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DETERMINACION DE ENTEROBACTERIACEAS EN RACIONES
EXPERIMENTALES Y PIENSOS COMPUESTOS PARA ANIMALES
DOMESTICOS.

(DETERMINATION OF FENTEROBACTERIACEALE IN EXPERIMENTAL RATIONS AND
COMMERCIAL MIXED FOOD FOR DOMESTICAL ANIMALS]).

por

M2 DOLORES PEREZ HERNANDEZ*

En el capitulo de las pérdidas en produccion animal ocupan un lugar prefe-
rente las debidas a causas que perturban la sanidad de las poblaciones animales ex-
plotadas. '

Si bien es cierto que son muy conocidas en patologia infecciosa los agentes
causales de enfermedades mas o menos especificas, no disponemos de suficiente do-
cumentacion del estado de contaminacion microbiana de los piensos que habitual-
mente ingieren nuestros aniniales domésticos. '

El presente trabajo tiene por objeto el estudio cuali-cuantitativo, en raciones
experimentales y piensos de distintas casas comerciales, de gérmenes de la familia
Enterobacteriaceae, por su importante protagonismo en procesos patologicos, prin-
cipalmente en animales jovenes, teniendo en cuenta que la presencia de algunos de
sus géneros (Salmonella), por su incidencia patégena, estd totalmente prohibida en
los citados elementos.

Gedex (1974), en un estudio sobre alteraciones de los piensos por microor-
ganismos, considera dos factores microbianos responsables de las afecciones de los
animales a través de dichos alimentos. En primer lugar afirma que la presencia de
una sola especie microbiana puede desencadenar una infeccion, y en segundo lugar
sefiala que la proliferacion microbiana en el pienso y sus toxinas potencian el desa-
rrollo infeccioso. '

Miranda Garcia (1963) analiza muestras de harina de pescado de procedencia
nacional y extranjera e investiga las bacterias pertenecientes a la familia que nos
ocupa. En su trabajo sefiala la elevada concentracion de enterobacterias existentes,
si bien las especies aisladas, £. coli, E. cloacae, E. aerogenes, P. vulgaris, Klebsiella
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y Citrobacter) no manifiestan un cardcter eminentemente patdgeno; lo que revela
que la elaboracién de dichas harinas se ha realizado sin la correcta aplicacion de
normas higiénico-sanitarias. A pesar de la reiterada investigacion de salmonelas el G-
tado autor no logra su aislamiento en ningQn caso.

Contrariamente, Alves de Oliveira v col. (1960) afirman, a partir de los resulta-
dos obtenidos en su trabajo, larelativa frecuencia de la contaminacion por Salmone-
lla en harina de origen animal.

Tiews y col. (1970), al estudiar los dafos provocados al ganado por la alimen-
tacién, logran reproducir el efecto perjudicial que ocasioné la nruerte de varios
terneros, alimentdndolos experimentalmente con harina moderadamente contami-
nada con £ coli Junto a esta especie sospechan la existencia de Safinonella, cuya
presencia no Hegan a demostrar mediante cultivo.

Gonzélez Martinez (1974), analizando muestras de piensos y harinas de carne
y pescado, sefiala Ia presencia de varias especies de Salmonella v Froteus, de marca-
do poder patogeno. lgualmente pone de manifiesto la existencia de especies de
Serratia v Arizona, que presentan reacciones cruzadas con Salmonefla e indica el
error que puede cometerse en la identificacion de Safmonella como nico género
contaminante de los piensos analizados.

Dzinic y col. (1976), al estudiar afecciones diarreicas en lechones destetados
con harinas de maiz y girasol, detectaron como contaminantes de los piensos va--
rios serotipos de Salmonelia, E. Coli y P. vulgaris, que aislan de os contenidos intes-
tinales de los animales muertos.

Los resultados obtenidos en los distintos trabajos realizados por los autores an-
teriormente citados nos llevan a considerar de gran interés el estudio higiénico-sa-
nitario de las principales harinas que en nuestra region ingieren actualmente las di-
versas especies domesticas.

Material.

Durante Jos afios 1976 v 1977 se recogieron 50 muestras de piensos, de las cua-
les el 20 p. 100 fueron raciones experimentales, preparadas ocasionalmente para dis-
tintas especies domésticas. EI80 p. 100 restante lo constituyeron piensos de diversas
firmas comerciales de Andalucia.

Los alimentos bisicos de las muestras estuvieron representados por varios tipos
de cereales (maiz, avena, cebada, centeno, trigo) utilizando como correctores pro-
teicos, semillas de leguminosas y en un namero discreto de ellos, harina de pescado.
‘Las muestras fueron analizadas segiin el orden de adquisicién e inmediata-
mente después de la misma. En nuestros andlisis hemos utilizado edios de cultivo
deshidratado de Difco vy Merck, para el enriquecimiento, aislamiento y determina-

cién del comportamiento bioquimico.
R



Archivos de zootecnia, vol. 28, nim. 109, 1979, p. 61
PEREY. HERNANDE?Z: ENTEROBACTERIACEAS EN RACIONES PARA ANIMALES DOM.

E] estudio serologico confirmativo se llevd a cabo con antisueros polivalentes
Oy H de Difco.

Mérodos.

En cada muestra se han realizado:

1. Determinacién cuantitativa de enterobacterias mediante el recuento en placa
seglin técnica de Mossel y col. y Willems y Thomas, modificada en nuestro trabajo.

2. Aislamiento en agar Mac Conkey, como medio selectivo, Paralelamente, y
con ¢l fin de potenciar el aislamiento de salmonelas, se empled el medio de enrique-
cimiento del caldo tetrationato de Merck.

3. lIdentificacion. El estudio morfologico se realizd mediante observacion mi-
croscopica, previa tincion por el método de Gram. EI estudio cultural se llevo a
efecto mediante el examen de los cultivos tanto sélidos como liquidos. Asi mismo
los controles de motilidad se efectuaron en gota pendiente y mediante siembra en
medios semisolidos.’

Se han utilizado las pruebas bioguimicas que recomiendan Le Minor (1959),
Kaufman (1966), Pohl vy col. (1970), Elston y col. (1971), Eward y Ewing (1972)
y Buchanan y col. {1974), a saber: presencia de oxidasa (Difco); reaccion de Hugh y
Leifson (Merck); reduccion de nitratos (Merck); fermentacién dcida-mixta y buti-
lenglicélica, mediante las reacciones delrojo de metilo y de Voges-Proskauer (Merck),
produccién de hidrogeno sulfurado e indol en el medio de SIM (Difco); deteccion
de ureasa (Difco); lcuacién de la gelatina (Difco); utilizacion del citrato de Chris-
tensen (Difco); desanimacion de la fenilalanina y utilizacién del malonato (Merck);
oxidacion del gluconato (Merck); presencia de ornitina y lisina-decarboxylasa y
arginina-dihidrolasa (Merck); utilizacion de los aniones dcidos citrato, tartrato y
mucato {Kaufman y Petersen), ptesencia de la DNasa (Difco); fermentacion de los
azicares lactosa, glucosa, sacarosa, manitol, culcitol, salicina, adonitol, inositol, sor-
bitol, arabinosa, rafinosa, ramnosa, xilosa, trehalosa, celobiosa (Difco), y produc-

cion de la galactosidasa mediante la reaccion del ONPG (Merck).

Para la identificacion seroldgica se ha dispuesto de la serie de antisueros (Difco)
para la tipificacion de E. coli, Klebsiella, Salmonellu y Shygella.

Resultados.

1. Determinacion cugrnititativa de enterobacterias,

De las 50 muestras de piensos ensayadas, 36 resultaron contaminadas, elimindn-
dose 13 de las muestras recibidas del comercio y 1 de las procedentes de raciones
experimentales, por carecer de microorganismos o contener gérmenes no pertene-
cientes a la familia objeto de nuestro estudio.
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2. Identificacion de las enterobacterias aisladas.

Se identifican 95 cepas de enterobacterias cuyo comportamiento bioquimico se
muestra en los cuadros 11 a VIL. Puede apreciarse variabilidad en los resultados de
una misma prueba para especies iguales que, situdndose dentro del margen admitido
en estos casos, denota la frecuencia mutacional de las especies, indicadora de la tipi-
ficacion de las mismas. ‘

La confirmacidn seroldgica se realizd en las especies de £ coli determindndose
los siguientes serotipos: 026:K60:11 para la cepa 40.3,, 018:K76:14 para las ce-

pas 341y ¥ 343y, 044 :K2418 para la 453y y 055:K59 :NM para la 37 4.
Discusion.

Las 36 muestras contaminadas suponen el 72 p. 100 de los piensos analizados.
F125 p. 100 son raciornes experimentales y el 75 p. 100, piensos del comercio. Puede
apreciarse un elevado ndice de contaminacién, que oscila, en las muestras experi-
mentales, desde 400 enterobacterias por gramo en la muestra ndmero 11 a
15.000.000 en la nimero 8. En las muestras del comercio la contaminacién varia de
200 enterobacterias por gramo, en la ndmero 39, a 1.600.000 en la ntumero 23.

Es de destacar un descenso en el nivel de contaminacion de las muestras de fa-
bricacién comercial, atribuible a tratamientos que impiden el desarrollo microbio-
légico.

Seglin ¢l criterio sefialado por Willens y Thomas, de considerar muy sospechosa
la harina que tenga una concentracion de 50 enterobacterias por gramo, ninguna de
las muestras contaminadas gueda a salvo de esta clasificacién, siendo en la mayoria
tan superior a dicha cifra que, en relacién con ella, las hace pricticamente inacep-
tables. '

Aunque esta elevada concentracion de bacterias entéricas son de gérmenes apa-
tégenos, denotan que la elaboracion, almacenaje o transporte de estas harinas estan
muy por debajo del esquema correcto que debe regularlas.

La presencia de E. coli en un 6,32 p. 100 de las cepas identificadas es similar a
los resultados obtenidos por Miranda en harinas de pescado y por Dzinic y col. en
harinas de maiz y girasol. Las cepas serolégicamente identificadas no resultaron pa-
t6genas para el ratén.

La identificacién de las distintas especies de enterobacterias estd representada
por un 88,42 p. 100 y se distribuyen en los siguientes porcentajes para las res-
pectivas especies: E. liguefaciens, 2,11 p. 100; £. aerogenes, 9,47 p. 100; . cloacae,
28,42 p. 100 y E. hafniae, 48,42 p. 100. '
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PEREZ HERNANDEZ

CUADRO

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS
MUESTRAS PROCEDENTES DE RACIONES EXPERIMENTALES
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS
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MUESTRAS DE FABRICAS Y CASAS COMERCIALES
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Miranda aisla también £ cloacae y E. aerogenes en las muestras que analiza.
La presencia de estas especies es totalmente aceptable, dado que su hédbitat natural
(Buchanan y col., 1974) es el suelo, agua y heces de animales, a partir de los cuales
pueden contaminarse los piensos con gran facilidad, si las condiciones de fabrica-
.cién de los mismos no son higiénicas. Por tratarse de especies no patdgenas, su pre-
sencia en numero relativamente elevado no incide gravemente en la alimentacion
animal. '

Las especies de Lrwinig aisladas en un 5,26 p. 100 (£, herbicola, 421 p. 100, y
E. quercina, 1,05 p. 100) demuestran la contaminacion de las semillas de donde se
obtuvieron las correspondientes harinas. Buchanan y col. indican que son respon-
sables del deterioro de los Quercus (Ja cepa 174, de la que aislamos k. quercing,
procedia de una racion experimental cuya composicion era fundamentalmente ha-
rina de bellota), asi como de algunos cereales (concretamente, el mai'z), componen-
te de las raciones experimentales en las que se han encontrado las especies de F. her-
bicola.

Fn nuestras muestras no se observaron salmonelas ni otras enterobacterias pa-
tégenas que detectan en sus trabajos Miranda, Gonzdlez Martin y Dzinic y col., lo
cual puede atribuirse a la constitucién esencialmente de tipo vegetal de las mues-
tras analizadas en este estudio. Igualmente es explicable por el control previo reali-
zado en las distintas casas comerciales.

Los granulados analizados presentan la caracteristica comUn de ausencia total
de gérmenes, lo cual es atribuible a la temperatura y desecacion que se producen en
este proceso, provocando la esterilizacion de los piensos cometidos al mismo.

Conclusiones.

1. En el andlisis bacteriologico realizado en 50 muestras de piensos compues-
tos y raciones experimentales para la alimentacion de animales domésticos, 36 esta-
ban contaminadas con enterobacterias, oscilando el fndice de contaminacion desde
200 a 15.000.000 de gérmenes por gramo de muestra analizada.

7. Se aislan 95 cepas de enterobacterias que se identifican y clasifican de la
siguiente forma: Pertenecientes al género Enterobacter: E. hafniae 46, E. cloacae 27,
E. aerogenes 9 y E. liquefaciens 2. El género Erwinia estd representado por £
herbicola 4 y E. quercina 1. Las especies de £ coli se encuadran en cuatro tipos
seroldgicos distintos 01 8:K:76:14, 2 cepas, 026:K60:11, 1 cepa, 044:K24:182 cepas
y 055:K59:NM, 1 cepa.

3. La elevada concentracion de enterobacterias que aparece en la totalidad de
las muestras de piensos contaminadas, a pesar de su cardcter apatdgeno, indica que
su elaboracién, almacenaje o transporte se ha realizado sin la correcta aplicacion de

las normas higiénico-sanitarias. yon
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4. Dadua la presencia de gérmenes apatdgenos en Jos piensos estudiados, no se
preven dificultades graves en la alimentacion de las diferentes especies consumidoras
de Tos mismos.

Resumen.

Se someten a andlisis bacterioldgico 50 muestras de piensos compuestos y
raciones experimentales para animales domésticos, resultando 36 (72 p. 100) con-
taminadas por enterobacteridceas, con un limite de contaminacion de 200 a
15.000.000 de gérmenes por gramo de muestra analizada. Las especies aisladas se
clasifican de la forma siguiente: £ hafiiae (48 42 p. 100y, E. cloacue (28,42 0. 100),
I aerogenes (9,47 p. 100), I liquefaciens (2,11 p. 100), £. herbicola € 4.21 p. 100).
I quercing (1,05 p. 100) v Ecoli (6,32 p. 100), quedando estas altimas encuadra-
dus en los serotipos: 018:K76:14,020: K60:11,044:K24:18 v 055:K59:NM.

Summary.

11 ahas been done a bacteriological screening to detect enterobacteriaceac in
50 samples of experimental rations and commercial mixed food for domestic ani-
mals. We have found that 36 samples (72 p. 100) were contamined with enterobac-
teries. The limits of contamination were between 200 - 15 X 108 Organisms/g.

The strains isolated belong to the species: £\ hafiice (48,42 p. 100), £ cloucae
(28.42 p. 100y, £, aerogenes (9.47 p. 100), & liguefeciens (2,11 p. 100), I kerbi-
colg (421 p. 100), £, quercing (105 p. 100y and £ coli (632 p. OO) These last
ones had the serotypes 018:K76:14, 0.26:K60:11, 044:K24:18 and 055:K59 :NM
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