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RESUMEN

El presente estudio se realizé para conocer las caracteristicas bacteriolégicas de
excretas porcinas de 10 granjas de la region central de México y estudiar el efecto del
ensilaje sobre las bacterias presentes en los solidos de excretas. Los criterios de
inclusion fueron: granjas con antecedentes clinicos de enfermedades entéricas {granjas
namero 1, 2, 5, 8, 9} o sin antecedentes (granjas nimero 3, 4, 6, 7, 10); con separador
de sdlidos de excretas de tipo cilindrico (1, 2, 3, 7, 8) o tipo cascada (4, 5, 6, 9, 10). De
cada una de las granias, se obtuvieron dos muesiras de material de la fosa de
sedimentacion, dos de sélido y dos de efluente, en total 60 muestras. A partir de cada
muestra se realizd la cuantificacion (UFC/g) de enterobacterias y Escherichia coli;
ademas el aislamiento y tipificacion de Salmonella spp. y E. coli. Los resultados se
evaluaron por ¢l analisis de varianza considerando como fuentes de variacion los criterios
de inclusion. Simultaneamente con muestras de solido de cada granja se hizo una mezcla
de 80 % de sdlidos, 12 % de sorgo y 8 % de melaza, la cual se ensiid en frascos de
plastico de 1 kg, por 11 dias. El nimero de enterobacterias fue mayor en las granjas sin
antecedentes (1.35 x 10" UFC/g), en comparacion a las granjas con antecedentes (1.93 x
10° UFC/g) v en los sélidos hubo mayor cantidad (2.2 x 107 UFC/g), que en los efluentes
(1.5 x 10° UFC/g) o en las muestras de la fosa de sedimentacion (3.9 x 10° UFC/g). En la
cantidad de E. coli fue significativa (P<0.05) la interaccion tipo de grania por tipo de
separador. E. coli, se aisié en el 100 % de las muestras, pero no se identificaron cepas
F4, F5 y F6. Salmonelfa enteritidis se aisl6 en 4 de 5 granjas (80%) tanto con
antecedentes clinicos como sin ellos, y con ambos tipos de separador de solidos. En el
45 % de las muestras se aislé S. enteritidis; a partir de ia fosa de sedimentacion en 8
granjas {80%) vy en el 70% de las muestras, de ios efluentes en el 60 % de las granjas y
en 35% de las muestras; en los solidos de 5 granjas (50%) y en 30% de las muestras. Al
finalizar el periodo de ensilaje en los ensilados no se logrd aislar ninguna enterobacteria,
las bacterias presentes en estos fueron Lactobacillus spp. La prevalencia de Salmonella
enteritidis justifica la importancia de un tratamiento previo de las excretas cuando se van
a reciclar en la alimentacién animal. El ensilaje permite reciclar las excretas y las deja
aptas para la alimentacién animal.

Palabras clave: Separador de solidos, conteo enterobacterias, Safmonella spp., E. coli,
ensilado.
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SUMMARY

This study was carried out to examine the bacteriological characteristics of swine manure
in 10 farms of the Central region of Mexico and to determine the effect of the silage on the
bacteria, from dry manure solids. The inciusion criteria were: farms with clinical history of
enteric diseases (farms number 1, 2, 5, 8, 9) or without them { farms number 3, 4, 6, 7,
10); with cylindrical solid manure separator system (1, 2, 3, 7, 8) or waterfall system (4, 5,
6, 9, 10). For each farm, there were six collected samples: two from the sedimentation
tank, two of the solid manure fraction and two more of the fiquid fraction, having a total of
60 samples. The quantification (CFU/g) of enterobacteria and E. coli was obtained from
each sample. Salmonella spp. and E. coli were isolated and tipificated. Resulls were
evaluated by ANOVA considering the inclusion criteria as variation sources. A mixiure of
80% solids, 12 % sorghum and 8% molasses was prepared simultaneously, with the solid
samples of each farm. This mixture was silage in 1 kg plastic flask during 11 days. The
number of enterobacteria was higher in the farms without clinical history of enteric
diseases (1.35 x 10" CFU/g) compared with those with clinical history (1.93 x 10° CFU/g).
Considering the source of the sample, the highest count was for the solid manure (2.2 x
107 CFU/g) compared with the liquid material (1.5 x 10° CFU/g) and with the
sedimentation tank samples (3.9 x 10° CFU/g). Respect to E. coli count, it was a
significant difference (p<0.05) between interactions of farm and kind of separation system.
E. coli was isolated in 100% of the samples, but there was not identification of F4, F5 and
F6 strains. Salmonelfa enteritidis was isolated in 4 out of 5 farms (80%) with or without
clinical history and. with both kind of solid separator systems. S. enteritidis was isolated in
45% of the samples; in 8 farms (80%) from the sedimentation tank and in 70% of the
samples; from the liquid material in 60% of the farms and in 35% of the samples; from the
solid fraction in 5 farms (50%) and in 30% of the samples. There was no isolation of
enterobacteria from the silage and Lactobaciflus spp. was the only isclated bacteria. The
prevalence of Salmonella enteritidis justify the importance for a previous treatment of the’
manure, when it wili be reused for animal feeding. The silage allows the reuse of manure
for animal feeding.

Key words: Solid separator system, enterobacteria count, Salmonetla spp., E. coli, silage.



INTRODUCCION.

La mayor cantidad de carne que se produce en el mundo es la de porcino con
93.5 millones de toneladas, seguida de la de ave con 68.5 y la de bovino con 59.9;
México se ubica en el lugar nimero 18 del ambito mundial y, es el segundo productor
latinoamericano. Durante el periodo de 1990 a 1997, la produccion de came porcina en el
pais mostrd un crecimiento anual del 3.1 %. Para el afio 2000 se estimé una produccion
de un milldn de toneladas de came, la cual representaba el 26% del total de carne
producida, permitiendo calcular fa disponibilidad per. capita de carne de cerdo en
aproximadamente 12 kg por afio. Por tanto, la porcicultura debe considerarse como una
actividad relevante en el sector pecuario nacional, ocupando después de la cria de

bovinos y aves, el tercer lugar en importancia nacional {Pérez, 1999).

En México existe un inventario porcino de 13 millones de cabezas, se sacrifican
anualmente airededor de 11 millones y se producen entre 895 mil y un milldon de
toneladas de carne. Las granjas porcicolas se encuentran ampliamente distribuidas en el
territorio nacional, en tres estratos de produccién: el tecnificado, el semitecnificado y el de
traspatio. El primero utiliza tecnologias empleadas en las naciones mas desarrolladas en
porcicultura, por lo que muchas granjas alcanzan un grado de integracion vertical y
horizontal, disponiendo de plantas de alimentos balanceados, con sistemas
automatizados de balanceo de raciones e inclusive de plantas procesadoras de
oleaginosas, sus medidas de bioseguridad son estrictas para el control de las principales
enfermedades, cuentan con rastros Tipo Inspeccion Federal (TIF), y se estima que la
participacion de este estratc en e! mercado nacional es aproximadamentie del 50%
(Pérez, 1997; Pérez, 1999).

En el estrato semitecnificado, la produccion es generalmente reducida y aunque
en muchas ocasiones el pie de cria es similar al del sistema tecnificado, las instalaciones
y las medidas zoosanitarias no son Optimas. Este sistema emplea alimentos balanceados
comerciales, con lo que aumentan los costos de produccion y la industrializacion se
realiza en rastros municipales o privados. Este sistema aporta el 20% al mercado
domeéstico (Pérez, 1997; Pérez, 1999).



El tercer estrato de produccion, conocido como de traspatio, rural o de
autoabaslecimiento, se encuentra en todo el territorio nacional, fa calidad genética de los
animales es pobre aunque su rusticidad y adaptacion ai medio les permite producir came
con un minimo de manejo de nutrimentos, los cuales provienen de subproductos y
granos. Se estima que este sistema de produccion contribuye con el 30%

de la produccién nacional.

En la actualidad existe una fuerte tendencia para incrementar el tamaho de ias
operaciones o que ha ocasionado la produccion de grandes cantidades de desechos en
areas relativamente pequefias. Por otra parie, muchas de estas grandes unidades de
produccion estan localizadas en regiones con bajos recursos acuiferos. Por eiemplo, en
los estados de Jalisco, Michoacan y Guanajuato existe una poblacion de 4.3 millones de
cabezas, mientras que en los estados de Sonora se mantienen 1.2 miliones de cabezas y
Yucatan sostiene aproximadamente 1.0 milién de cabezas. Para conocer la gravedad de
la contaminacion por produccion de excretas, un cerdo elimina diariamente entre 0.6 y
1.0% de su peso vivo en materia seca fecal (MSF), lo que significa que una granja
semitecnificada puede producir al afio cerca de 87,000 toneladas de MSF (lhigo et al,,
1991).

Por lo tanto, se han desarrollado algunos procesos para que estos desechos
fecales en forma liquida ¢ solida se utilicen como abono en tierras agricolas. Sin
embargo, este método no puede ser aplicado en lugares con alta densidad de poblacion,
debido a la disminucién de tierras agricolas disponibles en las cercanias de las granjas
(Andreadakis, 1992; Sutton, 1993; Molina, 1997). Ademas, los desechos fecales
liquidos, constituyen un problema serio de contaminacion para rios, lagos vy tierras
cercanas a las granjas, la cual ha originado la necesidad de desarrollar un manejo
adecuado o un tratamiento completo de los desechos, para evitar los problemas de
contaminacion ambiental (Taiganides, 1994; Molina, 1997).

Para solucionar esta problematica se han ideado aigunos tratamientos para
reciclar el excremento y utilizarlo como ingrediente alimenticio. Estos tratamientos se

clasifican en fisicos, quimicos y bioldgicos (Liceaga, 1994).



Tratamientos fisicos:

Separacion de solidos-liquidos.

A partir de 1982 en varias granjas porcicolas de México se instalé este sistema
para el manejo y aprovechamiento del estiércol porcino (40% de los sdlidos fotales) en |a
alimentacién del cerdo {lhiguez, 1993). El equipo mas utilizado, son las pantallas
estacionarias o cribas y los separadores de tornillo de prensa. La primera puede remover
solo parte del agua libre por gravedad y nada de la depositada por capilaridad en las
mezclas de sdlidos y liquidos. Estos aparatos solo son eficaces con aguas residuaies
extremadamente diluidas (menos del 1% de sdlidos, 99% humedad). Si los desechos
tienen gue diluirse para facilitar su separacion, entonces el volumen de dilucion del agtjé
empleada es tan grande que incrementa significativamentie el volumen de aguas
residuales que se deben tratar. En el segundo caso, se exprime toda el agua libre, mas
algo de la depositada por capilaridad, produciendo sdlidos secos que se pueden
transportar facilmente y usarse en alimentos balanceados. L.os sdlidos separados tienen
un contenido 6ptimo de humedad para que continGie el proceso de deshidratacion y
almacenarios por un largo plazo, adquiriendo una estructura de particulas en forma de
panal. Esta estructura de los sélidos separados permite el movimiento fibre del aire para
el composteo y/o el secado a un bajo contenido de humedad tanto para la deshidratacion
o la formulacion en raciones alimenticias {Taiganides ef al., 1996). Con este método se
recupera {anto el alimento digerido como el no digerido y se disminuye la cantidad de
humedad. Las ventajas que se tienen son: reduccién del volumen de desechos a tratar,
mayor aceplacion por parie de los animales, pueden usarse como ingredientes de Ja
racion o como fertilizante del suelo, su almacenamiento y transporte es mas sencillo, y
minimiza olores desagradables. Dentro de sus desventajas estan: elevada pérdida de
nutrimentos cuando los liquidos no son utilizados, la presencia de microorganismos
patogenos, se tliene una elevada inversion inicial asi como un allo costo por
mantenimienio del mecanismo de separacion de solidos y liquidos, y no siempre logra
justificar el ahorro en el tratamiento de agua, ademas este equipo es recomendado para

granjas con grandes instalaciones (liiiguez, 1993, Liceaga, 1994).
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Deshidratacién al sol.

De esta forma se obtiene un producio seco que puede almacenarse e
incorporarse facilmente en una dieta completa, la contaminacién del aire es baja y el
manejo que se requiere es minimo. L.as desventajas de este procedimiento son: se debe
realizar en zonas aridas o semiaridas, el material puede tener patégenos y se requiere
que esté pulverizado antes de ser usado (Liceaga, 1994). Hay una pérdida importante de

nutrientes en el subproducto resultante.

Secado artificial.

Las altas temperaturas que se alcanzan con el tratamiento, eliminan patégenos y
las heces secas son inodoras. Este procedimiento requiere el uso de equipo caro y los
costos de energia, recoleccion y transporte de las excretas hacia los deshidratadores son

eievados (Liceaga, 1994).
Tratamiento quimico:

Se emplean bacterias, solvenies, o enzimas. El uso de solventes se basa en que
extraen la proteina presente en los residuos procesados. Este tratamiento ha sido
utilizado como una alternativa de terminado o pulido de las aguas residuales, después de
los tratamientos aerobios y anaerobios (Liceaga, 1994). |

Tratamientos biolégicos:
Uso de lagunas de almacenaje y fermentacion.

Las lagunas se clasifican respecto a los procesos que intervienen en ellas en:

Anaerobicas.- En este proceso la descomposicion de ias excretas se lleva a cabo
sin la presencia de oxigeno. Las bacterias involucradas son de dos categorias, las que
forman acido o las que sintetizan metano. Las lagunas requieren menor superficie, ya que
su volumen se cubre con la profundidad que se les dé; se producen subproductos gue

pueden ser aprovechados como agua de bebida o riego, medio de crecimiento de peces



y algas, los sedimentos se pueden usar como fertilizanies o alimento para animales
(Liceaga, 1994).

Algunas desventajas que se llegan a presentar son: mal olor {compuestos
sutfurosos} y dificultades para alcanzar una temperatura adecuada (30 y 60 °C) para que
se realice la digestion de los desechos, ya que a menor temperatura se inhibe la accion
bacteriana. Durante este proceso se forman lodos que deben ser removidos {Liceaga,
1994, Taiganides et al., 1996).

Aerobias.- En este proceso intervienen bacterias aerobias que degradan la
celulosa y la lignina muy lentamente. Estos sistemas son aireados natural o
mecanicamenie. En el segundo caso se usan aireadores superficiales flotantes, que
operan con difusores de aire que proporcionan oxigeno a lagunas de mas de 6 m de
profundidad. Este procedimiento no produce malos olores, los residuos no contienen
bacterias patdégenas vy las aguas tratadas pueden ser fuente de nutrimentos para el
crecimiento de algas vy peces. La principal desventaja es que se pierde el valor fertilizante
de los desechos (Liceaga, 1994, Taiganides et al., 1996).

Facultativas.- Dentro de una misma unidad se llevan a cabo tanto el proceso
anaerobio como aerobio, en el fondo de la laguna se lleva a cabo el primero y en la

superficie el segundo.

Otros tratamientos bioldgicos son el uso de digestores anaerdbicos y el
tratamiento de los sdlidos por medio del ensilaje.

Digestores anaerdbicos.~ Por medio de éste se obtiene energia. Las excretas al
ser digeridas de manera anaerobia forman biogas, el que puede ser recuperado, filtrado,
comprimido e introducido a dispositivos de gas y ser empleado como combustible para
calentamiento, enfriamiento, o ser utilizado en maquinas para poner en marcha
generadores eléctricos {Liceaga, 1994, Taiganides et al., 71996). La principal desventaja

es el alto costo de éstos Gltimos.



Ensilaje.- Es el producto resultante de la preservacion anaertbica de residuos
sélidos de excretas porcinas, por la fermentacion y produccidn de acidos, los cuales
cambian de manera significativa la concentracion de carbohidratos solubles presentes en
las mezclas. Este método ademas, estimula el consumo, ya que la fermentacion lactica
altera algunas de las caracteristicas sensoriales, favoreciendo un cambic en el olor y
sabor de las excretas, haciéndolas mas apetecibles para el ganado. La finalidad es
transformar una parte de ios carbohidratos solubles (aproximadamente 8%) en acidos
grasos de cadena corta, lo que favorece el consumo y posterior digestion del producto
final {Castrejon, 1993, Martinez, 1999). El proceso de fermentacién se ve inducido
principaimente por ta concentracion y fuente de azGcares fermentables, de un 6 a 8%,
como minimo; de una temperatura de 35 a 37 °C y de una humedad del 60% {lRiguez,
1991). Para regular el contenido de humedad se puede mezclar las heces con granos o
forrajes molidos dependiendo de la especie de animales a los cuales se les proporcionara
el ensilado. Los ensilados se pueden realizar en silos tipo bunker o de frinchera, de
mamposteria recubierta con cemento o cualquier ofro tipo de material impermeable, o
bien dentro de bolsas de plastico en el campo, cuando no se cuenta con las instalaciones
adecuadas, lo que se conoce como plastisilo (Cabrera, 1998). Para un buen ensilado se
requiere compactar bien a los ingredientes, ya sea con palas o aplanadoras, para
garantizar la anaerobiosis necesaria para la conservacion de los nutrimentos y elementos
originales contenidos al inicio del proceso (Ortega y Carranco 1993; Martinez, 1999). Su
principal objetivo es el preservar los nutrimentos dél material ensilado. Ventajas: es
aceptado por el animal, tiene una pérdida minima de nutrimentos, la mezcla antes de
ensilar no requiere demasiados ajustes, el material puede ser facilmente almacenado,' los
patogenos pueden ser eliminados aproximadamente a las tres semanas, los malos olores
son controfados, si las excretas usadas son frescas se aprovecha tanfo la parte liquida
como solida. Las desventajas de este sistema son: se debe de adicionar forraje o granos
molidos, incrementa la mano de obra por la recoleccion, el transporte para almacenar, el
uso de materiales de ensilaje, el tiempo de ensilaje, el transporte a los lugares de
almacenaje y la necesidad de contar con facilidades para almacenar las excretas como
depésitos verticales herméticamente sellados (McCullough, 1978; liiguez, 1991;
iguez, 1993; Liceaga, 1994).



Uso de excretas porcinas en México.

En un estudio realizado por el Programa de Medic Ambiente del Consejo
Mexicano de Porcicultura, en el que se encuestaron a 231 granjas de la Reptblica
Mexicana, se obtuvo que 76% de las operaciones manifestaron tener un sistema de
tratamiento de aguas residuales, entendiendo por ello contar como minimo con una
laguna de oxigenacion; el 9% tenia un pretratamiento, en una fosa o en un carcamo, y el
10% descargaban en forma directa, esto es, sin tratamiento, a algin cuerpo receptor
(suelo, arroyos, barrancas, etc.). De las 231 granjas encuestadas, el 23% utilizaban las
excretas en la alimentacién de rumiantes, separando sélidos en forma mecénica {28%) y
en forma manual (72%), sin embargo no se reportd el tratamiento de los sélidos antes de
su uso {Pérez, 1997).

Dentro de los sistemas de tratamiento de excretas, el mas utilizado en México es
la dilucion en agua para posteriormente sedimentar los sélidos y a continuacion realizar
una separacion mecanica, con lo. que se obtienen por una parte liquidos que son
enviados a lagunas de fermentacion aerdbicas o anaerdbicas para su .almacenamiento
(Taiganides, 1994) y por otra sélidos ricos en nutrientes. Estos Gltimos se han convertido

en una alternativa para la alimentacién animal.

El empleo de los solidos de las excretas en la alimentacion animal presenta las
ventajas de demandar baja infraestructura y tecnologia, ademas de requerir poca energia
para su procesamiento y adyuvar en la disminucion de los costos de produccion por
concepto de alimentacion {lhigo et al., 1991; Molina, 1997). Las excretas porcinas
poseen valor como insumo alimenticio por su contenido de minerales, fibra cruda (FC),
proteina cruda (PC), exiracto etéreo (EE), de tal manera que una granja de mil hembras
reproductoras puede producir 120 kg de PC al dia y 400 toneladas al afio (Pérez, 1997).

Existen ideas encontradas entre los diferentes autores sobre si el reciclaje de las
excretas en las dietas animales disminuye o no los costos de produccién por concepto de
alimento, ya que para algunos las excretas porcinas pueden ser consideradas como una

fuente potencial de alimento disponible todo el afio para cerdos y rumiantes, que podria



aumentar la cantidad de minerales esenciales y nitrogeno disponibles, contribuyendo en
el ahorro de proteina, y asi disminuir los costos de alimentacion o aumentar los ingresos

de las granjas al vender la cerdaza (Lépez, 1994).

Un ejemplo de esio es el trabajo de Pefialva (1984) quien evaluo el efecto de
cuatro diferentes tratamientos: Dieta control sorgo-soya; inclusion de sélido fresco a 25y
50 %; y un cuarto grupo con 50% de sdélido mas 8% de melaza, en la alimentacion de
cerdas desde la gestacion hasta el destete, encontrd que los animales de los grupos
experimentales 3 y 4 rechazaron el alimento durante los tres primeros dias, problema que
dejo de existir al cuarto dia cuando las cerdas consumieron en forma regular toda la
racion que les fue ofrecida. El aumento de peso fue mayor en el tratamienio tres, en

comparacion con el grupo control.

Garcia (1993) evalud el efecto de la adicion de un ensilado elaborado a partir de
cerdaza y sorgo sobre el comportamiento productivo de cerdos durante la etapa de
desarrollo. Los resultados obtenidos en consumo de alimento fueron similares entre el
grupo control y el experimental, sin embargo, hubo una disminucion en la ganancia diaria
de peso y mayor valor en la conversién alimenticia en el grupo experimental. El costo por
kilogramo de peso fue mayor en el lote experimental, considerando solamente el insumo
alimento.

Por otra parte, liguez (1991) recolectd estiércol del piso de corrales de cerdos en
la etapa de finalizacién alimentados con una dieta a base de sorgo molido, concentrado y
alfalfa molida deshidratada, preparé diferentes mezclas de melaza, estieércol y paja de
trigo en las respectivas proporciones, a) 5:40:55; b) 5:50:45; ¢) 5:65:30 y d) 5:80:15. De
cada una de las mezclas tomd tres muestras para el andlisis de las caracteristicas de
fermentacion. En un segundo experimento, se volvid a fermentar mezclas de melaza,
estiércol y paja de trigo, pero con tres diferentes porcentajes de agua, 40.8 + 0.5, 54.4 +
0.7 y 69.0 + 0.6%. Los niveles de contenido de estiércol en base seca fueron de 11, 22 y
44 % respectivamente. Las mezclas se dejaron fermentar en frascos de vidrio de un litro.
Las tapas de los frascos tenian una manguera de latex con una pequena incision para la

salida del gas producido por la fermentacion. En el primer experimento observo mas del



6% de carbohidratos solubles en agua (csa) considerado como minimo para una
adecuada fermentacion en el proceso de ensilaje. Después de 42 dias de fermentacion,
fas mezclas tuvieron un aroma similar y caracteristico al ensilado comdn. Solamente la
mezcla 5:40:55 mostrd crecimiento de hongos en ia parte superior de 1 frasco. Observd
que el pH fue mayor a medida que se incrementd el contenido de estiércol. En el segundo
experimento encontrd resultados similares en el porcentaje de csa, pH, aumento en los
acidos grasos volatiles y en el acido lactico, en todas las mezclas desaparecio el olor a
estiércol.

Por lo anterior, se puede argumentar que el ensilado de excretas porcinas es una
alternativa en la alimentacion; sin embargo, tanto los efluentes liguidos como la fraccion
solida de las excretas, pueden contener gran cantidad de microcrganismos patégenos,
los cuales pueden sobrevivir por largos periodos de almacenamienio (Strauch y
Ballarini, 1994; Henry et al., 1995; Hernandez, 1997). Dentro de estos microorganismos
se encuentran algunas bacterias que pueden ser patdégenas tanto para el humano como
para el cerdo, mismas que pueden eliminarse o sobrevivir en ias excretas porcinas por
tiempos variables, entre éstas se encuentran: Salmonella spp., E. coli enterotoxigénica,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Brachyspira hyodysenteriae y Clostridium spp. (Henry et al.,
1995).

El reciclaje de excretas es una forma importante de disminuir los costos de
produccion por concepio de alimentacién en granjas; sin embargo, el uso de las excretas
sin tratamiento v. sin evaluacion de las condiciones microbioldgicas de éstas, puede
resultar en el riesgo de transmision de enfermedades, especialmente de tipo entérico,
ocasionando severos brotes en las granjas porcinas. Por otra parte, los sélidos que se
usan como abono de terrenos agricolas y los efluentes de las granjas provocan la

contaminacion de rios, mantos freaticos y pueden ser causantes de zoonosis.

Las dos bacterias que se eliminan por las heces porcinas y que mas impacio
medio ambiental y de salud publica tienen son: E. coli y Salmonella spp.. Por ejemplo,
algunos estudios han revelado que E£. coli enteropatégena (ETEC), no produce
enterotoxinas y no es enteroinvasiva, pero se fija al epitelio tanto del ileon como del ciego

y causa desprendimiento de las microvellosidades, por o que el cuadro diarréico es mas



severo en ninos. La E. coli verotoxigénica serotipo 0157 H7 esta involucrada en la colitis

hernorragica y en el sindrome urémico hemolitico (HUS) (Gyles y Thoen, 1993).

El otro microorganismo patogeno para el humano es Salmonelfla spp.. Dentro de
este geénero, S. enterifidis ha sido la mayer fuente de infeccidon para humanos, aungue
existen ofras serovariedades que pueden provocar problemas como S. typhi, S.
paratyphi, S. schottmuelleri, S. hirschfeldii y S. sendai. S. enteritidis puede sobrevivir en
excretas porcinas y contaminar rios, lagunas, cultivos y otros alimentos (Gyles y Thoen,
1993).

A continuacidn se hace una descripcitan de ambos microorganismos:
Salmonella spp.

Es un miembro de ia familia Enterobacleriaceae. Actualmente, esta dividida en
dos especies, S. entérica y S. bongori, la primera subdividida en seis subespecies,
entérica, salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae. Esta bacteria habita en el
tracto intestina! de vertebrados y es fuente de contaminacién para el agua, alimento, y
medio ambiente. Este microorganismo ha sido recuperado del intestino en un amplic
rango de animales que incluye a peces, reptiles, pajaros y mamiferos. Fertilizantes y
alimentos que contienen productos de origen animal son a veces una fuente de infeccién
para el ganado; tanto la harina de pescado.como la de hueso y de carne se contaminan
frecuentemente con Salmonelfla spp., pero si estos productos son procesados hay una
marcada reduccidn en la frecuencia de deteccion del microorganismo. La leche
contaminada y los productos de leche son otras fuentes de infeccion, particularmente
para terneros (Wray y Sojka, 1977).

La salmonelosis es una importante zoonosis (Strauch y Ballarini, 1994; Henry et
al, 1995), aunque la transmision de humano-humano ocurre, los productos vy
subproductos animales constituyen la fuente mas importante de infeccidén para el hombre
{(Gyles y Thoen, 1993). Particularmente la camne de ave, se ha asociado como una

fuente de infeccion. En afios recientes, huevos contaminados con S. enteritidis han sido



la fuerde mas frecuente de infeccion para humanos. Algunas mascotas como las fortugas
son una fuente importante del organismo, particularmente para nifios y jovenes (Gyles y
Thoen, 1993).

En el ambito mundial, el cerdo es la principal fuente de salmonelosis transmitida
por alimentos. Por mas de un siglo se tiene conocimiento de que Salmonella spp.
ocasiona enfermedad y, en E. U. A, S. typhimurium y S. enteritidis, se encuentran entre
las causas mas frecuentes de intoxicacidn alimentaria; cada afio se informa de casi
80,000 casos de salmonelosis y de 580 faliecimientos por esta causa. Ademas, debido a
que muchos casos leves no se reportan, el nimero real de casos puede ser 20 veces
mayor. Se estima que 95% de los casos se deben a transmision a través de los alimentos
(Mead et al., 1999). Varios estudios indican que puede haber Salmonella spp. en 0-48%
de las canales porcinas (Morgan, 2002). Duffy ef al., (2000), realizaron un estudio en las
tiendas de menudeo en los E. U. A., donde enconfraron que 9.6% de las muestras
estaban contaminadas. Sin embargo, en el mismo pais, la mayoria de los casos de esta
enfermedad se relacionan con otros alimentos, por ejemplo carne de ave, producios
lacteos y carne de res, mas que con carne de cerdo, ya que probablemente ef temor a la
triquinelosis, hace que las personas cocinen de mejor manera la carne de cerdo.

En Dinamarca durante 1993, el cerdo constituyd la fuente mas importante de
salmonelosis transmitida por medio de alimentos. Asi, en un brote de mas de 500 casos
registra&os (20 casos por 10,000 habitantes) S. infantis fue la causa {Baggesen et al.,
1996).

Aungue a menudo el equipo del rastro es |a fuente inmediata de contaminacion, la
fuente inicial es el animal portador y se piensa que esto sucede por contacto porcino-

porcino o a partir de exposicién a un ambiente contaminado (Berends et al., 1996).

Los trabajos en la Repiblica Mexicana acerca de la contaminacion de alimentos
con Salmonefla spp. son los siguientes: Castafieda ef al. {1991), investigaron las fuentes
de confaminacidn de la carme de cerdo por Salmonella spp. en dos rasiros de

Guadalajara. Realiz6 el muestreo ante mortem, postmortem, superficies y equipo. Aislo el



agente en las muestras de carro {70%); higado (66%); bazo y botas (62.5%); ganchos de
transporte, ductos, piso y ganglios (58.3%).

Salgado et al. (1999), realizaron un muestreo en una empacadora de carnes
frias, analizé 166 muestras de chorizo fresco con tripa artificial, 146 de chorizo madurado
con tripa artificial y 157 chorizo madurado con tripa natural, aisid Salmonella spp. en
2.4%, 2.06% vy 5.09% respectivamente. El porcentaje de positividad de los serotipos
aistados fueron: S. heidelberg 52.63%, S. derby 21.05%, S. typhimurium 15.78%, S.
stanley y S. brandenburg 5.26%. Al tomar muestras de las manos de operarios aisid S.
derby en un operario del drea de molido. De 109 muestras fecales humanas de operarios
que participaron en la elaboracion de los tres fipos de chorizo, se aislo Salmonella
typhimurium en un trabajador (0.91%).

Barreiro (1998), realizé un muestreo en cuatro puestos de venta callejera de "taco
al pastor”, analiz6 32 muestras de carne cruda y asada, respectivamente. Se logré el
aislamiento de Salmonelfla spp. en el 28% de los casos. Los serotipos enconirados
fueron:. S. give, S. tennesse, S. anatum, S. worthington, S. heidelberg, S. infantis, S.
panama y S. oraniegurg. De las 32 muestras de carne asada se encontrd que el 3% de
los casos fueron positivos a Salmonelia spp.. Los serotipos encontrados fueron: S. derby.
Al tomar muestras de fas manos de los trabajadores, aislo S. derby en el 3% de los
casos.

Esta enfermedad se manifiesta en animales en tres formas: enteritis, septicemia y
aborto; sin embargo, en una crisis, 0 hasta en un Unico animal, cualquier combinacién de
las tres puede ser observada (Wray y Sojka, 1977). Fiebre, inapetencia y depresién son
observadas comunmente en animales enfermos en forma aguda. En el caso de la forma
entérica se presenta diarrea profusa con heces fétidas que pueden contener fibrina, moco
y a veces sangre. Cuando la enfermedad enterica es severa, la muerte puede resultar por
deshidratacion con pérdida de electrolitos y desbalance acido-base. Los signos clinicos
comunes del aspecto seplicémico de la enfermedad incluyen fiebre, inapetencia y

depresion.



En el ganado lechero se observa una disminucion en la produccion de leche
acompafada de ia presentacién de neumonias en terneros. Dependiendo del lugar donde
se localice la Salmonella spp., puede presentarse una meningitis o poliartritis. La
enfermedad septicémica puede ser severa y presenta un curso agudo, que es altamente
fatal en animales no iratados, o puede ser moderada y manifestarse con un curso
subagudo de resolucion lenta.

El aborto ocurre frecuentemente en animales gestantes que desarrollan
septicemia, ciertas serovariedades son mas propensas para provocar aborto que otras.
Especificamente S. dublfin ha estado asociada con crisis de abortos en ganado (Wray y
Sojka, 1977).

La salmonelosis en cerdos ocurre generalmente después del destete y se ve
comunmente en individuos de 8-16 semanas de edad. En América del Norte S.
choleraesuis var. kunzendorf estd asociada con ta forma septicémica y S. typhimurium
con la forma entérica de la enfermedad. Especificamente S. choleraesuis es un
organismo altamente invasor y la neumonia intersticial y la necrosis hepatica multifocal
son las lesiones mas frecuentes; lesiones necréticas y ulcerativas se observan en la
mucosa del colon (Gyles y Thoen, 1993). Los cerdos son frecuentemente portadores
sanos.

Aungue Salmonella spp. puede sobrevivir por Iafgos perfodos en el medio
ambiente, es el estado de portador el que provee la mayor fuente de infeccion para
animales y humanos (Wray y Sojka, 1977). El estado de portador esta caracterizado por
la ausencia de evidencia clinica de la enfermedad, en animales que son capaces de
transmitir infeccion a individuos susceptibles. Los animales portadores pueden eliminar
gran cantidad de Salmoneila spp. (hasta 10°/ g) en heces. Los portadores se desarrollan
como resultado de la interaccién de varios factores, incluyendo la serovariedad, la edad
del animal y la cantidad de bacierias ingeridas. Los animales jovenes frecuentemente
excretan al agenie solamente durante la convalecencia; mientras que los adultos muy
probablemente se vuelven eliminadores cronicos (Wray y Sojka, 1977).
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El portador active excreta Salmonella spp. por meses o afios. El estado de
portador activo puede seguir cuando se recupera de la enfermedad clinica; esto es
comln para ganado adulto que se recupera de salmonelosis debido a S. dubfin. Estos
animales son a veces referidos como excretadores persistentes y generalmente excretan
organismos en una tasa hasta de 10%g de heces. Plym y Ekesbo {1993} observaron que
S. dublin puede encontrarse en las heces hasta por 183 dias, en cambio S. senftenberg y
S. typhimurium solo son viables hasta los 183 dias.

Los portadores pasivos son animales que ingieren Salmonelfa spp.; en elios, el
microorganismo que esté en las heces pasa a través del intestino y puede o no invadir los
lirfonodos mesentéricos. Estos animales cesan de eliminar Salmonella spp. poco
después de ser removidos de un medio contaminado (Plym y Ekesbo, 1993).

Los portadores latentes son animales que tienen organismos de Salmonella spp.
eh sus {ejidos pero generalmente no los excretan constantemente en sus heces; estos
animales pueden ser eliminadores intermitentes (Plym y Ekesbo, 1993).

Cierfos factores de tension como es la iransportacion de animales, el
hacinamiento, 1a administracion de corticosteroides, el parto y las infecciones virales
concurrentes o de protozoarios, tienden a aumentar la susceptibilidad de animales a la
enfermedad y pueden promover la excrecion de Salmonefla spp. por portadores y
reactivar la enfermedad (Henry et al., 1983). |

Escherichia coli

Es un organismo Gram (-} en forma de bacilo, que fermenta la lactosa y produce

colonias caracteristicas en medios diferenciales como el agar MacConkey.

E. coli es el principal habitante del colon, se establece en el intestino deigado
despues del nacimiente cuando el infestino de los lechones es inoculado con la bacteria
que proviene tanto de la madre como del medio ambiente. En animales adultos es

usualmente el aislamiento dominante sobre cuitivos aerdbicos de heces o de contenido



intestinal. Muchas cepas de E. cofi. son saprofilas e inofensivas, pero otras son
patégenas que afectan el intestino o sitios exiraintestinales. Las enfermedades que
provoca E. coli son infecciones entéricas, seplicémicas, infeccién de! tracto urinario y

mastitis, las cuales se pueden observar en el siguiente cuadro.

Enfermedades causadas por E. ¢oli.

Enfermedad Designacién de E. coli Factores de virulencia
Diarrea en diversas especies ETEC Enterofoxinas, Pili
Diarrea en lechones EPEC Unidn / destruccion
Pii?
Enfermedad del edema en cerdos  VTEC Veroloxina Vie
Pili
Colitis hemorragica en bovinos VTEC VT1, VT2

Union / destruccion

Septicemia en diversas especies  Septicemia Resistencia al suero
Eliminacion de hierro
LPS?

Infeccion del tracto urinario Uropatogénico Pili
Eliminacion de hierro
Hemolisina Alfa?
LPS?

Mastitis Mastitico Oportunista

ETEC = Enterctoxigénico,
EPEC = Enteropatogénico.
VTEC = Verotoxigeénico.
VT = Verotoxina.

LPS = Lipopolisacarido.

Dos factores de virulencia han sido identificados para la E. cofi enterotoxigénica
(ETEC): los pilis, que intervienen en la colonizacion del intestino, y las enterotoxinas, que
son responsables de frastornos en el fluido y movimiento de electrolitos en el epitelio
intestinal. Con la ayuda de la genélica molecular se han podido definir algunas
diferencias entre los tipos de E. coli que causan enfermedad entérica. Verctoxinas o
toxinas Shiga-like han sido involucradas en un nimero de enfermedades de E. cofi que

provoca manifestaciones entéricas o sistémicas.



Algunas estructuras de E. cofi tienen un papel potencial en la virulencia en el
intestino y otros tejidos, estas estructuras incluyen un lipopolisacarido capsular que ayuda

a colonizar el intestino. Tiene la ventaja de ser antifagocitico y es antigénicamente pobre.

En bovinos y cerdos provoca diarrea y en humanos septicemia. La pared celular
(LPS), tiene la particularidad de provocar coagulacion intravascular diseminada y fiebre
qgue se presentan cominmente en problemas septicémicos. Ademas cuenta coh pili
(fimbria), los cuales son filamentos proteinaceos que salen de la superficie de la bacteria
y confiere-la propiedad adhesiva de! organismo. Dentro de los cuales se encuentran mas
comUnmente en los cerdos K88 o F4, K99 o F5, 987P o F6, F41 y el pili asociado a la
diarrea postdestete vy enfermedad del edema en cerdos. Los productos incluyen
enterotoxinas, las cuales se clasifican en termolabil (LT) y termoestable (ST). Cepas
enterotoxigénicas de E. cofi han sido caracterizadas en aislamientos de humanos,
bovinos y cerdos. La LT induce hipersecrecién de fluidos dentro def lumen del intestino

delgado, lo que da como resultado la presencia de diarrea.

LLos cerdos pueden sufrir de diarrea por E. coli desde el nacimiento hasta las 12
semanas de vida. Esta se ocasiona por una deficiente barrera acida en el estdomago,
establecimiento de la flora intestinal, presencia de receptores para la colonizacion de pili y
una alta susceptibilidad a las enterotoxinas que afectan en forma grave a cerdos recién
nacidos. La diarrea postdesiete se observa en forma profusa y se presenta en mayor
propercion cuando los animales sufren hipersensibilidad a antigenos en la dieta. Aunado
a la proliferacion de la E. coli, se presenta atrofia en la vellosidad intestinal, siendo el
resultado una mala absorcion (Gyles y Thoen, 1993).

Marco legal para la disminucion de la contaminacion generada por la

descarga de aguas residuales.

Por lo expuesto anteriormente, fue necesaria la implementacion de un marco legal
acerca de los aspectos ambientales, que esta constituido por cuatro leyes: la Ley General
de Equilibrio Ecolbgico y de Proteccion al Ambiente; la Ley de Aguas Nacionales; la Ley

General de Salud v, la Ley Federal de Derechos. En enero de 1997, se publico la Norma



(NOM-001-ECOL-1996) especifica sobre descargas de aguas residuales, la cual es
genérica y establece regulaciones acerca de las caracteristicas que deben tener seis
cuerpos receptores, asi como cinco usos posibles del agua de eslos cuerpos; establece
ademas, limites maximos permisibles para el pH, la temperatura, ios coliformes fecales,
los huevecillos de helmintos, el contenido de cianuro y ocho metales pesados. La
aplicacion de la norma es gradual ¥ las fechas de cumplimiento son los ahos 2000, 2005
y 2010, segun la carga contaminante medida por la demanda bioquimica de oxigeno o
solidos suspendidos totales. Dicho documento presenta varias deficiencias: la principal es
que otorga el derecho de contaminar a cambio de un pago; ademas, deja fuera de control
el nitrogeno y el fosforo cuando las aguas residuales se usan para el riego agricola, y
establece un limite maximo permisible para coliformes fecales, lo cual es imposible de
alcanzar con un tratamiento secundario. Los instrumentos econdmicos para la solucion
de ios problemas ambientales relacionados con las descargas de aguas residuales son
unicamente dos y estan en el ambito de la politica tributaria como un incentivo fiscal, el
cual consiste en deducir el 100% del monto de las inversiones en equipo para prevenir y
controlar la contaminacion ambiental, ademas del pago de un derecho por la descarga de
aguas residuales a aguas y terrenos de propiedad de la nacion, consignado en la Ley
Federal de Derechos.

Es importante conocer el riesgo sanitario que se tiene al usar excretas, tanto
frescas como soélidas en la alimentacion animal; sin embargo, en México no existen
esiudios de las caracteristicas bacteriolégicas de las excretas porcinas, en granjas

industriales en las diferentes areas porcicolas del pais.

Por lo tanto es necesario reajizar evaluaciones en granjas con diferentes
caracteristicas, para fener un conocimiento basico de la situacidn y  realizar
recomendaciones respecto al tratamiento de las excretas, antes de ser recicladas como

alimento, ya sea para cerdas gestantes, ovinos o bovinos.
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Objetivo general

Determinar la presencia de Salmonella spp. y E. coli a partir de las excretas
porcinas de la fosa de sedimentacion, de los solidos y de los efluentes separados y su
sobrevivencia en ensilados a base de la fraccion sdlida, en 10 granjas porcinas ubicadas

en la region central de México.

Obietivos especificos.

1. Realizar el conteo de enterobacterias a partir de las muestras de excretas de la
fosa de sedimentacién, sdlidos vy efluentes de 10 granjas porcinas ubicadas en ia

region central de México.

2. Determinar el género de las bacterias presentes en las muesiras de excretas de la
fosa de sedimentacion, sdlidos y efluentes de 10 granjas porcinas ubicadas en la

region central de México.

3. Determinar si existen diferencias en la cantidad de entercbacterias en efluentes y

solidos de acuerdo al tipo de separador de sdlidos usado en el proceso.

4. Determinar la presencia de Salmonella spp. y E. coli a partir de las muesiras de
excretas de la fosa de sedimentacion, solidos y efluentes de 10 granjas porcinas

ubicadas en la regién central de México.

5. Tipificar tanto a Salmonefla spp. como a E. coli aisladas a partir de los desechos
de la fosa de sedimentacion, solidos y efluentes de 10 granjas porcinas ubicadas
en la region central de México.

6. Evaluar la supervivencia de Salmonelia spp. v E. cofi. en ensilados a partir de la
fraccion solida.

7. Realizar el conteo de enterobacterias y determinar el género de las bacterias

presentes al onceavo dia de ensilaje.



MATERIAL Y METODOS.
Area geografica y granjas a evaluar.

Para realizar el presente trabajo se seleccionaron algunos estados de la region
central de la Republica Mexicana: Guanajuato, Estado de México, Morelos y Puebla; ya
que en ésta existe la mayor concentracion de granjas porcinas y volumen de produccion
(www. agroenlinea. com). Se evaluaron diez empresas porcicolas, de tipo industrial con
un minimo de 250 y un maximo de 1,500 hembras reproductoras. Todas las
explotaciones contaban con un sistema de separacion de solidos de excretas porcinas.

De las granjas, cinco tuviercn antecedentes de problemas entericos durante los dos
tltimos afos.

Caracterizacion de las granjas.
En cada una de las granjas se recabaron los siguientes datos:
|. Caracteristicas generales.- Ubicacion de la empresa; inventario del pie de cria y
total de animales. Abastecimiento del alimento. Procedencia del agua. Tratamiento

de ésta para su potabilizacion. Lavado y desinfeccion de los depdsitos del agua.

1. Antecedentes sanitarios.- Enfermedades que se han presentado en los Ultimos dos
anos.

Ill. Programa de inmunizacion.- Medicaciones en agua o alimento. Forma en que se

introducen los animales a las casetas (sistema todo dentro-todo fuera o flujo
continuo).

V. Que manejo de excretas utilizan (manual o golpe de agua).

V. Tipo de aparato de separacion de sdlidos y liquidos con que cuenta la granja.
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VI. Que uso se le da al sélido y al efluente.

Vil. Con la informacién anterior se realizo la clasificacién de las granjas en dos rubros:
de acuerdo al tipo de separador de sélidos de excretas porcinas (Figura 1) utilizado
en cada una de éstas (cilindrico o cascada) y por ofra parte, que empresas porcinas
en los dltimos dos afios habian observado problemas entéricos.

TESIS COH
FALLA DE ORIGEN

Figura 1. Separadores de sdiidos de tipo cilindrico {1) v
cascada {2},



Muesireo.

En cada granja se colectd un litro de liquido de la fosa de sedimentacion (FS) en
cinco diferentes lugares (Figura 2). Las muestras se depositaron en recipienies de vidrio
previamente esterilizados (Figura 3) y se procedido a medir el pH con ayuda de tiras
reactivas (Anexo 1). Se identificaron los frascos y se colocaron en una caja de
poliuretano con refrigerantes, |

Figura 2. Momento en que se introduce un tubo de plastico rigido en diversas

partes de la fosa de sedimentacion para la oblencién del material.
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Figura 3. Una ver que se obienia el material se vertia en frascos de vidrio

previamente esterilizados e identificados.

Posteriormente, del aparato de separacion de sélidos y liquidos (L), se tomaron
pequefas muestras hasta completar un litro de agua residual a partir de la manguera que
conduce el efluente a la laguna de fermentacion o al exterior de la granja. A los 10
minutos de haber tomado la primer muestra, se tomo otro litro de liquido (Figura 4)
(Martinez et al., 2001). Se procedié a medir el pH con ayuda de tiras reactivas (Anexo
1). Se identificaron los frascos y se colocaron en una caja de poliuretano con

refrigerantes.
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Figura 4. En algunas granjas que tenian el separador de sodlido tipo

cilindrico con un receptaculo de captacion, se procedia a tomar de éste
ia muestra de efluente.

En el caso de los solidos (S) que salen del separador (Figura 5), se colectd una
muestra de 500 g en cinco puntos diferentes del depdsito de solidos. A partir de las cinco
muestras se realizé una mezcla, se homogenizé y posteriormente se tomaron 500 g que
se colocaron en una bolsa de plastico estéril con capacidad de 1 kg, ésta se considero la
muestra de solido de la cual, una porcion se utilizé para ensilar y otra parte se dej6 al
medio ambiente durante 144 horas. Para cada granja hubo una repeticion de acuerdo al
método reportado por Monteith y Shannon (1986) (Cuadro 1) (Anexo 2).
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Figura 5. Del depésito de fos sélidos, previo a la toma de
muestra se homogenizaba et material y posteriormente se
tomaba de cinco lugares diferentes, para obtener las muestras
por granja.
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Cuadro 1. Numero de muestras evaluadas por granja.

Granja no. Fosa de sedimentacion Efluente Sélido
1 2 2 2
2 2 2 2
3 2 2 2
4 2 2 2
5 2 2 2
6 2 2 2
7 2 2 2
8 2 2 2
9 2 2 2
10 2 2 2
TOTAL 20 20 20

Aislamiento bacteriologico.

Una vez colectadas todas las muestras, se procesaron en el laboratorio de
diagnostico del Departamento de Produccion Animal: Cerdos, de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México. Para evitar la
modificacion de la carga bacteriana durante el transporte, las muestras fueron

conservadas en refrigeracion a 4 °C durante su traslado de la granja al laboratorio.

A parlir de cada muestra se realizd la cuantificacion de enterobacterias; asi como
el aislamiento y tipificacion, tanto de Safmonella spp. como de E. coli, a través de los

procedimientos descritos a continuacion:
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Conteo de Enterobacterias.

Para realizar el conieo de enterobacterias, se llevaron a cabo diluciones décuples
seriadas, colocando un gramo de muesfra en nueve mililitros {ml) de solucion salina
fisiologica estéril, la cual tenia un pH de 7.0, se homogeneizoé en un agitador® y se
transfirié un mi a ofro tubo para hacer la dilucidn siguiente, y asl sucesivamente hasta
llegar al tubo ntimero diez {Figura 6). A partir de cada dilucién se tomaron 50 microlitros
(ul) v se sembré en agar MacConkey', incubandose a 37 °C durante 24 horas.
Posteriormente se registré el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo
{(UFC/g) (Martinez ef al. 2001).

Figura 6. Gradilla que contiene tubos con muesira, a partir de éstas se realizé la

dilucién décuple seriada.

TESIS CON
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® Vortex-genie-2. Scientific Industries.
! Bioxon. Hecho en México por Becton Dickinson de México. Catdlogo 210900 (REF 4300109).
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Aislamiento e identificacion de Salmonella spp.

Se tomaron 5 ml y 5 gramos de liquido y sdlido respectivamente y se inocularon
en 50 ml de caldo selenito de sodio’ asi como en caldo tetrationate® (Figura 7); se

incubaron a 37 °C durante 18 a 24 horas.

'I’ESEQ’ ‘Z“{’ o
FALLA DE QRIGEN

Figura 7. Frascos que contienen caldo selenito (1) y caldo tetrationate

{2) inpculados con muestras de solido.

Se resembraron por la técnica de hisopo en cajas con agar Salmonella-Shigella®
(SS) y Verde brillante* (VB), a las 24 horas se hizo una resiembra en agar SS y VB
{Carter, 1979). Al tercer pase se dio por concluida la presencia o0 no del agente. Las cajas
se examinaron diariamente y se seleccionaron colonias sospechosas de Saimonella spp.
(Henry et al. 1995) esto es, que fueran de color trasparente con un punto negro en el
centro (en el caso del agar SS). Se les realizé un frotis y las colonias de bacilos Gram
negativo, se resembraron en una placa con agar SS (Figura 8).

! Bioxon. Hecho en México por Becton Dickinson de México. Catalogo 220300 (REF 4300203)
: Bloxon Hecho en México por Becton Dickinson de México. Catdlogo 211683 (REF 4300120)

¥ Bioxon. Hecho en México por Becton Dickinson de México. Catilogo 214400 (REF 4300144)
* Bioxon. Hecho en México por Becton Dickinson de México. Catalogo 211708 (REF 4300124)
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Figura 8. Caja que contiene agar MacConkey con colonias de

Saimonella spp..

. Posteriormente, a las 24 horas se examinaron las cajas de agar y una vez
purificadas las colonias, se realizd su identificacion a través de pruebas bioquimicas,
sembrandolas en Agar Hierro Tres AzUcares (TSI}, medioc de SIM, Agar Citrato de
Simmons, en urea, mailonato y en los aztGcares como ramanosa, arabinosa y trealosa
(Figura 9); incubandose durante 24 horas a 37 °C. Se registraron los datos en un formato
de identificacion bacteriana (Anexo 3). Con esta informacion se concluys el serotipo
(Carter, 1979).
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Figura 8. A partir del TSI se realizé la bioguimica para identificar

Salmonefla spp. uillizando los azlicares ramnosa, arabinosa vy

trealosa.

Ademads para corroborar el serogrupo se realizé la técnica desarrollada por Difco

Laboratories' de la siguiente manera:

Se colocaron 50 ul de antisuero polivalente de Salmonelia grupo somatico O
(Salmonella O Antiserum Poly A-l & Vi?) en una placa de vidrio. Posteriormente con un
asa bacterioldgica se tomaron colonias del Agar Hierro Tres AzGcares (TSl), previamente
sembrado con Salmonella spp.. Se homogenizé con la misma asa bacteriolégica vy
durante los tres primeros minutos, en el caso de positividad, se observo aglutinacion.

Por ofra parie, una vez identificada la Salmonefia spp., se colocaron 50 wl de los
siguientes antisueros, uno del grupo C de Salmonella grupo somatico O (Salmonelia O
Grupo C1, factores 6, 7°) y otro que contenia el grupo D1, factores 1, 9, 12* enuna placa
de vidrio. Posteriormente con un asa bacterioldgica se tomaron coionias del Agar Hierro

' Difco Laboratorics. Detroit, Michigan. USA.

? Difco. Distribuido en México por Becton Dickinson de México. Catilogo 222641
} Difco. Distribuido en México por Becton Dickinson de México. Catalogo 229491
* Difco. Distribuido en México por Becton Dickinson de México. Catalogo 2951470
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Tres Azlcares (TSI), previamente sembrado con Salmonella spp.. Se homogenizd con la
misma asa bacterioldgica y durante los tres primeros minutos, en el caso de positividad,
se observo agiutinacion. Cabe sefialar gue con esta prueba se hizo la diferenciacion entre
S. choleraesuis y S. enteritidis.

Aislamiento e identificacion de E. coli.

Para efectuar el aislamiento de E. cofi, de las mismas muestras tomadas de FS, L
y S, se sembré 1 mi de liguido o 1 g de sdlido en agar MacConkey, posteriormente se
incubd a 37 °C durante 24 horas. Se seleccionaron tres colonias sospechosas (colonias
grandes mucoides de color rosa), se les realizd un frotis y aquellas Gram negativas y con
morfologia coco-bacilar, se resembraron en agar MacConkey (Figura 10). Posteriormente
se les realizé las pruebas bioquimicas, sembrandolas en Agar Hierro Tres Azlcares
(TSI), medio de SIM, Agar Citrato de Simmons y Urea, incubédndose durante 24 horas. Se
registraron los datos en un formato de identificacién bacteriana (Henry et al., 1995,
Martinez ef al. 2001).

Figura 10. Caja de Pefri con agar MacConkey que contiene
colonias de E. coli con 24 horas de sembrada.
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Una vez realizada la identificacion, se procedié a conocer el serotipo, el cual se
realizé a través de una prueba de aglutinacion en placa (antisueros adquiridos del Centro
de Referencia de la Universidad del Estado de Pennsylvania, USA), de la siguiente
manera:

Se colocaron 50 pl de cada uno de los antisueros (F4, F5 y F86) y su control
positivo en una placa de papel. Posteriormente con un asa bacteriolégica se tomo una
colonia del agar MacConkey, previamente sembrado con E. cofi. Se homogenizd con la
misma asa bacteriologica y durante los tres primeros minutos, en el caso de positividad,
se observo aglutinacion, siempre realizando la comparacién con el conirol positivo
(Figura 11). '
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Figura 11. Serofipificacion de £. coli por la prueba

de aglutinacién en tarjeta.

Sélido expuesto al medio ambiente durante 144 horas.

De las muestras de la porcion solida, una parte (3 kg) se depositd en un recipiente
de plastico con capacidad de 10 kg y se coloct en un anaquel, la condicion ambiental a la
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que estuvo expuesto el material fue una temperatura de 18 °C durante 144 horas, al
termino de este periodo se procedio a tomar las muestras pertinentes para llevar a cabo
el conteo de enterobacterias, el aislamiento de Salmonella spp. y su tipificacién. Asi
mismo se llevo a cabo el aislamiento de E. coli y su tipificacion.

Ensilado de excretas soélidas.

Las muestras de sdlidos obtenidas de cada una de las 10 granjas, se ensilaron de
la siguiente manera: en un recipiente de plastico con capacidad de 30 kg se colocaron
excretas en un 82 %, grano de sorgo molido que se incluyd en un 10 %, melaza de cafia
en un 8 %, todo esto se mezclé manualmente homogenizando durante 5 minutos (Figura
12). Una vez elaborada la mezcla se procedio a flenar por capas los frascos de plastico
con capacidad de 500 g previamente esterilizado. Entre cada una de las capas se
compactaba el material y se colocaba la siguiente, una vez llenos a su maxima
capacidad, para evitar la entrada de aire se cerraron y sellaron los microsilos. Se
utilizaron dos replicas, cada una con su grupo control.

Figura 12. Procesc de elaboracion del ensilado a partir de solido,

sorgo molido y melaza.

TESES CON
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Analisis microbiolégico de los ensilados

Después de 11 dias de iniciado el proceso de ensilaje, los microsilos fueron
abiertos en condiciones de asepsia (Figura 13). Se esterilizé una espéatula de aluminio y
se procedid a desechar una capa superficial de 4 a 5 cm de espesor, con la finalidad de
remover el material que pudo no haber alcanzado anaerobiosis, ni niveles dptimos de
acidificacion y evitd con ello contaminacién bacteriana; posteriormente se tomaron 5
gramos del material y se sembraron en los diferentes medios para corroborar la presencia
de Salmonella spp. y E. coli, con las técnicas antes mencionadas. Ademas, se tomo un
gramo y se introdujo en un tubo que contenia @ mi de solucion salina fisioldgica, para
realizar el conteo de enterobacterias.

o

TESISCON |
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Figura 13. Caracteristicas organolépticas a
los 11 dias de ensilaje.

Cabe sefialar que una vez exiralda la primera capa del material ensilado, se
determinaron ademas las principales caracteristicas sensoriales (presencia de hongos,
olor y color).
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Por otra parte, se tom6 un gramo del material ensilado y se sembré en cajas de
Petri que contenfan agar Columbia'. Estas cajas se colocaron en una jarra de
anaerobiosis con presencia de CO, generado a fravés de un kit gue provee un sistema
anaerébico®, y se incubaron durante toda la noche a 37 °C. Se seleccionaron colonias, se
les realizd un frotis y aguellas bacterias Gram positivas y con morfologia coco-bacilar
(Figura 14), que median de 0.5 a 1.1 pum, se resembraron en agar Columbia.
Posteriormente, a las 24 horas se examinaron las cajas de agar y una vez purificadas las
colonias, se les realizé su identificacion a través de pruebas biogquimicas, sembrandolas
en medio de SIM y en los azlicares como arabinosa, maltosa y salicin, ademas de la
presencia de &cido suifhidrico que permitieron diferenciar entre los géneros Erysipelothrix
rhusiopathiae, Listeria spp. y Lactobacillus spp..

Figura 14. Frolis en el que se observan bacterias coco-bacilares gue
corresponden a Laclobacilius spp.

' Bioxon. Hecho en México por Becton Dickinson de México. Catdlogo 224000 (REF 4300240)
* Difco Laboratories. Distribuido por Biotec Biomed Industria. Catalogo 1952248
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Ademas al material ensilado de cada granja se le realizd el analisis quimico

proximal, exclusivamente para conocer su composicion.
Analisis estadistico

l.os resultados de las unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g) tanto
para el conteo de enterobacterias como de E, coli, de las muestras tomadas de la fosa de
sedimentacion, efluente y solido, fueron transformados obteniendo el logaritmo base 10;
con los datos asi transformados se llevd a cabo el analisis de varianza, por medio del
paquete estadistico SAS (Statistic Analisis System, 1998) utilizando el siguiente modelo:

Toer = B+ At Tj+ M+ AT +AMgy+ TMgo AT Mg+ €,

donde:

Yic. = variable de respuesta.

u = media general.

A; = Efecto de la granja (1=con y 2=sin antecedentes de problemas entéricos),

i=1,2

T; = Efecto del tipo de separador de excreta (1 = cascada, 2 = cilindro), ;= 1, 2

M, = Efecto del tipo de muestra (1 = Efluente, 2 = Sdlido), (= 1, 2,

ATy, = Efecto de la interaccion granja por tipo de separador.

AM;, = Efecto de la interaccion granja por tipo de muestra.

TMy - Efecto de la interaccidn tipo de separador por muestra.

ATMgq, = Efecto de la interaccion tipo de granja por tipo de separador por tipo de

muestra.

i = error experimental.

Los resultados del aislamiento de Salmonelfa spp. se presentan con un analisis
descriptivo, debido a que es suficiente con la presencia del microorganismo para

considerar la muestra como una fuente de contaminacion potencial.
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RESULTADOS
Descripcion de las granjas.

Granja # 1

Caracteristicas generales.- Esta explotacién se encuentra ubicada en Guayabo de

Pedrosa, municipio de Pénjamo, Guanajuato. Cuenta con 440 cerdas y 6 sementales.
Para satisfacer su necesidad de reemplazos, se abastecen de semen de un centro de
inseminacion artificial de la misma empresa. El total de animales que tiene es de 4,000, el
alimento lo abastece una casa comercial, el agua proviene de pozo y se le adiciona cloro,
para la potabilizacién. Los depositos del agua como son la cisterna y los tinacos aéreos,
se lavan periddicamente.

Antecedentes sanitarios.- Las enfermedades que se han presentado en los

dltimos dos afios son:

Area de Servicios y Gestacion.- Sindrome Respiratorio y Reproductivo del Cerdo
(PRRS} vy Enfermedad del Ojo Azul (EOA).

Area de Destete y Engorda.- Estreptococosis, Enfermedad de  Glasser;
Salmonelosis (S}, Neumonia Enzootica (NE) y Complejo Respiratorio Crénico (CRC).

Se tiene establecido un programa de inmunizacién para las siguientes
enfermedades: Fiebre Porcina Clasica (FPC), Enfermedad de Aujeszky (EA), NE, EOAy
Leptospirosis-Parvovirosis (Lepto-Parvo).

Se utilizan medicaciones constantes para prevenir problemas respiraterios en las
etapas de destete y crecimiento (45-50 kg).

En maternidad y destete se utiliza el sistema todo dentro-todo fuera, pero en la
engorda el flujo es continuo.

El manejo de excretas en el area de maternidad y destete es por goipe de agua,
en la engorda y servicios-gestacion es por paleo y barrido manual.

Sistema de manejoc de excretas.- Ei aparato de separacion de solidos y liquidos

con que cuenta la granja es de tipo cilindrico.
El liquido que se obtiene del separador se vierte a tres lagunas de fermentacidn

escalonadas vy posteriormente se descargan a un canal que lo lleva aun cuerpo receplor,
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cabe sefialar que no se agrega ningun producto a las fosas o lagunas, por lo que cumple
con lo establecido por la norma oficial (NOM-001-ECOL-1996).

El sélido que se obtiene de la separacion se vende como fertilizante y ofra parte
se utiliza para alimentar rumiantes que estan alojados en un predio de la misma empresa.

Clasificacion de la garania para fines de esta investigacion.- Granja con

antecedentes clinicos de problemas entéricos y separador de soélidos de excretas
porcinas de tipo cilindrico.

Granja# 2

Caracteristicas generales.- Esta ubicada en Las Liebres, municipio de Pénjamo,

Guanajuato. En la actualidad tienen 720 cerdas reproductoras, 10 sementales y 7, 500
animales en total. El alimento lo abasiece una casa comercial. El agua que se utiliza en la
granja es tratada y es transporiada a través de pipas desde La Piedad, Michoacan. Se
vacia en una cisterna general de 25,000 litros, la que por gravedad se distribuye a las
diferentes areas. Este depdsito se llena dos veces al dia.

Antecedentes sanitarios.- Las enfermedades que se han presentado en los

tltimos dos afos han sido:

Area de Servicios y Gestacion.- EOA y PRRS.

Area de Destete y Engorda.- Estreptococosis, CRCy S,

Se tiene establecido un programa de inmunizacion contra las siguientes
enfermedades: FPC, EA, NE, EOA y Lepto-Parvo.

Se utiliza medicacion en forma de pulsos en las areas de destete y al entrar a la
engorda.

En todas las areas se usa el sistema todo dentro-todo fuera.

El manejo de excretas en las areas de maternidad, gestacion y destete es manual.
£n la engorda se tienen charcas.

Sistema de manejo de excretas.- El aparato de separacion de solidos v liquidos

con gue cuenta la granja es de tipo cilindrico.
El liquido que se obtiene del separador se vierte a tres lagunas de fermentacion
escalonadas y posteriormente se descargan a un canal que lo lieva aun cuerpo receptor.

El solido que se obtiene de la separacion se utiliza para alimentar rumiantes que
estan alojados sn el mismo predio.
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Clasificacién _de la grania para fines de esia investigacion.- Granja con

antecedentes clinicos de problemas entéricos y separador de sdlidos de excretas

porcinas de tipo cilindrico.

Granja#3

Caracteristicas generales.- Esta explotacion se encuentra ubicada en San Felipe

Chilarillo, municipio de Pénjamo, Guanajuato. Tiene 870 cerdas reproductoras y 44
sementales, con un total de 8,000 animales. Todos los trabajadores asi como el medico
veterinario y el asesor, se bafian antes de entrar y al momento de salir de la granja. La
empresa cuenta con un camine exclusivo, El alimento lo abastece una casa comercial. El
agua proviéne de pozo y recibe un tratamiento con cloro para su potabilizacion. Los
depédsitos del agua gue se encuentran sobre plataformas son lavados y desinfectados en
forma pericdica.

Antecedentes sanifarios.- Las enfermedades que se han presentado en ios
uitimos dos afios han sido:

Area de Servicios y Gestacién.- EOA y PRRS.

Area de Destete y Engorda.- CRC,

Se tiene establecido un programa de inmunizacidn contra las siguientes
enfermedades: FPC, EA, NE, EOA y Lepto-Parvo.

Se utiliza medicacion en forma de pulsos en las areas de destete y al entrar a la

engorda.
En {as diferentes areas se usa el sistema todo dentro todo fuera.

Sistema de manejo de excretas.- Ei manejo de excretas en el area de maternidad

es a traves de golpe de agua; en gestacién es manual y en destete es 50 manual y 50%
golpe de agua. En la engorda se tienen charcas.

El aparato de separacion de solidos y liquidos con que cuenta la granja es de tipo
cilindrico.

El liquido que se obliene de la'separacidn se vierte a las lagunas de fermentacidn
y posteriormente se van a una cafiada.

El s¢lido que se obtiene de la separacion se les proporciona a los rumiantes.
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Clagificacién de la granja _para fines de esia investigacidn.- Granja sin

antecedentes clinicos de problemas entéricos y separador de sdlidos de excretas
porcinas de tipo cilindrico.

Granja# 4

Caracteristicas generales.- Esta explotacion se encuentra ubicada en Santa Ana

Jilotzingo, Estado de México. Tiene 283 cerdas reproductoras y 6 sementaies, con un
total de 2,800 animales. La empresa se encuentra a la orilla de una carretera lo que
establece que sus medidas de aislamiento son inexistentes. El alimento lo elaboran en la
granfa. El agua proviene en parte de la red publica, aungue {ambiénh se compran pipas
con agua y no recibe ningan tratamiento. Los depdsitos del agua se encuentran sobre
plataformas y son lavados vy desinfectados en forma periddica.

Antecedentes sanifarios.- Las enfermedades que se han presentado en los

ultimos dos afios han sido:

Area de Destete y Engorda.- CRC.

Se tiene establecido un programa de inmunizacidn contra la FPC.

Se utiliza medicacion en forma de pulsos con oxitetraciclinas en las areas de
destete y al entrar a la engorda.

En las diferentes areas se usa el sistema todo dentro todo fuera.

Sistema de manejo de excretas.- El manejo de excretas en las diferentes areas
productivas de la granja es manual.

La zona donde se ubica la granja es muy fria, por lo que en el érea de engorda se
coloca paja para incrementar la temperatura dentro de los corrales.

El aparato de separacion de solidos y liquidos con que cuenta la granja es de tipo
cascada,

El liquido que se obtiene de la separacion se vierte a las lagunas de fermentacion
y posteriormente se utiliza para el riego de la vermicomposta, misma que se emplea
como sustrato para [a lombriz roja y obtener humus. El agua que escurre se vierte a una

barranca.

El solido obtenido de la separacion tiene un alto contenido de paja.



Clasificacion _de la grania_para fines de esta investigacion.- Granja sin
antecedentes clinicos de problemas entéricos y separador de sdlidos de excrstas

porcinas de tipc cascada.

Granja#5

Caracteristicas generales.- Esta ubicada en la carretera Tétela del volcan -

Tlacotepec, Morelos. Tiene 150 cerdas reproductoras vy 9 sementales, con un total de 1,
450 animales. E! alimento se fabrica en {a granja. La granja se provee de agua de tres
fuentes, un ojo de agua, un arroyo y por Glfimo se extrae de un pozo y no se le da
tratamiento para su potabilizacion. Los depdsitos del agua se lavan y desinfectan con

cloro en forma esporadica.

Antecedentes_sanitarios.- Las enfermedades que se han presentado en los

ultimos dos afios son: _

Area de Destete y Engorda.- Enteropatia Proliferativa Porcina (EPP) y Erisipela
porcina (EP).

Se tiene establecido un programa de inmunizacion contra las siguientes
enfermedades: FPC, Parvo-Lepto.

Se utiliza medicacion en forma de pulsos con tilosina o tiamulina en ias areas de
engorda para controlar el problema de EPP.

Sistema de manejo de excretas.- El manejo de excretas es manual en todas las
areas. '

El aparato de separacion de solidos y lguidos con que cuenta la granja es de tipo
cascada.

Una vez que ei liquido sale del aparato de separacion, se utiliza para riego de ios
campos de cultivo o se vierten a la barranca.

Ei salido obtenido de 1a separacion se usa como fertilizante.

Clasificacion de la granja para fines de esta investigacion.- Granja con

antecedentes clinicos de problemas entéricos y separador de solidos de excretas
porcinas de tipo cascada.
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Granja # 6

Caracteristicas generales.- La explotacion esta localizada en la carretera Los

Reyes - Zumpango, Estado de México. Tiene 500 cerdas reproducioras y 8 sementales,
con un fotal de 3, 508 animales. El alimento se fabrica en la granja. El agua se extrae de
un pozo y no se le da tratamiento para su potabilizacion. Los depositos de ia misma no se
lavan ni desinfectan.

Antecedentes sanitarios.- Las enfermedades que se han presentado en los

(itimos dos afios son:

Area de Servicios y Gestacion.- PRRS y EOA.

Area de Destete y Engorda.- Pleuropneumonia por Actinobacillus
pleuropneumoniae (App) ¥y NE.

En las diferentes areas de la granja, no se han observado signos clinicos de un
cuadro digestivo.

Se tiene establecido un programa de inmunizacion contra las siguientes
enfermedades: FPC y EOA,

Se dan medicaciones continuas en la linea de produccion para controlar App, NE
y otros agentes secundarios, utilizando tiamulina, clortetraciclina y enrofloxacina.

Sistema de maneio de excretas.- El manejo de excretas es manual en fodas las

areas.

El aparato de separacion de sdlidos y liguidos con que cuenta la granja es de tipo
cascada. _

Una vez que el ifquido sale del aparato de separacion, éste se vierte a una laguna
fuera de la granja, donde los campesinos de la zona lo usan para riego, cabe sefialar que
no se le adiciona ninguna susiancia, ni se realiza tratamiento alguno.

El sélido obtenido de la separacion se les proporciona como alimento a los
rumiantes en una proporcion de 100 kg por tonelada.

Clasificacion de la grania paran fines de esta investigacién.- Granja sin

antecedentes clinicos de problemas entéricos y separador de sdlidos de excretas
porcinas de tipo cascada.
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Granja# 7

Caracteristicas generales.- Esta granja esta localizada en la carretera Puebla —

Tehuacan, en el Estado de Puebla. Actualmente tiene 1, 500 cerdas reproductoras de
alta salud, las cuales estan repoblando el sitio uno. No tienen sementales ya que se
cuenta con un centro de inseminacion artificial, que abastece a las diversas granjas que
integran al compilejo. Los Medicos Veterinarios, asesores y todos los trabajadores se
bafian antes de entrar y al momento de salir de Ia granja. Aungue se tiene un camino
comunal a la empresa, el transito por parte de vehiculos ajenos a la explotacidn es
minimo. El alimento se fabrica en la propia granja. El agua proviene de un pozo y se le
adiciona cloro, para potabilizarla. Los depositos del agua, se lavan y desinfectan cada
fres meses.

Antecedentes sanitarios.- son cerdas reproductoras de origen canadiense con

certificados de libre de enfermedades, las cuales hasta el momento no han presentado
signos clinicos de enfermedad.

Se tiene establecido un programa de inmunizacidon contra las siguientes
enfermedades: Parvovirosis-leptospira-erisipela antes del servicio.

Se han realizado medicaciones en pulsos con tiamulina y ¢lortetraciclina.

Sistema de manejo de excretas.- El manejo de excretas en este sitio es manual.

El aparato de separacion de solidos y liquidos es de tipo cilindrico.

Una vez que el liguido sale del aparaio de separacion, se vierte a las lagunas de
fermentacion.

El sélido lo venden como fertilizante,

Clasificacion de la granja para fines de esta investigacion.- Granja sin

antecedentes clinicos de problemas entéricos y separador de sdlidos de excretas
porcinas de tipo cilindrico.

Granja# 8

Caracteristicas generales.- Esta localizada en ia carretera Puebla — Tehuacan, en
el Estado de Puebia, con 5, 000 animales en total. Los trabajadores, asf como el médico

veterinario y el asesor, se bafian antes de entrar y al momento de salir de la granja.

Cuenta con un camino comunal a la empresa. El alimento se fabrica en la granja. El agua
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proviene de un pozo y se le adiciona cloro para su potabilizacion. Los depositos del agua
son lavados y desinfectados cada tres meses.

Antecedentes sanitarios.- Las enfermedades que se han presentado en los

dltimos dos afios son:
Area de Servicios y Gestacion.- PRRS.
Area de Destete y Engorda.- Enfermedad de Glasser y Estreptococosis, NE, EPP.
Se tiene establecido un programa de inmunizacion contra fa FPC.
Se realizan medicaciones en pulsos con tiamulir)a y lincomicina para confrolar
problemas de EPP.

Sistema de manejo de excretas.- El manejo de excretas es manual.

El aparato de separacion de sdlidos y liquidos es de tipo cilindrico.

Una vez que el liquido sale del aparato de separacién, se vierte a las lagunas de
fermentacion.

k| sélido lo venden como fertilizante.

Clasificacion de la grania para fines de esta investigacion.- Granja con

antecedentes clinicos de problemas entéricos v separador de solidos de excretas

porcinas de tipo cilindrico.

Granja# 9

Caracteristicas generales.- La granja esta localizada en Tejocote, Tequistengo,
Querétaro. Tiene en total 6, 000 animales. Los trabajadores, el Médico Veterinario y el

asesor se bafan antes de entrar y al momento de salir de la granja. La empresa tiene un
camino comunal. El alimento se fabrica en la granja. £l agua proviene de pozo y no
recibe tratamiento alguno para su potabilizacién. Sin embargo, los depositos se lavan vy
desinfectan cada dos meses.

Antecedentes sanitarios.- Las enfermedades que se han presenfado en los
Ultimos dos afios son:

Area de Servicios y Gestacidn.- PRRS.
Area de Destete y Engorda.- Enfermedad de Glasser, Estreptococosis, NE, EPP.

Se tiene establecido un programa de inmunizacion contra las siguientes
enfermedades: NE y FPC,
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Medicaciones a pulsos con tiamulina y clortetraciclina para controlar problemas
respiratorios.

Sistema de manejo de excretas.- Para el manejo de excretas se tienen fosas

anegadas, las cuales se vacian, se lavan y desinfectan cuando sale el lote,
El aparato de separacion de solidos y liquidos es de tipo cascada.

Una vez gque el liguido sale del aparato de separacion, se vierte a las lagunas de
fermentacion.

El sélido que se obtiene del aparato de separacidon lo venden para utilizarse como
fertilizante.

Clasificacién_de la grania para_fines de esta investigacion.- Granja con

antecedentes clinicos de problemas entéricos y separador de sodlidos de excretas

porcinas de tipo cascada.

Granja# 10

Caracteristicas generales.- Esta ubicada en Tejocote, Tequistengo, Querétaro.
Tiene 1,200 cerdas reproductoras, el semen lo adquieren de un centro de inseminacion
artificial de la misma empresa. Los trabajadores, el médico veterinario y el asesor, se
bafan antes de entrar y al momento de salir de la explotacidén. Cuenta con un camino
comunal a la granja, pero son pocos los vehiculos ajenos a la empresa que lo usan. El
alimento se fabrica en la granja. El agua proviene de pozo y no recibe fratamiento alguno
para su potabilizacion. Los depdsitos son lavados y desinfectados cada dos meses.

Antecedenies sanitarios.- Enfermedades presentes en los Gltimos dos afios:

Area de Servicios y Gestacion.- PRRS.

Area de Destete y Engorda.- NE, solo se reportan algunos cuadros de diarrea por

E. coli en lechones.

Calendario de vacunacion: Parvo-Leplo-Erisipela, FPC y PRV,

Medicaciones a pulsos en gestacidon con sulfapiridacina-trimetoprim,; doxiciclina.
En lactancia sulfas-cloropiridacina para conirolar problemas de E. coli.

Sistema de manejo de excretas.- Para el manejo de excretas se tienen pisos con

slat en la gestacion y fosas anegadas, las cuales se vacian, se lavan y desinfectan cada

2 meses, £n maternidad se tienen jaulas elevadas y pisos con declive, todo el

excremenio se va a una coladera.
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El aparato de sebaracién de sdlidos y liguidos es de tipo cascada.

Una vez que el liquido sale del aparato de separacion, se vierte a las lagunas de
fermentacion.

El sdlido lo venden como fertilizante.

Clasificacion_de la granja_para _fines de esta investigacién.- Granja sin

antecedentes clinicos de problemas entéricos y separador de sdélidos de excretas
porcinas de tipo cascada.

De ias diez granjas porcinas que fueron muestreadas en el presente trabajo, cinco
tuvieron antecedeﬁtes clinicos de problemas entéricos siendo estas las siguientes: 1, 2,
5, 8 vyla 8. Las granjas 3, 4, 6, 7 y 10 no tuviercn antecedentes clinicos de problemas
entéricos, Las empresas que cuentan con separador cilindrico son la 1, 2 y 8, mientras
que ia 5 y 9 tienen separador de cascada. De las granjas sin antecedentes, que tuvieron
el separador de cascada fueron 1a 4, 6 y 10. Las que tuvieron el separador cilindrico
fueron la 3 y la 7 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Clasificacion de granjas por antecedentes clinicos de problemas

entéricos y tipo de separador.

Granja No. Antecedentes Tipo de separador
1 Si {salmonelosis) Cilindrico
2 Si (salmonelosis)  Cilindrico
5 Si (ileitis) Cascada
8 Si (salmonelosis) Cilindrico
9 Si (ileitis) Cascada
3 No Cilindrico
4 No Cascada
6 No Cascada
7 No Cilindrico
10 No Cascada
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Conteo de enterobacterias_

Los resuitados del analisis de varianza para el contec de enterobacterias, se
muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Analisis de varianza para el conteo de enterobacterias.

TIPO GL Cuadrado Medio Valor de F Pr >F
Modelo 7 5.01911691 5.23 0.0005
A 1 5.43321893 5.66 0.0235
T 1 3.26127423 3.40 0.0745
M 1 24.05202623 25.06 0.0001
AT 1 2.83150616 2.95 0.0955
AM 1 0.11988719 0.12 0.7261
™ 1 0.00220511 0.00 0.9621
ATM 1 3.47663230 3.62 0.0660
Error 32 0.95967532
GL = Grados de libertad.
T < Tino de ceparacor do excreta pordna, L oS
M = Tipo de muestra.

AT = Efecto de la interaccion grania por tipo de separador.

AM = Efecto de la interaccion granja por tipo de muestra.

T™ =Efecto de la interaccion fipo de separador por muestra,

ATM = Efecto de ta interaccion tipo de granja por ipo de separador por tipo de muestra.

El analisis muestra que no hubo efecto de la interaccion triple (antecedentes, tipo

de separador y tipo de muestra) (p>0.05).

La cantidad de enterobacterias al comparar las granjas que tuvieron antecedentes
de problemas entéricos con aquelias que no manifestaron esta condicion, fue diferente
(p<0.05) (Cuadro 4}.
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Cuadro 4. Conteo de UFC/g de enterobacterias entre granjas con y sin

antecedentes de problemas entéricos.

Tipo de granja N x UFClg D.E.
Con antecedentes 30 1.93x10%°a 741x10°
Sin antecedentes 30 1.35x10°b  565x107

N.- Tamafio de muesira.

X UFClg.- Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de heces.
D. E..- Desviacion estandar.

a, b - Literales distintas en la misma columna, indican diferencia estadistica (p<0.05).

La cantidad de enterobacterias en las muestras de las granjas que tenfan
antecedentes de enfermedades digestivas y aquellas cuyas historias c¢linicas no
reportaron problemas entéricos en los dltimos dos afios, se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Promedio de UFC/g de enterobacterias entre granjas con y sin

antecedentes de problemas entéricos por tipo de muestra.

Tipo de muestra Con Antecedentes Sin antecedentes
N X UFC/y D.E. N xUFCg D. E.
Fosa de sedimentacion 10 263x 10°® 3.7x10° 10 523x10°® 6.5x10°
Efluente 10 6.65x10** 63x10* 10 237x10°* 28x10°
Selido 10 546x10°® 12x10° 10 3.99x10"® 9.5x10

N.- Tamafio de muestra.

X UFC/g.- Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de heces.
D. E..- Desviacion estandar.

a, b - Literales distintas en el mismo rengton, indican diferencia estadistica (p<0.05).

Se puede observar que en ambos tipos de granjas la cantidad de enterobacterias
en los solidos fue mayor.

£l promedio general del conteo de enterobacterias de todas las muestras fue de

7.5 x 10° UFC/g, y como se menciond, hubo una mayor concentracion en los sélidos.
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La cantidad de enterobacterias (UFC/g) registrada en el material de la fosa de
sedimentacion (Anexo 4), el efluente (Anexo 5) v los sélidos (Anexo 6 ) se presenta en

el Cuadro 6.

Cuadro 6. Promedio de UFC/g de enterobacterias a partir de las muestras

de excretas de la fosa de sedimentacion, efluente y solido.

Tipo de muestra N x UFClg D. E.
Fosa de sedimentacion 20 3.9 x10° 53 x10°
Efluente 20 1.5 x 10° 2.1x10°
Sélido 20 2.2x 107 6.8 x 107

N.- Tamano de muestra.
X UFC/g.- Promedio de unidades formadoras de colenias por gramo de heces.
. E..- Desviacion esténdar.

El nomero de enterobacterias (UFC/g) en las muestras de acuerdo al tipo de
separador y muestra se presenta en el Cuadro 7. Con ambos tipos de separador la

cantidad de enterobacterias es més elevada en los sélidos.

Cuadro 7. Promedio de UFC/g de enterobacterias por tipo de separador y

muesira,
Tipo de muestra Cilindrico Cascada
N  XUFC/g D.E. N  xUFClg D.E
Fosa 10 8.60x10* 7.89x10* 10 7.0x10° 6.28x10°
Efluente 10 9.8x10* 9.1x10* 10 20x10° 29x10°
Selido 10 4.4x107 24x 10" 10 1.2x10° 1.4x10°

N.- Tamafic de muesira,

X UFCly.- Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de heces.
D. E..- Dgsviacion estandar.
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Conteo de E. coli.

Los resultados del analisis de varianza para el conteo de E. coli, se muestran en
el Cuadro 8. Como puede observarse no hubo efecio de la interaccion ftriple
{antecedentes, tipo de separador y tipo de muestra) (p>0.05). Se encontré un efecto en la

interaccion granja con antecedente y sin antecedentes por tipo de separador (p<0.05).

Cuadro 8. Analisis de varianza para el conteo de E. colfi.

TIPO GL Cuadrado Medio |Valorde F Pr >F
Modelo 7 5.38086571 544 0.0004
A 1 6.88001344 6.94 0.0129
T 1 4.63130386 4.67 0.0383
M 1 21.38184165 21.56 0.0001
AT 1 4.65403021 4.69 0.0379
AM 1 0.00045117 0.00 0.9831
™ 1 1.87121475 1.89 0.1791
ATM 1 1.52229630 1.63 0.2244
Error 32 0.99182933

GL = Grados de libertad.

? -—-= %sgjgz 2:;9;23??;: szg :3 taange;ﬁi?ne;'rtes de problemas entéricos.

M = Tipo de muestra.

AT = Efecto de la interaccion granja por tipo de separador,

AM = Efecto de fa interaccion grania por tipo de muestra.

T™ =Efecto de ja interaccion tipo de separador por muestra.

ATM = Efecto de la interaccion tipo de granja por tipo de separador por tipo de muestra.

La interaccion granja (con y sin antecedentes) por tipo de separador se muestra
en la Figura 15. En las granjas sin antecedentes de enfermedades digestivas la cantidad
de E. coli fue mayor en general en todas las muestras (Cuadro 9), en esta situacion se
presentd un mayor contenido de E. coli en las granjas que utilizan el separador de tipo
cascada, en cambio en las granjas con antecedentes de enfermedades digestivas el

mayor contenido de E. cofi correspondio a aquellas que cuentan con separador citindrico.
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Figura 15. Interaccion granja (con y sin antecedentes) por tipo de
separador sobre la cantidad de E. coli.

Cuadro 9. Promedio de UFC/g de E. coli entre granjas con y sin antecedentes de
problemas entéricos por tipo de muestra.

Tipo de muestra Con Antecedentes Sin antecedentes
N xUFClg D.E. N xUFclg D.E
Fosa de sedimentacion 10 1.6x10° 23x10° 10 32x10° 42x10°
Efluente 10 26x10* 39x10* 10 81x10*  7.5x10%
Sélido 10 2.0x10% 4.1x10° 10 22x10° 6.2x10°

N.- Tamaiio de muestra,

X UFC/g.- Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de heges.
D. E..- Desviacion estandar.

Se puede observar que en ambos tipos de granjas la cantidad de E. coff en los
sblidos fue mayor. Por ofra parte, ain cuando el contenido de E. coli es mayor en el
material de la fosa de sedimentacion (Anexo 7) de las granias que cuentan con
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separador de tipo cascada, en el efluente (Anexo 8) su cantidad se ve disminuida, por lo

tanto la concentracién de este microorganismo en los solidos es mayor (Anexo 9).

La cantidad de E. coli al comparar las granjas que tuvieron antecedentes de

problemas entéricos con aquellas que no manifestaron esta condicion, fue diferente

(p<0.05) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Conteo de UFC/g de E. coli entre granjas con y sin antecedentes de

problemas entéricos.

Tipo de granja N x UFClg D.E.
Con antecedentes 30 7.62x10°a 251x10°
Sin antecedentes 30 7.54x10°b 3.65x10°

N.- Tamafo de muestra.

X UFC/g.- Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de heces.

D. E..- Desviaclon esténdar,
a, b - Literales distintas en la misma columna, indican diferencia estadistica (p<0.05).

Ei promedio general del conteo de E. coli de todas las muestras fue de 4.1 x 10°
UFC/g. Hubo una mayor concentracion en los solidos (Cuadro 11). No obstante, como se

sefiald existid el efecto significativo de la interaccion separador por tipo de muestra.

Cuadro 11. Promedio de UFC/g de E. coli a partir de las muestras de excretas de

la fosa de sedimentacion, efluente y sdlido.

Tipo de muestra N X UFC/g D.E.
Fosa de sedimentacién 20 24x10° 34x10°
Efluente 20 53x10*  6.4x10°
Sdlido 20 12x107  4.4x10°

N.- Tamafo de muestra.

X UFC/g.- Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de heces.
3. £. - Desviacion estandar.
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El nimero de E. coli (UFC/g) en las muestras de acuerdo al tipo de separador se

muestira en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Promedio de UFC/g de E. coli por tipo de separador y muestra.

Tipo de muestra Cilindrico Cascada

N XxUFcig D.E. N x UFClg  D.E.
Fosa 10 38x10* 57x10* 10 45x10° 3.9x10°
Efluente 10 34x10*® 4.1x10* 10 7.3x10*° 7.9x10*
Sélido 10 24x10°® 82x10" 10 2.1x10°® 1.9x10°

N.- Tamafio de muestra.
X UFC/g.- Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de heces.

. E..- Desviacion estandar.
Literales distintas en cada rengton, indican diferencia estadistica (p<0.05).
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Principales géneros bacterianos presentes en las muestras.

El género de las bacterias presentes en las muestras de excretas de la fosa de

sedimentacion, efluente y solido, se muestra en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Principales géneros de bacterias presentes en las muestras de excretas de la

fosa de sedimentacion, efluente y sélido.

Granja  Muestra Genero Granja Muestra Genero
No. No.
Fosa (1) Proteus spp., Fosa (1} Proteus abundante, Klebsiella spp. v
Bacillus spp..
Fosa (2) Proteus spp., Kiebsiella spp. Fosa (2) Froteus spp. en cantidad abundante,

Efluente (1)

Proteus spp.

Eftuente (1)

Pseudomona spp. y Klebsiella spp.
Proteus spp. cantidad abundante

Efiuente (2} Proteus spp. 6 Efluente (2) Profeus spp.  cantidad  abundante,
Pseudomona spp.
Sglido (1) Proteus, Klebsiella spp. Sdlido (1) Baciflus spp., Pseudomona spp. y hongos
Sélide  (2) Proteus spp. Sdlido (2) Pseudomona spp. Kiebsiella spp.,
Bacillus spp. y hongos
Fosa (1) Kiebsiella spp. Fosa (1) Proteus  spp., Pseudomona spp., y
Bacilius spp.
Fosa (2) Proteus spp. Fosa (2) Proteus  spp., Fseudomona spp.,
Klebsiella spp. y Bacillus spp..
2 Efiuente (1} Proteus spp. 7 Efluente (1) Klebsiella spp.
Efiuente (2) Pseudomona spp. Efluente (2) Proteus spp. y Kiebsielia spp.
S¢lide (1) Proteus spp. Sdlido (1) Profeus spp.
S&ide  {2)  Proteus spp. Solide  (2)  Profeus spp.
Fosa (1} Proteus spp., Pseudomona spp., Fosa (1} Profeus spp.
Klebsiella spp.
Fosa (2} Proteus spp. Fosa (2) Klebsielta spp.y Bacillus spp.
Efluente {1} Profeus spp., Pseudomona spp. Efluente (1) Proteus spp.
3 Efluente {2) 8 Efluente (2) Proteus spp.
Solido_ (1} Sélido (1) Froteus spp.
Solido (2} Proteus spp., Kiebsiefla  spp., Sélido {2y Bacillus spp.
Bacillus spp.
Fosa (1) Profeus spp. en grandes cantidades Fosa {1} Bacillus spp., Klebsiella spp.
Fosa (2) Profeus spp. en grandes cantidades Fosa (2} Proteus spp., Citrobacter spp.
Efluente (1) Frofeus spp. en grandes cantidades Efltuente (1) Bacillus spp., Citrobacter spp..
4 Efiuente {2) Proteus spp. en grandes cantidades 9 Efluente (2) Froteus spp., Citrobaciter spp.
Solido (1) Froteus spp. en grandes cantidades Sélido {1} Froteus spp. y hongos
Selido {2} Proteus spp. en grandes cantidades Sélido  {2) Proteus spp., Citrobacter spp.
Fosa (1) Proteus spp., Pseudomona spp. Fosa (1} Gran canfidad de Proteus spp., Bacillus
spp., Klebsiella spp.
Fosa {2) Proteus spp. Fosa (2} Gran cantidad de Proteus spp.,
5 10 Citrobacter spp.

Efiuente (1)
Efiuente (2)
Sdtide (1)
Sélide  {2)

Proteus spp., Klebsiella spp.
Proteus spp.
Proteus spp.
Proteus spp.

Efuente (1)
Effuerte (2)
Sélido (1)
Sélido  (2)

Bacillus spp., Klebsiella spp.
Bacillus spp.

Froteus spp., Citrobacter spp.
Proteus spp., y Kiebsiella spp.

De las 60 muestras en iotal provenientes de la fosa de sedimentacion, de efluente

y de solido, en estas el género bacteriano mas comun al menos comun, aistado a partir

de la siembra en agar MacConkey fue: Proteus spp. en el 78.3 % de las muesiras,
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Klebsiella spp. en el 28.3 % de los casos, Bacillus spp. en el 21.6 %, Pseudomona spp.

16.6 % de las muestras, Citrobacter spp. 10 % de las muestras y hongos en un 5 %.

De las muestras provenientes de la fosa de sedimentacion se aisloé: Profeus spp.,

Pseudomona spp., Klebsiella spp., Bacillus spp. y Citrobacter spp..

Del efluente: Proteus spp., Pseudomona spp., Klebsiella spp., Bacillus spp. vy
Citrobacter spp..

En los sdlidos: Proteus spp., Pseudomona spp., Klebsiella spp., Baciflus spp.,
hongos y Citrobacter spp..

En todas las granjas y en sus respectivas muestras se aislé Profeus spp..

En las granjas 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 10 y en todas sus muestras se aislé Klebsiella
spp..

Se logro aislar Pseudomona spp. en todas las muesiras provenientes de las
granjas 2, 3,5, 6, 7.

Bacillus spp. se aislb en las granjas 3,6,7,8,9y 10, peronoenla1, 2,4y 5.

Citrobacter spp. se aislo en todas las muestras de la granja 9.y en la granja 10 se
aislo a partir de las muestras de la fosa de sedimentacién y del sélido,

En el caso de los hongos solo se aistaron en las granjas 6 y 9 de las muestras de
solido (Cuadro 13).
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- TESIS GO
Aislamiento y Tipificacién de Salmonella spp.. | FALLA DE ORIGEN

Se logro el aislamiento de Salmonelfa spp. en el 80% de las granjas, a excepcion
de la ndmero 2 y 10. De manera general en 27 de las 60 muestras (45%). Esta
informacion se puede observar en el Cuadro 14,

Cuadro 14. Presencia de Salmonella spp. a partir de las muestras de excretas de
ia fosa de sedimentacion, efluente y solido.

No. de granja Antecedentes Tipo de Salmonelia spp.
Separador

Fosa Efluente Solido
1 Si Cilindrico + + - + - -
2 Si Cilindrico - - - - - -
3 No Cilindrico + + + + . .
4 No Cascada + + + - + +
5 Si Cascada + + - - + .
6 No Cascada + + - + . +
7 No Cilindrico + + - - + -
8 Si Cilindrico + - + - - +
9 Si ~ Cascada + - - + - -
10 No Cascada . - - - - -

A partir del material de la fosa de sedimentacion, se aisld en 8 granjas (80%) y en
14 de 20 muestras (70%).

En los efluentes se aisld en 6 granjas (60%) y en 7 de 20 muestras (35%).

En el caso de los sdlidos se aislé en 5 granjas (50%) y en 6 de 20 muestras
(30%).
Se aisi¢ en 4 de 5 granjas {80%) tanio con antecedentes como sin antecedentes

de problemas entéricos. La minima diferencia se observd por tipo de separador.
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Por ofra parte, tanto en las granjias que tuvieron un tipo de separador cilindrico como

aquellas con separador de cascada, se logré aislar la bacteria en un 80 %.

Al realizar Ia tipificacion de la Salmonella spp. se obtuvo que el 100 % de las

cepas correspondieron a Salmonella enteritidis.

Aislamiento y Tipificacion de E. coli.

Se aislo E. coli en todas las muestiras provenientes de la fosa de sedimentacion,
efluente y sélido, de todas las granjas (Cuadro 15).

Cuadro 15. Presencia de E. coli a partir de las muestras de la fosa de
sedimentacion, efluente y sdlido.

No. de granja  Antecedentes Tipo de E. coli
Separador |
Fosa Efluente Sélido
1 Si Cilindrico + + + + + +
2 Si ' Cilindrico + + + + + +
3 No Cilindrico + + + + + +
4 No Cascada T
5 Si Cascada + + + + + +
6 No Cascada + + + + + +
7 No Cilindrico + + + + + +
8 Si Cilindrico + + + + + +
9 Si Cascada + + + + + +
10 No : Cascada + + + + + +

No se logro la tipificacion de F4, F5 o de F8 en las diversas cepas aisladas de E.
coli.
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Conteo de enterobacterias a partir de muestras de sélido, expuestas
al medio ambiente durante 144 horas.

El promedio de enterobacterias de las muestras de solido expuestas por 144
horas al medio ambiente, fue de 1.5 x 10" UFC/g (Anexo 10); no se encontrd diferencia
(p>0.05) al compararlo con el promedio de UFC/g de las muestras de sdlido obtenido
inmediatamente del separador (Cuadro 16) (Anexo 11).

Cuadro 16. Comparacion en el contec de enterobacterias a partir de muestras de solido
expuestas 144 horas al medio ambiente y del sélido obtenido del separador.
Muestra N x UFClg D. E.
Expuesta 144 h al medio ambiente 10 1.5x107%  3.0x 10

Solido obtenido del separador 10 2.2x107? 6.8 x 10

N.- Tamafio de muestra,

X UF Clg.- Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de heces.
D. E. - Desviacion estandar.

Literales distintas en cada columna, indican diferencia estadistica {p<0.05).

Aislamiento de Salmonella spp. a partir ‘de muestras de solidos
expuestas al medio ambiente durante 144 horas.

De las muesiras de solido expuestas por 144 horas al medio ambiente,
correspondientes a las 5 granjas positivas al aislamiento de Salmonelfla spp., el agente se
recuperd nuevamente a partir de 3 de éstas, lo que representa el 60% (Cuadro 17).

Cuadro 17. Recuperacion de Salmonella spp. a partir de muestras de sdlido

expuestos al médio ambiente durante 144 horas,

No. De granja Solido
4 +
5 +
6 -
7 +
8 .
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Caracteristicas sensoriales de ensilados elaborados con 82% de

s6lido de excretas de cerdo.

El promedio general del pH del material ensilado fue de 4.8. En el 80% de los
frascos se observo la salida de liquido por el borde del tapon y por la orilla de la tapa de

rosca, durante las primeras 72 horas.

Después de 11 dias de iniciado el proceso de ensilaje, se procedid a abrir los
microsilos, los cuales presentaban las siguientes caracteristicas {Cuadro 18):

Cuadro 18. Caracteristicas sensoriales de ensilados de excretas sdlidas de cerdo.

Granja no. Presencia de hongos Olor Olor Olor a Color pH
macroscopicos acido aicohodlico excretas
1 - +++ - - Caféclaro 4. 71
2 - +++ - - Caféclaro 4.70
3 - +++ - - Café claro 4. 66
4 - ++ - - Café 4, 54
5 - ++ + - Café 4.79
6 + + + ot Negro 5. 07
7 + o+ - - Café 4.71
8 + o - - Café 4. 85
9 - ++ + - Negro 4.84
10 - ++ + ++ Negro 5.19
+ Ligero ++Moderado +++Abundante - Negativo

En los microsilos de las granjas 6, 7 y 8, se observo crecimiento de hongos, a

nivel de la superficie en el &rea cercana al borde de los frascos.

El ensilado de las granjas 1, 2 y 3 tuvieron olor acido abundante. La granja 6 tuvo
olor alcohélico. El ensilado de las granjas 6 y 10 tuvieron olor a excretas y el color de

estas era negro.
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Sobrevivencia de Salmonella spp. y E. coli, después de 11 dias de
iniciado el proceso de ensilaje.

Se tomaron muestras para sembrarlas en los diferentes medios y corroborar 1a

presencia de Salmonelia spp. y E. Coli; los resuitados fueron negativos, asi como el

conteo de enterobacterias.

Géneros bacterianos encontrados en muestras de ensilado con sélido

de excreta.

Las bacterias presentes al onceavo dia de ensilaje fueron Lactobaciflus spp.

LLa composicion del analisis quimico proximal de los ensilados se presenta en el
Anexo 12,



)

62

DISCUSION.

Caracteristicas de las granjas.

Las caracteristicas de las 10 granjas evaluadas son muy semejantes entre si, en
cuanto a los sistemas de produccion, praclicas generales de manejo, calendarios de
vacunacion y material con el que estan construidas las instalaciones; sin embargo, se
encontraron diferencias importantes en las condiciones medio ambientaies (temperatura),
sistemas de alimentacion, sistemas de recoleccién de excretas, antecedentes de
enfermedades infecciosas y tamafio de poblacion.

Respecto al manejo de las excretas, en iodas las granjas el sistema de
recoleccion de solidos es manual, excepto en las granjas uno, dos y tres, localizadas en
el municipio de Pénjamo, Guanajuato; donde existen, para aigunas de las areas de las
granjas, sistemas de arrastre hidraulico por medio de tanques “volcadores” y charcas.
Estos sistemas aumentan el nivel de dilucién de las deyecciones y el flujo de liquido que
llega a las fosas de sedimentacion y a los separadores. Por esta razon las excretas
presentan mayor cantidad de humedad como se discutira mas adelante.

En la granja nimero cuatro el volumen de material sélido gue se maneja es
mayor, debido al uso de paja como material de cama, esto puede modificar el nivel de
humedad de! material separado y la eficiencia del separador. Lo anterior es determinante
sobre las variaciones entre las granjas muestreadas, lo que permite tener un espectro
amplio de condiciones de produccion, por lo tanto los hallazgos que se indican a
continuacién no estén influenciados por un sistema de produccion en particular o

condicion ambiental especifica.

Enterobacterias

Con relacion a los hallazgos bacteriologicos, se encontré gue el promedio general
de UFC/g de enterobacterias (7.5 x 10°), fue similar a lo reportado por Hernandez (1997),
quién al utilizar fa fraccion sdlida obtenida a partir de un separador de excretas tipo |
cascada, obtuvo un conteo de enterobacterias de 1.6 x10° UFC/g. Del mismo modo, los

resultados de este trabajo coinciden con los encontrados por litigo ef al. (1991), quienes
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obtuvieron 1.1 x 10° UFC de enterobacterias /g, de muestras obtenidas a partir de la fosa

de sedimentacion, al muestrear un grupo de granjas en la region central de Chile.

Los promedios encontrados en el presente frabajo para el conteo bacteriano de
las muestras de excretas recuperadas a partir de la fosa de sedimentacién, del efluente y
de los solidos fueron: 3.9 x 10°, 1.5 x 10° y 2.2 x 107, respectivamente; mismos que
coinciden con lo reportado por Martinez et al. (2001), quienes observaron los siguientes -
valores: 8 x 10*, 1.6 x 10%, 2 x 10° y 4 x 10%, a partir de muestras obtenidas de la fosa de
sedimentacion a nivel de la superficie y a un metro de profundidad, efluente y sdlido
respectivamente. Al igual que en los datos de estos Ultimos investigadores, la cantidad de
enterobacterias encontrada en los soélidos fue aparentermente superior que la hallada en

los liquidos; aunque no se encontraron diferencias significativas.

Sin embargo, los resultades de enterobacterias obienidos, con respecto a la carga
bacteriana de la fosa de sedimentacion, discrepan con los presentados por Mateu et al.
(1992), quiénes al realizar el muestreo de dicho material con 10, 14 y 18 dias de
retencién, encontraron una lectura inicial de 2.11 x 10% que disminuy6 a 2.87 x 107 al dia
18, siendo esta cantidad ligeramente superior a la reportada por otros autores. Cabe
sefialar, que existe una serie de factores que afectan la presencia de coliformes, como es
la fermentacion o degradacion, ya sea anaerdbica o aerdbica (Hiigo et al., 1991).
Concentracion de &cidos grasos voldtiles que tienen una actividad inhibitoria o
bactericida, la disminucion del pH (Mateu et al., 1992) y por ultimo, la realizacion o no de

la remocion constante del material que se encuentra en la fosa de sedimentacion,

En el presente trabajo se observo un proceso de fermentacién anaerébica, en el
40 % de las granjas evaluadas: en dos casos, debido a que la fosa de sedimentacion se
encontraba llena a su maxima capacidad. En otros dos casos la anaerobiosis se debi6 a
que el aparato de separacion no se habia utilizado de forma rutinaria, ambas situaciones
pudieron provocar una marcada disminucidn de las cargas bacterianas que incidieron

sobre el promedio general .
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Es importante sefialar que el incremento en la carga de enterobacterias en los
s6lidos, con respecto al material de la fosa de sedimentacion, esta dado por la

concentracion que sufren los solidos despues de la extraccion del contenido liquido.

Los hallazgos del presente trabajo indican en primer lugar, que no existen
variaciones en las cantidades de enterobacterias entre una granja y ofra, a pesar de que
estas tienen sistemas de recoleccion de excretas, practicas nutricionales, condiciones
medic ambientales, tamafic de poblacion y situaciones sanitarias diferentes; y en
segundo lugar, que el proceso de tratamiento por separaciéon mecanica (cilindrico o
cascada) de las fracciones sdlida y liquida no afecta la carga bacteriana, tanto en los

stlidos como en los liquidos.

Lo anterior se confirma al no haber encontrado diferencias en la cantidad de
enterobacterias tanto en los sdlidos como en los liquidos, cuando las granjas se
clasificaron por tipo de separador. El uso de un separador de solido cilindrico o de
cascada, no influyd en la carga de enterobacterias. Aparentemente estos sistemas no
disminuyen la carga bacteriana, y tanto los sélidos como los liquidos presentan cargas
similares, por lo que siguen representando un riesgo en la frasmision de agentes
patégenos.

Tampoco se encontraron diferencias en las cantidades de enterobacterias
halladas en las mue'stras de efluentes y sdlidos de acuerdo a los antecedentes sanitarios
de las granias. Lo anterior se explica por el hecho de que una gran cantidad de las
enterobacterias halladas en el presente estudio no resultan patégenas para el cerdo, asi
como por el hecho de gue existen otros agentes patdgenos del tracto digestivo que no se
clasifican dentro de las enterobacterias, tales como: Brachyspira hyodisenteriae,

Clostridium spp., Lawsonia intracelularis.

Strauch y Ballarini (1994) sefialan, que pequefias concentraciones de
enterobacterias pueden ser aisladas con cierta facilidad mediante métodos

convencionales de cultivo, tal y como se hizo en el presente esfudio, v en muchas
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ocasiones agentes patégenos solo pueden ser aislados en el estiércol si su numero es

muy alfo y se emplean métodos especificos de cultivo.

Por lo anterior, es necesario tomar en cuenta que las condiciones a las que son
expuestas las excretas en el corral, en los drenajes, et contacto con desinfectantes,
exposicion a condiciones de resequedad y el tiempo de retencion de las mismas en las
fosas de sedimentacion, pueden alterar las condiciones que facilitan la sobrevivencia a
una bacteria patdgena, y el hecho de no encontrarla en las excretas no indican que no se
encuentre en la poblacion animal de una granja. En sentido opuesto, la presencia de una
bacteria patdégena en las excretas, no tiene que ser considerada como un diagnéstico
definitivo de una enfermedad, ya que para el desarrollo de ésta son necesarias otras
condiciones como: el nivel de inmunidad o estrés en los animales y la interaccion con
otros microorganismos patdégenos.

E. coli.

En lo que respecta al conteo de E. coli por tipo de muestra se encontrd que la
mayor cantidad de E. coli correspondié a los solidos con 1.2 x 107 UFC/g vy la menor se
encontrd en las muestras del efluente con 5.3 x 10* UFC/g, conteo similar al obtenido por
Ihigo et al. (1991), quienes estudiaron la contaminacion por coliformes totales y fecales,
en el desecho fecal porcino procesado en forma aerdbica y anaerdbica, encontrando 1.1
x 10° y 0.26 x 10*, respectivamente. Asi mismo, Mateu et al. (1992), encontraron 1 x 10*
UFC/g cuando tomaron muestras de eﬁuente.’

Géneros bacterianos

Con relacién a los géneros bacterianos aislados de las diversas muestras, los
resultados obtenidos en el presente trabajo son similares a los de Martinez ef al. (2001),
quienes al tomar muestras provenientes de la fosa de sedimentacion y del efluente,
encontraron Klebsiella spp., Citrobacter spp., E. coli, Pseudomona spp. y Salmonelia
choleraesuis. Sin embargo, no reportan la presencia de Proteus spp. ni de Baciffus spp..



66

Aislamiento de Salmonelila spp.

El porcentaje de aislamientos de Salmonefla spp., en el presente trabajo fue
menor al reportiado por Letellier ef al. (1999), quiénes encontraron Salmonella spp. en el
61 % de las muestiras; sin embargo, si se toma en cuenta lg cantidad de aislamientos
togrados en este estudio a partir de la fosa de sedimentacion (70 %), los datos son
semejantes. L.os datos anteriores son mayores a lo reportado por Rajic et al. (2002a),
que de 90 granjas porcicolas con una produccion anual de 2000 cerdos, tomaron 85
muestras de 25 g/ml de material de desagtlie, de donde lograron aislar el agente en el
31.76 % de los casos.

Con respecto a los aislamientos por granja, los datos del presente estudio
concuerdan c¢on los reportados por Letellier et al. (1999) y Stege ef al. {2000), quienes
indican como positivas 100% y 77% de las granjas respectivamente. Sin embargo, no son
concordantes con los sefialados por el Sistema Nacional de Monitoreo en Salud Animal
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Norteamérica, que encontré
un 38 % de granjas positivas a esta bacteria (Center for Food Safety and Appflied
Nutrition, 1998).

El hecho de encontrar esta bacteria en la mayorfa de las granjas evaluadas,
puede indicar que existe una alta prevalencia de la misma en la zona en estudio. Lo cual
es consistente con la falta de programas o campafias a nivel nacional para el control y la

erradicacion de 1a salmonelosis en el ganado porcino.

En el caso de los liquidos, Salmonella spp. se aislé en 6 granjas y en 35 % de las
muestras. Al respecto, es dificil establecer una comparacion con otras investigaciones, ya
gue no existen reportes del aislamiento de esta bacteria en efluentes previamente
separados por un proceso mecanico. Jones {1976) reporta el aislarmiento de Salmonella
spp. en el 76 % de las muestras obtenidas a partir de excretas liquidas almacenadas por
30 dias. Este investigador concluyt que Salmonelfa spp. puede sobrevivir en las excretas
liquidas durante varios meses y puede dar un resultado positive, aun cuando no existan

animales infectados al momento de tomar la muestra. Sin embargo, el nimero de
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Sé!moneﬂa spp. presente en los liquidos, puede declinar en un 90% durante las primeras
dos o cuatro semanas de almacenada y puede ser diluida por {a continua adicion de
excreta liquida no infectada, especialmente en aquelios sistemas que tienen un vaciado
regular. No obstante las limitaciones, este método de inspeccion se considera de valor,
en la deteccion de infecciones por Salmoneffa spp. en granjas de cerdos y hatos de
ganado.

El riesgo de transmision de Salmonella spp. a traves de los desechos liquidos de
una granja, se establece claramente con el trabajo realizado por Baloda et al. (2001),
quienes seleccionaron una granja porcina que tenia antecedentes recurrentes de
problemas entéricos. Se asperjé excreta liquida en el campo de cultivo, y se tomaron 10
muestras después de la aspersion (dia 0), 2, 6 y 14 dias. Lograndose el aislamiento de
Salmonella spp. en el 90 % de las muestras inmediatamente después de la aspersion,
70%, 50% y 50% de los aislamientos fueron positivos a 2, 6 y 14 dias, respectivamente.

Por el contrario, iigo et al. (1991) no lograron aislar Salmonella spp. a partir de
los efluentes de cinco granjas porcinas que contaban con un sistema de fermentacion

aerdbica, cuando fueron granjas sin antecedentes de salmonelosis clinjca.

Por otra parte, en este trabajo se logrd el aislamiento de Salmonella spp. a partir
de los solidos en 6 de 20 muestras (30%). Al igual que en el caso de los liquidos, no
existe informacion respecto al aislamiento de Salmonella spp. a partir de solidos
previamente separados; sin embargo, estos datos pueden compararse con el estudio de
Rajic et al. (2002b), quiénes a partir de 90 granjas porcicolas obtuvieron muestras de
heces del piso en cuatro ocasiones, logrando aislar este agente bacteriano en el intervalo
del 19 al 42 % de las muestras.

En cuanto al aislamiento de Salmonefla spp. con base en los antecedentes
clinicos de las granjas evaluadas, 30 muestras provenientes de la fosa de sedimentacion,
de efluente y de sdlido, de granjas que no presentaban signos clinicos de problemas
entéricos, se logro el aistamiento en 53.33 % de las muestras. Al respecto Jones (1976)
que tomo muestras tanto de excreta liquida como de hisopos rectales a cerdas del area

de servicios y gestacion, las cuales no presentaban signologia clinica de problemas
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entéricos, encontrd Salmonella spp. en el 1.55% de los hisopos reciales {15 de 969
muestras) y en el 76.5 % de las excretas liquidas, concluyendo que el analizar las
excretas liquidas solo ofrece un indicio parcial de los animales infectados.

Lo anterior no concuerda con o reportado por Letellier et al. {1999), quienes al
realizar el muestreo en granjas que no tenian problemas entéricos, encontraron la
bacteria en sélo 17 de 93 muestras (18.27%). Los datos anteriores permiten concluir, que
el hecho de no encontrar signos clinicos no se relaciona con la posibilidad de aislar una
bacteria patdgena.

En la presente investigacion, en las muestras provenientes de la fosa de
sedimentacion, del efluente y del sdlido, de las granjas que si presentaban antecedentes
de problemas entéricos, se logré el aislamiento en 11 de 30 muestras (36.66%). Estos
resultados concuerdan con Vidal ef al. (2002) quienes aislaron Salmonella spp. en 26 de
84 granjas (31%) con antecedentes de problemas entéricos. Asi mismo, Van der Wolf et
al. (2000} analizaron 326 muestras de heces de animales que presentaban signos de
problemas entéricos, y aislaron Salmonella spp. como (Gnico patogeno en el 40% de las
muestras.

Estos resultados difieren con lo obtenido por Letellier ef al. {1999), quienes a
partir de 115 muestras de animales con signos clinicos, 70 (60.86%) fueron positivas a
Salmonella spp. A la vez, Stege et al. (2000), al realizar la inspeccion en 39 granjas con
alta prevalencia clinica de Salmonelfa spp. y llevar a cabo el muestreo de las excretas

acumuladas en los pisos de los corrales, aislaron al agente en el 77% de las granjas.

Tipificacion de Salmonella spp.

En el presente estudio al realizar la tipificacion de Saimonelia, se encontrd que el
100 % era S. enteritidis, estos datos no concuerdan con lo sefalado por Baggesen
(1996), quién reporta 30 diferentes serotipos de Salmonella enterica, mismos que fueron
aislados de 832 cerdos (6.2%). El serotipo predominante fue S. typhimurium en 536
(64.4%) de los aislamientos y solamente se encontrd S. enteritidis en 5 cerdos (0.6%).
También Rajic et al. (2002a) encontraron 15 diferentes serotipos de S. enterica, las mas
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frecuentes fueron S. typhimurium, S. derby, S. infantis y S. enteritidis. La serotipificacion y
fagotipificacion la realizé6 el Laboratorio de Referencia de Salmonelosis de Guelph,

Ontario.

Jung et at. (2002) de un total de 397 cepas de Salmonella spp., tipificaron 27
diferentes serovariedades, siendo estas las siguientes: S. typhimurium (30%), S. derby
(16.1%), S. schwarzengrund (14.9%), S. mbandaka (6.3%), S. enteritidis (6.3%), S.
litchfield (3.3%), S. braenderup (3%), S. ardwick (3%), S. rissen (2.3%), S. agona (2%), S.
london (2%), S. newport (1.3%), S. ruiru (1%), S. bredeney {0.8%). Encontraron dos
aislamientos de S. tennessee, S. kinshasa, S. eimsbuettel, S. thomasville y un
aislamiento de S. navana, S. langensalza, S. cubana, S. senftenberg, S. montevideo, S.
brandenburg, S. orion, S. anatumy S. westhampton.

Vidal et al. {(2002), identificaron 11 diferentes serovariedades. Un maximo de 3
diferentes serovariedades fueron detectadas en el mismo hato, y se tipificaron S.
fyphimurium, S. muenchen, S. derby, S. anatum, S. panama, S. london, S. bradeney, S.
infantis, S. altona, S. brandenburg.

La frecuencia de los porcentajes de las diversas serovariedades encontradas por
los anteriores investigadores no concuerdan con esta investigacion, debido a la técnica
de tipificacion. En este trabajo se utilizaron tres diferentes antisueros, uno gque es
polivalente de Salmonelia grupo soméatico O (Salmonelia O Antiserum Poly A-f & Vi), que
identifica el genero Salmonelfa spp. y otros dos antisueros, uno que pertenece al grupo C
de Salmonella grupo somatico O (Salmonella O Grupo C1, factores 6, 7) y ofro que
contiene el grupo D1, factores 1, 9, 12, que permite la diferenciacion entre S.
choleraesuis de S, enteritidis.

Aislamiento y tipificacion de E. coli.
En el 100 % de las muestras provenientes de las excretas recuperadas a partir de
la fosa de sedimentacicn, de! efluente y de los sdlidos, se logrd aislar £. coli., resultados

que concuerdan con Gyles y Thoen, 1993. Asi mismo con los resultados de Melin ef al.
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(2000) quienes aislaron 598 cepas de F. coli cuando trabajaron 576 muestras fecales de

cerdos que representaban a 186 granjas.

Sin embargo, cuando en el presente trabajo se tipificaron las diversas cepas, no
se logro la tipificacion de F4, F5 o de F6. Estos resultados difieren de los obtenidos por
Fairbrother et al. {2000) quienes analizaron 633 cepas de E. coli aisladas de muestras
de heces de cerdos, los que presentaban un cuadro clinico de problema entérico. La
edad de estos animales era entre 21 a 50 dias de edad. Estas cepas fueron analizadas a
través de la prueba de ADN especifica para las enterotoxinas STa, STh y LT, para
verotoxinas VT1 y VT2 y para la adhesina Eae. Posteriormente, de las cepas toxina-
positiva se analizaron por ADN especifico para la fimbria F4 (K88), F5 (K99}, F6 (987P),
F18 y F41. Lograndose la tipificacion en el 65.5%. Las enterotoxinas mas frecuentes
fueron LTSTb (34%), LTSTaSTh (13%), STaSTb (12%), STb (10%), STa (4%) y Eae
(4%). Solamente se aisidé Vie en un 2% de los cerdos. Casi todos las aislamientos de
LTSTb y LTSTaSThb fueron positivos a F4 (K88), hemolitico y pertenecieron al sérogrupo
0149. Entre [os aislamientos de STaSTb, 12% fueron hemoliticos y positivo a F18 v el
resto fueron no hemoliticos, pertenecieron al serogrupo O7:K48 vy fueron negativos a las
demas adhesinas fimbriales. Entre los aislamientos de STb, 10% ft;eron positivos a F18
pero el resto fue negativo al resto de las adhesinas fimbriales. De los aislamientos de
STa, 70% fue positivo a F5 (K99) y el resto a F6 (987P).

Ast mismo, Cho et al. {2000) sometieron 400 cepas de E. cofi (aisladas de
contenido ileal de animales con problemas de diarrea) a la prueba de PCR, el cual
contenia genes para la deteccion de tres enterotoxinas y cuatro adhesinas fimbriales.
Encontraron que 97 de las 400 (24.3%) eran portadoras del gen tanto para adhesinas
fimbriales como enterotoxinas. En el primer caso, observaron que de 60 aislamientos, 17
(28.3%) contenia genes para la fimbria F4, 8 (13.3%) para la fimbria F5, 24 (40%) para
F8, vy 13 (21.7%) contenia genes para la fimbria F41. Uno de los 60 aislamientos contenia
genes para F4 y F6. Una cepa de las 60 contenia genes para F5 y F6. En el caso de las
enterotoxinas, 64 aislamientos fueron positivos, de los cuales 9 (14.1%) contenia genes
para LT, 19 (29.7%) para STa y 12 (18.8%) STb. Cuatro (6.3%) aislamientos tenian
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genes para LT y Sta; dos (3.1%) contenia genes para LT y STb y dos (3.1%) para LT,
STay STh.

Baccaro et al. (2000), de 472 cepas obtenidas de muestras de cerdos con
diarrea, encontraron que el 27.3% tuvo el pato-tipo ETEC y ninguna cepa de VTEC. El
gen que codifica a STb se encontré en 111 cepas (23.5%), el gen para L.T lo mostraron
59 cepas (12,5%) vy el gen para Sta, se observo en 22 aislamientos (4,6%). De 129
cepas enterotoxigénicas de E. cofi, se encontrd que los genes para F4 se observaron en
73 (56,6%), F5 en 1 cepa (0,77%), F6 en 50 aislamientos (38,7%) y F41 en 3 (2,32).

También Van der Wolf y Peperkamp (2001) al trabajar con 451 muestras de
heces, lograron el aislamiento de E. coli enteropatdgena en el 20.2%.

Estos resultados no coinciden con lo reportado en esta investigacion, por tres
razones, una es por la técnica empleada por los investigadores antes citados, que fue ia
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que es mas sensible gue la aglutinacion en
tarjeta, otra posibilidad es que por cada muestra de heces se trabajaban minimo seis
diferentes cepas de E. cofi, en cambio en este trabajo solo se tipificaron dos por muestra.
Por ultimo, que estas cepas coincide con lo encontrado por Do et al. (2002} guienes al
analizar 106 cepas de E. coli, no detectaron factores de virulencia para ETEC en 25
(23.6%), de los cuales 14 (44%) no poseian genes fimbriales. Por lo que se asume que
estas 'cepas de ETEC no eran patdgenas o que fueran portadoras de genes para otros
{nuevos o desconocidos) tipos fimbriales.

Caracteristicas organolépticas de los ensilados.

El material ensilado proveniente de siete granjas (70%), tuvieron caracteristicas
organolépticas similares a las encontradas por Hernandez (1997) y Martinez et al.
{2001} en cuanto al aumento de olor acido, disminucién en el olor a excreta, coloracion
café rojiza y principalmente por disminucion en los valores de pH obtenidos en los
diferentes tratamientos. Esto se debe a que el ensilado es el resultado de los procesos de
conservacion y fermentacion en condiciones anaerébicas, en el que los carbohidratos
solubles {melaza de cafia) son transformados en acidos organicos por la accion de las

bacterias acido lacticas, lo que provoca la presencia de pH entre 3.5 a 4.5, provecando
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una disminucion en el olor a heces y en la poblacidon de microorganismos patégenos
(Salazar y Cuarén, 2000).

Por lo contrario, las muestras de ensilado provenientes de las granjas 6, 9 y 10
presentaron una coloracién negra, asi mismo el pH de éstas fue de 4.84, 5.07 y 56.19,
respectivamente. Ademas en los microsilos 6 y 10 se percibié olor a excretas. Estas
anormalidades se debieron probablemenie a que los recipientes no quedaron cerrados
herméticamente o compactado adecuadamente, en estas condicicnes no se favorece la
produccion de calor y de didxido de carbono, lo que inhibe la condicién anaerdbica
esencial para la proliferacién de bacterias productoras de acido lactico {Salazar y
Cuardn, 2000).

Por otra parte en las muestras de las granjas 6 y 7, se observd
macroscopicamente el crecimiento de hongos, a dos cm por abajo del nivel de la
superficie del borde de los frascos, y en la granja 8 se detectaron hasta que se realizo ¢l
AQP, lo que coincide con Hernandez (1997) vy Serrano {2001) quienes encontraron
esporas en algunos microsilos, esto es ocasionado por dos circunstancias: que estos
organismos estan presentes de forma microscopica pero inhibidos momentaneamente y
" al proporcionarse las condiciones adecuadas se desarrollen, también el crecimiento
fungal se puede dar por que los recipientes se llenaron al tope y con ia fermentacion se
produce gas, ef cual pudo destapar el deposito o presentarse alguna fuga, inhibiendo la
condicién de anaerobiosis (Mar‘finez et al., 2001).

Conteo bacteriano en los ensilados.

En el presente trabajo, no se enconiraron entercbacterias cuando los sdélidos se
ensilaron durante once dias, lo que concuerda con lo que obtuvo Hernandez (1997),
quién realizo el ensilaje de excretas sélidas con cafa de azucar y melaza por 0, 30, 45 y
60 dias y encontrd crecimiento de enterobacterias (23 x10” UFC/g), solamente en las
mezcias anles de ensilar (dia 0), similar a lo que ocurrid en esta investigacion;
posteriormente no detectd organismos coliformes en las mezclas ensiladas durante 30,
45 y 60 dias. Concluyd acerca de la necesidad de evaluar pericdos mas cortos de

ensilaje, para tener la seguridad de la desaparicion de las bacterias coliformes.
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l.os resultados de esla investigacion confirman el trabajo de Martinez ef al.
{2001), quienes no enconiraron crecimiento bacteriano en microsilos hechos a base de
sorgo molido, fraccion solida y melaza e inoculados con S. choleraesuis y Escherichia
coli.

Con base en Ia informacion anterior y a partir de los resultados obtenidos en esta
invéstigacién, se puede concluir que el ensilaje de las excretas es un proceso eficaz para
el tratamiento de las excretas sdélidas gue permite destruir las enterobacterias, sin
importar la composicion de fas mismas, su procedencia, el tipo de separacidn de los
soilidos y la presencia de agentes patdgenos.

Conteo bacteriano en los sélidos mantenidos durante 144 horas al medio
ambiente.

Por otra parte, el aistamiento de Salmonelfla spp. a partir de solidos mantenidos a
una temperatura de 18 °C por 144 horas, en fres de las cinco granjas que habian
resultado positivas, demuestra la capacidad que tiene este agenie de sobrevivir en
condiciones medio ambientales adversas. El no haber podido aislar la bacteria en las
cinco muestras puede explicarse con los resultados enconfrados por Davies et al. (2002),
quiénes al estudiar el efecto de la conservacion de las muestras para la recuperacién de
Salmonella spp., encontraron solo un 11.4 % de muestras positivas, cuando se trabajo un
gramo de heces, mientras que cuando se trabajaron 10 y 25 g la proporcion de
aislamientos fue del 22.4 y 24.1%, respectivamente. En el presente estudio solo se
trabajaron 5 g por cada muestra, esto pudo ocasionar que no se lograra el re-aislamiento

en el 100 % de las muestras.

Sin embargo, este aislamiento coincide con o reportado por Jones (1976) quien
encontrd que en las muesiras de excreta liquida de una fosa de sedimentacién que
captaba los desechos de 100 bovinos, el agente sobrevivid durante 122 dias a 10 °C, con
un pH de 7.0 y con un 5.7 % de contenido de sélidos. En cambio, cuando vertié excreta

liquida en botes y los inoculd con S, choleraesuis, ésta sobrevivid 140 dias.
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Lo anterior pone de manifiesio la importancia de tratar los sdlidos antes de
suministrarlos en la alimentacion animal, ya que como se observé en el presente estudio,

el potencial de sobrevivencia de Salmonelfa spp. al medio ambiente es importante.

Composicion proximal de los ensilados.

Por Gitimo y con relacion a la cantidad de materia seca {MS) de los ensilados a
base de excretas porcinas, que provenian del aparato de separacion tipo ciiihdrico, se
cbservd en promedio un 53.55%; cabe sefalar que dos microsilos tuvieron 75.76% vy
79.90%; para el material del separador de cascada el porcentaje de MS correspondio a
46.08%. Este contenido de MS se encontro dentro de los niveles optimos que
recomiendan McCollough (1978) e lihiguez (1991) en ensilados de maiz, de excretas y
de otros forrajes, para una adecuada compactacion y estabilizacion de ia fermentacion
tactica. De acuerdo con estos investigadores, niveles superiores al 60% de MS dificultan
la compactacion, haciendo muy dificil gue se logren las condiciones adecuadas de
anaerobiosis, por lo que hay mayor pérdida de nutrimentos en el ensilado. Asi mismo,
cantidades de MS inferiores al 28% limitan una adecuada fermentacion, ya que se
produce sobrecalentamiento, gue a temperaturas superiores a los 50 °C ocasiona

pérdidas de nutrimentos.

Generalmente los ensilados gue tienen menos del 30% de MS son especialmente
propensos a fermentaciones por Clostridium spp.. Niveles de MS de 35 a 40%
proporcionan mayor cantidad de energia para las necesidades de los animales, por kg de
racion; por otro lado, proporcionan una presion osmotica suficiente para inhibir la
generacion de Clostridiu.m spp., aun cuando en este intervalo no disminuye
completamente su desarrollo, si se retarda por algunos dias, lo cual da oportunidad a que
las bacterias laclicas participen produciendo suficiente acido para estabilizar y preservar
el ensilado (lhiguez, 1991).
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CONCLUSIONES

El uso de un aparato de separacion de solidos y liquidos, ya sea de tipo cascada

o cilindrico, no tiene efecto sobre la cantidad de enterobacterias o de Safmonella spp.

El hecho de encontrar Salmonella enteritidis en la mayoria de las granjas
evaluadas, puede indicar que existe una alta prevalencia de la misma en la zona en
estudio y la importancia de un tratamiento previo de las excretas cuando se van a reciclar

en la alimentacion animal.

Un lapso de 144 horas no es suficiente para destruir enterobacterias ni Salmonella
spp. en muestras de sélidos expuestas al medio ambiente por lo que es necesario recurrir
y someterlas a un tratamiento como el ensilaje.

El proceso de ensilaje de los solidos de excretas, {aun cuando estos presentaron
una cantidad de enterobacterias de 2.2 x 107 UFC/g y la presencia de Salmonelfa spp.)
destruy6 los microorganismos los cuales no se encontraron a los 11 dias de ensilaje. Por
lo tanto, el ensilaje es un tratamiento de las excretas que elimina los microorganismos
patogenos y las deja aptas para reciclarlas en la alimentacion animal, ya sea que

procedan de un separador cilindrico o de cascada.
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Anexo 1. pH de las muestras de excretas de la fosa de sedimentacion y efluentes.

Granja No. Muestra Valor Granja No. Muestra Valor
Fosa de sedimentacion (1) 7.0 Fosa de sedimentacion {1) 7.0
1 Fosa de sedimentacion {2) 7.0 6 Fosa de sedimentacidn (2) 7.0
Efluente (1) 7.0 Efluente (1} 7.0
Efluente {2) 7.0 Efluente (2) 7.0
Fosa de sedimentacion (1} 6.8 Fosa de sedimentacion (1) 7.0
2 Fosa de sedimentacion (2) 6.8 7 Fosa de sedimentacidn (2) 7.0
Efluente (1} 6.8 Efluente (1) 7.0
Efluente {2) 6.8 Efluerte (2) 7.0
Foéa de sedimentacitn (1) 7.0 Fosa de sedimentacion (1) 7.0
3 Fosa de sedimentacion (2} 7.0 8 Fosa de sedimentacion (2) 7.0
Efluenie (1) 7.0 Efluente (1) 7.0
Efiuente (2) 7.0 Efiuente (2) 7.0
Fosa de sedimentacion (1) 6.8 Fosa de sedimentacion (1) 7.0
4 Fosa de sedimentacion {2) 8.8 9 Fosa de sedimentacion (2) 7.0
Efluente (1) 7.0 Efluente (1) 7.0
Efluente (2) 7.0 Efivente (2) 7.0
Fosa de sedimentacion (1) 6.8 Fosa de sedimentacion (1) 7.0
5 Fosa de sedimentacion {2) 6.8 10 Fosa de sedimentacion (2) 7.0
Efluente {1) 7.0 Efluente (1) 7.0
Efluente (2) 7.0 Efiuente (2} 7.0

TESIS CON

‘PALLA DE ORIGEN




Anexo 2. Muestras evaluadas por granja.

No. de granja Fosa de Efluente  Solido
sedimentacion
1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1
7 1 1 1 1 1 1
8 1 1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 1
9 1 1 1 1 1 1
10 1 1 1 1 1 1
Total 10 10 10 16 10 10
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Anexo 3. Formato para la identificacién de bacterias.

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIAY ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE PRODUCCION ANIMAL: CERDOS.
Fecha No. de Caso Muestra

Colonia

TFincion Gram

Medio

Tamafio

Descripcion

Hemdlisis

Subcultivo

KOH 3%

Catalasa

Coagulasa

TS

Citrato

Urea

Nitratos

RMVP

Malonato

Fentlalanina

Amilasa

NaCl 6.5 %

Adaonitol

Arabinpsa .

Dulcitol

Fructuosa

Glucosa

inosito!

Lactosa

Maltosa

Manitol

Rafinosa

Ramnosa

Salicin

Sorbitol

Sacarosa

Treaiosa

Xylosa

Lache tornasolada
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Anexo 4. Conteo de UFC/g de enterobacterias a partir de las muestras de excreta

de la fosa de sedimentacion.

Granja No. Muestra UFC!g de muestra
1 Fosa de sedimentacion (1) 5x 10°
Fosa de sedimentacion (2) 1x 10°
2 Fosa de sedimentacion (1) 4x10*
Fosa de sedimentacion (2) 3x 10°
3 Fosa de sedimentacion (1) 7 x 10
Fosa de sedimentacién (2) 1x10°
4 Fosa de sedimentacion (1) 9x 10°
Fosa de sedimentacion (2) 9x 10°
5 Fosa de sedimentacion (1) 10 x 10°
Fosa de sedimentacion (2) 9x10°
6 Fosa de sedimentacion (1) 6x 10"
Fosa de sedimentacion (2) 1x10°
7 Fosa de sedimentacion (1) 6 x 10
Fosa de sedimentacion (2) 4 x 10*
8 Fosa de sedimentacion (1) 7 x 10*
Fosa de sedimentacion (2) 3x 10°
9 Fosa de sedimentacion (1) 4 x10°
Fosa de sedimentacion (2) 1x10°
10 Fosa de sedimentacion (1) 1x 10°
Fosa de sedimentacion (2) 2x10°




Anexo 5. Conteo de UFC/g de enterobacterias a partir de las muestras de

efiuente.

Granja No. Muesira UFC/g de muestra
1 Efluente (1) 1x 10°
Efluente (2) 9x10°
2 Efluente (1) 1x10°
Efluente (2) 2x 104
3 Efluente (1) 1x10°
Efluente (2) 3x10°
4 Efluente (1) g x 10°
Efluente (2) 5x10°
5 Efluente (1) 9x 10
Efluente (2) 1 x 10
6 Efluente (1) 2 x 10°
Efluente (2) 3x10°
7 Efluente (1) 2 x 10
Efluente (2) 4x10°
8 Efluente (1) 2x10°
Efluente (2) 5x 10°
9 Efluente (1) 5x 10°
Efluente (2) 1x 10°
10 Efluente (1) 4 x 10*
Efluente (2) 1x10*
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Anexo 6. Conteo UFC/g de entercbaclerias a partir de las muestras de solido.

Granja No. Muestra UFC/g de muestra
1 Sélido (1) 1x10°
Salido (2) 4 x 10°
2 Sélido (1) 5x10*
Sélido (2) 1 x10°
3 Sélido (1) 2 x10°
Sélido (2) 1% 10°
4 Safido (1) 6x10°
Sélido (2) 5x 10°
5 Sélido (1) 3x10*
Salido (2) 1x10°
6 Saétido (1) 2 x10°
Solido (2) 5x 10°
7 Selido (1) 9x 107
Selido (2) 3x10°
8 Selido (1) 4 x 107
Sélido (2) 1x 107
9 Sélido (1) 2x10°
Sélido (2) 1 x10°
10 Sélido (1) 6x10°
Sélido (2) 8 x10°
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Anexo 7. Conteo UFC/g de £. coli a partir de las muestiras de excretas de la fosa de

sedimentacion.

Granja No. Muestra UFC/g de muestra
1 Fosa de sedimentacion (1) 3x10°
Fosa de sedimentacion (2) 3x10*
2 Fosa de sedimentacion (1) 2x10°
Fosa de sedimentacion (2) 2x10*
3 Fosa de sedimentacion (1) 1x10*
Fosa de sedimentacion (2) 2x10*
A Fosa de sedimentacion (1) 6x10°
Fosa de sedimentacion (2) 6x10°
5 Fosa de sedimentacion (1) 6x10°
Fosa de sedimentacion (2) 6x10°
6 Fosa de sedimentacion (1) 1x10*
Fosa de sedimentacion (2) 1x10*
7 Fosa de sedimentacion (1) 10x10°
Fosa de sedimentacion (2) 1x10°
8 Fosa de sedimentacion (1) 3x10*4
Fosa de sedimentacion (2) 2x10°
9 Fosa de sedimentacion (1) 1x10*
Fosa de sedimentacion (2) 1x10°
10 Fosa de sedimentacion (1) 1x10°
Fosa de sedimentacion (2) 1x10°
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Anexo 8. Conteo UFC/g de £. coli a partir de las muestras de efluente.

Granja No. Muestra UFC/g de muestra
1 Efluente (1) 1%x10°
Efluente (2) 1x10°
2 Efluente (1) 1x10*
Efiuente (2) 1x10*
3 Efluente (1) gx10"*
Efluente (2) 1x10°
4 Efluente (1) 2x10°
Efluente (2) 1x10°
5 Efluente (1) 2x10"
Efluente (2) 3x10"
6 Efiuente (1) 1x10°
Efiuente (2) 2x10°
7 Efiuente (1) 1x10°
Efluente (2) 1x10°
8 Efluente (1) 1x10*
Efluente (2) 2x10*
9 Efluente (1) 5x10°
Efluente (2) 1x10°
10 Efluente (1) 2x10°
Efluente (2) 1x10*
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Anexo 9. Conteo UFC/g de E. coli a partir de las muestras de solido.

Granja No. Muestra UFC/g de muestra

1 Sélido (1) 4x10°
Sélido (2) 3x10°

2 Sdlido (1) 3x10°
Sdlido (2) 1x10°

3 Solido (1) 1x10°
Sélido (2) 4x10*

4 Sélido (1) 1x10°
Sélido (2) 2x10°

5 Sélido (1) 2x10*
Sélido (2) 1x10°

6 Sélido (1) 5x10°
Sélido (2) 3x10°

7 Sélido (1) 2x107
Solido (2) 2x108

8 Solido (1) 1x107
Sdlido (2) 1x107

9 Solido (1) 1x10*
Sélido (2) 1x10°

10 Sélido (1) 4x10°%
Sélido (2) 5x10°
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Anexo 10. Conteo de UFC/g de entercbacterias a partir de sélidos dejados 144 h

al medio ambiente.

Granja No. Muestra UFClg de muestra
1 Solido (1) 1x 107
2 Solido (1) 1x 107
3 Solido (1) 1x 107
4 Seélido (1) 2 x 10°
5 Sélido (1) 1x10°
6 Solido (1) 1x 107
7 Salido (1) 1x 107
8 Sélido (1) 1x10°
9 Sélido (1) 1 x 10°
10 Sélido (1) 1 x10°
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Anexo 11. Comparacion en el conteo de enterobacterias a partir de muestras de

sélidos dejados 144 h al medio ambiente y del sdlido obtenido del separador .

Granja No. Muestra  UFC/g de muestra

1 Solido (1) 1x107
2 Solido (1) 1x10°
3 Solido (1) 1 %107
4 Solido (1) 2 x 10°
5 Sélido (1) 1x10°
6 Selido (1) 1x107
7 Selido (1) 1 x 107
8 Selido (1) 1 x10°
9 Sélido (1) 1x10°
10 Sélido (1) 1x10°
1 Solido (1) 3.5x10°
2 Sélido (1) 6.5 x 10*
3 Selido (1) 7 x 10
4 Sélido (1) 1.5 x 10°
5 Seélido (1) . 6 x 10°
6 Sélido (1) 4 x 10°
7 Sotido (1) 1.1x 10
8 Sélido (1) 1x 107
9 Solido (1) 1x10°
10 Sélido (1) 4.5 x 10°




Anexo 12. Analisis quimico proximal de los ensilados.

No. de
granja MS, % PC, % (bs) Cen, % EE, % FC, % ELN, %
1 50.53 12.10 8.59 873 17.25 53.33
2 63.06 13.50 7.81 7.68 15.98 55.02
3 61.03 13.59 10.54 8.07 15.38 52.42
4 46.24 12.36 7.93 B.95 13.86 56.90
5 4577 13456 12.05 9.28 9.30 55.91
6 4397 11.35 10.64 9.34 15.84 52.74
7 4578 9.58 871 7.67 15.14 58.89
8 47 .38 11.88 17.36 505 15.26 50.46
9 41.82 14.58 13.28 8.20 9.53 54 41
10 52.64 10.90 30.79 7.86 7.00 43.45
MS = Materia seca.
PC = Proteina cruda.
Cen = Cenizas.
EE = Extracto etéreo.
FC = Fibra cruda.

ELN = Extracto libre de nitrdgenao,
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