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RESUMEN

Para evaluar el comportamiento de E. coli en heces de vacas lecheras adicionadas con taninos
hidrolizables, se llevé a cabo un experimento en el que alicuotas de 100 g de heces fueron asignadas de
manera aleatoria a uno de dos niveles (0 y 10%) de taninos hidrolizables (TH), uno de tres valores de pH:
5.2, 6.5 y 8.3 y cultivados a: 0, 2, 6, 9, 15, 22 y 30 dias una vez adicionados los taninos. Las heces
adicionadas con 10% de TH presentaron mayor crecimiento (P < 0.01) de E. coli comparadas con las que
no se les agregd TH (Logio 5.071 vs. Logio 4.401). Las heces con pH 6.5 tuvieron valores menores (P <
0.01) de E. coli (Logio 4.525) vs. pH de 5.2 (Logio 4.866) y pH 8.3 (Logio 4.816). En todos los casos el
crecimiento de E. coli disminuyé (P < 0.01) conforme se incrementaron los dias (Logio = 5.51 el dia 0; Log1o
= 3.36 en el dia 30). Los resultados sugieren que los TH no inhiben el crecimiento de E. coli en las heces
de las vacas, sin embargo a valores de pH cercanos a la neutralidad el crecimiento de E. coli en heces
disminuye.
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ABSTRACT

To evaluate behavior of E. coli in feces of dairy cows added with hydrolysable tannins, an experiment was
conducted, in which aliquots of 100 g were randomly assigned to two hydrolysable tannins levels (0 or 10%),
three values of pH 5.2, 6.5 and 8.3, and cultured at 0, 2, 6, 9, 15, 22, and 30 days after tannins addition.
Feces added with HT 10% shown the highest E. coli growth (P < 0.01) compared to those that did
not received HT (Logio 5.071 vs. Logio 4.401). Feces with 6.5-pH value had lower values (P < 0.01) of E.
coli (Logio 4.525) vs. pH 5.2 (Logio 4.866), and pH 8.3 (Logio 4.816). In all cases the E. coli growth
diminished (P < 0.01) as increased days number (Logio = 5.51 day 0; Logio = 3.36 at day 30). The results
suggest that HT did not inhibit E. coligrowth in feces of cows; however, at pH values close to neutrality the E.
coli growth decreases.
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INTRODUCCION

En el mundo se generan grandes cantidades de excremento procedente de la produccion
intensiva de los bovinos, en Estados Unidos se estima en mas de 100 billones de
kilogramos al dia (Weinberg et al., 2011), y en Europa se calcula en 200 millones de
toneladas por afio (Mawdsley et al., 1995). El estiércol del ganado bovino contiene
grandes cantidades de microorganismos potencialmente patdégenos como bacterias,
virus y parasitos (Dungan, 2010). Aunque Escherichia coli es un habitante normal del
tracto gastrointestinal del bovino; esta bacteria es un indicador de contaminacion fecal en
el agua y los alimentos; algunas de sus cepas como la E. coli entero-hemorragica son
patdgenas y causa severas infecciones en las personas con cuadros epidémicos
caracterizados por diarreas hemorragicas, colitis y sindrome urémico hemolitico
(Callaway et al., 2009; Asakura et al., 2008).

Ante la importancia de reducir la contaminacién que causan las excretas procedentes de
los bovinos (Callaway et al., 2009; Setia et al., 2009), es necesario investigar sustancias
naturales como los taninos que se han reconocido por su efecto benéfico sobre la salud
de los animales y personas (Kumar et al., 2005; Villalba et al., 2010), estos compuestos
son encontrados en plantas y se clasifican en hidrolizables y condensados (Frutos et al.,
2004).

Existe evidencia que sugiere a los taninos como agentes antimicrobianos por su
capacidad de modular la estructura fisica de las membranas celulares de los
microorganismos como las bacterias, lo que puede conducir a la muerte de la misma
(Taylor et al., 2005). Algunas investigaciones in vitro sugieren que los taninos pueden
matar bacterias como Escherichia coli O157:H7 en el estiércol (Wells et al., 2005;
Gutiérrez et al., 2011).

Sin embargo los resultados no son concluyentes, debido a que en otros trabajos no se
ha observado evidencia de actividad de los taninos en el crecimiento de E. coli (Pinheiro
et al; 2013). Por lo tanto el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del 10% de
taninos hidrolizables en el crecimiento de E. coli en heces de vacas lecheras.

MATERIAL Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Microbiologia del Institut National de
Recherche en Sciences et Technologies pour L’environnement et L'agriculture (IRSTEA),
Rennes, Francia.

Recoleccién de muestras. Las muestras de heces fueron obtenidas a partir de pilas de
almacenamiento de estiércol de vacas en producciéon de leche en un establo ubicado en
Gevezeé Bretafa, Francia, para las muestras de heces se utilizaron dos contenedores de
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plastico estéril con capacidad para 15 I; cada contenedor fue debidamente identificado y
transportado a IRSTEA para su almacenamiento a 4°C. De cada uno de los contenedores
se tomd una muestra compuesta (250 g) que se utilizé para determinar el contenido de
materia seca de las heces (AOAC, 1990).

Disefio Experimental y Tratamientos. En un experimento completamente al azar con
arreglo factorial 2 x 3 x 7, alicuotas de 100 g de heces (base humeda), fueron asignadas
de manera aleatoria a recibir la combinacibn de uno de dos niveles de taninos
hidrolizables: 0 y 10% en base seca; con uno de tres valores de pH: 5.2, 6.5y 83y
cultivados a siete diferentes tiempos de duracién: 0, 2, 6, 9, 15, 22 y 30 dias después de
haber adicionado los taninos. Los taninos hidrolizables fueron adicionados en forma de
extracto de taninos de castafio (Castanea sativa) NutriP (Silvateam; San Michele
Mondavi, Italy). Los distintos valores de pH se obtuvieron por la adicion de cantidades
crecientes de acido formico al 80% a las heces cuyo pH original fue de 8.3 tal cual fue
obtenido en la granja. En cajas de Petri, se realizaron cultivos bacterianos de E. coli
utilizando medio de cultivo TBX (Triptona, Bilis-X Glucoronido), se realizaron diluciones a
la-1, -2, -3, -4y-5, de cada dilucién se sembraron 1 ml de cada triplicado por tratamiento
con el método de extension en placa y todos los cultivos se incubaron a 44 °C por 24
horas (Cruz et al., 2013).

Andlisis estadistico. Todos los tratamientos se realizaron por triplicados. La poblacion
bacteriana se reporté como Logio de UFC/g para normalizar los datos y se les aplicd un
analisis de varianza para un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x 3 x 7
(Hicks, 1973). La separacion de medias se llevo a cabo por la prueba de diferencia
minima significativa (Berry et al., 2006; Varel et al., 2006). Todos los calculos estadisticos
fueron realizados con la Version 9 del paquete computacional Statistix 2007.

RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento de E. coli en heces de vacas en respuesta a la adicion de dos niveles
de taninos, a tres valores de pH y el cultivo a 7 diferentes tiempos, se muestra en el
Cuadro 1. En general en las heces a las que se les adicioné 10% de TH se observé un
mayor crecimiento (P < 0.01) de E. coli, en comparacion con las que no se les agregaron
TH (Logio 5.071 vs. Logio 4.401). Si bien se sabe que los taninos tiene actividad
antibacteriana, este efecto puede variar dependiendo el tipo de taninos y la bacteria
estudiada, ya que existe evidencia cientifica que encuentran a estos compuestos ser mas
activos contra bacterias Gram positivas, debido a la composicibn menos compleja de la
membrana celular que posee dicho grupo de bacterias (Shen et al., 2014).
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En este sentido Pinheiro et al. (2013) observé que compuestos como el acido galico y
acido elagico inhibieron el crecimiento de L. monocytogenes y S. aureus; en tanto que
ese mismo efecto no se observé en bacterias como E. coli y hongos como Aspergillus
niger. En los resultados obtenidos de esta investigacion las heces con pH 6.5 se aprecio
un menor crecimiento (P < 0.01) de E. coli (Logio 4.525), en comparacion con los
tratamientos con pH de 5.2 (Logio 4.866) y 8.3 (Logio 4.816). En condiciones de pH
cercanos a la neutralidad, los taninos pueden formar complejos con las proteinas en el
exterior de la membrana celular de las bacterias, anteponiendo los sistemas para reducir
la tolerancia de la bacteria en un ambiente osmotico bajo que causa la muerte de esta
(Frutos et al., 2004); sin embargo las bacterias Gram negativas como E. coli poseen flujos
de salida que actian como primera defensa para excluir de forma selectiva algunos
compuestos fendlicos para protegerse a si misma de la toxicidad de estos compuestos
(Shen et al., 2014).

Por otro lado algunos microorganismos como bacterias y hongos producen enzimas
llamadas tanasas, las cuales degradan a los taninos por lo que estos compuestos les
sirven como fuente de carbono y les permite seguir multiplicAndose (Pinheiro et al., 2013;
Goel et al., 2011).

Cuadro 1. Comportamiento de E. coli en heces de vacas en respuesta a la adicion de dos niveles de
tainos a tres valores de pH y el cultivo a 7 diferentes tiempos.

pH 8.3 6.5 5.2 8.3 6.5 5.2
Dias
0 5.8773¢  5.474bcde 5 g35cdef 5.94423  5.43]cdef  4.9109n 0.088
2 5.9228b  5.435cdef 5 ggpabe 6.234%  5.432cdef 4 95Qfghi 0.102
6 4.9079"  4.0894m  5.0659%fh 6.2632 6.2612  4.967n 0.199
9 4.607Ni 3.819m  4.7669" 5.520bcd 6.076%  4.8519" 0.175
15 5.0409M  2.932°0 4.279K 4.6429  3.613™ 5.117™ 0.191
22 3.267m° 3.054¢r 4.245MK 4.538ik  5.016¢fh  4.8849N 0.186
30 1.696¢ 2.724p 3.901m 2.966°P 3.910m  4.8659" 0.250
a, b,c,.

~U Literales distintas indican diferencia estadistica (P < 0.01).
! Error estandar de la media.
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Se ha reportado que algunas bacterias como E. faecalis y hongos como A. niger
aumentaron su crecimiento cuando se adiciond acido tanico en muestras de heces de
cabras (Goel et al., 2011). Ademas valores de pH en rangos de pH de 5 a 7, aumenta la
actividad de estas enzimas, ya que algunas investigaciones mencionan que las tanasas
mantiene una actividad O6ptima a pH de 6, lo que coincide con los resultados de este
experimento, en el cual se aprecio un mayor crecimiento de E. coli cuando existieron
taninos en su medio de cultivo, lo que sugiere que las cepas de E. coli obtenidas de las
heces de las vacas, no solamente soportaron la presencia de los TH, sino que de alguna
manera los utilizaron como sustrato para soportar incluso un mayor crecimiento.

Se encontrd una interaccion taninos x pH (P < 0.01), en la que se observa que en
presencia de taninos hidrolizables, el crecimiento de E. coli fue similar (P > 0.10) entre
los valores de pH; sin embargo, en ausencia de taninos el crecimiento de E. coli fue menor
cuando el medio presento un valor de pH 6.5 (P < 0.01) en comparacion con el observado
con valores de pH fueron de 5.2 y 8.3, respectivamente.

En la Figura 1 se presenta graficamente la interaccion entre los taninos hidrolizables y el
pH en el crecimiento de E. coli en heces de vacas. Se observaron interacciones (P <
0.01), Taninos x Dia, y Taninos x pH x Dia; el crecimiento de E. coli disminuyo (P < 0.01)
a medida que se incremento la cantidad de dias desde valores de Logio = 5.51 el tiempo
0, hasta valores de Logio = 3.36 en el dia 30; lo que puede explicarse debido al
crecimiento exponencial normal que presentan las bacterias (Cruz et al., 2013).

CONCLUSION

Los resultados sugieren que los taninos hidrolizables no poseen actividad para inhibir el
crecimiento de E. coli en las heces de las vacas, en tanto que a valores de pH cercanos
a la neutralidad contribuyen a disminuir el crecimiento de E. coli en las heces de las vacas.
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Figura 1. Interaccién taninos hidrolizables x pH en el crecimiento de E. coli en heces de vacas.
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