3 O 12.0 2 1 3 
2 O O 6.2 2 2 O 
2 1 O 9.3 2 2 1 
2 2 O 12.0 2 2 2 
2 3 O 16.0 2 2 3 
3 O O 9.4 2 3 O 
3 1 O 13.0 2 3 1 
3 2 O 16.0 2 3 2 
3 3 O 19.0 2 3 3 
O O 1 3.6 3 O O 
O 1 1 7.2 3 O 1 
O 2 1 11.0 3 O 2 
O 3 1 15.0 3 O 3 
1 O 1 7.3 3 1 O 
1 1 1 11.0 3 1 1 
1 2 1 15.0 3 1 2 
1 3 1 19.0 3 1 3 
2 O 1 11.0 3 2 O 
2 1 1 15.0 3 2 1 
2 2 1 20.0 3 2 2 
2 3 1 24.0 3 2 3 
3 O 1 16.0 3 3 O 
3 1 1 20.0 3 3 1 
3 2 1 24.0 3 3 2 
3 3 1 29.0 3 3 3 

NMP/g 

9.1 
14.0 
20.0 
26.0 
15. 
20.0 
27.0 
34.0 
21.0 
28.0 
35.0 
42.0 
29.0 
36.0 
44.0 
53.0 
23.0 
39.0 
64.0 
95.0 
43.0 
75.0 
120.0 
160.0 
93.0 
150.0 
210.0 
290.0 
240.0 
460.0 
1 100.0 
> 1 

100.0 



Apéndice 2 (Métodos utilizados para el Análisis Quimico Proximal) 

Humedad 

1. Siguiendo el método del A.OAC. 931.0115'. Edición 1990. 

2. Se fijó que 5 g de muestra se sequen durante 5 h en una estufa de vacío a 98-

lOO· C en una cápsula de aluminio de 40-70mm de diámetro. Pesar la muestra, 

reportando la perdida de peso como humedad. 

%Humedad= (mi de H,O)' 100 I Peso de la muestra en g 

Cenizas 

1. El método utilizado para la determinación fue el 942.05 del A.O.A.C. 15" Edición 

1990. 

2. Se pesan 2 g de muestra en un crisol de Porcelana, puesto previamente a peso 

constante. 

3. La muestra se incineró hasta tener un color negro. 

4. Posteriormente el crisol se colocó en una mufla a temperatura de 600·C durante 

2 h. Al término de este tiempo se pasa al desecador y se pesa. 

5. Reportando la ceniza se relaciona con la muestra que se pesó inicialmente y se 

expresa en porcentaje. 

% Ceniza= (Peso de cenizas I Peso de la muestra) • 100 
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Fibra Cruda 

1. Se determinó por el método del A.OAC., 962.09, 1S8 Edición 1990. 

2. Se pesaron 2.0 9 de muestra, se transfirteron a un aparato de extracción con éter 

de petróleo, fue sometido a agitación, asentamiento y decantación 3 veces. 

3. Se secó a temperatura ambiente la muestra extralda y se transfirió a un matraz 

cónico. Se adicionó 200 mi de H,SO. y se llevó a ebullición durante 30 min a 

volumen constante con movimientos rotatortos a intervalos de tiempo. 

4. Posteriormente se dejó, reposar 1 minuto y se vertió sobre un embudo buchner 

provisto de papel filtro, se drenó por succión suave el embudo ya preparado, 

realizándose la filtración completa de los 200 ml1 O minutos. 

S. Se lavó el material insoluble con agua hirviente varias veces hasta que el agua de 

lavado no tuvo acción ácida. 

6. La muestra se lavó con NaOH, y se llevó a ebullición siguiendo el mismo 

tratamiento que en el punto 3. 

7. Se filtró totalmente con ayuda de agua hirviente, después se dio un lavado con 

HCI, se lavó varias veces hasta que el agua quedó libre de ácido. 

B. Se lavó entonces con 3 porciones de SO mi de H,O y 2S mi de alcohol. 

9. Se pasó el material insoluble a un papel filtro sin cenizas, se secó a 100·C hasta 

un peso constante. 

10.Finalmente se incineró el papel y su contenido a unas cenizas color rojo tenue 
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11. Para el resultado se restó el peso de las cenizas al aumento del peso en el papel 

debido al material insoluble y se registro la diferencia como fibra cruda 

% Fibra Cruda= (A - B)/C' 100 

A= Peso de cenizas. 

B= Aumento de peso en el papel debido al material insoluble. 

C= Peso de la muestra 

Grasa 

1. Se utilizó el método del A.OAC. 929.3915' Edición 1990. 

2. Se pesaron 2 g de muestra seca, se envuelven en papel filtro para introducir a un 

cartucho de extracción. 

3. Se colocó en el aparato Soxhlet, se adicionó éter de petróleo como solvente 

dentro de un matraz, puesto previamente a peso constante y se mantiene en reflujo 

durante 3 h, al término se coloca en una estufa a secar a 100·C a peso constante. 

4. Enfriar en el desecador a la temperatura del lugar y pesar, el peso constante es 

logrado cuando periodos sucesivos de secado de 1 h muestran una perdida 

adicional <0.05%. 

% Grasa= (Peso de la grasa / Peso de la muestra)'100 
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Proteína Cruda 

1. Por el método del A.OAC. 984.13 15" Edición 1990. 

2. A una muestra de 2.0 g colocada en un matraz Kjeldahl, se le agregaron 15 g de 

K2SO. más 0.8 g de CuSO. y por último 20 mi de H2SO •. 

3. Se llevó a cabo la digestión en un aparato microkjeldahl hasta que tomó un color 

verde perla transparente, aproximadamente 90 mino 

4. Se enfrió y añadió 250 mi de H20 y 100 mi de NaOH. 

5. Posteriormente se destiló recogiendo los vapores en una solución de ácido bórico 

al 5%. 

6. Finalmente se titula la solución de ácido bórico con HCI al 0.1 N 

% Proteína cruda= ((A-B- 0.014/ C) - 6.25) - 100 

A= mi de HC!. 

B= Normalidad HCi. 

C= Peso de la muestra en g. 
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Digestibilidad de Proteina 

1. Método del AOAC., 971.09 15' Edición 1990. 

2. A una muestra seca y desgrasada de 0.5 g se le adicionó una solución de 

pepsina 150 mi preparada ese mismo día a 45'C (con actívidad 1:10000) a una 

concentración de 2 gil en una solución de HC!. 

3. Asegurándose de que la muestra y el testigo (caselna) estuviera completamente 

mojados por la solución de pepsina, se colocaron en una estufa con agitación 

constante a incubar 16 h a 45'C, al final de las cuales la suspensión se separó 

centrifugándola a 2900 rpm durante 30 minutos. 

4. Por otro lado se secan filtros de fibra de vidrio por 30 minutos a 110'C, se 

enfrlan en el desecador por 30 mino y se pesan 

5. Al paso anterior se le denomina (W1). 

6. Se colocó el filtro pesado en el embudo buchner, se aplicó succión y la muestra 

se filtró, después que el sobrenadante ha pasado a través del filtro, se le transfiere a 

otra botella y se le realizan 2 enjuagues con 15 mi de acetona. 

7. El residuo se coloca en el horno, se enfría y se pesa, a esto se denomina 

(W2). 

8. Finalmente se determina la proteina no digerible transfiriendo el residuo 

contenido en el filtro directamente a un matraz kjeldahl y se procede como en el 

método 984.13 del AOAC. para calcular el % de proteína basado en la muestra 

original al lo cual se le denomina (Wt), el resultado representa el porcentaje de 

proteína no digerible en la muestra. 

% de Protelna digerida = (( W1 - W2 ) I Wt)* 100 
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Apéndice 3 (Medios de Cultivo) 

MEDIOS DE CULTIVO 

AGAR MacConkey 

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA 

Peptona de gelatina 17.0 

Mezcla de peptonas 3.0 

Lactosa 10.0 

Mezcla de sales biliares 1.5 

Cloruro de sodio 5.0 

Agar 13.5 

Rojo neutro 0.03 

Cristal violeta 0.001 

pH final 7.1 +/- 0.2 

Preparación: 

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Mezclar totalmente y después 

calentar y agitar frecuentemente. Hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 

121'C (15 libras de presión) durante 15 minutos. Enfriar a 45 a 50·C y distribuir en 

cajas de Petri estériles. 
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CALDO LAURIL SULFATO 

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA 

Lauril Sulfato de Sodio 

Peptona de caseína 

Lactosa 

Fosfato dípotásíco 

Fosfato monopotásico 

Cloruro de sodio 

pH final 6.8 +/- 0.2 

Procedimiento: 

0.10 

20.00 

5.00 

2.75 

2.75 

5.00 

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Distribuir en tubos de ensayo 

con campanas de Durham invertidas en porciones de 10 mI. Esterilizar a 121°C 

(15 libras de presión) durante 15 minutos. 
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CALDO NUTRITIVO 

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA 

Peptona de gelatina 

Lactosa 

Extracto de carne de res 

pH final 6.9 +/- 0.2 

Procedimiento: 

5.00 

3.00 

2.75 

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Distribuir en tubos de ensayo en 

porciones de 10 mI. Esterilizar a 121°C (15 libras de presión) durante 15 minutos. 
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