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RESUMEN

Influencia de la adicién de Extracto de Taninos en la cantidad de Escherichia coli

en las heces de bovinos en engorda
Teresa de Jesus Heras Sierra

Para determinar la influencia de la adicion de extractos de taninos en la cantidad
de Escherichia coli en heces de bovinos en engorda se realizaron dos
experimentos. Experimento 1. Se utilizaron cuatro muestras compuestas de heces
obtenidas cada una del ellas de cinco bovinos en finalizacion. Cada muestra
compuesta se dividio en seis sub-muestras de heces y asignadas aleatoriamente a
recibir uno de seis niveles de extracto de taninos en que consistieron los
tratamientos 0, 1.2, 2.4, 3.6, 4.8 y 6.0% de ET en base seca. Las heces fueron
preservadas durante 48 horas y luego sembradas por triplicado en un medio
selectivo para E. coli e incubadas 24 h a 45°C. Experimento 2. En un arreglo
factorial 3 x 2, muestras de heces con 0 6 4.8% de ET (BS) fueron preservadas
durante 0, 24 o0 48 h y luego incubadas 24 h a 45°C. En el Experimento 1, se
observé un crecimiento nulo de E. coli en el grupo testigo (0% ET), en tanto que
los demas tratamientos si presentaron crecimiento de la bacteria (P < 0.01), sin
embargo el grupo con 2.4% de ET, presentd una disminucion de UFC/g de heces
de 23%, comparado con el resto de los grupos con ET (P < 0.01). En el
Experimento 2, el tiempo de preservacion previo a la incubacion afecto
negativamente (P < 0.01) el crecimiento de E. coli, con un descenso de 36% en
las UFC/g de heces a las 48 horas en relacion al tiempo O h en el grupo testigo.
Los resultados sugieren que el tiempo de preservacion de las muestras de heces
en el laboratorio puede afectar negativamente la cantidad de UFC de E. coli , y
que la adicion de un extracto de taninos condensados e hidrolizables, puede
disminuir la presencia de E. coli, aunque la proporcion de la disminucién es

modesta.

Palabras clave: Bovinos en engorda, Escherichia coli, Taninos.
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ABSTRACT

Influence of the addition of tannin extract on the amount Escherichia coli in feces of

finishing beef cattle
Teresa de Jesus Heras Sierra

To determine the influence of the addition of tannin extract on the amount of
Escherichia coli in feces of finishing beef cattle two experiment were performed.
Experiment 1. Four composed sample of feces obtained each of them from five
finishing beef cattle were used. Each composed feces sample was divided in six
sub-samples and randomly assigned to receiving one of six levels of tannin extract
in that consisted the treatments 0, 1.2, 2.4, 3.6, 4.8 and 6.0% of TE dry matter
basis. Feces were preserved during 48 h and them were plated by triplicate in a
selective medium for E.coli and were incubated for 24 hours at 45° C. Experiment
2. In a factorial arrangement 3 x 2, feces samples with 0 or 4.8% of TE (DMB) were
preserved during 0, 24 or 48 h, and then incubated 24 h at 45 °C. In the
Experiment 1, a null growth of E. coli was observed in Control treatment (0% TE),
while remainder treatments growth of this bacteria was observed (P < 0.01),
however in the 2.4% TE group a 23% decrement in the amount of UFC/g was
observed in relationship to reminder treatment receiving TE (P < 0.01). In
Experiment 2, the preservation time before incubation, affected negatively (P <
0.01) the E. coli growth with a decrement of 36% in the UFC/g at 48 h in
relationship to time O h in Control group. Results suggest that the time of
preservation of fecal samples in the laboratory before its incubation can affect
negatively the amount of UFC/g of E. coli, and that addition of condensed and
hydrolysable tannins, can diminishing the presence of E. coli, despite that the
proportion of diminishing is modest.

Key words: Beef cattle, Escherichia coli, Tannin



|. INTRODUCCION

El incremento en el tamafio de las explotaciones pecuarias, conlleva a que una
gran cantidad de animales estén concentrados en un espacio reducido, asi como
el creciente desarrollo de la poblacién en las zonas urbanas en areas cercanas a
las explotaciones ganaderas, incrementan el riesgo de contaminacion por excretas
del ganado hacia los humanos (Weinberg et al., 2011; Callaway et al., 2009). Entre
los animales domésticos, los bovinos figuran como los principales productores de
estiércol (Dungan, 2010). El ganado bovino es hospedero de una variedad de
bacterias patégenas, virus y parasitos, algunos de los cuales representan un
riesgo para otros animales y seres humanos (Acha et al., 2003). La Escherichia
coli es reconocida como el principal indicador de contaminacion fecal en agua y
alimentos (Dungan, 2010); el estiércol de los bovinos es la principal fuente de
contaminacion por E. coli hacia el medio ambiente y alimentos (Lejune et al., 2007;
Callaway et al., 2009). Ante la creciente presion mundial para reducir el uso de
antibioticos en la alimentacion animal (Callaway et al., 2009; Setia et al., 2009), se
vuelve de interés el explorar el uso sustancias naturales como los extractos de
taninos en la concentracion de E. coli en las heces de los bovinos. Los taninos son
producto del metabolismo secundario de las plantas (Min et al., 2003), que en
algunos estudios in vitro han mostrado efecto bactericida incluso en ciertas cepas
de E. coli (Chung et al., 1998; Wells et al., 2005; Kamijo et al., 2008).

Este trabajo se llevé a cabo con el objetivo de determinar la influencia de la
adicidon de extracto de taninos en las heces de bovinos en engorda en la cantidad

de Escherichia coli presentes en las mismas.



Il. REVISION DE LITERATURA

Grandes cantidades de excremento procedente de la produccion bovina son
producidas continuamente en todo el mundo; se estima que mas de 100 mil
millones de kilogramos de excretas de bovino se producen diariamente en Estados
Unidos (Weinberg et al., 2011).

El ganado bovino es el principal productor de estos desechos, seguido por los
pollos y los cerdos; las excretas de ganado bovino contienen gran cantidad de
microorganismos patdégenos, como bacterias, virus, parasitos y hongos (Dungan,
2010).

Debido a la amplia diseminacién de materia fecal procedente de animales en el
medio ambiente, las bacterias pueden estar presentes en areas que se utilizan
para la produccion de alimentos; por ejemplo Echerichia coli se puede encontrar
en estiércol de animales y aguas residuales hasta su transformacién en composta
destinados a areas agricolas (Callaway et al., 2009). El estiércol de bovino es una
fuente importante de contaminacién por E. coli hacia el medio ambiente y

alimentos (Lejune et al., 2007).
2.1. Coliformes fecales.

Los coliformes fecales en particular Escherichia coli, se han seleccionado como
indicadores de contaminacion fecal debido a su relacién con el grupo tifoide-
paratifoide y a su alta concentracion en diferentes tipos de muestras; los
coliformes fecales son un subgrupo de las coliformes totales, capaces de
fermentar lactosa a 44.5°C, aproximadamente el 95% del grupo de los coliformes
presentes en heces estan formados por E. coli y ciertas especies de Klebsiella; ya
que los coliformes fecales se encuentran casi exclusivamente en las heces de
animales de sangre caliente, se considera que reflejan mejor la presencia de

contaminacion fecal (Gyles, 2007; Callaway et al., 2009).



2.2. Generalidades de Escherichia coli.

Escherichia coli, es una bacteria anaerobia Gram-negativa que se encuentra
comunmente en el sistema digestivo de los seres humanos y animales de sangre
caliente (mamiferos); existe una variedad de estas bacterias las cuales son mas
agresivas y se distinguen de otras E. coli por su capacidad para provocar graves
enfermedades como resultado de su informacién genética para la produccion de
toxinas, capacidad de adhesidn e invasion de células huéspedes, interferencia con

el metabolismo celular y destruccion de tejidos (Acha et al., 2003).
2.3. Cepas de Escherichia. coli

Dentro de estas variedades encontramos diversas cepas segun su poder
patdogeno: Escherichia coli entero patogena (EPEC), Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli entero invasiva (EIEC), Escherichia coli
entero hemorragica (EHEC) y Escherichia coli entero agregativa (EAEC) (Dungan,
2010).

Las E. coli patdgenas son excretadas en las heces de huéspedes enfermos o
sanos, los rumiantes y animales silvestres suelen ser los principales reservorios de

Escherichia entero hemorragica (Callaway et al., 2009).

Esta bacteria causa infecciones intestinales y extra intestinales generalmente
graves, tales como infecciones del aparato excretor, cistitis, meningitis, peritonitis,
mastitis, septicemia y neumonia; los brotes se producen a menudo cuando la
bacteria llega a los alimentos destinados al consumo humano (Callaway et al.,
2009). La carne de ganado bovino es la principal fuente de infeccion, sobre todo la
carne picada y que no se cocina lo suficiente. EI microorganismo también puede
encontrarse en las ubres de las vacas y llegar a la leche que no esté pasteurizada
(Acha et al., 2003).

Los vegetales crudos que han sido cultivados o lavados con agua contaminada o

hayan entrado en contacto con heces de animales infectados (o bien con



fertilizantes naturales) pueden también ser portadores de la bacteria (Gyles, 2007).
Las excretas de bovino puede albergar E. coli O157:H7 a temperatura ambiente,
alrededor de 49 dias; las heces acumuladas en la piel del ganado pueden estar

contaminadas con esta bacteria (Acha et al., 2003).

De la misma forma las aguas residuales de la produccion ganadera pueden ser
utilizadas en el riego de cultivos lo que puede ocasionar una contaminacion fecal
del producto final como hortaliza o algunos otros. Cada afio mas de 60 personas
mueren y 73,000 personas son afectadas por E. coli O157:H7, en los Estados
Unidos, estimandose un costo para su economia, de mas de 1 billon de doélares

por afio (Callaway et al., 2009).

Algunas estrategias que reducen el contagio entre animales vivos ofrecen
métodos para reducir las poblaciones de agentes patdogenos en animales
destinados a la alimentacion antes de que ingresen a la cadena alimentaria, por
ejemplo, se ha demostrado que cambiar drasticamente la alimentacion del ganado
de una racién alta en granos a una dieta basada en heno de alta calidad reduce la
cantidad de E. coli genérica y las poblaciones de E. coli 0157:H7, sin embargo,
es posible que no sea practico cambiar la dieta del ganado de corrales de engorde
basada en granos a una basada en heno antes del sacrificio; por otro lado, se ha
demostrado la efectividad de la ingesta de probiéticos lactobacilos acidofilos y se
ha adoptado para el control de la E. coli O157:H7 como manejo previo al sacrificio
(Callaway et al., 2009; Setia et al.,2009).

Woerner et al. (2006), observaron que cuando los corrales del ganado bovino
tenian una tasa de incidencia fecal de >20%, el porcentaje de E. coli O157: H7 en
las pieles del ganado al momento del sacrificio aumentaba en un 26%; sin
embargo cuando la tasa de incidencia era de <20% la contaminacion se reducia a
5%.

Se ha demostrado que los taninos son capaces de inhibir el crecimiento
microbiano (Wells et al., 2005).



2.4. Propiedades de los Taninos.

Los taninos son un grupo de compuestos fendlicos presentes en casi todas las
plantas, pero particularmente en las leguminosas, influyen en el valor nutricional
de una amplia variedad de forrajes y plantas consumidas por los rumiantes;
clasificados en taninos condensados e hidrolizables (Reed, 1995; Frutos et al.,
2004).

2.5. Taninos condesados.
Son macromoléculas constituidas por flavonoides llamados proantocianidinas
como la catequina, epicatequina, galocatequina; encontradas comunmente en

forrajes, leguminosas, arboles y arbustos (Min et al., 2003).
2.6. Taninos hidrolizables.

Son polimeros de &cidos esterificados como el acido gdlico, &cido elégico,
formados con una molécula central de glucosa y fenoles (Min et al., 2003).

A traves del tiempo en el mundo, los taninos han tenido diversos usos como
curtidores de piel, produccién de tinta utilizada para tefir algunas telas como la
seda asi como también tinta para escribir, en la alimentacion de rumiantes y como

inhibidores del crecimiento bacteriano (Nogueira, 2011).

Algunos estudios han demostrado que los efectos de la alimentacion con forraje,
en la cantidad de E.coli O157: H7, se debe a concentraciones de taninos y acidos

fenolicos contenidos en los forrajes (Callaway et al., 2004).

Es conocido que los taninos hidrolizables tienen efecto antibacterial, Kamijo et al.
(2008), encontraron que los pétalos de rosa rugosa inhibian el crecimiento de
Staphylococus aureus, Escherichia coli, y Salmonella spp, en muestras tomadas

de un centro regional de procesamiento de alimentos en Japon.

Recientes investigaciones in vitro han encontrado que los taninos son capaces de
matar bacterias como E. coli O157:H7 en el estiércol (Wells et al., 2005). Otros

trabajos refieren el uso de taninos condensados como una estrategia para reducir



el nimero de parasitos gastrointestinales en los ovinos y cabras (Min et al., 2003).
Sin embargo en otros trabajos con mas anterioridad se han realizado
investigaciones sobre estos compuestos. Scalbert (1991), observé un efecto
bacteriostatico y bactericida de los taninos, en ensayos in vitro para una amplia
variedad de baterias patdégenas incluyendo entre ellas Enterobacterias como E.

coli y Salmonella Spp.



. HIPOTESIS

La adicion de extractos de taninos en las heces de bovinos en engorda,

disminuyen la cantidad de Escherichia coli presentes en el excremento.



V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia de la adicién de extracto de taninos en las heces de

bovinos en engorda en la cantidad de Escherichia coli presentes en las mismas.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.1. Medir la influencia de la adicion de extracto de taninos en las heces de

bovinos en engorda en la cantidad de coliformes fecales presentes en las

heces.

5.2. Determinar el nivel de extracto de taninos necesario para disminuir la
presencia de Escherichia coli en las heces de bovinos en engorda.

5.3. Medir la influencia del tiempo de preservacion de las muestras de

excremento, en la cantidad de Escherichia coli en las heces de bovinos en
engorda.



VI. MATERIAL Y METODOS
6.1. Ubicacion geografica

La presente investigacion estuvo constituida por dos experimentos y se llevo a
cabo en el Laboratorio de Investigacion en Nutricion y Produccion Animal de la
FMVZ, situado en el Km. 3.5 de la carretera federal No. 15 (salida sur), ubicada en
Culiacan Sinaloa. Geograficamente se localiza a 24° 46’ 13” de latitud Norte y 107°
21’ 147 longitud Oeste, a una altura de 80 msnm, clima regional semiseco muy
calido (Bs1(h’)), con temperatura media anual de 25.4 °C y una precipitaciéon
pluvial promedio anual de 670.9mm (INEGI, 2000).

Las muestras de excremento que se utilizaron en los dos experimento fueron de
bovinos en finalizacién en las instalaciones de Ganadera Los Migueles SA de CV,
ubicada en el km 4 de la carretera federal México, tramo Culiacan- Los Mochis, en
Culiacan, Sinaloa, con la siguiente localizacion geografica: 24°51’ de latitud Norte,
107°26’ de longitud Oeste, 57msnm, temperatura media anual de 24.8 °C y
minima extrema 33.3°C y minima 16.3 °C; méxima extrema 44.5 °C y minima
extrema de 1.5 °C, precipitacion pluvial media anual de 665.6 mm, predominando
el clima tropical seco (Garcia, 1981; INEGI, 2009).

6.2. Animales experimentales

Todos los animales que se utilizaron en este experimento fueron tratados de
acuerdo con las recomendaciones de la Guide for the Care and Use of Agricultural

Animals in Agricultural Research and Teaching (Consortium, 1988).

Se utilizaron 20 toros Bos indicus de 320 = (DE) 6 kg, al inicio del experimento,
los becerros se identificaron con arete de plastico numerado, se desparasitaron
con albendazol (Albendaphorte, Salud y Bienestar Animal), se les coloco un
implante anabdlico en el tercio medio de la oreja (Component TES; Elanco Animal
Health), se inmunizaron contra clostridia (Ultrabac 7; Pfizer) y contra Manheimia
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haemolitica (OneShot; Pfizer) y se aplicaron de vitaminas A, D y E (Vitafluid;
Virbac).

6.3. Experimento 1. Influencia del nivel de extracto de taninos.
6.3.1. Obtencién de muestras

Después de 56 dias de estar consumiendo la dieta de finalizacion, los 5 animales
de cada uno de los 4 corrales, se condujeron a una manga de manejo y se
sujetaron en una prensa ganadera, una vez inmovilizados, se tomd una muestra
de heces por cada animal directamente del recto (Berry et al., 2006), la muestra
fecal fue tomada con guante de plastico. Inmediatamente después, el guante fue
cerrado con doble nudo para evitar la contaminacion de la muestra por otros
microorganismos presentes en el medio circundante. El guante fue identificado
con el numero de arete del animal del cual procedia la muestra, el nimero de
corral en que estaba alojado y la fecha en que se recolect6 la muestra. Enseguida

las muestras fueron transportadas al laboratorio para su procesamiento.
6.3.2. Procesamiento de las muestras

En el laboratorio, se conjuntaron las muestras de heces de los cinco animales de
un mismo corral y se integré6 una muestra comuan, la cual fue homogenizada en
una licuadora con vaso de vidrio previamente esterilizado; el tiempo de
homogenizacion fue de 1 minuto por muestra (Varel et al.,, 2006). La muestra
compuesta se colocé en un matraz Erlenmeyer de 500 mL a la cual se le colocé
un tapon de hule y se dejé a temperatura ambiente por una hora (Varel et al.,
2006).

Determinacion de materia seca. De la muestra compuesta de heces se tomaron
por triplicado submuestras de 15 g (Varel et al., 2006) que se colocaron en vasos
de precipitados de 100 mL numerados y previamente pesados; los vasos fueron
colocados en estufa de aire forzado a 110 °C durante 24 horas (AOAC, 1995), una
vez completado ese tiempo, se enfriaron en desecador y se pesaron en balanza

analitica.
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El procedimiento descrito anteriormente, también se realizé 14 dias antes de la
toma de muestra que se utilizé en las mediciones, con la finalidad de contar con
una aproximacion previa del contenido de materia seca de las heces y con base a
ello establecer la proporcidbn de heces en fresco y extracto de taninos que

constituirian los tratamientos.

De acuerdo a un disefio completamente al azar (Hicks, 1973), las muestras fueron

asignadas a uno de los siguientes tratamientos:
1). Heces sin la adicion de extracto de taninos (testigo)

2). Adicion de 1.2% de extracto de taninos como proporcion de la materia seca de

las heces

3). Adicion de 2.4% de extracto de taninos como proporcion de la materia seca de

las heces

4). Adicion de 3.6% de extracto de taninos como proporcién de la materia seca de

las heces

5). Adicion de 4.8% de extracto de taninos como proporcion de la materia seca de

las heces

6). Adicién de 6% de extracto de taninos como proporcion de la materia seca de

las heces

La dosis de 1.2% de extracto de taninos se estableci6 como el equivalente a la
cantidad tedrica de taninos que estaria presente en las heces de un bovino en
finalizacion al que se le hubiese proporcionado 0.3% de extracto de tanino en la
dieta, atribuyendo una digestibilidad tedrica de 75% a la materia seca de las dietas
de finalizacion (0.3/0.25 = 1.2); los demas tratamientos fueron constituidos por

multiplos de esta proporcion. La dosis equivalente a proporcionar 0.3 de ET en la
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dieta se eligié como representativa del un nivel de ET que produce una mejora en
la respuesta productiva de los bovinos en engorda intensiva (Barajas et al., 2011;
Barajas et al., 2012: Montoya et al., 2013).

El extracto de taninos fue proporcionado a partir de ByPRO ® (Silva Team-—
INUDOR, S.A.; Buenos Aires, Argentina), mezcla de extractos de taninos
constituida en su mayor parte por taninos condensados obtenidos del arbol
quebracho y una pequefa proporcién de taninos hidrolizables obtenidos de

castano.

De cada muestra inicial representada por cada corral, se pesaron seis porciones
de 30 gramos de excremento para mezclarse con cada tratamiento de extracto de
taninos; cada muestra se coloc6 en vasos de precipitado, identificados con el
namero de corral, nivel de extracto de taninos y fecha. Ya preparadas las
muestras se almacenaron a temperatura ambiente dentro de una campana en el

laboratorio, durante 48 horas.
6.3.3. Medio de cultivo

El medio de cultivo que se utilizé para determinar la presencia de E. Coli fue
CHROMagar™ Ecc el cual es un medio selectivo que permite la deteccién y
diferenciacion simultanea entre coliformes y E.coli; por lo cual tifie de color azul-

verde las colonias de Escherichia coli .

El dia previo a la siembra de muestras, se pesaron 32.8 g de medio en balanza
analitica y se afiadieron a un frasco de vidrio esterilizado con 1000 mL de agua
destilada estéril, el medio fue colocado en una placa de calentamiento a una
temperatura de 350 °C y una velocidad de 2000 rpm; hasta llegar a punto de
ebullicién; enseguida se dejé enfriar fuera de la placa de calentamiento durante 40
minutos. Enseguida se vacié el medio en cajas de Petri y se esperé 30 minutos
para que el contenido de las cajas coagulara; después las cajas de Petri fueron

guardadas en bolsas herméticas estériles en refrigeracion (4 °C).
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6.3.4. Extension de la muestra en placa con CHROMagar ECC.

De cada muestra se tomaron 25 g de excremento los cuales se mezclaron con 225
mL de buffer de fosfato con un pH de 7.3 en bolsas herméticas y se
homogenizaron las muestras. En seguida se colocaron las gradillas con tubos de
ensayo estériles que contenian 9 mL de buffer del mencionado anteriormente;
entonces se procedio a hacer las diluciones necesarias para realizar el extendido
en las placas con el medio de cultivo, la cual fue a la -1, que se derivo de la
muestra de 25 g y que de la misma se tomé con una pipeta 1mL y se colocé en el
tubo con 9 mL de buffer, este se homogenizo en un Vortex y se tomaron 100 uL
con una micropipeta y se coloc6 en el medio para su extension, haciendo

movimientos semicirculares con una varilla estéril de vidrio en forma de L.

Este procedimiento se hizo por triplicado para cada sub-muestra, bajo condiciones
de esterilidad, lo que implicé el uso de una campana de flujo laminar equipada con

luz ultravioleta y todo el material que se utilizé fue esterilizado para su uso.

Ya realizadas las extensiones las 72 cajas identificadas individualmente, fueron
colocadas en forma invertida en el interior de la incubadora donde se mantuvieron

a una temperatura de 45 °C por 24 horas.
6.3.5. Lectura de UFC/g de heces.

Transcurridas las 24 horas de incubacién, las cajas fueron extraidas de la
incubadora y se llevd a cabo el conteo de colonias. Enseguida se obtuvo un
promedio de colonias por cada triplicado correspondiente a cada tratamiento para
hacer el calculo con el cual se obtienen las unidades formadoras de colonias por

gramo de heces (UFC/qg).

UFC/g de heces = (promedio de colonias contables) (peso de muestras)

(Dilucion usada) (Porcion de la dilucion extendida)
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6.4. Experimento 2. Influencia del tiempo de preservacion en laboratorio.

Con un procedimiento similar al descrito para el Experimento 1, se colectaron
nuevamente muestras de heces en los mismos animales utilizados en el
experimento anterior, las que fueron utilizadas en un experimento completamente
al azar con arreglo factorial 3 x 2 (Steel y Torrie, 1988), en el que se probaron tres
niveles de tiempo de preservacion de las muestras en el laboratorio (0, 24 o 48

horas) y la adicion de 0 (Testigo) 0 4.8% de ET en base seca.

La dosis de 4.8% de ET en base seca, fue seleccionada con base en los
resultados del Experimento 1, como representativa de la respuesta promedio de
los diferentes niveles de inclusion de ET.

A partir de la muestra compuesta, esta se dividio en seis porciones de 30 g; 3 sub-
muestras asignadas al tratamiento testigo (sin adicion de taninos) y 3 muestras a
las que se les adicion6 4.8% de ET en base seca. De manera aleatoria una sub-
muestra de cada uno de los dos tratamientos fueron asignadas a uno de tres
tiempos de preservacion en el laboratorio antes de proceder a su incubacién (0, 24
0 48 horas). Una vez cumplido su tiempo de preservacion en el laboratorio, las
heces fueron cultivadas en la misma manera que se describié para el Experimento
1.

6.5. Andlisis estadistico

Antes de proceder al andlisis estadistico, en los dos experimentos los resultados

de Ufc/g de muestra se transformaron a Log;o de Ufc/g de heces.

Los resultados del Experimento 1, fueron analizados por Analisis de Varianza para
un disefio completamente al Azar (Hicks, 1973) y adicionalmente la probabilidad
de un comportamiento, lineal, cuadratico o cubico fue explorada con el uso de

polinomios ortogonales (Steel y Torrie, 1988).

Los resultados del Experimento 2, fueron analizados por Andlisis de Varianza para

un disefio completamente al Azar (Hicks, 1973), con un arreglo factorial 3 x 2
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(Steel y Torrie, 1988) de los tratamientos (3 niveles del factor tiempo x 2 niveles
del factor ET).

En los caso donde existi6 diferencia estadistica (P < 0.05), la separacion de
medias se llevo a cabo con la prueba de la Diferencia Minima Significativa (Berry
et al.,, 2006; Varel et al., 2006). Todos los calculos estadisticos fueron

desarrollados con la versién 9 del paquete computacional Statistix® (2007).

Modelo matematico disefio completamente al azar (Wayne, 2011)
Yi=H+ T+

Donde:
Y = la variable de respuesta

i = El promedio general
T ; = El efecto del tratamiento

€ j = El error experimental



Modelo matematico del arreglo factorial (Wayne, 2011)
Yik =+ Ti + T} + (T X Tj) + Eii

Donde:
Y = la variable de respuesta

1 = El promedio general

T ; = Efecto del i-esimo nivel del factor tiempo
T j = Efecto del j-esimo nivel del factor ET

(Ti X T;) = Efecto de la interaccion Tiempo x ET

€ jk = El error experimental

16
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Cuadro 1. Composicion de la dieta ofrecida a los toros durante el experimento.

Variable Proporcion en la material seca
de la dieta, %

Ingredientes:

Paja de maiz 11.09
Maiz molido 71.61
Harinolina 5.55
Melaza de cafa 6.72
Sebo 2.22
Premezcla de vitaminas y minerales 2.80

Anadlisis calculado: !

Materia seca, % 89.23
Proteina cruda, % 13.31
Energia neta de mantenimiento, Mcal/kg 2.032
Energia neta de ganancia, Mcal/kg 1.373
Calcio,% 0.85
Fosforo, % 0.36
Monensina% 28.01

! Calculado con base en valores publicados (NRC, 2000)
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1.

Los resultados de la influencia del nivel de inclusion de extracto de taninos en la
presencia de E. coli en heces de bovinos en finalizacion después de 48 horas de

incubacion se presenta en el Cuadro 2.

En este experimento se observd que después de 48 horas de incubadas las
muestras de heces, el tratamiento testigo presentd un crecimiento nulo de E. coli,
mientras que en los tratamientos con extracto de taninos si hubo crecimiento de E.
coli (P < 0.01). Este es un resultado no esperado, partiendo del supuesto de que
la presencia de E. coli en las heces de los bovinos es un acontecimiento comun
(Acha et al.,, 2003; Callaway et al., 2009), ademas en las pruebas de
estandarizacion de las técnicas llevadas a cabo antes del inicio de este
experimento, se encontré la presencia de esta bacteria en las heces de los
bovinos que estuvieron consumiendo las mismas dietas. El contenido de 28.01
mg de monensina/kg de MS de la dieta, no se considera un factor de disminucion
y menos de eliminacion de la presencia de E. coli, de acuerdo a los resultados
publicados por Paddock et al. (2011), quienes sefalan que monensina a una
concentracion de 44 mg/kg de MS puede reducir el conteo de E. coli en las heces
de bovinos en engorda, pero que dosis de 33 mg/kg de MS o menores no tienen

efecto alguno en la presencia de E. coli.

Sin embargo, entre los tratamientos que recibieron alguna cantidad de extracto de
taninos, el grupo con 2.4% de ET (BS), el crecimiento de E. coli fue un 23% menor
(P < 0.01) con relacion al resto de los grupos con ET, mientras que los
tratamientos de 1.2, 3.6, 4.8, 6.0% de ET fueron iguales entre si (P > 0.20). El
analisis de polinomios ortogonales entre los grupos que recibieron alguna cantidad

de ET mostré un comportamiento cuadratico (P < 0.001).
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La disminucion en la cantidad de E. coli encontrada con la adicion de 2.4% de ET,
corresponde en cierta manera con los hallazgos de Wells et al. (2005), quienes
observaron una disminucion en la cantidad de E. coli O157:H7, cuando inocularon
esta bacteria en heces de bovinos en crecimiento y les adicionaron diferentes tipos
de acidos fenolicos. En ese mismo sentido varios autores han comentado el efecto
inhibitorio de los taninos en el crecimiento de E. coli (Scalbert, 1991; Callaway et
al., 2004). La diferencia en sensibilidad de esta bacteria a los diferentes niveles de
inclusion de ET, sugiere que el nivel de interaccion entre los grupos hidroxilo de
los multiples sustituyentes fendlicos que integran a los taninos, pueden actuar de
manera aun no clara con los componentes de la membrana celular de las
bacterias Gram negativas como E. coli y que la respuesta puede variar con la
concentracion y tipo de taninos, presencia de sustancias interactuantes como
minerales, asi como el tipo de condiciones de cultivo aerobios o anaerobias (Smith
et al., 2005).

La combinacion de resultados en los que el tratamiento testigo carecié de
crecimiento de E. coli, aunado con que en todos los tratamientos que recibieron
ET existid algun crecimiento de E. coli, pero con un descenso en el tratamiento
que recibié 2.4% de ET, describen el comportamiento general del crecimiento de
E. coli en las heces de bovino en finalizacibn como una respuesta cubica (P <

0.001), la cual se presenta de manera grafica en la Figura 1.

Experimento 2.

Los resultados de la Influencia de la adicion de extracto de taninos y el tiempo de
preservacion de las heces en el laboratorio en la presencia de E. coli en heces de

bovinos en finalizacion se presentan en el Cuadro 3.

En el segundo experimento, el analisis factorial indicO que el tiempo de
preservacion de la muestra en el laboratorio afectd6 negativamente (P < 0.01) el
namero de unidades formadoras de colonias de E. coli / g de heces (BS). En el
grupo testigo se aprecido un descenso de 36% (P < 0.05) en las UFC/g a las 48
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horas con relacion al valor encontrado con tiempo cero. En la mitad de las cajas
de Petri de las heces preservadas 48 h en el laboratorio asignadas al tratamiento
testigo (sin adicion de ET), la cantidad de UFC/g fue cero. Este resultado explica
de alguna manera, que en el Experimento 1, no se hayan encontrado UFC en el
tratamiento testigo después de 48 h de preservacion en el laboratorio antes de

proceder a su cultivo.

La dificultad para lograr que la preservacion de las muestras en el laboratorio
permita reflejar los fendmenos observados en campo ha sido enfrentada por varios
autores. Smith et al. (2003) al incubar muestras de heces con E. coli y varios
niveles de extracto de taninos, observaron un aumento en la cantidad de UFC a
medida que se incrementd el tiempo; en tanto que Smith y Mackie (2004) después
de alimentar ratas con y sin la adicion de taninos, encontraron un aumento en la
cantidad de bacterias Gram negativas resistentes a taninos excretadas en las
heces, pero no observaron cambios en la cantidad de bacterias Gram negativas

cultivables obtenidas a partir de las heces de los mismos animales.

Se encontré una interaccion (P = 0.03) entre el tiempo de preservacion en el
laboratorio y la adicién de taninos, en el desglose del efecto de los tratamientos de
manera individual, se apreci6 que en las heces que fueron -cultivadas
inmediatamente después de su arribo al laboratorio (tiempo cero), la cantidad de
UFC/g de heces fue un 17.3% menor (P < 0.05) en las que fueron adicionadas con
ET en relaciébn a las del grupo testigo, aunque en las muestras de heces
preservadas por 24 o 48 horas antes de su cultivo no se encontré diferencia (P >
0.10) entre los tratamientos. Aunque los valores encontrados en el grupo testigo
fueron menores a las 48 horas que a las 0 y 24 (P < 0.05), en tanto que dentro del
grupo que recibieron ET, los valores fueron similares (P > 0.10) en todos los
tiempo de preservacion estudiados en este experimento. En las Figuras 2 y 3, se
muestran en forma grafica los resultados de la influencia del tiempo de incubacién
en la presencia de E. coli en heces de bovino asi como de la interaccion entre el
nivel de taninos y el tiempo de incubacién en la presencia de E. coli en heces de

bovino, respectivamente.
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Estos resultados indican que si bien existe inicialmente un efecto inhibidor del ET
(P < 0.05), este efecto no se incrementa durante el tiempo de contacto del ET con
las heces, sino que se mantiene constante a travées del tiempo, lo que sugiere que
las cepas de E. coli que pudieran haber sido afectadas por el contacto inicial con
los taninos, son las Unicas susceptibles a ellos. En estudios previos se ha
mencionado que si bien los taninos condesados tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de algunas cepas de E. coli, (Chung et al., 1998) también existen
cepas de esta bacteria resistentes a la presencia de taninos, especialmente a los

taninos condensados (Smith et al., 2003)

Los resultados conjuntos de los dos experimentos, indican que el tiempo de
preservacion de las muestras de heces en el laboratorio puede afectar
negativamente la cantidad de E coli. Que la adicion de un extracto de taninos
condensados e hidrolizables, puede disminuir la presencia de E. coli, aunque la

proporcion de la disminucién se puede considerar como baja.

El tratamiento con la inclusion de 2.4% de ET en la que se aprecié un reduccion
en la concentracion de E. coli en las heces que recibieron alguna cantidad de
taninos, equivale a la concentracion tedrica en heces de animales que hubiesen
recibido 0.6% de ET en su dieta, esta dosis es el doble de la recomendada para
mejorar la respuesta productiva de los bovinos (Barajas et al., 2011; Barajas et al.,
2012: Montoya et al., 2013). Recientemente Rivera et al., (2013) encontraron que
dosis entre 0.2 y 0.4 de ET en la dieta mejoran la respuesta productiva de los
bovinos, pero que la adicién de 0.6% de ET a la dieta es similar a la respuesta de

bovinos en finalizacién que no hayan recibido taninos suplementarios.
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Cuadro 2. Influencia del nivel de inclusion de extracto de taninos en la presencia de E. coli en heces de bovinos en
finalizacién, después de 48 horas de preservacion (Experimento 1).

Variables Proporcion de Extracto de Taninos adicionados EEM' Valor Polinomios®
a la heces en BS, % de P
0 1.2 24 3.6 4.8 6.0

Animales 20 20 20 20 20 20
Corrales 4 4 4 4 4 4
Muestra final de heces, g

Base humeda 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00

Base seca 8.18 8.18 8.18 8.18 8.18 8.18
Extracto de taninos

Adicionados, g/muestra 0.00 0.1008 0.2016 0.3024 0.4032 0.5040

Proporcion en base seca, % 0.00 1.23 2.46 3.70 4.93 6.16
E. coli Log"®UFC/g heces BH 0.00c 3.803a 2.876b 3.964a 4.011a 3.86la  0.197 <001 C<0.001
E. coli Log®UFC/g heces BS 0.00c 4.367a 3.440b 4.530a 4.576a 4.425a 0.197 <0.01 C<0.001

! Error estandar de la media

2 polinomios: L= lineal; Q= cuadratico; C= Cubico
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preservacion (Experimento 1).
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Cuadro 3. Influencia de la adicion de extracto de taninos y el tiempo de preservacién de las heces en el laboratorio en la
presencia de E. coli en heces de bovinos en finalizacion (experimento 2).

Variable Tratamientos EEM'  Valor Efectos principales
deP
ET 0% ET 4.8% Tan Horas TxH
Oh 24 h 48 h Oh 24 h 48 h
Muestra final de heces, g
Base hiimeda 30 30 30 30 30 30
Base seca 8.18 8.18 8.18 8.18 8.18 8.18
Extracto de taninos
Adicionados, g/muestra 0 0 0 0.4032 0.4032 0.4032
Proporcion en base seca, % 0 0 0 4.93 4.93 4.93
E. coli Log'®UFC/g heces BH 3.47° 3.34* 2.00° 2.77°  3.10* 260" 0.162 005 036 <0.01 0.03
E. coli Log*®UFC/g heces BS 405* 3.92* 258 3.35° 368" 3.18™ 0.162 005 036 <0.01 0.03

! Error estandar de la media
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Means of LogUFCBS for Horas
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Figura 2. Influencia del tiempo de preservacion de las muestras en la presencia de
E. coli en heces de bovino (Experimento 2).
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Means of LogUFCBS for TANINBS*Horas
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Figura 3. Interaccién entre el nivel de taninos y el tiempo de preservacion de las
muestras en la presencia de E. coli en heces de bovino (Experimento 2).
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VIII. CONCLUSION

Los resultados obtenidos sugieren que el tiempo de preservacion de las muestras
de heces en el laboratorio, puede afectar negativamente la cantidad de E. coli.
Que la adicion de un extracto de taninos condensados e hidrolizables, puede
disminuir la presencia de E. coli, aunque la proporcion de la disminucion se puede

considerar como baja.
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