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Resumen

Con la finalidad de evaluar la efectividad del medio de cultivo Caldo
Lactosado con Azul de Bromotimol (CLAB) en el control bacteriolégico de
las desinfecciones profilacticas se realizé6 un estudio en unidades bovinas
cuyos resultados se compararon en paralelo con los obtenidos con el medio
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de Heifetz Modificado (HM), establecido en Cuba para esta actividad. Previa
limpieza mecanica se aplicaron las soluciones desinfectantes mediante una
unidad movil y después de tres horas de exposicion se realizé el muestreo
mediante hisopaje de pisos, comederos, bebederos y paredes,
procediéndose posteriormente a la inoculacién en los medios de cultivos. La
lectura de los resultados se realizé transcurridas 8, 12 y 18 horas de
incubacion a 37 °C, posteriormente se evaluaron estadisticamente segun un
andlisis de varianza de clasificacion simple. En las condiciones del estudio
se constato la efectividad CLAB y el HM para el control bacteriolégico de las
desinfecciones profilacticas en unidades pecuarias, sin diferencias
estadisticamente significativas, aunque existen ventajas favorables al CLAB
relacionadas con su menor complejidad y frecuencia de contaminaciéon que
indudablemente repercuten en un menor costo.

Palabras clave: Caldo Lactosado con Azul de Bromotimol \Heifetz
Modificado | Desinfeccion profilactica | Formaldehido |Hidréxido de sodio

Abstract

With the purpose of evaluating the effectiveness of culture media Lactose
Bromothymol Blue Broth (LBBB) in the bacteriological control of
prophylactic disinfections, it was carried out a study in bovine units whose
results were compared in parallel with those obtained with the Modified
Heifetz Media (MHM), established in Cuba for this activity. After mechanical
cleaning, the disinfectant solutions were applied by means of a mobile unit
and after three hours of exposition, sampling was carried out by means of
swapping of floors, troughs, drinking troughs and walls, being proceeded
later on to the inoculation in culture media. The reading of the results was
carried out after 8, 12 and 18 hours of incubation at 37 °C, which were
evaluated statistically according to an analysis of variance of simple
classification. Under the conditions of this study, the effectiveness of LBBB
and MHM for the bacteriological control of the prophylactic disinfections in
cattle units was verified, without statistically significant differences,
although favourable advantages exist to the LBBB related to its smallest
complexity and frequency of contamination that undoubtedly rebound in a
lower cost.

Key words: Lactose Bromothymol Blue Broth | Modified Heifetz Media
\Prophylactic disinfection \Formaldehyde | Sodium hydroxide.
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Introduccién

En la actualidad son pocos los que niegan lo indispensable del control
bacteriolégico de la calidad de las desinfecciones, constituyendo el método
mas utilizado para evaluar la limpieza y desinfecciéon en las instalaciones
pecuarias,™! pues permite conocer hasta qué punto se logran los objetivos
propuestos.®

En el presente trabajo se evalud la efectividad del medio de cultivo Caldo
Lactosado con Azul de Bromotimol (CLAB) en el control bacteriolégico de
las desinfecciones profilacticas en unidades bovinas comparandose los
resultados con los obtenidos en paralelo con el medio de cultivo Heifetz
Modificado (HM), establecido en Cuba para esta actividad.

Materiales y Métodos

Un primer experimento se desarrollé6 en 30 unidades bovinas (10 recrias de
terneros y 20 unidades tipicas) en que se realizé la limpieza mecanica y
posterior desinfeccion profilactica con formaldehido al 1% a temperatura
ambiente y a 50,2 °C en las recrias de terneros y a temperatura ambiente y a
46,1 °C en las unidades tipicas.

Un segundo experimento se realiz6 en otras 25 unidades bovinas tipicas
pero utilizando como desinfectante una solucién de hidréxido de sodio al
2% aplicada en caliente a 70 °C, segun se explicé antes.

En ambos casos los desinfectantes se aplicaron mediante el camién DUK
—vehiculo preparado y equipado con los medios necesarios para aplicar las
soluciones desinfectantes a la temperatura que se requiera— segun se
encuentra normado en Cuba.

Transcurridas tres horas de exposicion a los desinfectantes, se tomaron
muestras de pisos, comederos, bebederos y paredes a menos y mas de 1
metro de altura, que se inocularon directamente en los medios de cultivo
CLAB.

En el caso de la desinfeccion con hidroxido de sodio al 2% en unidades
bovinas tipicas, se utilizaron las siguientes variantes para la toma de las
muestras en que se utilizé el medio de cultivo CLAB:

I. Toma de muestras con hisopos estériles en areas de 100 cm?, las que
luego se inocularon directamente en tubos con el medio de cultivo.

Il. Las muestras se tomaron segun la variante I, con la diferencia de que
los hisopos del muestreo fueron introducidos en tubos con 5 mL de solucion
salina fisiol6gica estéril, y luego, en el laboratorio, fueron inoculados en el
CLAB.
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I1l. Las muestras se tomaron segun la variante |, pero los hisopos del
muestreo fueron primeramente introducidos en tubos con 5 mL de solucion
de acido acético al 0,2% en solucion fisiologica estéril para ajustar el pH a la
neutralidad y luego, en el laboratorio, fueron inoculados en el CLAB.

En paralelo, como referencia, se tomaron muestras segun se explicé antes,
pero los hisopos del muestreo fueron introducidos en tubos con 5 mL de
solucion salina fisiologica, luego se ajusto el pH con acido acético al 0,2% a la
neutralidad y en el laboratorio fueron procesadas, segun lo establecido para
el trabajo con el medio de cultivo HM.!

Ademas, se realizaron controles de laboratorio y se tomaron muestras de
superficies sin desinfectar, en cada uno de los casos.

Las muestras se incubaron a 37 °C y se realiz6 la lectura a las 8, 12 y 18
horas. Antes de la incubacion, se midié el pH con el peachimetro a dos
muestras de cada variante. Ademas, el 10% de las muestras de las variantes
del medio CLAB, que manifestaron cambios de coloracion, fueron sembradas
en los medios selectivos Endo Agar y Rojo Fenol con Verde Brillante, con el
objetivo de comprobar la presencia de Escherichia coli.

Los resultados fueron analizados estadisticamente, segun un analisis de
varianza de clasificaciéon simple.l!

Resultados y Discusion

En las recrias de terneros no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre la frecuencia total de muestras positivas a los controles
bacteriolégicos con los medios de cultivo CLAB y HM después de la
desinfecciobn con formaldehido al 1% aplicado tanto a temperatura
ambiente como a 50,2 °C. Puede considerarse que la desinfeccion fue eficaz
entre el 84,0 y 86,0 % del total de muestras, aunque esta cifra puede ser
inferior si se tiene en cuenta el origen de las muestras, pues en el piso y
paredes de las unidades a menos de 1 m de altura, la frecuencia fue mayor
que en el piso de las cunas y en las paredes a mas de 1 m de altura,
resultados que son de esperar (Tabla 1).

Tabla 1. Control bacterioldgico de la desinfeccion con formaldehido al 1%
en recrias de terneros

Temperatura ambiente 50,2 °C
Origen de las
muestras n CLAB HM CLAB HM
+ % + % + % + %
Pisos 150 27 18,0 24 16,0 26 17,3 27 18,0
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Paredes < 1 m de 50 11 22,0 12 24,0 11 22,0 12 24,0
altura

Paredes > 1 m de 50 3 6,0 4 8,0 4 8,0 5 10,0
altura

Pisos de las cunas 150 19 12,7 16 10,7 23 15,3 17 11,3

Totales 400 60 15,0 56 14,0 64 16,0 61 15,3

En las unidades bovinas tipicas, en las que se aplicé el formaldehido al 1% a
temperatura ambiente y a 46,1 °C, la eficacia de la desinfeccion fue
ligeramente superior (88,0 a 90,5 %) a la obtenida en las recrias de
terneros aunque las diferencias no fueron significativas. En estas unidades
también se constatdé la influencia del origen de las muestras en la
efectividad de la desinfeccion (Tabla 2).

Tabla 2. Control bacterioldgico de la desinfeccién con formaldehido al 1%
en instalaciones bovinas tipicas

_ Temperatura ambiente 46,1 °C
Orr"?ﬁgs‘tj;;as n CLAB HM CLAB HM
+ % + % + % + %
Pisos 300 44 14,7 42 14,0 50 16,7 49 16,3
Comederos 200 11 55 13 6,5 16 8,0 17 8,5
Bebederos 200 8 40 10 5,0 11 55 14 7,0

Paredes < 1 m de 200 29 145 37 18,5 31 15,5 39 19,5
altura

Paredes > 1 m de 200 12 6,0 9 45 14 7,0 13 6,5
altura

Totales 110 104 9,5 111 10,12 122 11,1 132 12,0
0

Al analizar el comportamiento de las variantes del control bacteriolégico
con el CLAB y comparar los resultados con el estudio en paralelo realizado
con el medio de cultivo HM, no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los procedimientos de control utilizados. Este estudio
se realizé en unidades bovinas tipicas utilizando como desinfectante una
soluciéon de hidréxido de sodio al 2% aplicada en caliente a 70 °C. Como
en los casos anteriores, hubo diferencias en la efectividad de la
desinfeccion segun el origen de las muestras (Tabla 3). Ademas, se
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determindé que cuando se toman las muestras directamente con el CLAB a
pH 7,4 se incrementa éste, lo que no ocurrid con las otras variantes.

Tabla 3. Control bacteriolégico de la desinfeccion con hidroxido de sodio
al 2% en instalaciones bovinas tipicas

CLAB (variantes)

. HM
reendel a0
+ % 4+ % + 9% + 9%
Pisos 250 42 16,8 48 19,2 59 23,6 54 21,6
Comederos 250 12 48 16 6,4 20 8,0 14 5,6
Bebederos 250 14 56 22 88 19 7,6 18 7,2

Paredes < 1 m de 250 16 6,4 18 7,2 16 6,4 22 8,8
altura

Totales 100 84 8,4 104 10,4 114 11,4 108 10,8
0

En el 92% de las muestras seleccionadas (10%) de las variantes con el
medio de cultivo CLAB que manifestaron cambios de coloracién y que fueron
sembradas en los medios selectivos Endo Agar y Rojo Fenol con Verde
Brillante se aislé Escherichia coli.

Resumiendo los resultados expuestos anteriormente (Tablas 1, 2 y 3), no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre el procedimiento
de control bacteriolégico de ensayo (CLAB) y el de referencia (HM).

En 1986 el colectivo que trabaja en la tarea de desinfeccion de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas
y especialistas del Instituto de Medicina Veterinaria de la provincia de Villa
Clara (IMV), presentaron ante la Comision Nacional de Extension de Salud
Animal los resultados del trabajo "Utilizacion del Caldo Lactosado con Azul de
Bromotimol (CLAB) en el control de las desinfecciones profilacticas”,
aprobandose dicho trabajo para ser desarrollado en la mencionada provincia.
Al respecto, se plantearon inquietudes en el caso de las desinfecciones
realizadas con soluciones de hidroxido de sodio al 2%, fundamentadas en el
hecho de que este desinfectante posee un pH alcalino y cuando se emplea el
medio CLAB, los resultados pueden afectarse por esa causa. Sin embargo,
con las desinfecciones efectuadas con solucion de formaldehido al 1%, no se
plantearon sefalamientos, ya que este desinfectante posee un pH que oscila
alrededor del neutro y el CLAB no sufre variaciones de pH cuando se
introduce el hisopo del muestreo dentro del mismo.®!
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Gonzalez et all”! sefialaron que el medio CLAB no debe utilizarse en el control
de desinfecciones profilacticas en las que se emplean desinfectantes acidos o
alcalinos, dadas las posibles alteraciones del pH que puede sufrir el medio de
cultivo. Sin embargo, estos investigadores comprobaron la inexistencia de
diferencias significativas entre los resultados del medio CLAB que se toma
normalmente en relacion a cuatro variantes de dicho medio, en diferentes
experimentos en que utilizaron el hidroxido de sodio al 2% en varias
concentraciones.

Bartumeu et al ® evaluaron la efectividad de un desinfectante derivado de
los amonios cuaternarios mediante la utilizacién de los medios de cultivo HM
y el CLAB y no detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los
mismos de acuerdo al nimero de muestras tomadas en diferentes superficies
en las instalaciones pecuarias donde se desarroll6 la investigacion.

El método de control bacteriolégico de la desinfeccién con el medio de cultivo
HM es muy trabajoso y las posibilidades de contaminacion secundaria en el
momento de la toma de muestras son altas si no se toman medidas
extremas, no obstante es el método que aun se mantiene vigente en Cuba, y
con el que hay que controlar las desinfecciones, evaluar un nuevo
desinfectante o establecer cualquier comparaciobn con otros métodos
bacteriolégicost°]

Los investigadores cubanos coinciden en el criterio de que el medio de cultivo
HM resulta de mayor complejidad que otros medios de cultivos radicando
ésta en que hay que efectuar una inactivacion de acuerdo al desinfectante
empleado, lograr una neutralizacion del mismo a pH 7 y la soluciéon que
posteriormente se centrifuga entonces se siembra en el medio de cultivo. Por
otra parte el CLAB, se siembra directamente de las areas después de
desinfectadas o se hace una previa dilucion en solucién salina fisiologica y
después se siembra, aspectos éstos en lo que se muestra superior al medio
de cultivo normado para evaluar las desinfecciones profilacticas en las
instalaciones pecuarias, con resultados superiores o muy parecidos.®*
Segun lo expuesto anteriormente, la menor complejidad y frecuencia de
contaminaciéon del CLAB indudablemente son elementos que contribuyen a la
reduccion del costo cuando se emplea este método.

Conclusiones.

En las condiciones del estudio no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados del medio CLAB normal y las variantes
evaluadas de éste al compararlos con los obtenidos con el medio HM. Se
detectd un ligero incremento de pH cuando se utiliza el medio CLAB normal y
no asi con las variantes Il y Ill. Se infiere un menor costo de operacion al
utilizar el CLAB debido a su menor complejidad y frecuencia de
contaminacion que el HM
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Recomendaciones

Se recomienda el medio de CLAB para valorar la calidad de las
desinfecciones profilacticas utilizando la solucion de formaldehido al 1%o,
ya que brinda resultados confiables entre las 8 y 12 horas, que no
difieren de los que se obtienen cuando se emplea el medio de HM.

Utilizar como una nueva opcion las variantes Il y 11l del medio de cultivo
CLAB para el control de las desinfecciones preventivas realizadas con
solucion de hidréoxido de sodio al 2%, ya que los resultados no difieren
desde el punto de vista estadistico, resultando un método rapido,
econémico y menos laborioso.
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