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RESUMEN

El destete es un momento importante en la vida de los corderos. Puede ir acompafiado
de estrés y predispone a padecer el “sindrome diarreico del cordero”, que esta causado entre
otros agentes, por Escherichia coli. Varios estudios relacionan el estrés del destete con la carga
fecal de cepas patégenas de E. coli, y otros estudios valoran el uso de melatonina para aliviar
dicho estrés. El objetivo del presente trabajo fue cuantificar los niveles de E. coli genérico en
heces de corderos antes y después del destete; asi como conocer la influencia del destete, del
estrés que supone, y de la administracion de melatonina en la cantidad de E. coli fecal.

Se utilizaron corderos de raza Lacaune en lactancia artificial, y se dividieron en grupos
segun su ubicacion y el tratamiento con melatonina en el momento del destete. Se realizaron
recuentos de colonias compatibles con E. coli en muestras fecales 4 dias antes y 4 dias después
del destete, y se confirmé la presencia de E. coli mediante galerias API 20E.

Los resultados obtenidos mostraron un promedio de 2 x 10! UFC/g de heces antes del
destete y 2,2 x 10! UFC/g después. No se relaciond el destete ni el estrés del destete con la
cantidad de E. coli fecal, ni se observaron efectos significativos de la melatonina en la carga fecal
de E. coli. Pero se considerd necesario complementar el presente trabajo con estudios
posteriores.

Palabras clave: destete, corderos, estrés, sindrome diarreico del cordero, E. coli, melatonina.

ABSTRACT

Weaning is an important moment in the life of lambs. It can be accompanied by stress
and predisposes them to suffer "lamb diarrheal syndrome" which is caused, among other agents,
by Escherichia coli. Several studies relate weaning stress with the fecal load of pathogenic strains
of E. coli, and other studies assess the use of melatonin to alleviate that stress. The objective of
this study was to quantify the standard of generic E. coli in feces of lambs, before and after
weaning; as well as knowing the influence of weaning, the stress it implies, and the
administration of melatonin in the quantity of fecal E. coli.

Lambs of Lacaune breed in artificial lactation were used and were divided into groups
according to their location and the treatment with melatonin at the time of weaning. Colony
counts compatible with E. coli were obtained in fecal samples 4 days before and 4 days after
weaning, and the presence of E. coli was checked using API 20E galleries.

The results obtained showed an average of 2 x 10! CFU/g of feces before and 2,2 x 10!
CFU/g after weaning. Weaning and weaning stress were not related to the quantity of fecal E.
coli, neither significant effects of melatonin on the fecal amount of E. coli were observed. But it
was considered necessary to complement the present work with later studies.

Keywords: weaning, lambs, stress, lamb diarrheal syndrome, E. coli, melatonin.
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia del sector ovino en Espaia y en la Comunidad Valenciana

Espafia es el primer pais productor de ovino de la Unién Europea. El nivel de
importaciones es menor al de exportaciones. Espafia exporté el 38% de la carne de ovino y
caprino producida en 2020. Ademas, también se exportan animales vivos a paises europeos y a
otros paises como Libia o Jordania (Subdireccién General de Producciones Ganaderas y

Cinegéticas & Direccién General de Producciones y Mercados Agrarios, 2021).

En Espafia hay un total de 114.196 explotaciones de ovino, de las cuales 1.370 se
encuentran en la Comunidad Valenciana. En enero de 2021, el censo total de ovinos en Espaiia
era de 15.919.162, mientras que el censo en la Comunidad Valenciana era de 275.605, lo que
supone el 1'7% del total (figura 1) (Subdireccion General de Producciones Ganaderas vy

Cinegéticas & Direccion General de Producciones y Mercados Agrarios, 2021).

DISTRIBUCION DEL CENSO OVINO POR CCAA 2021

Pais Vasco
Murcia 1,5%_ La Rioja
4,0%_ Navarra 0,6%
Madrid Valencia Andalucia ) Asturias
0,6% 1,7% 156%  ragon  _04%
e \ ' o7 10,4%
Galicia Baleares

1,2% 1,8%

Extremadura
23,8%

Canarias
0,3%
Cantabria

Catalufia Castilla La 0,3%
3,1% Castilla y Ledn Mancha

16,3% 15,5%

Figura 1: Distribucidn del censo ovino por Comunidades Autonomas 2021 (Subdirecciéon General de Producciones
Ganaderas y Cinegéticas & Direccidon General de Producciones y Mercados Agrarios, 2021)

La Comunidad Valenciana produce el 6'9% del total de carne de ovino en Espaiia (figura
2) (Subdireccién General de Producciones Ganaderas y Cinegéticas & Direccion General de
Producciones y Mercados Agrarios, 2021). Se incluye en esta produccion de carne, los corderos

obtenidos de explotaciones lecheras. En las explotaciones de leche se mantiene a los corderos,
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previo su cebo, en lactacion artificial en una sala de nodriza, donde se alojan desde su

nacimiento hasta el destete (Acero Adamez, 2013).

DISTRIBUCION PRODUCCION DE CARNE DE OVINO POR CCAA 2020

Madrid Castilla-La Mancha
1,0% 13,7%

Andalucia
Baleares 6,7%
1,3%
P. de Asturias
0,0%
La;;'::a Navarra c : Pais Vasco
s 2.4% anarias 0,6%

0,1%

Figura 2: Distribucion de la produccién de carne de ovino por Comunidades Auténomas (Subdireccion General de
Producciones Ganaderas y Cinegéticas & Direccion General de Producciones y Mercados Agrarios, 2021).

1.2 Importancia del destete en corderos

El destete es la transicion de una alimentacidn con leche o sustituto lacteo (lactancia
artificial) a dietas sélidas con pienso y forraje. Este paso implica cambios nutricionales y cambios
en el entorno social de los corderos, siendo por ello uno de los eventos mas estresantes de su

vida (Pascual-Alonso et al., 2015).

Tras el destete aumenta la diversidad microbiana gastro-intestinal de los animales, que
continuara en ascenso con la edad (Li et al., 2018; Liao et al., 2021) . Por otro lado, el cambio de
dieta requiere que el rumen se haya desarrollado completamente antes del destete, de no ser
asi, puede dar lugar a una disminucion en la ingesta y del crecimiento de los corderos (Wang et
al., 2019). Ademas, la liberacidn de glucocorticoides en el destete coincide con una disminucion

de la hormona del crecimiento (Pascual-Alonso et al., 2015).

La edad de los corderos en el momento del destete condiciona su rendimiento
productivo: un destete temprano mejora el crecimiento, el rendimiento del engorde y la calidad
de la canal, pero la edad 6ptima del destete puede variar debido a la diversidad de alimentacidn,

practicas de manejo y genotipo (Liao et al., 2021; Wang et al., 2019). Existen, por ejemplo,
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destetes tempranos, comunes en la industria moderna, a las 3 semanas de edad; destetes mas
tardios, a las 6-10 semanas, tipicos en Australia, o de incluso a las 12 semanas de edad o mas,

en China (Liao et al., 2021).

Por otro lado, varios estudios han comparado destetes tempranos (21-30 dias de edad)
con destetes mds tardios (45-56 dias de edad); comprobando que, tanto en lactancia artificial
como natural, la edad del destete es el principal factor de riego para desarrollar estrés e influir
en la flora intestinal, predisponiendo a patologias (Li et al., 2018; Liao et al., 2021; Mao et al.,

2021).

1.3 Estrés como factor de riesgo para el desarrollo de diarreas en corderos

El destete tiene varios efectos en el intestino: reduccion en la altura de las vellosidades,
aumento en la profundidad de las criptas, aumento en la permeabilidad de la mucosa y
reduccion en los niveles de proteinas de unidn estrecha que mantienen la barrera epitelial (Li et

al., 2018).

Por otro lado, el estrés derivado del destete temprano (en corderos menores a un mes
de vida), puede dar lugar a inmunosupresion, predisponiendo a enfermedades multifactoriales,
afectando asi al bienestar y rendimiento productivo de los animales. En estos casos, los
microorganismos comensales del intestino aumentan, y, posteriormente, aparecen signos

histolégicos de patologia (Li et al., 2018; Pascual-Alonso et al., 2015).

La patologia mas frecuente que se produce en los corderos durante la lactacién y el

Ill

destete es el “sindrome diarreico del cordero”. Este consiste en diarreas multifactoriales, con
distintos factores predisponentes como: el manejo intensivo en la lactancia artificial, la ingesta
de poco calostro y de mala calidad, la higiene ambiental y de la ubre en las parideras, los
empachos de leche, la edad de las madres y el hacinamiento excesivo (Cid Vazquez, 2002; Ferrer
Mayayo et al., 2007; Lindsay Pérez & Ingresa Capaccioni, 2019). Otros factores de riesgo son: la

edad (antes del destete), el tamafio del rebafio (grande) y la estacion (seca) (Abdou et al., 2021).

Las diarreas se producen cuando coinciden estos factores de riesgo o predisponentes
con una baja inmunidad por parte de los corderos y la proliferacion de microrganismos
oportunistas que colonizan el aparato digestivo (figura 3) (Acosta Dibarrat et al., 2013; Cid

Vazquez, 1993; Ferrer Mayayo et al., 2007).
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Factores de riesgo Factores determinantes

(predisponentes) “G’TT‘JF £ T
, : . ‘fb > ey
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Figura 3: Etiologia del sindrome diarreico del cordero (Ferrer Mayayo et al., 2007).

1.4 E. coli como indicador de estrés

Los principales agentes enteropatégenos oportunistas que intervienen en el desarrollo
del “sindrome diarreico del cordero” son: Rotavirus, Escherichia coli, Clostridium spp.,
Salmonella spp., Campylobacter spp., coccidios y giardias (Ferrer Mayayo et al., 2007). En
concreto predominan E. coli y Cryptosporidium spp. (principalmente en corderos menores a 1
mes de vida) (Abdou et al., 2021; Cid Vazquez, 1993). En un estudio realizado en pequefios
rumiantes de la Comunidad Valenciana, el agente infeccioso predominante era E. coli, con una

prevalencia del 90,6% (Lindsay Pérez & Ingresa Capaccioni, 2019).

E. coli es un bacilo corto, Gram negativo, anaerobio facultativo, de la familia
Enterobacteriaceae. Tras el nacimiento, E. coli coloniza el tracto intestinal de los animales,
pasando a formar parte de la flora saprofita. Se encuentra, ademas, en el ambiente (suelo, agua
y alimento) y puede sobrevivir en las heces durante varios meses. Las distintas cepas de E. coli
son en su mayoria no patégenas, pero algunas poseen “factores de patogenicidad”; pudiendo
asi producir distintos tipos de infecciones (Bardaji Mur & Ramos Antén, 2020; Cid Vazquez, 1993;
Rivas et al., 2015).

Las cepas patdogenas mas comunes en corderos son la E.coli enterohemorragica (ECEH)

y la E. coli enteropatégena (ECEP) o “E. coli diarreico” (Bardaji Mur & Ramos Antén, 2020).
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Ciertos estudios han utilizado el recuento de E. coli genérico y de cepas patégenas de E.

coli en heces como indicador de estrés en animales (Brown-Brandl et al., 2009; Cray et al., 1998).

1.5 Utilizacion de melatonina para mitigar el estrés del destete

Entre las distintas formas de mitigar el estrés, se encuentra el uso de melatonina (5-
metoxi-N-acetiltriptamina). Se trata de una neurohormona pineal que participa en la fisiologia
circadiana, estacional y reproductiva. Su acciéon se produce cuando se une a dos tipos de
receptores, mtl y MT2, que estan presentes en el cerebro y en tejidos periféricos (Song et al.,
2005; Torres-Farfan et al., 2003). Se ha estudiado su uso para aliviar distintas modalidades de
estrés, como pueden ser: el estrés menstrual durante los viajes en avidn hacia el este en
humanos (Kirby et al., 1999) o el comportamiento y el aumento de defecacion debidos al estrés
en ratas (Song et al., 2005). Esto es posible debido a los efectos de la melatonina sobre la
regulacién de la homeostasis neuro-endocrina en el hipotalamo, la cual se altera en momentos

de estrés (Konakchieva Al B’ et al., 1997).

El estrés agudo da lugar a un aumento de la hormona liberadora de corticotropina y
serotonina, debido a ello la motilidad intestinal aumenta y se promueve la defecacién. En
animales sanos, la melatonina tiene efectos excitatorios intestinales, pero en animales con
disfuncion intestinal debida al estrés, la melatonina reduce la hormona liberadora de

corticotropina y la serotonina, atenuando asi la defecacidn (Song et al., 2005).

La melatonina puede utilizarse también para reducir el estrés debido al destete, en estos
casos, siempre que no se haya tratado a los animales con antibidtico, la melatonina promueve
la flora intestinal beneficiosa, como distintas especies de Lactobacillus. Promueve el aumento
de peso y mejora la morfologia intestinal en estos animales, aunque no se observen cambios en
las vellosidades y en las criptas intestinales. Gracias a los efectos de la melatonina en la flora
intestinal de animales estresados, se reducen las infecciones por E. coli, el cual prolifera cuando

bajan las cargas de Lactobacillus (Ren et al., 2018).

1.6 Justificacion del estudio

En el destete se observan cambios en la morfologia, en la barrera inmunitaria y en la
flora intestinal, predisponiendo a patologias. La patologia mas frecuente que se produce es el

“sindrome diarreico del cordero” desencadenado por distintos microorganismos, entre los que
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destaca E. coli. En animales estresados, la suplementaciéon con melatonina reduce las infecciones
por E. coliy mejora su ganancia de peso. Los estudios realizados anteriormente utilizan modelos
en ratas o ratones y en terneros, pero no se conoce con exactitud los efectos del destete ni de

la melatonina en la carga fecal de E. coli en corderos.

En el presente trabajo se comparan las cargas fecales de E. coli en corderos de ovino
lechero de una misma explotacion antes y después del destete. Se incluyen factores que pueden
favorecer el estrés, analizando heces de animales que no cambian de lugar y animales que pasan
a cebadero en el momento del destete. Por otro lado, se incluyen en el estudio corderos a los
que se les administra melatonina (inyectada o en implante) en el momento del destete,

pretendiendo asi conocer su efecto en la carga fecal de E. coli.
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2. OBIJETIVOS
Los objetivos del presente trabajo, ordenados de mayor a menor importancia, son los siguientes:
e Cuantificar la cantidad de E. coli en heces de corderos, antes y después del destete.

e Conocer lainfluencia del destete en la cantidad de E. coli fecal y su posible relacidon con
el estrés en dicho periodo.

e Describir la influencia de la administracién de melatonina sobre la carga fecal de E. coli
tras el destete.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Poblacion de estudio

La poblacidn utilizada para el presente estudio fue de corderos de un mes de vida
aproximadamente, de la raza Lacaune (aptitud lechera). Dicha poblacién pertenece a la Granja
Rinya, en Catadau (Valencia). Los corderos se alojaban, desde horas después de su nacimiento,
en una sala de nodriza, en lactancia artificial con acceso a lacto remplazantes y pienso de

iniciacion.

En el momento del destete algunos de estos animales fueron destinados a la nave de
cebo, otros permanecieron en la sala de nodriza con pienso de cebo y otros no llegaron a

destetarse. De esta manera se crearon 3 escenarios:

1. Animales destetados realizando el cebo en la sala de nodriza.
2. Animales no destetados.
3. Animales destetados y destinados a cebo en otra nave.

Por otro lado, el grupo destinado a cebo se dividid en otros tres grupos: un grupo
control, un grupo al que se le administré melatonina inyectada intramuscular en el momento
del destete y otro grupo al que se le colocd un implante de melatonina subcutdneo en el

momento del destete.

De esta forma, se obtuvo un total de 5 grupos. Para que los grupos fueran homogéneos,
se ordend a los animales de mayor a menor peso y a cada animal se le asignd un grupo. Cada
grupo quedé con, aproximadamente, el mismo nimero de hembras y machos y animales de

distintos pesos:

1. Grupo destete en sala de nodriza: formado por animales que se destetan y pasan a

alimentarse de pienso de cebo, pero contindan en la sala de nodriza.

2. Grupo lactantes: formado por animales que no se destetan durante el estudio y

contintan en la sala de nodriza.

3. Grupo control: formado por animales que se destetan de la manera habitual, pasando a

un cebadero.
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Grupo_implante de melatonina: formado por animales que se destetan y en ese

momento se les coloca un implante de melatonina comercial subcutdaneo (Melovine) y

pasan a cebadero.

Grupo melatonina inyectada: formado por animales que se destetan y en ese momento

se les inyecta melatonina intravenosa y pasan a cebadero.

3.2 Obtencion de las muestras

Se realizaron dos tomas de muestras de heces, con una diferencia de 8 dias. Las tomas

de muestras coincidieron con 4 dias antes de realizar el destete y 4 dias después.

Las heces fueron recogidas mediante vaciado rectal manual (Collins & Lyne, 1989). Cada

muestra se colocd en un tubo falcon de 50ml y se rotuld con el nimero de crotal del cordero. Se

registrd al mismo tiempo el sexo de los animales.

3.3 Procesado de las muestras

El procesado de las muestras se realizé en los laboratorios de la sede de Santa Ursula de

la UCV. Consistio en el cultivo de las muestras para el recuento de colonias compatibles con E.

coli, y su aislamiento vy tipificacion. Las muestras se procesaron en fresco el mismo dia de su

recogida, del mismo modo en las dos tomas de muestra:

3.3.1

Preparacion de medios de cultivo

Previo al procesado, se prepararon varios medios de cultivo:

e Agua de peptona tamponada (Buffered peptone water, labkem®): medio de cultivo

enriquecedor que sirve como diluyente y permite el crecimiento de

microorganismos. Se uso para realizar diluciones seriadas de las muestras.

e Agar MacConkey (MacCONKEY No. 2 AGAR, Scharlau®): se utilizé para permitir el

aislamiento selectivo y la identificacion de Enterobacteriaceae de las heces
inhibiendo el desarrollo de gran parte de la flora Gram positiva y diferenciando los
microorganismos fermentadores de lactosa (colonias rosadas-rojizas con o sin halo
de precipitacién biliar) de los microorganismos no fermentadores de lactosa

(colonias del color del medio, incoloras). La bacteria E. coli es fermentador de

10
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lactosa, esto permitié seleccionar y contar las colonias rosadas-rojizas compatibles

morfolégicamente con dicha bacteria (figura 4) (Collins & Lyne, 1989).

Figura 4: Crecimiento de colonias rosadas-rojizas compatibles con E. coli en agar MacConkey.

e Agar EMB (EOSIN METHYLENE BLUE AGAR (EMB AGAR), Scharlau®): se utilizé para
diferenciar distintas especies de microorganismos de la familia Enterobacteriaceae

segun el color de las colonias (figura 5) (Collins & Lyne, 1989):

o Escherichia coli: Negro azuladas con brillo metalico.

o Klebsiella pneumoniae: Mucosas confluentes, con centro oscuro.

o Proteus mirabilis, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri y Pseudomonas
aeruginosa: Incoloras.

o Enterococcus faecalis: Incoloras puntiformes.

o Candida albicans: Rosadas puntiformes.

Figura 5: Crecimiento de distintas bacterias de la familia Enterobacteriaceae en agar EMB.

11
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Las colonias compatibles con E. coli contadas en agar MacConkey se resembraron
mediante estria simple en agar EMB, comprobando asi que crecian de color negro-
azulado con brillo metalico y, por tanto, eran compatibles con E. coli (Acosta Dibarrat

et al., 2013).

e Agar TSA (TRYPTIC SOY AGAR (TSA) (Eur. Pharm.), Scharlau®): se utilizé por ser un
medio de uso general muy rico en nutrientes. Permitié resembrar las colonias
compatibles con E. coli y contadas en MacConkey (Collins & Lyne, 1989).
Posteriormente, estas colonias, se utilizaron para tipificar las cepas de E-coli,

mediante galerias API 20-E.

Para la preparacion de estos medios de cultivo se siguieron las indicaciones de
reconstitucion de las etiquetas, se autoclavaron y distribuyeron en placas Petri (figura
6). Estas placas, con los medios de cultivo, fueron almacenadas en nevera hasta unos
minutos antes de su uso, cuando se secaron en la campana de extraccion de gases para

eliminar la humedad superficial y facilitar el sembrado.

Figura 6: Preparacion de Agar MacConkey para siembra en placa.

3.3.2 Diluciones seriadas y siembra masiva en MacConkey

El mismo dia de la recogida de las heces se procesaron las muestras. Se peso
cada muestra en un tubo falcon tarado y se afadié agua de peptona estéril, proporcional
al peso de la muestra, creando asi una dilucién 1:10 (figura 7)(Collins & Lyne, 1989).

Desde los tubos Falcon se realizaron 9 diluciones seriadas con agua de peptona estéril

12
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en tubos Eppendorff estériles de 1’5mL. De esta forma, se obtuvieron en total 10

diluciones de las muestras.

Figura 7: Dilucién 1:10 en tubo falcon.

Tras un tanteo inicial, con el fin de facilitar el trabajo, se sembro sélo desde unas
diluciones segun la cantidad de colonias esperadas (figura 8). Las diluciones sembradas

en MacConkey fueron: 1:10%, 1:10°%, 1:10% y 1:10°%°,

Tras la siembra, se incubaron las placas durante 18-24 horas a 37°C.

Figura 8: Crecimiento de colonias en distintas cantidades tras la siembra de las diluciones 1:102, 1:10*y 1:10
durante el tanteo inicial.

3.3.3 Recuento y siembra en estria simple en EMB y en TSA

De cada muestra se eligieron las placas con un nimero de colonias de entre 15
y 150 y se contaron las colonias rosadas-rojizas con o sin halo de precipitacién biliar de
forma manual, marcando con un rotulador permanente las placas (figura 9) (Collins &

Lyne, 1989).
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Figura 9: Recuento de colonias de forma manual.

En aquellas muestras con un numero de colonias inferior a 15 en todas las placas
sembradas, se contaron las colonias de la placa mas acorde (sin manchas de
condensacidn). Y en las muestras con un nimero de colonias superior a 150 en todas las
placas sembradas, se eligié la de menor nimero de colonias, se contaron en un cuarto

de la placa y se multiplicé por 4(Collins & Lyne, 1989).

Las colonias contadas se resembraron en agar EMB y se incubaron las placas en

estufa a 37°C durante 18-24 horas.

Por otro lado, cuatro de las colonias contadas en cada muestra, se sembraron
en TSA y se incubaron las placas en estufa a 37°C durante 18-24 horas, obteniendo

cultivos puros (figura 10).

Figura 10: Crecimiento de cultivos puros en agar TSA.
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3.3.4 Ajuste de los recuentos y realizacidn de galerias API

De cada muestra, se conto el nimero de colonias que en las placas de EMB era
compatible con E-coli (negro azuladas con brillo metadlico), (figura 11). Este paso
permitio asi reajustar el recuento, restando las colonias que no fueran compatibles con

E. coli en EMB.

Figura 11: Crecimiento de colonias de color negro-azulado con brillo metélico compatibles con E. coli en agar EMB.

Por otro lado, se utilizd una galeria APl 20-E (Gama de galerias API° ID,
BIOMERIEUX) para tipificar las colonias contadas en cada muestra. Esta galeria presenta
20 microtubos y permite la identificacion de enterobacterias y otros bacilos Gram
negativos. Se diluyd, para cada muestra, una cepa pura del medio TSA en los tubos
especificos para las galerias APl 20-E (figura 12) y se rellenaron los pocillos siguiendo las

indicaciones del fabricante. Se incubaron durante 18-24 horas en estufa a 37°C.

Figura 12: Dilucion de colonias crecidas en TSA en tubo especifico para galeria APl 20-E y llenado de los pocillos de las
galerias.
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3.35

Lectura de galerias API

Se siguieron las instrucciones de las galerias API para colocar en los pocillos
correspondientes los reactivos indicados y se interpretaron utilizando el sistema
informatico API 20-E (figura 13). De esta forma, se tipificaron las colonias, obteniendo
asi cudl era el género y especie de cada cepa, pudiendo comprobar que se trataba de E.
coli. En los casos en que las colonias no fueron identificadas como E-coli, se repitié la

galeria APl usando otra de las cuatro colonias sembrada en TSA de la misma muestra.

Figura 13: colocacidn de los distintos reactivos en las tiras API 20-E tras la incubacidn.

3.3.6

Identificacion de las muestras en el laboratorio

Durante su procesado en el laboratorio las muestras se identificaron como se
aprecia en la figura 14: En cada placa se indicé el nimero de crotal del animal seguido
de un numero correspondiente a la dilucién utilizada para el recuento (4, 6, 8 o 10).
Estos niumeros iban precedidos, en el caso del segundo muestreo, de un 2. Al utilizar la
galeria APl 20-E, se afiadio a la identificacion un ultimo digito segun la colonia escogida

desde agar TSA (1, 2 0 3).
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Figura 14: Identificacion de una muestra en agar TSAy en la hoja de registro de la galeria API20E.

3.4 Calculo de Unidades Formadoras de Colonias/gramo de heces (UFC/g)

Para calcular las UFC/g de cada muestra, se expreso el peso de las heces en gramos y se
utilizé la siguiente formula:

Colonias x10" _ UFC
peso B /9

Siendo “n” el nimero correspondiente a la dilucidn utilizada para el conteo de las
colonias (4, 6, 8 0 10), y “Colonias” el nimero de colonias compatibles con E. coli contadas (tras

el ajuste con EMB) (Collins & Lyne, 1989).

3.5 Analisis estadistico
Los datos obtenidos se procesaron mediante el paquete estadistico RStudio (R Core

Team 2021), utilizando:
e Test Shapiro para determinar si los datos se distribuian de forma normal.

o Test de Kruskal-Wallis para determinar si existen diferencias significativas entre los

diferentes grupos de animales.
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4. RESULTADOS

4.1 Poblacion de estudio

Durante el estudio, 4 animales murieron, quedando 74 animales. El nimero de corderos

en cada grupo quedd de la siguiente manera (figura 15):

1. Grupo control: 14

2. Grupo destete en sala de nodriza: 13
3. Grupo lactantes: 16

4. Grupo melatonina inyectada: 15

5. Grupo implante de melatonina: 16

N2 de animales en cada grupo

B Grupo control

I Grupo destete en sala de
nodriza

I Grupo lactantes

B Grupo melatonina inyectada

B Grupo implante de melatonina

Figura 15: Representacion de los grupos incluidos en el estudio y el nimero de animales en cada grupo.

Durante el estudio también se notificd el sexo de los animales. De los 74 animales, 26

eran hembras y 48 machos.

La representacién de hembras y machos en cada grupo quedé de la siguiente manera (figura

16):

1. Grupo control: 3 hembrasy 11 machos.
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2. Grupo destete en sala de nodriza: 4 hembras y 9 machos.
3. Grupo lactantes: 7 hembras y 9 machos.
4. Grupo melatonina inyectada: 7 hembras y 8 machos

5. Grupo implante de melatonina: 5 hembras y 11 machos.

Representacion de hembras y machos en cada grupo

18
16
14
12
10

Grupo control Grupo destete en Grupo lactantes Grupo Grupo implante
nodriza melatonina de melatonina
inyectada

OoON B O O

® hembras ' machos

Figura 16: Representacion del nimero de hembras y machos en cada uno de los grupos incluidos en el estudio.

4.2 Procesado de las muestras

Se identificé E.coli como agente mas probable en las colonias sembradas en el medio de
cultivo TSA de todas las muestras de heces, excepto una. Esta muestra se correspondia con el
segundo muestreo (4 dias después del destete) de un macho del grupo control. Este cordero fue
descartado del estudio, quedando 13 animales en el grupo control y un total de 73 corderos en

el estudio.

La lectura de las tiras APl 20-E identificd E. coli como agente mds probable, con una
probabilidad de mas de un 62°4% en todos los casos y de un 99% o mas en la mayoria de las

muestras, tanto del primer como del segundo muestreo (figura 17).
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Figura 17: Ejemplo del registro de una muestra identificada con una seguridad del 99’5% como E. coli.

En el primer muestreo, como se observa en la tabla 1, de las 73 muestras de heces
analizadas, se identificd E. coli con una probabilidad superior al 99'5% en 63 (86’'3% de las
muestras). Con una probabilidad de 95'9% a 99'5%, en 4 muestras. Y en las 6 muestras restantes

se identifico E. coli con unas probabilidades superiores al 62°4% (figura 18).

Tabla 1: Cantidad de muestras identificadas como E. coli con cada uno de los porcentajes de identificacion mas
probable que se obtuvieron 4 dias antes del destete.

IDENTIFICACION MAS PROBABLE NUMERO DE MUESTRAS IDENTIFICADAS
E. coli 62'4%
E. coli 77'2%
E. coli 86’2 %
E. coli 87'7%
E. coli 89'7%
E. coli94'7%
E. coli 95'9%
E. coli 96'3%
E. coli 98'4%
E. coli 98'9%
E. coli 99'5%
E. coli99'7%
E. coli 99'8%
E. coli 99'9%
Total

R R R R R R PR R R

NN PR RPN
w ~ o N
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Probabilidad de identificacion de E. coli en el 1r muestreo

W E. coli 62'4%-95'9%

I E. coli 95'9%-99'5%

E. coli superior a
99'5% M E. coli superior a 99'5%

Figura 18: Grado de seguridad en el recuento de E. coli en las muestras de heces analizadas 4 dias antes del destete,
indicando los porcentajes mas repetidos.

En el segundo muestreo, como se observa en la tabla 2, de las 73 muestras de heces
analizadas, se identifico E. coli con una probabilidad superior al 99’5% en 58 muestras (79'4% de
las muestras). Con una probabilidad de 97'9% a 99'5% en 6 muestras. Y en las 8 muestras

restantes se identificd E. coli con unas probabilidades superiores al 62’4% (figura 19).

Tabla 2: Cantidad de muestras identificadas como E. coli con cada uno de los porcentajes de identificacion mas
probable que se obtuvieron 4 dias después del destete.

IDENTIFICACION MAS PROBABLE NUMERO DE MUESTRAS IDENTIFICADAS

. coli 62’'4%
. coli 74’8%
. coli 82’6 %
. coli 87'4%
. coli 87°'7%
. coli 89'7%
.coli92’1%
.coli 97'9%
. coli 98'4%
. coli 98’9%
. coli99’1%
. €oli 99’5%
. coli 99’6%
. coli99'7%
. coli 99’8% 27
. €0li 99’9% 9

. coli 100% 1

Total 73

B WNRRRNRRRR

mMmMMmMmMmMMmMMmMMmMMmMMmMMmmMmMmMMmMMmMmMmmMm
[uny
[e)]
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Probabilidad identificacion de E.coli en el 22 muestreo

B E-coli 62'4%-97'9%

1 E-coli 97'9%-99'5%

E-coli superior a

99'5% M E-coli superior a 99'5%

Figura 19: Grado de seguridad en el recuento de E. coli en las muestras de heces analizadas 4 dias después del destete,
indicando los porcentajes mas repetidos.

Estas identificaciones de E. coli se obtuvieron a partir de una de las colonias crecidas en
MacConkey tras resembrarla en TSA y utilizar la galeria API20-E. En el 92% de las muestras del
primer y segundo muestreo se identifico E. coli desde una primera colonia. En el resto (8%), fue
necesario escoger una segunda o tercera colonia desde agar TSA con la que repetir la galeria API

20-E (figura 20).

Numero de colonias necesarias hasta tipificar E.coli

M 1 colonia
.~ 2 colonias

I 3 colonias

Figura 20: Porcentaje de colonias utilizadas hasta tipificar E-coli. con |a galeria API20E de cada una de las muestras.

En los casos en los que no se tipificd E. coli (8%), las primeras colonias tipificadas

mediante tiras API20-E, dieron lugar a la identificacién de otras enterobacterias: Cronobacter
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spp, Raoultella ornithinolytica, Klebsiella oxytoca, Salmonella spp. arizonae, Enterobacter

amnigenus, Pasteurella multocida, Serratia ficaria, Rhanella aquatilis y Pantoea spp.

4.3 Recuento de E. coli en heces

El nimero de UFC/g de heces de cada animal antes y después del destete, asi como las

colonias contadas en MacConkey y las confirmadas en EMB, quedan registrados en el ANEXO |.

4.3.1 Cantidad de E. coli en heces de corderos antes y después del destete

Como se muestra en la tabla 3, el promedio de UFC/g de heces dentro de cada

grupo de animales, tanto en el primer muestreo (4 dias antes del destete) como en el

segundo (4 dias después del destete), diferian muy poco:

e Enel grupo control, antes del destete se obtuvo un promedio de 2 x 10** UFC/ g

de hecesy 2,2 x 10" UFC/ g de heces 4 dias después del destete.

e Enelgrupo destete en sala de nodriza, se obtuvo un promedio de 3,1 x 10! UFC/

g de heces antes del destete y 4,4 x 101! UFC/ g de heces después del destete.

e En el grupo lactantes, se obtuvo un promedio de 9 x 10X UFC/ g de heces en el

primer muestreo y 6,5 x 10! UFC/ g de heces en el segundo muestreo.

e En el grupo implante de melatonina, se obtuvo un promedio de 1,5 x 10*> UFC/

g de heces antes del destete y 9,3 x 10%° UFC/ g de heces después del destete.

e En el grupo melatonina inyectada, se obtuvo un promedio de 4,1 x 10 UFC/ g

de heces antes del destete y 1,1 x 10 UFC/ g de heces después del destete.

Tabla 3: Promedio de UFC/g de heces de cada grupo de animales antes y después del destete.

2x10%
3,1x 10"
9x10™
1,5 x 10*?
4,1 x 10!

2,2 x 10"
4,4 x 1011
6,5 x 10**
9,3 x 10%
1,1 x 10!
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4.3.2 Influencia del destete en la cantidad de E. coli fecal y su posible relacidn con el estrés

en dicho periodo

En los recuentos obtenidos antes del destete, el nimero minimo de UFC/g de
heces, fue de 9,2 x 10°, en el primer cuadrante el recuento fue de 3,5 x 107, la mediana
de 1,6 x 10%y el tercer cuadrante de 1,7 x 10°, mientras que el nUmero méximo fue de

1,6 x 10%3. La media de estos datos fue de 6,8 x 10! UFC/g.

En los recuentos después del destete el nimero minimo de UFC/g de heces fue
de 2,1 x 10, el primer cuadrante fue de 3,2 x 10° la mediana de 3,7 x 10® y el tercer
cuadrante de 3,7 x 10%°, mientras que el nimero maximo fue de 6,8 x 102, La media de

estos datos fue de 3 x 10 UFC/g.

Como se observa en la tabla 4, en general, estos datos mostraron una leve
reduccion en la cantidad de E. coli fecal en el 22 muestreo. En la tabla 3 observamos
que los grupos de animales tratados con melatonina y el grupo de lactantes no
destetados, se redujeron los recuentos de E. coli fecal, mientras que en los grupos

control y destete en sala de nodriza los recuentos aumentaron.

Tabla 4: Parametros estadisticos de los datos, en UFC/g de heces, obtenidos en los recuentos de antes y después del
destete.

9,2 x 10° 2,1x 103
3,5 x 107 3,2 x 106
1,6 x 10° 3,7 x 108
6,8 x 10 3 x 10

1,7 x 10° 3,7 x 10%°
1,6 x 10%3 6,8 x 1022

La distribucion de los datos de UFC/g de heces obtenidos de la diferencia entre
antes y después del destete, no seguia una distribucidon normal, como se observa en la

figura 21:
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Figura 21: Distribucion del total de datos en “box plot” de la diferencia entre ambos muestreos en UFC/ g de heces.

Se realizé el analisis estadistico de los datos de UFC/g de heces obtenidos de la
diferencia entre antes y después del destete. Y, entre los distintos grupos de animales,

no se encontraron diferencias significativas:
e El test Shapiro, con un p-value = 1’195 x 10%*, no asegurd normalidad (<0’05).

e El test Kruskal- Wallis, con un p-value= 0’9524, indicé que no hay diferencias

significativas entre grupos (>0’05).

Por otro lado, la diferencia en la carga fecal de E. coli antes y después del
destete, no mostré una diferencia significativa entre los animales del grupo de lactantes
(sin destetar en ningin momento), y el resto de grupos, destetados en el segundo

muestreo.
e Entre el grupo de lactantes y el grupo de destetados en sala nodriza:

o El test Shapiro, con un p-value = 4’73 x 10%, no aseguré normalidad
(<005).
o El test Kruskal- Wallis, con un p-value= 0’5087, indicé que no hay
diferencias significativas entre grupos (>0’05).
e Entre el grupo de lactantes y el grupo control (destetados y pasados a cebo

fuera de la sala de nodriza):

o Eltest Shapiro, con un p-value = 4’403 x 10, no asegur6 normalidad
(<0’05).
o El test Kruskal-Wallis, con un p-value= 0°9337, indic6 que no hay

diferencias significativas entre grupos (>0’05).
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De esta manera, no se observd una influencia clara entre el destete y la carga

fecal de E. coli.

En cuanto a la relacién de la carga fecal de E. coli con el estrés, se comparé los
grupos control y destete en sala nodriza. Comprobando de esta manera si existen
diferencias en las cargas de E. coli cuando se realiza el destete cambiando de lugar y
cuando se realiza el destete en el mismo alojamiento. En este caso tampoco se

obtuvieron diferencias significativas:
e El test Shapiro, con un p-value = 6’243 x 10”7, no aseguré normalidad (<0’05).

e El test Kruskal wallis, con un p-value= 0’6275, indicé que no hay diferencias

significativas entre grupos (>0’05).

4.3.3 Efectos de la administracion de melatonina en el momento del destete sobre la carga

fecal de E. coli

Tras el destete, aparentemente, se redujo la cantidad de E. coli tanto en los
corderos que habian sido tratados con melatonina inyectada como los a los que se les
habia puesto un implante de melatonina en el momento del destete. Aun asi, el andlisis
estadistico no mostré una diferencia significativa en las cargas de E. coli fecal de los
corderos del grupo control y los corderos de los grupos implante de melatonina e

inyeccion de melatonina:
e El test Shapiro, con un p-value = 1’562 x 10%°, no aseguré normalidad (<0’05).

e El test Kruskal- Wallis, con un p-value= 0’9139, indicé que no hay diferencias

significativas entre grupos (>0’05).

26



Grado en veterinaria — Trabajo fin de grado Maite Serrat Mayayo

5. DISCUSION

5.1 Poblacion de estudio

Aunque se disefiaron grupos homogéneos con aproximadamente el mismo ndmero de
hembras y machos, finalmente quedd un nimero de hembras menor, debido a que, los cuatro

animales que fallecieron durante el estudio fueron hembras:
e Una hembra del grupo destete en sala de nodriza.
e Una hembra del grupo control.

e Dos hembras del grupo implante de melatonina.

Aun siendo el nimero de hembras menor, la distribucién de hembras y machos en todos
los grupos es similar, por ello consideramos que esta circunstancia no influye en los resultados

del estudio.

5.2 Procesado de las muestras

El recuento de coliformes totales, E. coli genérico y cepas de E. coli patdégenas en heces
se ha utilizado en varios estudios para relacionarlo con estrés en animales. En dichos estudios
es habitual la eleccién del agar MacConkey como primer medio de cultivo en el que sembrar las

heces (Cray et al., 1998; Ren et al., 2018).

La forma de diferenciar E. coli, en agar MacConkey, de las demas enterobacterias, es su
capacidad de fermentar la lactosa. Pero otras enterobacterias también son lactosa + y dan lugar
a colonias rosadas-rojizas del mismo modo que E. coli (Lopardo, 2016a). Por ello, no es de
extrafiar que se hayan identificado bacterias como Klebsiella oxytoca, Raoultella ornithinolytica,

Enterobacter amnigenus, Serratia ficaria o Pantoea spp. en las galerias AP120-E.

También se identificaron otras bacterias lactosa - (Salmonella spp. arizonae,
Cronobacter spp. y Rhanella aquatilis), estas forman colonias incoloras en agar MacConkey
(Lopardo, 2016a). Su tipificacion puede ser debida a un error laboratorial, al seleccionar en agar
MacConkey colonias no compatibles con E. coli. O por un fallo de identificacion: algunas de estas
bacterias, como Salmonella, no se identifican de forma fiable con la galeria API20E y requieren
de una identificacidon seroldgica para confirmar la identificacion bacteriana (Collins & Lyne,

1989).
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Por otro lado, en una muestra se identificd Pasteurella multocida, la cual no crece en
agar MacConkey, pero si en TSA, su hallazgo puede ser debido a una contaminacién del TSA en

el laboratorio (Lopardo, 2016b).

Ninguna de estas bacterias distintas a E. coli (identificadas en el 8% de las muestras) se
contabilizd en los recuentos gracias al uso del agar EMB como medio de confirmacion, el cual
permite diferenciar E. coli de otras enterobacterias por su crecimiento, formando colonias

oscuras con brillo metalico (Collins & Lyne, 1989).

En otros estudios similares, tras el uso de agar MacConkey, han realizado recuentos de
cepas patogenas de E. coli utilizando para ello agares cromogénicos o agar MacConkey
enriquecido (KASMAC) (Brown-Brandl et al., 2009; Cray et al., 1998; Kim et al., 2017; Lara Duran
et al., 2019).

Debido a los altos niveles de seguridad conseguidos al tipificar E. coli en las muestras
mediante galerias APl 20-E, consideramos que el recuento de colonias compatibles con E. coli

en agar MacConkey es fiable para realizar recuentos de E. coli genérico en heces.

5.3 Recuento de E. coli en heces

5.3.1 Cantidad de E. coli en heces de corderos antes y después del destete

Los niveles de coliformes totales en las heces pueden fluctuar a lo largo de los dias (Cray
et al., 1998) y pueden ser muy variables entre animales (Kim et al., 2017). Ademas, la diversidad
de la flora intestinal de los animales afecta al nimero de E. coli en heces y esta varia con la dieta

(Kim et al., 2017).

En el presente estudio, todos los grupos de animales cambiaron, en el momento del
destete, a una dieta con pienso de engorde, excepto los animales que continuaron lactando. Las
pocas diferencias encontradas en la carga fecal de E. coli entre grupos podrian deberse a que se
trata de animales con la misma alimentacién y en una misma explotacion (Cray et al., 1998; Kim

et al,, 2017).

La mayoria de las diarreas en animales estan asociadas con un aumento en los niveles

de excrecion de E. coli enterotoxigénico (ETEC) (Schifferli et al., 2016). En concreto, la cepa E.
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coli ETEC k99 es el patdgeno predominante en las diarreas de corderos y cabritos antes del
destete criados en sistemas intensivos (Abdou et al., 2021). Es por ello que algunos estudios han
realizado recuentos en heces de cepas de E. coli patégeno. Por ejemplo, en terneros antes del
destete, el nivel de excrecién maximo de E. coli 0157:H7 (enterohemorragico) es de 4,03 x 10°
a1,63x10°CFU/g (Cray etal., 1998), y en novillos con distintas dietas, es de 1,2 a 5,1 logio CFU/g
(Kim et al., 2017). Estos niveles son inferiores a los obtenidos en el primer muestreo de nuestro
estudio (de 9,2 x 10° a 1,6 x 10*3), antes del destete, seguramente porque la carga total de E. coli
siempre es superior a los niveles de las cepas patdgenas de E. coli. Adema3s, en el presente
estudio las heces analizadas son de corderos, los cuales tienen una prevalencia mayor de

coliformes totales respecto al bovino (Lara Duran et al., 2019).

5.3.2 Influencia del destete en la cantidad de E-coli fecal y su posible relacion con el estrés
en dicho periodo

En el presente estudio, los resultados indicaron que no existen diferencias significativas
en la carga fecal de E. coli entre los animales que continuaron lactando, retrasando asi el
momento de su destete, y el resto de los grupos (destetados al mes de vida). Teniendo en cuenta
la relacidn de la microbiota ruminal e intestinal con los microorganismos que aparecen en heces,
estos datos concuerdan con el estudio de Wang (2019) en el que se indica que no existen efectos

significativos de la edad al momento del destete en la microbiota ruminal.

De acuerdo con nuestro estudio, en cabras tampoco existen diferencias significativas en

la cantidad de proteobacterias en las heces antes y después del destete (Liao et al., 2021).

En un estudio (aun sin datos concluyentes) realizado de forma paralela al presentado en
este trabajo, se evalud el estrés de los corderos mediante pardmetros de comportamiento,
observandose que tras el destete aumentaba el nUmero de vocalizaciones, entre otros factores.
Determinandose asi, que los corderos de todos los grupos estaban estresados tras el destete.
En los grupos control y destete en sala nodriza, destetados al mes de vida, los niveles de E. coli
en heces aumentan levemente tras el destete, quiza debido al estrés. Aun asi, no existen
diferencias significativas entre los grupos ni entre antes y después del destete, de forma que no
se puede relacionar el estrés del destete con la carga fecal de E. coli. Esto ocurre también en
otros estudios, y se asocia a que la relacidn entre los factores que producen estrés y lainmunidad
es compleja. Pueden influir muchos factores en la respuesta al estrés por parte de los animales
y en los estudios que valoran el estrés (tipo de factor estresante, duracién del estrés, tipo de

muestra o momento de recogida de la muestra en relacidon con el inicio del estrés) (Brown-
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Brandl et al., 2009). Por ello no seria conveniente utilizar la carga de E. coli fecal como Unico

medidor de estrés.

En animales que padecen estrés dietético por restriccidén alimentaria, se produce una
mayor excrecion de E. coli y una mayor prevalencia de infecciones y diarreas (Cray et al., 1998).
Esto no se ha observado de manera significativa en los recuentos de E. coli en este trabajo,
debido a que algunos de los corderos destetados (de los grupos control y destete en sala de
nodriza) si presentaban una mayor carga de E. coli fecal, pero otros no. Quizas esto se deba a
que el estrés presentado por los corderos venia dado por las condiciones de manejo y no
solamente debido a una menor ingesta tras el destete. No habiéndose relacionado el estrés por

manejo con la carga de E. coli en heces en otros estudios como el de Brown-Brandl et al. (2009).

5.3.3 Efectos de la administracion de melatonina en el momento del destete sobre la carga

fecal de E. coli

Varios estudios sugieren la efectividad de la melatonina, aliviando o reduciendo el
estrés, gracias a los efectos que provocan suprimiendo el eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal
(HPA), de forma que se reduce el nivel de glucocorticoides secretados en la corteza adrenal en
momentos de estrés. Estos estudios han observado como la melatonina induce una reduccion
de la prolactina y la corticotropina (ACTH), las cuales aumentan de forma fisioldgica cuando se
produce estrés, tanto en humanos como en animales (Kirby et al., 1999; Konakchieva Al B et al.,
1997). El estrés y la falta de suefio reducen la concentracién de melatonina en heces y en colon,
en estos casos se puede producir disbiosis intestinal y aumentar la flora patdgena,

predisponiendo a patologias (Park et al., 2020).

Al reducirse la melatonina, se pierde su efecto inhibidor en la motilidad intestinal,
fomentando la defecacion (Song et al., 2005). El tratamiento con melatonina recupera los niveles
de concentracion en colon y modula la disbiosis intestinal, ademas se inhibe la defecacidn
inducida por el estrés (Park et al., 2020; Song et al., 2005). Por ello, los animales tratados con
melatonina presentan, tras el destete, una menor excrecion de E. coli patégeno (ETEC) y una

menor prevalencia de diarreas (Ren et al., 2018).

Por otro lado, en animales destetados, la melatonina aumenta la diversidad de la flora
intestinal (indices de riqueza), aumentando la flora beneficiosa, y reduce la carga de ETEC en

animales ya infectados (Ren et al., 2018). En el presente estudio se recuenta E. coli total,
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desconociendo si los animales se encontraban infectados de cepas patdgenas de E. coli, las

cuales se ven reducidas al administrar melatonina.

Tal y como se muestra en los resultados, los animales tratados con melatonina si
redujeron su carga fecal de E. coli. Aun asi, no mostraron diferencias significativas con los

animales a los que no se les administré melatonina.

Aunque en la mayoria de los corderos a los que se les administré melatonina, los
recuentos de E. coli fecal se reducen tras el destete, algunos presentan mayor carga de E. coli
tras el destete. Este efecto contrario al esperado, puede ser debido a que estos corderos se
encontraban sufriendo estrés leve crénico en el momento de administracion de la melatonina.
En estos casos, la melatonina produce un efecto excitatorio sobre el tracto intestinal,

aumentando la excrecion (Song et al., 2005).

La falta de diferencias significativas entre los animales tratados y sin tratar con
melatonina, podria mejorarse aumentando el tamafio muestral y reduciendo, con ello, los

errores aleatorios.
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6. CONCLUSIONES

1. Se ha cuantificado la cantidad de E. coli en heces de corderos obteniendo un
promedio de 2 x 10! UFC/g de heces antes del destete y 2,2 x 10! UFC/g después
del destete en el grupo control. Variando entre 2 x 10 y 1,5 x 10*2 UFC/g antes del
destete, y entre 9,3 x 10'° y 4,4 x10 ! UFC/g después del destete segin las

modalidades de manejo.

2. No se han obtenido diferencias significativas en la carga fecal de E. coli entre
animales destetados y sin destetar, por lo que, en el presente estudio, el destete no
parece influir en la carga fecal de E. coli en corderos.

No se ha podido relacionar el estrés del destete con la carga fecal de E. coli.
3. Nose han observado efectos significativos en la administracion de melatonina sobre

la carga fecal de E. coli en el momento del destete, debiéndose revisar el

procedimiento para estudios posteriores.
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ANEXOS

Andlisis y recuento de E. coli de las muestras de heces.
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