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Resumen y Abstract IX

Resumen

El destete es el periodo més estresante de la vida del cerdo, debido principalmente a que se
encuentra en desafio con diferentes cambios (ambientales/sociales/nutricionales) a los que
debe adaptarse rapidamente. Durante el destete precoz (< 21 dias), el lechén se encuentra
en medio de su desarrollo fisioldgico y establecimiento de la microbiota intestinal, a su vez,
la inmunidad alcanzada con la leche materna puede disminuir, lo que representa un reto para
las multiples funciones del intestino animal. El epitelio intestinal facilita la separacién del
medio exterior con el medio interno, la descomposicién y absorcién de los nutrientes de los
alimentos, la defensa contra agentes no propios, y representa el ambiente de los
microorganismos responsables de una relacion simbidtica con el animal. Para contrarrestar
los efectos perjudiciales del destete han sido utilizados los antibioticos, al tiempo que
cumplen la funcion de promotores de crecimiento, aumentando el rendimiento productivo
y la eficiencia alimenticia en cerdos en crecimiento. Debido a que se han considerado como
factores de transmision de resistencias a los microorganismos contra antibiéticos utilizados
en medicina humana, se ha creado controversia acerca del uso de cantidades subterapéuticas
de dichos antibioticos en la produccién porcina intensiva. Por lo anterior, los objetivo de
este estudio fueron evaluar el desarrollo productivo de los lechones; cuantificar la
abundancia de ARNm de los genes de enzimas (maltasa-glucoamilasa (MgA) y sacarasa-
isomaltasa (SI)), transportadores (SGLT-1, GLUT-1y GLUT-2) y citoquinas intestinales;
y caracterizar la microbiota en el intestino (yeyuno) en cerdos destetados a dos edades y
alimentados con la adicion de antibi6ticos promotores de crecimiento (APC) y diferentes
alternativas a estos, como probidticos (Bacillus subtilis), aceites esenciales (de orégano
[Lippia origanoides]) y acidos organicos. La adicion de alternativas a los APC,
especialmente probioticos, en fase de crecimiento, junto con el destete a los 28 dias de edad
(tardio), evidencio un impacto favorable, no solo en la funcion digestiva y de proteccion
intestinal de cerdos, sino tambien en el establecimiento rapido y beneficioso de la
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microbiota intestinal, influyendo sobre los parametros productivos, y sirviendo de base para
el andlisis de resultados moleculares relacionados con la salud intestinal. Ademas, esta
investigacion proporciona una base para el uso de alternativas naturales a los antibioticos
que pueden promover el desarrollo de los cerdos en crecimiento, y favorecer la adaptacion

del lechon a la fase posdestete.

Palabras clave: Cerdos, funcion intestinal, microbiota, promotores de crecimiento

Microbiota and expression of intestinal proteins in pigs added with different

antimicrobials during the weaning period

Abstract

Weaning is the most stressful period in the life of the pig, mainly because of environmental
/ social / nutritional it is in challenge with different changes, (environmental / social /
nutritional) to which it must adapt quickly. In early weaning (< 21 days), the piglet is in the
middle of its physiological development and establishment of the intestinal microbiota, and
the immunity achieved with breast milk decreases, which represents a challenge for the
multiple functions of the animal intestine. The intestinal epithelium facilitates the separation
of the external environment from the internal environment, the decomposition and
absorption of nutrients from food, the defense against non-self agents, and represents the
environment of the microorganisms responsible for a symbiotic relationship with the
animal. Antibiotics have been used to counteract the harmful effects of weaning, while they
play the role of acting as growth promoters, increase increasing productive performance and
feed efficiency in growing pigs. Since they have been considered as transmission factors of
resistance to microorganisms against antibiotics used in human medicine, controversy has
been created raised about the use of subtherapeutic amounts of these antibiotics in intensive
swine production. Therefore, the objectives of this study were to evaluate the productive
development of the piglets; quantify the abundance of mRNA of the genes of coding for

digestive enzymes (maltase-glucoamylase (MgA) and sucrase-isomaltase (Sl)), transporters
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(SGLT-1, GLUT-1 and GLUT-2) and intestinal cytokines via mRNA; and characterize the
microbiota via 16STRNA MiSeq sequencing in the intestine (jejunum) in pigs weaned at
two ages and fed with the addition of growth-promoting antibiotics (APC) and different
alternatives to these, such as probiotics (Bacillus subtilis), essential oils (from oregano
[Lippia origanoides)]) and organic acids. The addition of alternatives to APC, especially
probiotics, in the growth phase, together with weaning at 28 days of age (late), showed a
favorable impact, not only on the digestive function and intestinal protection of pigs, but
also in the rapid and beneficial establishment of the intestinal microbiota, influencing the
productive parameters, and serving as the basis for the analysis of molecular results related
to intestinal health. In addition, this research provides a basis for the use of natural
alternatives to antibiotics that can promote the development of growing pigs and favor the
adaptation of the piglet to the post-weaning phase.

Keywords: Pigs, intestinal function, microbiota, growth promoters.
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Introduccién

La porcicultura es el subsector pecuario de mayor crecimiento en el mundo, con un
importante inventario de animales de méas de cien mil millones en 2019 (USDA, 2020). En
las Gltimas décadas, una serie de importantes mejoras en las tecnologias de la cria de cerdos
han transformado la produccién porcina comercial en una industria con un alto nivel de
insumos y elevado rendimiento productivo: mayores ganancias de peso y namero de
lechones nacidos por afio. Para cumplir con el proposito anteriormente mencionado, se ha
optado por implementar la practica del destete a una edad en la cual los lechones carecen de
madurez intestinal y no poseen una adecuada expresién y actividad de enzimas-
transportadores digestivos (Londofio et al., 2016). El proceso de destete es uno de los
mayores eventos de estrés presentes en la produccion porcina (Yang et al., 2016), debido a
que durante este periodo, los cerdos presentan disfunciones, principalmente en el sistema
intestinal, caracterizadas por el consumo reducido de alimento, disminucion en los procesos
de digestion y absorcion, cambios o desequilibrios en las poblaciones microbianas
intestinales, y presentacién de episodios diarreicos, principalmente durante la primera
semana después del destete (Campbell et al., 2013; Hayakawa et al., 2016).

Durante el destete los animales son sometidos a diferentes factores de estrés, como la
separacion abrupta de la madre, la mezcla con cerdos de diferentes camadas, el cambio de
instalacion y especialmente, el cambio de alimento, lo cual provoca un cambio en la
diversidad y equilibrio microbiano (disbiosis), hecho caracterizado por la disminucion de
las bacterias del grupo Lactobacillus, mientras que Clostridium spp., Salmonella spp. o
anaerobios facultativos como Proteobacteriaceae, incluida E. coli, aumentan su poblacion
(Gresse et al., 2017). La disbiosis producida por el destete puede influir en la disminucion
de la expresion de proteinas intestinales relacionadas con la funcion digestiva (disacaridasas
y transportadores), barrera (ocludinas, zonula ocludens y claudinas), defensiva y protectora

(citoquinas) de las vellosidades intestinales de los lechones (Ciro et al., 2016), factores
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causantes de la aparicion de diarreas posdestete (Tran et al., 2016). Las disacaridasas se
encargan de la funcion de digestion intestinal las cuales digieren los carbohidratos hasta
monosacaridos, a lo largo del tracto digestivo, para luego ser transportados y absorbidos por
los enterocitos, y metabolizados como fuente de energia para el animal (Zhen et al., 2018).
Ademas, el epitelio intestinal sirve como una barrera fisica dindmica, la cual bajo
condiciones normales regula la absorcion de nutrientes, iones y agua, mientras previene la
entrada de compuestos patdgenos y toxinas desde la mucosa intestinal y hacia la circulacion
sistémica a través de la secrecion de mucinas y péptidos de defensa (principalmente beta-
defensinas) (Ciro et al., 2015). Durante el periodo del destete, esta barrera puede ser afectada
por ciertas circunstancias ambientales, fisiopatoldgicas o sanitarias (infecciones bacterianas
o0 virales), permitiendo el acceso de organismos patdgenos (principalmente bacterias) y
endotoxinas del tracto gastrointestinal a la circulacion sistémica (Jacobi et al., 2013). Todo
lo anteriormente mencionado, repercute en la presentacion de episodios de diarrea (Ciro et
al., 2016).

En la porcicultura, los antimicrobianos son utilizados con fines terapéuticos (s6lo
tratamiento de animales enfermos), metafilacticos (tratamiento de animales enfermos y de
la poblacion en riesgo de padecer la enfermedad) o profilactico (tratamiento de animales
sanos para evitar la enfermedad en la poblacién). El uso terapéutico en cerdos no sera
discutido ya que el tratamiento de los animales enfermos es una obligacion veterinaria para
garantizar su bienestar. Por otra parte, el uso metafilactico de compuestos antimicrobianos
estd contemplado en la legislacion actual, pero a futuro, se debe replantear en qué patologias
son realmente necesarios y defenderlos con argumentos técnicos sélidos. Por Gltimo, esta
muy claro que el uso profilactico de los antimicrobianos se debe evitar siempre, ya que en
algunos casos implica un uso rutinario en grandes poblaciones de animales sanos (Fraile,
2017). Este ultimo modo de uso es conocido como “promotor de crecimiento”, con el que
se busca promover el crecimiento animal, restringiendo las poblaciones bacterianas
perjudiciales en intestino (Hughes, 2004). En realidad, el uso de antibioticos en la
produccidn porcina es la mas estudiada de todas las especies de produccion, ya que el uso
subterapéutico de estos compuestos puede mejorar en gran medida la tasa de crecimiento de

los cerdos, reducir la morbilidad y la mortalidad, y mejorar la producciéon y el rendimiento
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reproductivo (Thacker, 2013). De esta manera (subterapéutica), los antibidticos pueden
promover el rendimiento del crecimiento animal y, por tanto, muchos de los antibiéticos que
se usan con este fin se denominan antibiéticos promotores de crecimiento (APC) (Guerra,
2009).

Dentro de los procedimientos utilizados para prevenir las infecciones gastrointestinales
causadas por microorganismos patogenos durante el periodo posdestete, esta el incluir en el
alimento diferentes antibidticos, lo que convierte a la industria porcicola en uno de los
sistemas de produccion animal que emplea mayor cantidad de APC (Thacker, 2013). El uso
inadecuado de los antibi6ticos en maltiples &ambitos, desde los humanos hasta los animales
y la agricultura, ha exacerbado rapidamente el problema de la resistencia bacteriana (Hwang
et al., 2016); sin embargo, esta resistencia bacteriana a los antibidticos es un proceso natural
y existiria con o sin intervencion humana (Fair and Tor, 2014). No obstante, debido al uso
excesivo e inadecuada aplicacién de los antibidticos en las producciones animales, se ha
inducido a que estos mecanismos adaptativos bacterianos aceleren ain mas la seleccion de

bacterias naturalmente resistentes (Hwang et al., 2016).

Actualmente, el uso de APC en animales para consumo humano ha generado resistencia
bacteriana a los antibioticos, por tanto, la Union Europea prohibié el uso de APC en la
produccion animal en 2006 (regulation [EC] no. 1831/2003), y estas restricciones ya estan
impuestas en Canadd, Estados Unidos y Latinoamérica (Maron et al., 2013). Como una
alternativa al uso de APC, y que a su vez no afecten la salud humana, se han propuesto
diferentes estrategias de origen nutricional, entre las que se encuentran la utilizacion de
antimicrobianos naturales que mejoren el funcionamiento intestinal y que aporten beneficios
a la salud del animal. Para abordar este problema, varias alternativas han sido recomendadas
en la actualidad, dentro de las cuales se destacan la inclusion de probioticos, debido a que
mejoran el equilibrio microbiano intestinal (Gutiérrez LA et al., 2013); la adicion de acidos
organicos y sus sales, que acidifican el pH del tracto grastrointestinal (TGI) (Mocherla and
Ramana, 2015); y la introduccion de aceites esenciales en la dieta, ya que acidifican el pH
en el TGI, mejoran la digestibilidad de los nutrientes, y aumentan el crecimiento (Cho and
Kim, 2015).
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Por todo lo anterior y como una contribucion a la solucion del problema establecido, sera
evaluada la adicion de diferentes aditivos antimicrobianos, como probidtico (Bacillus
subtilis), aceite esencial (de orégano) y acido organico (producto comercial), sobre la
caracterizacion de la microbiota y la expresion de proteinas intestinales en cerdos destetados

a diferentes edades.
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.Capitulo 1 Marco tedrico

1.1. Consideraciones generales de la produccion porcicola

El destete en los cerdos es considerado como el periodo mas critico durante su vida productiva. Este
periodo es asociado con desequilibrios en el ecosistema microbiano intestinal (disbiosis), los cuales
provocan cambios en la morfologia, en la funcién de la barrera epitelial, la expresion y actividad de
enzimas-transportadores digestivos, y la expresion de citoquinas proinflamatorias en intestino (Yang
et al., 2016). En los sistemas porcicolas donde se realiza el destete precoz (14-21 dias de edad), los
lechones se ven enfrentados al estrés causado por varios factores, entre los que se encuentran la
separacion fisica de la madre, cambio de ambiente, mezcla de varias camadas y cambio en la
alimentacion (Ciro et al., 2015). Durante esta etapa de la vida, los lechones aun carecen de un sistema
fisioldgico digestivo/enzimético adaptado al nuevo alimento, el cual en la mayoria de los sistemas
de produccién, es de presentacion sélida y elaborado principalmente con materias primas de origen
vegetal, lo que conlleva a cambios en la poblacién microbiana y a la reduccion en la altura de las
vellosidades, en el nimero de enterocitos maduros y en la capacidad digestiva. Esto trae como
consecuencia la ineficiencia en los procesos de digestion-absorcion de nutrientes y el aumento en las
tasas de diarrea y, por ende, la reduccion del peso en la primera semana posdestete (Parra et al.,
2011). Dentro de los procedimientos utilizados para prevenir las afectaciones fisiolégicas del
intestino causadas por disbiosis microbianas, se encuentra el suministro de antibiéticos (OMS,
2014). Los antibidticos han jugado un papel importante en el crecimiento y desarrollo de la industria
porcina por mas de 50 afios, mostrando eficiencia en el aumento de la tasa de crecimiento, la

utilizacién del alimento y reduciendo la mortalidad por enfermedades clinicas (Thacker, 2013).

Antes de 2003, los antibiéticos se usaban no solo para el tratamiento de enfermedades de los
animales, sino también de manera significativa para la prevencién de infecciones y la promocién del
crecimiento, tanto en Estados Unidos como en Europa (Fair and Tor, 2014). Los antibidticos
aplicados de manera subterapéutica (uso rutinario en dosis menores a las terapéuticas en animales
sanos para la prevencién de enfermedades infecciosas), especialmente durante el periodo posdestete,
aportan propiedades que controlan o destruyen microorganismos presentes en el tracto
gastrointestinal, actuando como promotores de crecimiento (Jurado et al., 2013). Debido a lo
anterior, los antibi6ticos han mostrado ser enormemente eficaces en la produccion porcina, siendo
importantes en las primeras etapas de crecimiento para incrementar la tasa de crecimiento y la

eficiencia de los alimentos en la alimentacion animal; asi como para prevenir y tratar enfermedades



22 “Microbiota y expresion de proteinas intestinales en cerdos
adicionados con diferentes antimicrobianos durante el periodo del
destete”

(Holman y Chénier, 2014). Durante las Ultimas décadas, debido al uso excesivo de grandes
cantidades de antibidticos como promotores de crecimiento (APC), se ha evidenciado un aumento

en el nimero y tipos de microorganismos resistentes a dichos farmacos (Mehndiratta y Bhalla, 2014).

La aplicacion de antibidticos, incluso en bajas concentraciones, puede promover la aparicion y
diseminacidn de genes de resistencia a antibioticos (Khan et al., 2014; He et al., 2016), los cuales
adquiridos por bacterias, pueden enriquecerse bajo la presion selectiva de los antibidticos,
provocando cambios en las comunidades bacterianas. Ademas, las bacterias patdgenas para humanos
(BPH) pueden adquirir estos genes para formar BPH resistentes a los antibiéticos (Ashbolt et al.,
2013), e incluso superbacterias como las especies de Salmonella, Bacteroidales, Campylobacter y
Shigella (Haack et al., 2016; Ma et al., 2016). La resistencia bacteriana adquirida ocurre cuando las
bacterias susceptibles de forma natural obtienen los genes que codifican un mecanismo de resistencia
a través de la mutacion o la transferencia de material genético de otras bacterias, de la misma especie

o0 de una especie diferente (Costelloe et al., 2010).

La resistencia a los antibiéticos es una amenaza para diferentes especies animales y humanos, los
sistemas de salud humanos y veterinarios, y las industrias agricolas. EI costo econémico total de la
resistencia a los antibioticos podria ser tan alto como US$ 20 mil millones en exceso de los costos
directos de atencién médica, con costos adicionales por pérdida de productividad de US$ 35 mil
millones (Centers for Disease Control and Prevention, 2013). Las estimaciones del gobierno del
Reino Unido proyectan que el costo de la resistencia a los medicamentos sera de US$ 100 billones
en todo el mundo para 2050, con un ndmero de muertes humanas de hasta 10 millones por afio
(O’Neill, 2014). En los ultimos afios se ha observado un uso cada vez mayor de antibi6ticos antiguos,
como la colistina, que se ha abandonado en gran medida debido a problemas de toxicidad, incluida
la nefrotoxicidad. Las infecciones no tratadas adecuadamente y sin control médico aumentan la
transmision microbiana, extendiendo la resistencia ain mas (MacGowan and Macnaughton, 2017).
El uso excesivo de antibidticos esta estrechamente relacionado con el nimero creciente de agentes
infecciosos resistentes a los antimicrobianos y plantea importantes preocupaciones sobre la salud
animal y también la humana. Por ejemplo, se estima que una nueva cepa Clostridium difficile
resistente, que causa diarrea potencialmente mortal, provoca 14.000 muertes por afio en los EE. UU.
Ademaés, algunas familias de bacterias, como las Enterobacterias, son resistentes a todos o casi todos
los antibidticos, incluidos los medicamentos de Ultimo recurso (Gross, 2013). Lo anterior, implica a
nivel industrial un desafio para la disminucion/eliminacion al uso de antibidticos como promotores

de crecimiento en la produccion de alimento para humanos. La mitad de los antibidticos totales del
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mundo se utilizan en el ambito veterinario. Es vital abordar una discusion abierta sobre los estandares
de bienestar animal en la produccion de alimentos, donde se utilizan antibi6ticos como profilacticos

para compensar las diferentes condiciones de produccion intensiva (Littmann et al., 2015).

Los antimicrobianos han sido incorporados en las dietas de cerdos para promover el crecimiento y
aliviar los problemas de salud relacionados con el estrés del destete, el nuevo entorno y el cambio
de dieta (Giannenas et al., 2016). Ante las consecuencias de salud pablicay, por ende, un menor uso
de antibioticos en todo el mundo, han surgido nuevas oportunidades para promover el crecimiento
en animales de produccion a través de estrategias nutricionales, como son los antimicrobianos
naturales. Las alternativas mas ampliamente investigadas con fines antimicrobianos para sustituir o
reemplazar parcialmente los APC, incluyen probi6ticos (Gutiérrez et al., 2013; Herrera, 2015),
acidificantes (Mocherla y Ramana, 2015) y extractos de plantas (Cho y Kim, 2015; Madrid, 2015).

Los probioticos son "microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas
confieren un beneficio para la salud del hospedero” (Ferreira et al., 2011; Hill et al., 2014), y han
demostrado que pueden ser estimulantes de la mucosa inmune del intestino, aumentando la
proteccion contra las toxinas creadas por bacterias patdgenas, inhibiendo el crecimiento y la
diseminacién de los microorganismos patdgenos y, aumentando el crecimiento y el consumo de
alimento por parte del animal (Nagid et al., 2015). Por su parte, los acidos organicos, ampliamente
distribuidos en la naturaleza (Costa et al., 2013) pueden ser bacteriostaticos y bactericidas, y aunque
su accion depende de los niveles de inclusion, pueden ser efectivamente utilizados junto con otros
aditivos en el alimento (Mocherla y Ramana, 2015). Los acidos organicos tienen la capacidad de
reducir el pH gastrico, dando como resultado un aumento del tiempo de retencién gastrica y una
actividad mejorada de las enzimas proteoliticas (pepsina). También pueden inhibir la proliferacion
y colonizacién de microorganismos indeseables en el tracto gastrointestinal de animales; y facilitar
la disponibilidad de nutrientes en la dieta, mejorando su digestion, absorcion y retencién (Costa et
al., 2013). Finalmente, los extractos de plantas, especialmente los aceites esenciales (AE), son una
nueva clase de aditivos para alimentos y el conocimiento en cuanto a sus modos de accién y los
aspectos de la aplicacion son todavia bastante rudimentarios. Son una mezcla de varios compuestos
(principalmente los terpenos y derivados de terpeno), que se concentran en los liquidos hidr6fobos
que contienen compuestos aromaticos volatiles obtenidos de plantas, por lo que es bien sabido que
los aceites esenciales ejercen actividad antibacteriana, antifungica y antiviral en experimentos in
vitro (Zeng et al., 2015). Por tal motivo en los Gltimos afios, los AE han atraido una atencion creciente

de las industrias avicolas y porcicolas.
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1.1.1. Porcicultura en el mundo y situacién en Colombia

La produccién mundial de carne sigue en constante crecimiento, y este crecimiento seguira siendo
impulsado principalmente por la produccién de aves de corral y porcinos, siendo este ultimo, el
segundo subsector pecuario de mayor crecimiento mundial para el afio 2026, y proyectandose un
aumento en la produccién de carne de cerdo del 10% en la siguiente década (2017-2026)
(OCDE/FAOQ, 2017). Particularmente, el 83.4 % de la carne de cerdo producida en el mundo es
aportada por China, Estados Unidos y Brasil (FIRA, 2017).

Segln la FAQ, la produccion mundial de carne de cerdo en 2020 se estima en 109,2 millones de
toneladas. Los informes indican que la produccion mundial de carne de cerdo experimentd un
aumento en 2018, situdndose en 120,5 millones de toneladas, es decir, 0.6 % mas que en 2017, donde
los mayores aumentos se registraron en Unién Europea (UE), Estados Unidos y Rusia (USDA,
2020). De manera general, Latinoamérica fue la region que mas crecid en inventario en el mundo,
con un promedio ponderado del 4.6 %, donde Colombia fue el pais que méas crecié con 10.4 % en el
2019 (Cubillos, 2019). De acuerdo con el Censo Pecuario Nacional (2021), Colombia cuenta con
una poblacién porcina de 5°950.113 animales, distribuidos en 208.828 predios, reduciéndose en un
11,3 %, respecto al afio anterior. Estas producciones animales se encuentran localizadas
principalmente en los departamentos de Antioquia (37.9 %), Valle del Cauca (9.3 %), Bolivar (6.3
%), Cdrdoba (5.9 %), Cundinamarca (5.5 %) y Magdalena (3.7 %), departamentos en los cuales se
concentra el 68.6 % de la poblacién nacional. Colombia, para el afio 2020, logré un crecimiento de
la produccion de 5 %, al pasar de 446.627 toneladas en 2019 a 468.880 en 2020 (Gonzalez, 2021).
El consumo de carne de cerdo en Colombia cerré en 2020 con un consumo per cépita de 10.8 Kg,
frente a 11.2 Kg de 2019 (Gonzélez, 2021), aun distante de la tasa que registra Hong Kong de 70 kg.
Como se mencion6 anteriormente, Antioquia es el departamento donde se produce la mayor cantidad
de carne de cerdo, y donde el consumo en 2019 fue de 30 kg per cépita, en comparacion a los 25 kg
del afio 2017 (PorkColombia, 2020).

Seguln la Comision Econémica para América Latina y el Caribe de la ONU (CEPAL), en 2016 hubo
una poblacion de 625 millones de personas en los 20 paises que conforman Latinoamérica. Para el
afio 2025 se espera que esta cifra aumente a 680 millones y para el 2050 a 779 millones; es decir, se
espera un crecimiento en Latinoamérica de cerca del 25 % de la poblacion en los proximos 44 afios
(2016-2060). Este crecimiento poblacional se convierte en la clave nutricional y econémica para el

desarrollo de la porcicultura en Latinoamérica (Cubillos, 2017). Para lograr satisfacer la demanda
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mundial de carne de cerdo, en la actualidad se realizan varias actividades de manejo en los sistemas
de produccién, siendo el destete temprano uno de estas, ya que esta practica permite reducir los
costos de crianza de los cerdos, el periodo de lactancia a 21 0 menos dias, y el intervalo entre partos
(Flis et al., 2017).

1.2. Etapa del destete

Durante el destete de los lechones, y si esta practica se realiza de manera temprana y abrupta, se
presenta un periodo breve de ayuno, ya que el animal debe adaptarse a una nueva dieta, que es sélida
y elaborada principalmente con materias primas de origen vegetal y a su vez menos digestibles, lo
que conlleva a la reduccion en la capacidad digestiva y en la disponibilidad del sustrato al que esta
adaptado el sistema digestivo (lactosa), ademas de una afectacién en la altura de las vellosidades y
en el nimero de enterocitos maduros en todos los segmentos del tracto digestivo, induciendo la
mortalidad de microorganismos benéficos, especificamente adaptados a dicho sustrato lacteo, como
lactobacilos y estreptococos, permitiendo la colonizacion por parte de bacterias (gram-negativas, en

su mayoria) que pueden causar infecciones de tipo intestinal (Gutiérrez et al., 2013).

En la naturaleza, el destete en cerdos es un proceso gradual que finaliza entre las 10 y 12 semanas
de edad, y que coincide con la maduracién de los sistemas epiteliales, inmunes y nerviosos del
intestino. Sin embargo, en la produccion comercial de cerdos, el destete se realiza de manera abrupta
y ocurre entre los 14 y 30 dias de edad (Moeser et al., 2017). EI TGI de un lechén de 3-4 semanas
de vida, aln no esta desarrollado para digerir las fuentes de proteina, el almidén o la grasa de origen
no lactea; ademas, durante este periodo, el intestino presenta cambios indeseables, como son la
disminucién en la altura de las vellosidades, la baja expresién y actividad de enzimas-
transportadores, y el aumento en la permeabilidad intestinal (Flis et al., 2017). El epitelio intestinal
sirve como una barrera fisica dindmica, la cual bajo condiciones normales regula la absorcion de
nutrientes, iones y agua, mientras previene la entrada de compuestos patdgenos a la mucosa intestinal
y a la circulacion sistémica a través de la secrecion de mucinas y péptidos de defensa (principalmente
beta-defensinas) (Ciro et al., 2015). Durante el periodo del destete, esta barrera puede ser afectada
por ciertas circunstancias ambientales, fisiopatoldgicas o sanitarias (infecciones bacterianas o
virales), permitiendo el acceso de organismos patdgenos (principalmente bacterias) y endotoxinas
desde el TGI a la circulacién sistémica (Jacobi et al., 2013). Todos los factores anteriores pueden
influir en la digestibilidad y absorcion de los nutrientes, comprometer el rendimiento del crecimiento

de los lechones y aumentar la incidencia de episodios de diarrea posdestete, siendo este tltimo factor
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una de las causas mas comunes de morbilidad y mortalidad para los lechones destetados (Ciro et al.,
2016; Long et al., 2017).

El destete temprano (21 dias de edad 0 menos) podria acortar el ciclo entre partos de las cerdasy
reducir la transferencia de patdgenos de la cerda a las crias, que deprimen el crecimiento de los
lechones; ademas, el nimero de nacimientos por afio es un indicador importante de la productividad
de la cerday estéa relacionado con la duracién de la lactancia (ciclo entre partos). El destete temprano
de los lechones reduce el potencial de transmision vertical de patdgenos y, por tanto, la industria
porcina lo esta adoptando ampliamente (Garcia et al., 2016). Sin embargo, el destete precoz bajo
condiciones comerciales provoca estrés en los lechones y esta asociado con cambios marcados en la

fisiologia, microbiologia e inmunologia del TGI (Garcia et al., 2016).

1.3. Integridad intestinal

El epitelio intestinal desempefia un papel importante en la digestién y absorcién de nutrientes y actla
como una barrera entre los ambientes interno y externo (Alhenaky et al., 2017). Esta “barrera”
epitelial estd protegida externamente por una capa de agua y una de moco, e internamente por las
uniones estrechas entre los enterocitos (Kim et al., 2012). El intestino delgado es responsable de
aproximadamente el 90% de la absorcién de energia total de la dieta, proceso que es facilitado por
la gran superficie de su mucosa. La capacidad adecuada de absorcion depende del mantenimiento de
la integridad de la mucosa que se ve constantemente desafiada por su exposicion al medio luminal,
incluida la microbiota. Los mecanismos que contribuyen a esta integridad de la mucosa incluyen la
produccién de péptidos antimicrobianos, una barrera de mucina fisica y anticuerpos de la mucosa
(Ermund et al., 2013).

La integridad de la barrera del epitelio intestinal tiene varios componentes, principalmente las
interacciones proteina-proteina (estructurales) entre las células del epitelio y los componentes de la
superficie de la mucosa que lubrican y sirven como un tamiz bioldgico para bloquear el material

extrafio y permite la absorcion de los nutrientes (Curry et al., 2017).

1.3.1. Expresion de proteinas intestinales

Durante el destete los lechones experimentan un cambio dramético en la composicion, formay como

se les ofrece la nueva dieta. posteriormente, su dieta es predominantemente de origen vegetal y se
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ofrece en forma seca-sélida a voluntad (Campbell et al., 2013; Pluske, 2016). El tamafio de la camada
ha aumentado en los dltimos afios (de 0.25 a 0.5 lechones por afio, dependiendo del manejo, la raza
o linea, y la estrategia de mejoramiento genético) (Rutherford et al, 2013), lo que ha llevado a una
reduccion en el peso de los lechones al nacer (Douglas et al., 2014). En consecuencia, el TGI del
cerdo recién destetado esta poco desarrollado (baja capacidad de secrecion de enzimas) con un
sistema inmunolégico inmaduro (Inoue et al., 2015). Debido a esto, el consumo de alimento es
normalmente muy bajo en las primeras 48-72 horas posdestete, siendo uno de los factores estresantes
gue pueden afectar los pardmetros y funciones de la integridad intestinal (Pluske, 2016). La digestion
en el TGI es el resultado de la actividad de las enzimas endogenas presentes en la saliva (a-amilasa),
secreciones gastricas (HCI y pepsina) y jugo pancreatico (amilasa, lipasa, tripsina, quimotripsina),
asi como de las enzimas (disacaridasas principalmente) del borde de cepillo (principalmente maltasa,
sacarasa y lactasa durante el periodo de lactancia), después de lo cual puede ocurrir la absorcién de
nutrientes a través de la mucosa gastrointestinal (Opapeju et al., 2009), gracias a una variedad de
transportadores (SGLT-1 y GLUT-1/2) de nutrientes (glucosa), mientras que al mismo tiempo
facilita el movimiento de agua a través de transportadores de electrolitos, canales y bombas (Moeser
et al., 2017). Sin embargo, los trastornos intestinales después del destete resultan en una marcada
disminucion en la secrecion de todas las enzimas pancreédticas e intestinales (Torres-Pitarch et al.,
2017), lo cual puede provocar una disminucion en la expresion (RNAm) de enzimas digestivas y
transportadores de nutrientes en el intestino y, a su vez, puede disminuir la eficiencia de la

alimentacion y el peso corporal en animales de produccién (Su et al., 2015).

Una definicion funcional de salud intestinal fue dada por Kogut y Arsenault (2016), como la
"ausencia/prevencion de enfermedad para que el animal pueda realizar sus funciones fisioldgicas y
resistir los factores estresantes exdgenos y endégenos". El bajo consumo de alimento después del
destete significa: ausencia de nutrientes luminales, y cambios en la estructura y funcién del TGI
causados por los factores estresantes y desafios sanitarios asociados con este (Celi et al., 2017,
Jayaraman y Nyachoti, 2017). Estos factores no solo causan cambios estructurales y funcionales en
el intestino, sino que también contribuyen a un intestino en estado inflamatorio que, a su vez,
compromete la funcién de arquitectura (expresion de proteinas: vilina, principalmente) (Ciro, 2016),
de barrera intestinal (expresion de proteinas: claudina(s), ocludina, zénula ocludens) (Moeser et al.,
2017) y de defensa (expresion de proteinas: citoquinas) (Al-Sadi et al., 2009). La importancia de las
proteinas de barrera radica en la funcion de filtracion del epitelio, ademas de establecer la polaridad
epitelial, manteniendo los gradientes de Na* apicales necesarios para un eficiente transporte de

nutrientes (glucosa, aminoéacidos) y agua (Moeser et al., 2017). Por su parte, las citoquinas son
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moléculas de origen proteico, proinflamatorias y antiinflamatorias, que participan en los procesos
inflamatorios para ayudar a mantener la homedstasis y proteger al organismo de posibles agentes

patogenos (Taverniti et al., 2014)

1.4. Microbiota intestinal

La microbiota intestinal es especialmente importante en periodos como el destete, cuando el animal
todavia tiene un sistema inmune inmaduro y depende de ciertos compuestos en la leche de la cerda
para prevenir el crecimiento de patégenos oportunistas (Garcia et al., 2016). Los trastornos
posdestete en cerdos resultan en grandes cambios en la microbiota entérica adaptada: mientras que
las poblaciones de Lactobacillus y Streptococus se mantienen estables y abundantes antes del
destete, su cantidad disminuye después del destete, donde se presenta un aumento en el nimero de
enterobacterias (Garcia et al., 2016). Los lactobacilos y las enterobacterias se han seleccionado
tradicionalmente como grupos microbianos con un significado especifico para la salud intestinal; es
decir, que la presencia de lactobacilos en el TGI de los cerdos en cantidades adecuadas es beneficiosa
para el animal. Por otra parte, en el intestino existen algunas especies patobiontes como
Escherichia/Shigella (enterobacteria), entendido esto como habitantes normales del intestino sin
efectos nocivos, pero que, ante factores estresantes como el destete, se convierten en patdgenos
oportunistas (Mach et al., 2015). Dicho cambio en la microbiota intestinal puede ser explicado por
el abrupto cambio en la alimentacion del lechén, pasando de leche materna a la alimentacion sélida,
asi como el estrés social y ambiental (mezcla con lechones de otras camadas y cambio de
instalaciones, respectivamente). Estas modificaciones dan como resultado la alteracion de la
composicion de la microbiota y la inflamacion intestinal que puede conducir a la expansion de
patgenos entéricos y diarrea posdestete (Gresse et al., 2017). Esta alteracién microbiana es conocida
como “disbiosis” y se define como un desbalance de la microbiota intestinal identificado por una
marcada disminucién de bacterias anaerdbicas obligadas, como miembros de las clases Clostridia y
Bacteroidia, y un aumento relativo de bacterias anaerobias facultativas, como los miembros de

Enterobacteriaceae (Winter et al., 2013).

La microbiota gastrointestinal es un ecosistema enorme y dinamico, que no solo forma una barrera
en contra de los patdgenos, sino que, ademas juega multiples funciones en la morfologia intestinal,
desarrollo de la inmunidad, la digestioén y la modulacién de la expresion génica del hospedador (Zhao

et al., 2015). Por esto, la microbiota intestinal del cerdo se compone de un nimero grande y diverso
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de microorganismos que contribuyen a la salud del animal (Holman y Chenier, 2014). De otra
manera, la microbiota ayuda a una rapida maduracion del sistema inmune, inicialmente activando
las funciones inmunitarias innatas, seguidas por el desarrollo del sistema inmune adaptativo. En
animales sanos, estos procesos conducen a un estado de homeostasis de la mucosa que se adapta a
la microbiota intestinal presente (Belkaid and Hand, 2014).

La microbiota intestinal ejerce importantes funciones bioldgicas para el hospedero, aumentando la
tasa de crecimiento y desarrollo del TGI, la produccién de metabolitos y vitaminas que serén
aprovechados por el mismo intestino u otros érganos en su metabolismo (Jeffery and O’Toole, 2013).
La actividad fermentativa de la microbiota intestinal resulta en la produccion de &cidos grasos de
cadena corta: los principales sustratos energéticos de los colonocitos (Ochoa, 2013). Ademas, la
microbiota intestinal representa un compromiso entre la funcionalidad de barrera, la sintesis de
nutrientes, la expresion de proteinas y el aprovechamiento de la energia de los alimentos (Celi et al.,
2017). En definitiva, la microbiota intestinal proporciona un apoyo critico para el hospedero con
respecto a la utilizacion de los nutrientes del alimento, el recubrimiento del intestino con una
microbiota beneficiosa para excluir fisicamente los patdgenos, la produccion de compuestos
antimicrobianos naturales, mantenimiento de la funcién de barrera intestinal y promocién de la
respuesta antiinflamatoria. Por tanto, la composicién de la microbiota tiene un impacto significativo
en la salud intestinal, la utilizacion de nutrientes en la dieta y la salud sistémica del cerdo (Liao and
Nyachoti, 2017).

Dentro de los procedimientos utilizados para prevenir enfermedades intestinales, se encuentra el
suministro de antibiéticos. A pesar de que la utilizacion de estos productos asegura el control de
infecciones bacterianas (Allen et al., 2013), los antibidticos crean un ambiente de inestabilidad por
la disminucion de la poblacién de bacterias totales y comensales, abriendo la puerta para la

sobrepoblacion de bacterias patdgenas (Claesson et al., 2011).

1.5. Antibioticos como promotores de crecimiento (APC)

en porcicultura

Los antibidticos en porcinos se pueden utilizar como profilacticos (tratamiento de animales sanos
para evitar la enfermedad en la poblacion), lo cual se debe evitar, ya que en algunos casos implica
un uso rutinario en grandes poblaciones de animales sanos (Fraile, 2017). Por ende, el uso pecuario

debe limitarse al tratamiento de animales infectados, no a la promocién del crecimiento. Por tanto,
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la vigilancia del uso de antibidticos y la resistencia necesita mejoras significativas para permitir una
administracion antimicrobiana efectiva (MacGowan and Macnaughton, 2017). Debido a la
resistencia bacteriana que genera el uso de antibi6ticos como promotores de crecimiento en animales
para consumo humano, en 2006 (regulation [EC] no. 1831/2003) la Union Europea prohibié el uso

de antibidticos como promotores de crecimiento en la produccién animal.

Los antibidticos han sido usados desde 1950 como promotores de crecimiento en la produccién
pecuaria para incrementar la tasa de crecimiento y la eficiencia de los alimentos en la alimentacion
animal; asi como para prevenir y tratar enfermedades (Holman y Chénier, 2014). Actualmente se ha
creado controversia acerca del uso de cantidades subterapelticas de dichos antibi6ticos en la
produccién porcina intensiva, debido a que se han considerado como factores de transmision de
resistencias a los microorganismos contra antibi6ticos utilizados en medicina humana (Mehndiratta
y Bhalla, 2014). Se conoce que la resistencia adquirida, es aquella en que el antibacteriano selecciona
entre microorganismos susceptibles y resistentes. Esta resistencia es parte constitutiva de la bacteria,
impidiendo que los antibi6ticos encuentren el receptor adecuado para fijarse y ejercer su efecto (GIA,
2008). La resistencia a los antibioticos en bacterias patégenas puede definirse microbioldgica o
clinicamente. La resistencia microbioldgica es la presencia de un mecanismo de resistencia
determinado genéticamente (adquirido o mutado), que clasifica al patdgeno como resistente o
susceptible de acuerdo con una prueba de laboratorio fenotipica. La resistencia clinica es un nivel de
actividad antimicrobiana que se correlaciona con la probabilidad de fracaso terapéutico (MacGowan,
2008).

Durante las Gltimas décadas el uso industrial de estos antibioticos se ha traducido en un aumento en
el nimero y tipos de microorganismos resistentes a los farmacos (Mehndiratta y Bhalla, 2014). Entre
las consecuencias de este uso indiscriminado esta la imposibilidad de tratar las infecciones de forma
acertada, lo que provoca enfermedades mas graves o prolongadas, muertes, pérdidas econdémicas en
la produccién y consecuencias negativas para los medios de subsistencia y la seguridad alimentaria.
Los efectos indirectos de la resistencia a los antimicrobianos comprenden un aumento de los costos
de tratamiento y atencion sanitaria; ademas de disminuir las economias de &mbito nacional y mundial
(OMS, 2014). Segun la FAO (2016), la resistencia a los antimicrobianos supone 10 millones de
pérdidas humanas al afio. Las especies de particular preocupacién son los ‘patégenos ESKAPE'
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,

Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.) que son especialmente relevantes para infecciones
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nosocomiales; asi como otras Enterobacteriaceae (por ejemplo, E. coli), Mycobacterium tuberculosis
y Neisseria gonorrhoeae (MacGowan and Macnaughton, 2017).

La prohibicion de los APC debe entenderse dentro de un nuevo contexto de inocuidad alimentaria,
en donde se debe proporcionar seguridad no solo desde el punto de vista del consumidor, sino ademés
desde el conjunto de la sociedad (Allen et al., 2013). Por lo anterior, se ha generado un alto interés
por parte de los productores de obtener un producto final de alto valor nutricional (sin disminuir los
pardmetros zootécnicos) a través de aditivos que sean beneficiosos para la salud animal al prevenir
enfermedades (Huguet et al., 2006), y que, ademas, intervengan favorablemente en procesos como
la digestion, metabolismo y el control de bacterias patégenas. En las ultimas dos décadas, una gran
cantidad de investigaciones se han centrado en el desarrollo de alternativas a los antibiéticos para
mantener la salud y el rendimiento de los cerdos y que, a su vez, no afecten la salud humana. Las
alternativas mas ampliamente investigadas con fines antimicrobianos para sustituir o reemplazar
parcialmente los APC, incluyen probidticos (Gutiérrez LA et al., 2013; Herrera, 2015), acidificantes
(Mocherla y Ramana, 2015) y extractos de plantas (Cho y Kim, 2015); estrategias nutricionales que
incluyen la utilizacion de antimicrobianos de origen natural que mejoran el funcionamiento intestinal
y que aportan beneficios a la salud del animal. Su modo de accion ha sido estudiado en la actualidad,
como probidticos que mejoran el equilibrio microbiano intestinal (Gutiérrez et al., 2013); acidos
organicos y sus sales que acidifican el pH del tracto grastrointestinal (TGI) (Mocherla and Ramana,
2015); y aceites esenciales que mejoran el crecimiento y digestibilidad de los nutrientes, y

disminuyen pH en el intestino de cerdos destetados (Madrid, 2015).

1.6. Aditivos antimicrobianos naturales

1.6.1. Probidticos

La palabra probidtico fue acufiada por Kollath (1953), y es derivada del lenguaje griego que significa
“para la vida” (Vijaya et al., 2015). Los cultivos probidticos han estado con la humanidad desde que
las personas comenzaron a consumir leche y alimentos fermentados. Sin embargo, sus efectos
benéficos para la salud fueron descubiertos sélo después de que Metchnikoff indic6 que la
microbiota intestinal tuvo efectos sobre la salud, y la llamd "autointoxicacion”. Esto, haciendo
referencia al consumo voluntario de microorganismos “extraios” que podian modificar la salud.
Ademas, sugirié que la ingestion de leches fermentadas mejora la salud intestinal (Vijaya et al.,

2015). En 2001, una consulta de expertos cientificos internacionales que trabajan para la
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Organizacion para la Agriculturay la Alimentacion de las Naciones Unidas (FAO) y la OMS, debatio
el entonces emergente campo de los probidticos. Uno de los resultados fue la adaptacién de la
definicion de los probidticos a lo siguiente: "microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud del hospedero” (Ferreira et al., 2011; Hill
etal., 2014).

En 2013, la Organizacion Mundial de Gastroenterologia confirmé que la eficacia de los probioticos
es especifica de la cepa y de la dosis. Actualmente, hay tres categorias amplias de probiéticos: (1)
sin reclamos de salud, (2) complementos alimenticios con un reclamo de salud especifico y (3)
considerados un farmaco probidtico (Hill et al., 2014). Ademas, se propuso que los probioticos
pueden tener diversos efectos biologicos y deben tratarse como medicamentos antes de que puedan
ser aprobados (Angelakis et al., 2013). Los probidticos pueden ser estimulantes de la mucosa inmune
del intestino, aumentar la proteccién contra las toxinas creadas por bacterias patdgenas, inhibir el
crecimiento y la diseminacion de los microorganismos patdgenos, y aumentar el crecimiento y el
consumo de alimento (Nagid et al., 2015). El uso de probiéticos en la produccién animal ha
aumentado considerablemente debido a los beneficios que genera en el hospedero, especialmente en
intestino, como promover la produccién y secrecion de proteinas intestinales relacionadas con la
digestion (Londofio, 2015) y proteccion (Ciro, 2016). Las tendencias actuales en los sistemas
productivos de animales postulan los probi6ticos como una buena alternativa de reemplazo a los
APC. Ademés, el uso de probidticos en la alimentacion animal es una de las formas de generar
produccion limpia y desarrollo competitivo a gran escala, sin efectos colaterales en el animal ni en

sus productos, y con la ventaja de ser absolutamente naturales (Gutiérrez LA et al., 2013).

El uso de probidticos en la alimentacion porcina ha demostrado estimular la digestion y mejorar el
equilibrio microbiano intestinal (Gutiérrez-Ramirez et al., 2015), manifestando capacidades
estimulantes en la secrecién de algunas enzimas enddgenas (aminopeptidasas y disacaridasas) por lo
gue se cree que tienen efectos beneficiosos en los animales, representando un aumento en la tasa de
crecimiento (Kim and Isaacson, 2015). Ademas, su implementacion puede mejorar la funcién
digestiva, a través del desarrollo y la funcionalidad de las vellosidades intestinales, disminuyendo el
estrés derivado de los cambios en la dieta, de la presentacién (sélida) y el origen de las materias
primas (vegetal), los cuales favorecen el crecimiento desmedido de patdgenos (Reyes et al., 2012).
Finalmente, podriamos concluir que los probioticos pueden incidir positivamente en el estrés
generado por el periodo de destete (Ayala et al., 2014), mediante la produccion de sustancias

antimicrobianas, la inhibicion de enfermedades digestivas y/o un equilibrio beneficioso en la
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microbiota intestinal (Kim and Isaacson, 2015). Un buen agente probi6tico debe ser no patdégeno y
no toxico, debe tolerar el &cido géstrico, debe adherirse al tejido epitelial intestinal y debe producir
sustancias antibacterianas. Ademas, debe persistir y resistir durante cortos periodos en el TGI
(Angelakis, 2017). Tradicionalmente, la seleccion de los probidticos se ha realizado con base en
fenotipos de resistencia al estrés, garantizando su supervivencia a través del tracto gastrointestinal y
la persistencia en el intestino. Los principales criterios son los recomendados por la OMS, como la
resistencia al estrés asociada al hospedero, la capacidad de adhesion del epitelio y la actividad

antimicrobiana (de Melo Pereira et al., 2018).

Los microorganismos utilizados como probi6ticos en la alimentacion animal son principalmente
cepas de bacterias gram-positivas pertenecientes a los tipos Bacillus (B. cereus var. Toyoi, B.
licheniformis, B. subtilis), Enterococcus (E. faecium), Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L.
farciminis, L. plantarum, L. rhamnosus), Pediococcus (P. acidilactici), y Streptococcus (S.
infantarius). Otros probiédticos incluyen hongos, como las cepas de levadura que pertenecen a la
especie Saccharomyces cerevisiae (Gaggia et al., 2010). Los Lactobacilos, se encuentran en
alimentos como el yogurt, y se usan cominmente como probiéticos. Son bacterias que producen
acido lactico y tienen la capacidad de producir bacteriocinas antimicrobianas que pueden ayudar a
alcanzar un equilibrio en la composicion de la microbiota intestinal (Riboulet et al., 2012). Los
Bifidobacterium son bacterias heterofermentativas y anaerdbicas, que han sido reportados como
probidticos, debido a sus diversos efectos benéficos al hospedero y son ampliamente utilizados en
yogures, leche, queso y otros productos lacteos (Russell et al., 2011). Bacillus subtilis se conoce
como un probidtico anaerobio facultativo, y tiene como ventaja la alta resistencia de sus esporas al
ambiente hostil y al almacenamiento a largo plazo a temperatura ambiente (Hu et al., 2014). Estudios
previos han informado que la suplementacion dietética con B. subtilis podria tener algunos efectos
beneficiosos sobre la digestibilidad y la microbiota intestinal, mejorando asi el rendimiento del
crecimiento de los animales (Aliakbarpour et al., 2012; Kim et al., 2012; Sen et al. 2012; Zhang et
al., 2012; Tsukahara et al., 2013).

1.6.2. Aceites esenciales

Los extractos de plantas, especialmente los aceites esenciales (AE), son una nueva clase de aditivos
para alimentos. Por tal motivo en los Gltimos afios, los AE han atraido una atencién creciente de las
industrias avicolas y porcinas (Zeng, et al., 2015). Los extractos de plantas se definen como

compuestos derivados de hierbas que se incorporan a las dietas de los animales con el fin de
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promover el rendimiento del crecimiento y la calidad de los productos derivados de estos. Se
clasifican de acuerdo con sus origenes y procesos: extractos, especias, aceites esenciales
(compuestos lipofilicos extraidos por destilacion al vapor de las hierbas molidas) y oleorresinas

(compuestos extraidos por solventes no acuosos) (Costa, 2013).

Se ha demostrado la existencia de un efecto sinérgico entre los principios activos primarios y
secundarios de extractos de plantas. Por ejemplo, en orégano, el carvacrol estd presente en una
concentracién alta (principio activo primario) y el timol en una concentracién mas baja (principio
activo secundario). Los componentes secundarios, que son principios activos que se encuentran en
pequefias concentraciones, actian como potenciadores de los compuestos primarios (Costa, 2011).
Por otra parte, segin Madrid (2015) los principales efectos del aceite esencial de orégano (AEQO) en
la alimentacion animal, pueden darse sobre morfologia intestinal, actividad antioxidante y
parametros productivos e inmunoldgicos. Ademas, Ramirez et al. (2009) observaron una correlacion
entre la concentracion de los aceites de Lippia origanoides (orégano) y los porcentajes de inhibicion
de la bacteria E. coli resistente a amoxacilina, lo cual lo convierte en un potencial candidato para

controlar infecciones producidas por este microorganismo.

Una posible mejora en la capacidad digestiva del intestino delgado se considera como un efecto
indirecto de los extractos de plantas a través de la estabilizacién de la microbiota intestinal. Un
aumento en la digestibilidad pre-cecal reduce el flujo de material fermentable en el intestino y reduce
el crecimiento microbiano post-ileal y la excrecion de masa bacteriana en las heces. Esta observacion
respalda la hip6tesis de que los extractos de hierbas deberian estabilizar las funciones digestivas (Li
etal., 2012).

1.6.3. Acidos organicos

Los acidos organicos (AO), caracterizados como acidos de cadena corta, estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza como componentes naturales de hierbas y tejidos de animales. Algunos
pueden ser formados por la fermentacién de carbohidratos predominantemente en el intestino grueso,
y otros en el metabolismo intermedio, es decir en las vias metabdlicas que sirven para la sintesis,
degradacion y conversion de energia (Costa et al., 2013). Ademas, pueden ser bacteriostaticos y
bactericidas; sin embargo, la accién depende de los niveles de inclusion. Por ende, podria tener la
capacidad de acabar con las bacterias objetivo (patobiontes, para nuestro caso), o podria reducir o

detener el metabolismo bacteriano, inhibiendo el crecimiento de las bacterias vivas. EI modo de
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accion bacteriostatico primario contra muchas especies microbianas se produce mediante la
acidificacion del pH de la dieta. El cido acético, formico y propidnico pueden tener un efecto directo
en las bacterias gram-negativas, impidiendo la replicacion del ADN. El &cido férmico puede
disminuir la colonizacién de enterobacterias en la parte inferior del TGI de los cerdos (Stensland, et
al., 2015). Ademas, la acidificacion del pH en el TGl aumenta la actividad de las enzimas digestivas
(pepsina que mejora la utilizacion de la proteina) (Mocherla and Ramana, 2015). Cuando el 4cido
no se disocia, se puede difundir libremente a través de la membrana plasmatica microbiana y llegar
al citoplasma. Una vez dentro de la célula, donde el pH se mantiene cerca de 7, el &cido se disocia
en iones y protones, acidificando el pH citoplasmatico y causando la muerte celular mediante la
inhibicién de las reacciones enzimaticas y la desnaturalizacion de las proteinas y ADN (Costa et al.,
2013); esto es considerado como efecto bactericida en la microbiota intestinal. Por lo anterior, los
acidos organicos en lechones destetados pueden controlar las diarreas posdestete y potenciar el
rendimiento productivo (De Busser et al., 2011). Otra de las ventajas que tienen los &cidos organicos
es que pueden ser efectivamente adicionados junto con otros aditivos en el alimento (Mocherla and
Ramana, 2015).
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2. Capitulo 2. Objetivos

2.1. General

Evaluar el efecto de la adicion de diferentes compuestos antimicrobianos sobre la dinamica de la
microbiota y la expresion de proteinas intestinales, de cerdos destetados a diferentes edades.

2.2. Especificos

Evaluar en cerdos destetados a dos edades, la adicion en el alimento de diferentes compuestos
antimicrobianos (antibidtico, probidtico, aceite esencial o &cidos organicos) sobre:

Pardmetros zootécnicos (ganancia diaria de peso, indice de conversion alimenticia y

mortalidad)

e Laexpresion molecular (ARNmM) de proteinas digestivas (Maltasa-Glucoamilasa y
Sacarasa-lsomaltasa), transporte (SGLT-1, GLUT 2y GLUT 5) y barrera (zonula

ocludens, ocludina, claudina 1 y claudina 4)

e Laexpresion (ARNm) intestinal de citoquinas (Interleuquina 8, Interleuquina 18, Factor de
necrosis tumoral a, Interferon y e Interleuquina 10) intestinales como indicador de

inflamacion

e Ladinamica de la microbiota intestinal (caracterizacion molecular de algunas familias

bacterianas: Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria, y sus géneros dominantes)

2.3. Hipotesis

La adicion de probidtico, aceite esencial y acidos organicos modifica la dinamica de la microbiota
y la expresion de proteinas intestinales, mejorando los pardmetros productivos en cerdos destetados

a diferentes edades.
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3. Capitulo 3: Evaluacion de parametros
zootécnicos en cerdos suplementados con
antimicrobianos alimenticios y destetados a dos

edades.

3.1. Introduccién

Los lechones estan expuestos a varias condiciones estresantes durante el periodo del destete, dentro
de las cuales se encuentran principalmente los cambios en la composicion de la dieta, estrés
ambiental y desafios bacterianos intestinales (Zhou et al., 2012). Esto es especialmente critico en los
sistemas modernos de produccion de cerdos, en los cuales los lechones son destetados alrededor de
los 21 dias de edad o menos (Yang et al., 2016). Modificaciones en la composicion de la dieta, se
asocian con una baja ingesta de alimento y agua, lo que provoca un periodo de ayuno de 24 a 48
horas, y por tanto, una tasa de crecimiento transitoriamente reducida (Lallés et al., 2007; Sutherland
et al., 2014). Se ha demostrado que la anorexia al destete contribuye a la inflamacidn en el intestino
delgado del lech6n (McCracken et al., 1999), causado por una alteracion en la composicion de la
microbiota intestinal que puede conducir a la expansion de patdégenos entéricos responsables de la
disfunciodn de la barrera intestinal, trastornos digestivos y diarrea posdestete (Gresse et al., 2017).
Estos eventos son altamente perjudiciales durante este periodo (Begum, Hossain, and Kim, 2016;
Kim et al., 2012), ya que traen como consecuencia la ineficiencia en los procesos de digestion-
absorcion de nutrientes, el aumento en la presentacién de episodios de diarrea y, por ende, la
reduccion de la tasa de crecimiento en la primera semana posdestete (Parra et al., 2011; Gresse et
al., 2017).

Los antibidticos se han utilizado como aditivos en alimentos para la eliminacién o reduccion de
bacterias patogenas intestinales y como promotores del crecimiento (APC) en la produccién animal
(Heo et al., 2013), desempefiando un papel importante en el crecimiento y desarrollo de la industria
porcina por mas de 50 afios. La adicion de antibidticos ha demostrado eficiencia en la tasa de

crecimiento, la utilizacion del alimento y disminucion en la mortalidad por enfermedades clinicas
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(Thacker, 2013). Las preocupaciones sobre los residuos de antibioticos en los productos de origen
animal y el desarrollo de resistencia bacteriana a los antibiodticos han llevado a la prohibicion de los
APC (Begum et al., 2015).

La prohibicidn total en la UE del uso de APC en la alimentacion animal entro en vigor el 1 de enero
de 2006 (European Commission, 2005). Por su parte, la Administracién de Drogas y Alimentos de
los EE. UU. (FDA) publico la Guia 152, en el afio 2003, que formulé recomendaciones sobre la
mejor forma de desarrollar nuevos medicamentos para animales con respecto a los posibles impactos
en la salud humana (FDA, 2003). En 2010, la FDA lanzo la Guia 209, que sugeria limitar el uso de
antibidticos que son médicamente importantes para los humanos (FDA, 2012). El 11 de diciembre
de 2013, la FDA lanzé la Guia 213, que inici6 un proceso de transicion de 3 afios para completar su
estrategia de antibidticos en alimentos y animales (FDA, 2013). Esta guia elimina el estado de venta
sin receta de estos medicamentos y aumenta la supervisién veterinaria para el uso terapéutico en la
granja al exigir una directiva de alimentacion veterinaria (VFD) para aplicaciones de alimentacién y
una receta para tratamientos de agua. El 1 de enero de 2017, esta nueva regulacion entr6 en vigor en
los EE. UU. (NPB, 2015). Lo anterior, ha estimulado la investigacion para encontrar y/o desarrollar
productos de origen natural que promuevan el crecimiento, ya que para compensar la prohibicion
del uso de APC’s en cerdos, son necesarios cambios en las estrategias nutricionales de la produccion
(Begum et al., 2015). En las ultimas dos décadas, una gran cantidad de las investigaciones se han
centrado en el desarrollo de alternativas nutricionales para reemplazar (o sustituir parcialmente) a

los antibidticos para mantener o mejorar la salud y el rendimiento de los cerdos.

Las alternativas mas ampliamente investigadas incluyen probiéticos (FAO / OMS, 2001; Gutiérrez
et al., 2013); acidificantes (Papatsiros et al., 2012; Suiryanrayna and Ramana, 2015); y extractos de
plantas (Cho and Kim, 2015; Madrid et al., 2018). Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
evaluar los pardmetros zootécnicos en cerdos adicionados con diferentes antimicrobianos en el

alimento, y destetados a dos edades diferentes

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Consideraciones éticas

Esta investigacion estuvo avalada por el Comité de Etica en la Experimentacion Animal de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (CEMED 012 del 04 de mayo de 2016). Todas
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las practicas experimentales fueron llevadas siguiendo las guias propuestas por “The International

Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals” (ICLAS, 2012).

3.2.2. Localizacioén

El trabajo de campo se realiz6 en la Estacion Agraria San Pablo, perteneciente a la Universidad
Nacional de Colombia, sede Medellin, localizada en el departamento de Antioquia, municipio de
Rionegro, en la vereda El Tablacito. El sistema de produccion se localiza a una altitud aproximada
de 2.100 msnm, zona de vida bosque muy humedo Montano bajo (bmh-MB), con una temperatura
entre 12 — 18 °C, una precipitacion anual de 2.280 mm y una humedad relativa de 75 %.

3.2.3. Animales

Se utilizaron 150 lechones (machos) cruce terminal comercial, de los cuales la mitad (75 animales)
fueron destetados a los 28 dias de edad con peso aproximado de 7.8 £ 0.4 kg, y el resto fueron
destetados a los 21 dias de edad con peso aproximado de 5.6 + 0.3 kg. Todos los animales fueron
alojados en corrales en grupos de 5. El alimento y agua se ofrecio a voluntad durante 30 dias (etapa
de precebo), y se llevé a cabo el registro del consumo de alimento de los diferentes grupos. Durante

la lactancia no se les suministrd alimento sélido y ningun tipo de antibi6tico a los lechones.

3.2.4. Manejo Sanitario

Para el recibimiento de los lechones, se realiz6 lavado, limpieza y desinfeccion de los corrales de
precebo, cortinas, comederos y bebederos; ademas, se hizo el control de roedores e insectos con
productos obtenidos en casas comerciales. Los lechones llegaron de lactancia con el plan de

vacunacion del sistema de produccion establecido (Patifio, 2018).

3.2.5. Instalaciones y equipos

Los cerdos fueron alojados en corrales levantados del piso (1.2 x 2.3 m), con piso de malla metalica.
Los primeros 15 dias del experimento se mantuvieron instaladas lechoneras de madera en los
corrales, que posteriormente se retiraron; ademas, se suministré calor por medio de gas producido
por biodigestor para garantizar una temperatura promedio de 26 °C, controlandose la temperatura

con cortinas (Patifio, 2018).
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3.2.6. Dietas

Los animales fueron alimentados con uno de dos alimentos: 1) alimento balanceado comercial con
antibidtico y 2) sin la adicion de antibidtico; a este ultimo, se adicionaron de manera independiente
los diferentes agentes antimicrobianos, estableciendo las diferentes dietas evaluadas en la

investigacion. Asi:

e Dieta 1 (Dieta Control [DC]): Alimento balanceado comercial sin antimicrobiano.

e Dieta 2 (D2): DC con la adicién de antibiético como promotor de crecimiento (APC)
(Bacitracina de Zinc) (350 ppm).

e Dieta 3 (D3): DC con la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento.
108 UFC).

e Dieta4 (D4): DC con la adicién de aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) (AEO)
(150 ppm).

e Dieta5 (D5): DC con la adicion acido organico (AO), mezcla de acidos: citrico, fumaérico,

benzoico, sérbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm).

Se elabor6 un alimento balanceado comercial (Dieta Control-DC, Tabla 1) que cumplia con los
requerimientos minimos nutricionales correspondiente a la etapa y que no fue modificado durante el
periodo de experimentacion. El alimento utilizado en el estudio estuvo libre de antibiéticos (excepto

la dieta D2, donde se utilizd Bacitracina de Zinc como APC, como se realiza a nivel comercial).
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Tabla 1. Composicion nutricional del alimento balanceado comercial sin adicion de

antimicrobiano

Composicion proximal Porcentaje
Maiz extruido 62.53 %
Torta de soya 19.85%
Concentrado proteico soya 7.98 %
Aceite de palma 4.5 %
Fosfato monodicélcico 21 % |1.14 %
Carbonato de calcio 0.98 %
Sal de mar 0.36 %
Lisina HCI 0.39 %
Metionina 0.3%
Treonina 0.15%
Tript6fano 0.05 %
Myco ad 0.25 %
Luctarom starter 0.08 %
Flavid ed 0.025 %
Hemoglobina 1.00 %
Vitamix cerdos S90 0.4%

3.2.7. Variables clinicas

Se determind la temperatura rectal diariamente durante 15 dias; se midi6 en la mafiana con un
termémetro digital LD-00045 (LORD®), introducido durante 30 segundos hasta la estabilizacion de
la temperatura. Ademas, se realizaron observaciones durante 30 dias para determinar presencia de
diarreas. La consistencia de las heces se evalud por observacion y se realizé por dos evaluadores,
para lo cual se emple6 una escala, en la que se atribuyo calificaciones de 0 a 3. El valor 0 indica
heces normales, sin presencia de diarrea; el valor 1 describe una diarrea ligera, pastosa; el valor 2,

una diarrea moderada, semiliquida; y el valor 3 una diarrea severa, muy liquida. La calificacion
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diaria se sumo durante el periodo experimental y se calcul6 el indice de severidad de la diarrea
(Patifio et al., 2019). Este indice se expreso a partir de la siguiente ecuacion:

2CFd

Pe

ISD =

Donde:
ISD = indice de Severidad de Diarrea
CFd = Calificacion de la consistencia fecal diaria

Pe = Periodo experimental

La valoracion del ISD se expresa como el porcentaje (%) de lechones pertenecientes a una dieta,

gue presentaron eventos diarreicos dentro del grupo. Asi:

# lechones con diarrea Dn = 100

% lechones con diarrea = % de lechones total Dn

Donde;
D = Dieta

n = Numero de la dieta (de 1 a 5, segln corresponda)

3.2.8. Variables productivas

La coleccion de datos productivos para calcular los parametros zootécnicos fue tomada los dias 1y
30 posdestete. Se registro la cantidad de alimento ofrecido y rechazado para calcular consumo total

y peso corporal; ademas, se calculé la conversién alimenticia para estas mismas fechas.

e Ganancia Diaria de Peso (GDP): Explica cuanto ganan los animales diariamente

Peso promedio final — peso promedio inicial
Dias de muestreo

GDP =

e indice de Conversion Alimenticia (CA): Permite cuantificar cuantos kilogramos de
alimento necesita un animal para producir un kilogramo de carne

Consumo alimento

Conversion alimenticia = -
Ganancia peso

o Mortalidad: Muestra el porcentaje de cerdos muertos presentados durante el experimento
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) Numero cerdos muertos
Mortalidad = ( - — ) 00
Numero cerdos iniciales

3.2.9. Andlisis estadistico

Se realizo6 un disefio de bloques al azar (tres bloques) en un arreglo de parcelas divididas. Para la
conformacion de los blogues se tomd en consideracidn uno de tres modulos (cinco corrales*maodulo)
donde se realiz6 el experimento. Cada animal fue asignado a una de cinco dietas (cinco
animales*corral*dieta*maodulo) experimentales (D1 (Dieta Control [DC]): Alimento balanceado
comercial sin antimicrobiano; D2: DC con antibi6tico promotor de crecimiento (APC); D3: DC con
Bacillus subtilis; D4: DC con aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) (AEO); D5: DC con
acido organico (AQ)). En resumen, se aleatorizaron 15 lechones por dieta para cada edad al destete.
El andlisis estadistico se realizd segun el procedimiento Proc Mixed del programa SAS®. (SAS®,
2017). Las diferencias entre tratamientos y periodos fueron determinadas por LS means (media de
minimos cuadrados); ademas se utilizé una prueba de Duncan para detectar significancia (P<0.05)

entre las medias.

3.3. Resultados

Los cerdos que participaron de la evaluacion presentaron buen estado de salud, sin signos de
enfermedad que propiciara su retiro y/o sacrificio inmediato. Ademas, el consumo diario de alimento

de los lechones fue suficiente para que los animales presentaran buena condicién corporal.

En la tabla 2 se presentan los resultados de las variables clinicas evaluadas en cerdos que
consumieron dietas con y sin la adicion de diferentes agentes antimicrobianos durante 30 dias
posdestete. Para la variable temperatura, las dietas D1 y D2 no presentaron diferencia significativa
(P>0.05), pero mostraron valores mas altos en comparacion con las demas dietas (D3, D4 y D5)
(P<0.05). Esta tendencia se observé en lechones destetados a 21 y 28 dias de edad, pero la media
general entre animales destetados a dos edades diferentes no evidenci6 una diferencia estadistica
significativa (P> 0.05).

Para la variable ISD se encontr6 diferencia significativa (P<0.05) entre las dietas. La dieta D3
presentd los valores mas bajos en comparacion con D1 y D2, que tuvieron los valores mas altos,

tanto en los cerdos destetados a 21 dias como en los cerdos destetados a 28 dias de edad. Los cerdos
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destetados a los 28 dias presentaron un ISD mas bajo que los cerdos destetados a los 21 dias (como
media general) (P<0.05).

Tabla 2. Temperatura corporal y presentacion de eventos diarreicos (%) de la poblacién, en cerdos

que consumieron dietas con y sin adicion de agentes antimicrobianos en funcién de su edad al

destete.
Variable __Edad destete D1 D2 D3 D4 D5 | EEM
Dias | Media general
Temperatura (°C) 21 38.9 39.2C | 39.2¢Y | 38.7A | 38.88Y | 38.88B 0.0
28 38.8 39.1¢ | 39.06Z | 38.6A | 38.78¢Z | 38.88B
Indice Severidad 21 19.8" 25.4PY | 20.6%Y | 16.2AY 18.58Y 18.58
Diarrea (I1SD) (%) | 28 17.7¢ 24,082 | 21.4°Z | 11.1A%7 | 13.48Z | 19.0¢ 011

D1 (Dieta control [DC]): Alimento balanceado comercial sin antimicrobiano; D2: DC con antibiético como promotor de
crecimiento (APC); D3: DC con B. subtillis; D4: DC con Aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) (AEO); D5: DC
con Acidos organicos (AO). ABCDE Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente
diferentes (p < 0.05). ¥*Z Dentro de una misma columna medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes
(p < 0.05), dentro de cada variable de estudio. EEM: Error estandar de la media.

En la tabla 3 se presentan los resultados de los parametros zootécnicos evaluados en cerdos que
consumieron dietas con y sin la adicion de diferentes agentes antimicrobianos durante 30 dias
posdestete. Se puede observar, que los animales no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en el peso al inicio, dentro de la misma edad al destete, tanto para los lechones
destetados de manera temprana (21 dias) como para los destetados de manera tardia (28 dias). Por el
contrario, se evidencia diferencia estadisticamente significativa en el peso inicial entre las edades al
destete, presentando un mayor peso los animales sometidos al destete posterior. Para la variable
mortalidad no se present6 diferencia (P>0.05) en ninguna dieta, ya que durante todo el experimento

no hubo muerte por enfermedad de ningiin animal.

Como se muestra en la tabla 3, entre los animales destetados a la edad de 28 dias, los animales que
recibieron la dieta control presentaron los menores valores para las variables peso final y GDP. Por
su parte, los lechones pertenecientes al grupo D3 (DC + B. subtilis) presentaron los mayores pesos
finales y GDP (P<0.05) en comparacion con las demas dietas adicionadas con antimicrobianos. De
igual manera, dentro del grupo de animales que fueron destetados a los 21 dias de edad, los lechones
pertenecientes al grupo D3, presentaron los mejores resultados (P<0.05) en comparacién con las

demas dietas, incluyendo D2 (DC + Bacitracina de Zinc).
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Tabla 3. Parametros productivos en cerdos que consumieron dietas con y sin la adicion de agentes

antimicrobiano durante 30 dias posdestete, en funcién de su edad al destete.

Edad destete
Variable D1 D2 D3 D4 D5 EEM
Dias | Media general
Peso inicial 21 5.61Y 5.61 5.71 5.53 5.55 5.67 029
(Kg) 28 7.832 7.89 7.90 7.73 7.94 7.71 '
Peso final (PF) 21 18.02Y 16.43AY | 17.238Y | 19.56EY | 18.87PY | 18.03CY 007
(Kg) 28 20.572 19.02AZ | 19.788Z | 221387 | 21.620Z | 20.33¢Z |
Ganancia peso diaria | 21 4147 361AY | 384BY | 468EY | 444DY | 4120Y L3
(GDP) (g/dia) 28 4267 371AZ | 306BZ | 484EZ | 456DZ | 42167 '
Consumo alimento 21 2090Y 20.6A'Y 20.8B'Y 21.3E'Y 21.OD'Y 20.9C’Y 0 015
(Kg) 28 21.142 20.8AZ | 21.1BZ | 215PZ | 2120Z | 21.18Z |
y 21 1.70Y 1.90AY | 1.81BY | 1528Y | 1.58°Y | 1.69¢
Conversion de 0.005
alimento (CA) 28 1,672 1.87AZ | 1788Z | 1498Z | 155PZ | 167C
Mortalidad 21 0 0 0 0 0 0
(%) 28 0 0 0 0 0 0

D1 (Dieta control [DC]): Alimento balanceado comercial sin antimicrobiano; D2: DC con antibidtico como promotor de
crecimiento (APC); D3: DC con B. subtillis; D4: DC con Aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) (AEO); D5: DC
con Acidos organicos (AO). ABCPE Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente
diferentes (p < 0.05). Y2 Dentro de una misma columna medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes
(p < 0.05), dentro de cada variable de estudio. EEM: Error estandar de la media.

Finalmente, se presentd diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las variables
peso final y GDP, cuando se compar6 entre las edades al destete, evidenciando mayor GDP y peso
al final de la etapa para los lechones que fueron destetados de manera tardia (28 dias de edad). Por
su parte, la variable consumo de alimento, dentro de los animales sometidos al destete temprano,
obtuvo los mayores valores (P<0.05) en los animales que consumieron las dietas adicionadas con
antimicrobianos diferentes al antibidtico, en comparacién con los animales pertenecientesa DC y a
la dieta adicionada con APC. En el caso de los animales sometidos al destete tardio, el
comportamiento fue similar, donde lo animales que consumieron la dieta adicionada con probi6tico
(D3) obtuvieron los mayores consumos de alimento en comparacion con los animales que
consumieron los demas antimicrobianos (P<0.05). Para ambas edades al destete, los animales que
consumieron la dieta adicionada con probi6ticos también presentaron las mayores GDP (P<0.05).

El pardmetro de CA para ambos grupos de cerdos en las diferentes edades que consumieron D3,
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presentaron los menores valores (mejor CA), en comparacion con los demas cerdos del experimento.
Al momento de evaluar los valores medios de los pardmetros productivos, consumo de alimento y
CA, de cada una de las edades al destete, se observa una diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) a favor de los lechones pertenecientes al grupo del destete posterior, con un mayor consumo
de alimento y una menor CA.

3.4. Discusion

Respecto a la temperatura rectal de cerdos en crecimiento, Londofio et al. (2015) report6 que cerdos
suplementados con diferentes probi6ticos en el agua de bebida, presentaron menores temperaturas e
ISD respecto a los cerdos suplementados con antibidtico en el alimento. Por su parte, Patifio et al.
(2019), informaron que cerdos en precebo y suplementados con antimicrobianos diferentes a
antibiotico, mostraron menor temperatura rectal que los cerdos suplementados con antibidticos. Esta
evaluacion clinica parece tener una relacion estrecha con el 1ISD en cerdos destetados.

Actualmente, se tiene muy bien documentado que la diarrea posdestete (DPD) es la enfermedad mas
comun en lechones destetados y es un problema econémico importante en todo el mundo (Jgrgensen
et al., 2016). En nuestra investigacién, para ISD se observd un porcentaje mayor de animales con
evento diarreico en cerdos destetados a los 21 dias de edad durante la etapa de precebo, caracterizado
por animales con menor capacidad de adaptacion al nuevo alimento. Todo lo encontrado en este
trabajo concuerda con lo publicado por McLamb et al. (2013), donde demostré con tres grupos de
lechones destetados a los 16, 18 y 20 dias de edad, que el destete precoz aumenta la incidencia de
DPD en lechones a medida que disminuye la edad de destete. En un estudio mas reciente, Dou et al.
(2017), encontraron una relacion positiva entre la microbiota fecal de los cerdos posdestete y la
diarrea en esta etapa. Es decir que, debido a los factores estresantes del destete, se induce a la
alteracion de la microbiota intestinal, sugiriendo una mayor colonizacién de bacterias patdgenas e
induccién del estado proinflamatorio en intestino, lo cual se puede reflejar en la produccion,

conduciendo a un crecimiento mas lento.

En el presente estudio se encontrd que los cerdos pertenecientes al grupo D3 presentaron los mejores
indices productivos independientemente de la edad de destete (21 y 28 dias de edad), mostrando un
aumento en la GDP y una disminucién en CA, lo que concuerda con Michiels et al. (2016) quienes
adicionaron B. subtilis en el alimento de lechones destetados a los 20 dias de edad, mejorando los
pardmetros productivos como CA. Este mejor rendimiento productivo con adicion de probi6ticos en

el alimento puede ser explicado por la modulacion en la digestibilidad de nutrientes causada por
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dichos microorganismos beneficiosos, los cuales estimulan el aumento de la produccién y la
actividad de las enzimas digestivas en el intestino, gracias a su alta actividad fermentativa,
mejorando la digestion intestinal (Cho et al., 2012; Upadhaya et al., 2015). Para apoyar los resultados
obtenidos en este trabajo, Zimmermann et al. (2016) luego de realizar un metaanalisis con
publicaciones durante los afios 1980 a 2015, concluyeron que la suplementacion con probidticos en
lechones incremento significativamente la GDP en 29.9 g/dia y mejoro significativamente la CA al
ahorrar 0.096 kg de alimento por cada kilogramo de aumento de peso corporal.

Los animales alimentados con D4 presentaron un buen comportamiento para las variables
productivas, s6lo siendo superados por los cerdos del grupo D3, aumentando la GDP y disminuyendo
CA, lo que concuerda con Li SY etal. (2012), quienes informaron que la adicion de un aceite esencial
en concentraciones de 100 y 150 ppm aument? significativamente la GDP y mejor6 la CA en cerdos
destetados; ademas, Zhai et al (2018) también evidencid en su recopilacion literaria los efectos
positivos del aceite esencial sobre los pardmetros productivos en produccién con cerdos y avicultura.
Para alcanzar estas mejoras productivas, se han propuesto dos mecanismos aceptados: la
estimulacion de la secrecion de enzimas digestivas y la estabilizacidn del ecosistema de la microbiota
intestinal, los cuales conducen a una mejor utilizacion del alimento y una menor presentacion de
trastornos que afectan el crecimiento asociado con la digestion y el metabolismo (O'Bryan et al.,
2015; Yang, 2018). La mejora en digestibilidad de los nutrientes podria atribuirse a la estimulacion
de mayor secrecion de bilis y enzimas, que fue sugerida como el modo primario de la accion
estimulante digestiva de las especias por Hashemipour et al. (2013), y en cierto grado, a la
disminucion en pérdidas enddgenas de nutrientes (Zeng et al., 2015).

Los animales que consumieron D5 (DC + mezcla de acidos organicos), mostraron mejor desempefio
en los parametros productivos evaluados en comparacion con los cerdos que consumieron D1y D2.
Recientemente, se ha demostrado que las combinaciones de acidos organicos tuvieron efectos
positivos sobre la digestibilidad de los nutrientes, asi como en el rendimiento del crecimiento de los
cerdos (Upadhaya et al., 2014; Kuang et al., 2015; Long et al., 2018). Segun lo expuesto por Brzdska
et al. (2013), generalmente, los acidificantes no reaccionan con los nutrientes en el alimento
balanceado y pueden afectar positivamente el rendimiento de los lechones destetados (Yang et al.
2019). Esto ultimo, posiblemente, debido a la mejora de la acidez intestinal, la digestibilidad aparente

del TGl y las alteraciones del equilibrio de la microbiota comensal (Abdelgader et al., 2015).
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El periodo de lactancia representa solo del 12 % al 16 % del ciclo total de produccion de cerdos hasta
el sacrificio, pero desempefia un papel importante en la proyeccion del rendimiento futuro de los
lechones (L6pez-Vergé et al., 2019). En la actualidad, los productores modernos de cerdos aplican
frecuentemente la practica del destete precoz para obtener mas camadas y animales por afio. En
adicion, cada vez mas criadores de cerdos aplican un sistema de manejo de lotes, que permite que el
destete se produzca en momentos fijos, lo que implica que las crias son tratadas en nivel de camada
y no como individuos (Vermeulen et al., 2016). En el presente estudio se realizé la comparacion
entre animales que fueron destetados a dos edades (21 y 28 dias), donde se evidencio que los cerdos
destetados a una edad mas precoz mostraron un menor indice productivo en comparacion a los cerdos
destetados a los 28 dias de edad; todo esto concuerda con la investigacion realizada por Vega et al.t
(2012), donde evaluaron 24 granjas comerciales con destete temprano (n = 3; 21-24 d), moderado (n
= 12; 25-27 d) y posterior (n = 9; 28- 31 d), encontrando que la granjas gque practicaban un destete
posterior, tenian los mejores indices productivos.

Main et al. (2005), demostraron que el peso al destete aumenta linealmente con la duracién de la
lactancia, y las diferencias pueden continuar hasta el sacrificio. Una investigacion actual (Lopez-
Vergé et al., 2019), evidencid el efecto de la duracion de lactancia (edad al destete) sobre el peso al
destete y al sacrificio, donde los cerdos destetados posteriormente (mayor a 25 dias) presentaron un
aumento en el peso al destete hasta el 53,2 % en comparacion a los cerdos destetados de manera
temprana (18 dias). Este efecto se mantuvo hasta 165 dias de edad (sacrificio), obteniéndose un
aumento del 10.2 % en el peso corporal, cuando la duracion de la lactancia pas6 de 18 a > 25 dias.
Hu et al. (2013), demostraron que la edad de destete es un factor que esta inversamente relacionada
con el dafio y la lesion de la barrera intestinal después del destete. Moeser (2007) compararon cerdos
destetados a los 21 y 28 dias de edad, encontrando que los cerdos destetados mas temprano
exhibieron una mayor permeabilidad intestinal 24 h después del destete. Smith et al. (2010)
demostraron que aumentar la edad de destete, de 15 a 28 dias de edad, reducen la permeabilidad
intestinal, cuando se evalla 2 semanas después del destete. Por lo anterior, el aumento en la edad de
destete puede reflejar mejores parametros zootécnicos como se evidencid en esta investigacion.

Por altimo, se debe resaltar que el consumo total de antimicrobianos en la produccion de alimentos
para animales en todo el mundo se estimé en 63.151 toneladas en 2010 con una tendencia creciente,
donde el consumo anual de antimicrobianos por kilogramo de peso corporal es de 148 mg/Kg para
cerdos (Van Boeckel et al., 2015). La resistencia bacteriana a los antibidticos disponibles en el
mercado se ha convertido en un problema de salud pablica mundial. Lo anterior, es una amenaza
para los individuos, los sistemas de salud y veterinarios, y las industrias agricolas. El costo

economico total de la resistencia a los antibiéticos podria ser tan alto como $ 20 mil millones en
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exceso de los costos directos de atencion médica, con costos adicionales por pérdida de

productividad de $ 35 mil millones (Centers for Disease Control and Prevention, 2013).

3.5. Conclusién

La inclusion de agentes antimicrobianos diferentes a los antibioticos, especialmente B. subtilis, en la
dieta de cerdos en fase posdestete, mejoran los parametros productivos, aumentando ganancia de
peso, consumo de alimento y peso final, y mejorando la conversion alimenticia. Aclarando que, a
diferencia de los antibidticos, los antimicrobianos usados en esta investigacidn no representan riesgo
de resistencia por parte de los microorganismos intestinales patdgenos. Ademas, es importante
concluir que el manejo de un destete posterior (28 dias de edad) representa mejores resultados tanto
para variables productivas como variables clinicas, en comparacion con los animales destetados méas
jovenes (21 dias de edad), los cuales presentaron indices productivos y resultados clinicos en niveles
no deseados para la produccion porcicola. Por todo lo anterior, tanto el uso de probi6ticos en fase de
crecimiento y la implementacion del destete a los 28 dias de edad, se presentan como la mejor
composicion de practicas de manejo en la produccion porcicola, para que los animales puedan
afrontar la etapa mas critica de su vida.
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4. Capitulo 4: Cuantificacion de la expresion
molecular (ARNm) de proteinas digestivas y de
barrera en cerdos adicionados con diferentes
antimicrobianos en el alimento y destetados a dos

edades diferentes.

4.1. Introduccidén

El destete es el periodo mas critico durante la vida del cerdo, debido a que el sistema digestivo debe
estar adaptado a una dieta solida al momento del destete, y de esta forma evitar la aparicion de
desordenes intestinales, infecciones y diarreas (Ospina et al., 2011). El lechdn presenta una alta
demanda nutricional con el fin de atender el rapido crecimiento y acimulo de masa muscular
(Augusto et al., 2011). Al destete, los cerdos son separados abruptamente de la madre/hermanos, y
se ven obligados a adaptarse inmediatamente a una dieta a base de granos (Opheim et al., 2016).
Esto es especialmente critico en los sistemas modernos de produccion de cerdos, en los cuales los
lechones son destetados alrededor de los 21 dias de edad o menos (Yang et al., 2016). Este periodo
puede inducir una disfuncion de barrera intestinal, trastornos digestivos y un bajo rendimiento
(Wijtten, Meulen and Verstegen, 2011), siendo la salud intestinal crucial para el crecimiento y de
desarrollo del animal después del destete (Wang et al., 2012). Por otra parte, la capa simple de células
epiteliales que recubre el TGI representa la interfaz mas grande entre el hospedero y el mundo
exterior. El epitelio intestinal facilita la descomposicién y la absorcion de nutrientes a través de la
actividad de enzimas (principalmente disacaridasas) en el borde en cepillo (maltasa-glucoamilasa
(MgA); sacarasa-isomalatasa (S1)) y una variedad de transportadores (SGLT-1 y GLUT-1/2) de

nutrientes (glucosa) apicales y basolaterales, mientras que al mismo tiempo facilita una cantidad
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masiva de movimiento de agua bidireccional a través de transportadores de electrolitos, canales y
bombas (Moeser et al., 2017).

Las moléculas bésicas, como los monosacéaridos, son transportados hacia y desde los enterocitos
intestinales por transportadores especificos ubicados en la frontera del borde y la membrana
basolateral (Su et al., 2015). La expresién molecular de enzimas intestinales y transportadores,
responsables de la asimilacion de nutrientes en la dieta, influye en el estado nutricional general, el
crecimiento y el desarrollo del animal (Raza, Biswas, Mir and Mandal, 2019). Ademas, la absorcion
de estos monosacaridos como, por ejemplo, la glucosa en el intestino cumple un rol determinante en
el mantenimiento de las funciones celulares y organicas del organismo y, por ende, los niveles de
expresion de los transportadores de glucosa en el intestino son cruciales para la absorcion de dicha
molécula energética (Yin et al., 2019). La disminucion en la expresion (ARNm) de enzimas
digestivas y transportadores de nutrientes en el intestino puede disminuir la eficiencia de la
alimentacion y el peso corporal en animales de produccion (Su et al., 2015).

El epitelio del TGI proporciona varios mecanismos de defensa extrinsecos e intrinsecos, donde uno
de los mecanismos mas criticos es el establecimiento de una barrera de permeabilidad, la cual esta
regulada predominantemente por las uniones estrechas (TJ, por sus siglas en inglés), que consisten
en la unién de numerosas proteinas de la membrana intracelular y de la membrana intercelular apical
(z6nula occludens, occludina y claudinas, principalmente) (Marchiando et al., 2010). Las proteinas
de unidn estrecha regulan la filtracion del epitelio mediante la modulacion selectiva de los iones y
el tamafio de los poros del epitelio conocido como la "funcidn de la puerta”. Las uniones estrechas
también desempefian un papel fundamental en el establecimiento de la polaridad epitelial, factor
importante para la compartimentacion de la funcién del receptor y del transportador apical y
basolateral conocida como la "funcién de valla". Esta funcién es de gran importancia, ya que
mantiene los gradientes de Na* apicales necesarios para un eficiente transporte de nutrientes
(glucosa, aminoéacidos) y agua (Moeser et al., 2017). La integridad de la barrera del epitelio intestinal
tiene varios componentes, incluidas las interacciones estructurales proteina-proteina entre las células
del epitelio (Moeser et al., 2007) y los componentes de la superficie de la mucosa que lubrican y
sirven como un tamiz biol6gico para bloquear material extrafio y permitir el contacto de nutrientes
con el epitelio (Kim and Ho, 2010).
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La edad de destete ha disminuido con el tiempo en los sistemas modernos de produccién porcina
(Yang et al., 2016). Sin embargo, el destete temprano provoca diarrea posterior a este evento, debido
principalmente a los cambios sustanciales en la comunidad bacteriana intestinal (Garcia et al., 2016).
Los cerdos destetados a edades mas avanzadas (cuatro a siete semanas) podrian tener mas tiempo
para desarrollar inmunidad activa y, mejorar la funcion digestiva y de barrera intestinal y, por tanto,
aumentar el rendimiento de crecimiento posterior al destete (Van der Meulen et al., 2010). La
adaptacion exitosa al cambio de alimento requiere un profundo ajuste morfolégico y enzimatico por
parte del tracto gastrointestinal, ya que durante la etapa posdestete se presentan cambios en la
morfologia de las vellosidades/criptas, en los procesos de expresion y actividad de las enzimas de la
membrana de borde en cepillo, y en la poblacion de microorganismos intestinales (E. coli y rotavirus)
(Marion et al., 2002). Otro aspecto importante, en la fase del destete, es la baja ingesta de alimento,
la cual se convierte en un factor de riesgo para la estructura y funcion del intestino, que afecta
negativamente la morfologia intestinal y su funcion barrera. Por tanto, es vital en la produccion
porcina aumentar el consumo de alimento en lechones recién destetados (Jayaraman and Nyachoti,
2017).

Debido a lo expuesto, para prevenir o tratar los riesgos intestinales en cerdos destetados, se utilizan
comunmente los antimicrobianos. La aparicion de resistencia antimicrobiana por parte de la
microbiota patogena intestinal en los cerdos, y el riesgo de transferencia de genes de resistencia a
bacterias en los seres humanos, han aumentado la presion sobre los productores de cerdos para buscar
estrategias alternativas a estos compuestos (Delcenserie et al., 2008; Schlee et al., 2008). Las
alternativas mas ampliamente investigadas con fines antimicrobianos para sustituir o reemplazar
(total o parcialmente) los antibi6ticos promotores de crecimiento (APC), incluyen probidticos
(Herrera, 2016), acidificantes (Mocherla y Ramana, 2015) y extractos de plantas (Madrid, 2018).
Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue cuantificar la expresion (ARNm) intestinal de
proteinas digestivas (disacaridasas: MgA y Sl), de transporte (SGLT-1, GLUT-1y GLUT-2) y de
barrera (zonula occludens, ocludina, claudina 1 y claudina 4) en cerdos adicionados con diferentes

antimicrobianos en el alimento y destetados a dos edades diferentes.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Consideraciones éticas

Remitirse a capitulo 3, pagina 50
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4.2.2. Localizacion

Remitirse a capitulo 3, pagina 50

4.2.3. Animales

Remitirse a capitulo 3, pagina 50

4.2.4. Manejo Sanitario

Remitirse a capitulo 3, pagina 50

4.2.5. Instalaciones y equipos

Remitirse a capitulo 3, pagina 51

4.2.6. Dietas

Remitirse a capitulo 3, pagina 51

4.2.7. Buenas practicas de Eutanasia y toma de muestras

Todos los lechones se sacrificaron 2.5 horas después de su ultima comida. Para la eutanasia
humanitaria los animales se sedaron con neuroléptico stresnil® (Azaperona) via intramuscular (0.5
a 1 ml/20 kg p.v. (equivalente a 1-2 mg Azaperona/kg p.v.), y posteriormente se sometieron a
inhalacién con Nitrox®. Durante la fase de experimentacion se realiz6 eutanasia de los cerdos de la
siguiente forma: el dia inicial, o dia 1 (dia del destete), se sacrificaron cinco lechones (uno por dieta)
por cada edad de destete, que representaron el grupo de referencia para verificar el estado general de
salud (evaluacion macroscopica de los segmentos intestinales) de los cerdos antes de suministrar las
dietas experimentales. Los dias 15 y 30 posdestete fueron sacrificados cinco lechones de cada
tratamiento. Después del sacrificio, los lechones se pusieron en posicién decubito dorsal, se
disecciono la region abdominal y se extrajo completamente el intestino delgado, desde la unién

pilorica hasta la valvula ileo-cecal (Segalés and Domingo, 2003). El duodeno se tomé a partir del
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piloro hasta terminar el angulo de Treitz, el yeyuno fue el segmento proximal del intestino delgado
continuo al &ngulo, el ileon fue el segmento proximal (10 cm) antes de la union ileocecal. Se tomaron
5 cm desde el comienzo del yeyuno, y la digesta contenida se removié mediante lavado por infusion
con solucion salina fria segn lo descrito previamente por Reis et al. (2005) y Ciro et al. (2015b).
Luego la porcion intestinal de yeyuno se congel6 inmediatamente en nitrogeno liquido y se almacend

a -70 °C para su posterior analisis en el laboratorio (Ciro et al., 2015a).

4.2.8. Analisis de expresion génica de proteinas digestivas y

de barrera intestinal

Aislamiento y determinacién de la calidad del ARN total

El ARN del yeyuno (mucosa) se extrajo y se recogi6 usando el kit ULTRACLEANTM Tissue &
Cells RNA Isolation (Kit MO Bio Laboratories Inc, San Diego, CA, EE. UU.), Y luego se conservo
en nitrégeno liquido. Para confirmar la pureza del ARN (libre de ADN gendmico), se evaluo
mediante electroforesis en gel de agarosa. EI ARN purificado se diluyé en 100 pl de agua libre de
ARNasa almacenada a -70 °C y se cuantific6 en NANODROP en una proporcion de 260/280.

Evaluacion de la expresion de ARNm de proteinas de barrera intestinal en el yeyuno

A partir del ARN total extraido, se sintetiz6 ADNc usando el kit de transcripcion inversa QuantiTec
(QIAGEN, Valencia, CA, EE. UU.). Se eliminaron los residuos de ADN gendmico y luego se
agregaron la enzima RT y los nucledtidos trifosfatos para sintetizar el ADNc de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. EI ADNc obtenido se almaceno a -20 °C hasta que se realizd la
gPCR.

PCR cuantitativa (qPCR)

La expresion de las enzimas y transportadores de interés fue medida usando el kit QuantiNova SYBR
Green RT-PCR Kit (QIAGEN) en un termociclador LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche
Diagnostics). Para ello, 0.5ug de ADNC total fue amplificado en 10 pL de reaccion que contenia 5
uL de 2x QuantiNova SYBR Green RT-PCR Master Mix, 0.1 uL. QuantiNova RT Mix,1 uL de

cebadores sentido y antisentido (tabla 4) a una concentracion final de 10 uM.

Para la amplificacion, los tubos de PCR con 20 pL totales de reaccion fueron incubados bajo el perfil

térmico descrito a continuacién: 45 °C durante 10 minutos, 95 °C durante 5 minutos y 40 ciclos de
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95 °C por 155, 60 °C durante 20 s, 72 °C por 30 s, con un periodo de extension final de 72 °C durante
60 s. La especificidad de los productos de reaccion se confirmd mediante curvas de disociacion-
asociacion con incremento de 0.2 °C en una rampa entre 70 °C y 90 °C colectando datos en cada
incremento. La cuantificacion de los transcritos se realizé mediante el método AAC(t) utilizando B-

actina como un gen constitutivo de normalizacion.

Tabla 4. Cebadores para PCR en tiempo real

TO
Gen Secuencia N° GenBank / Ref
Alineacion

Forward |5 - GCCACAGCAAGGTATGGTAAC -3’
Claudina 1 60 Chen et al. 2013
Reverse 5- AGTAGGGCACCTCCCAGAAG - 3’

Forward |5 - TATCATCCTGGCCGTGCTA -3
Claudina 4 60 Mariani et al. 2009
Reverse |5 - CATCATCCACGCAGTTGGT -3’

Forward |5 - GGAGGAAGACTGGATCAGGGA -3’
Ocludina 62 Chen et al. 2013
Reverse |5 - AGCAGCAGCCATGTACTCTT -3

Forward |5 - TGGCATTATTCGCCTTCATAC -3
Z0-1 59 Chen et al. 2013
Reverse |5 - AGCCTCATTCGCATTGTTT -3

MgA (Maltasa- Forward |5- CCAGAGCTTGTCACTCAGCA-3

. 56 Petersen et al. 2001
Glucoamilasa)

Reverse |5 - GCACGTCATAGGGGATCTGG- 3

SI (Sacarasa- Forward |5- TGGCCATCCAGTCATGCC -3

56 Petersen et al. 2001
Isomaltasa)

Reverse |5- CCACCACTCTGCTGTGGA -3

Forward |5 - CCACTTTCCCTATAAAACCTCAC-3
SGLT-1 60 NM_001164021.1
Reverse 5 - CTCCATCAAACTTCCATCCTCAG-3

Forward |5 -CCTGCTTGGTCTATCTGCTGTG -3’
GLUT-2 60 NM_001097417.1
Reverse 5 - TTGATGCTTCTTCCCTTTCTTT -3’

GLUT-5 Forward |5-TCTGATGCTCTTCTTCTGTC -3’ 60 Liu et al., 2007
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Reverse 5-TCTATTTGTGCTTGTGTGAG -3’

Forward |5 - CCAGCACGATGAAGATCAAGA -3’
B-actina 60 AY550069.1
Reverse |5 - AATGCAACTAACAGTCCGCCTA -3

Z0O-1: zbnula ocludens 1. SGLT-1: transportador sodio-glucosa; GLUT-2: transportador de glucosa; GLUT-5:

transportador fructosa.

4.2.9. Analisis estadistico

Se realiz6 un disefio de bloques al azar (tres bloques) en un arreglo de parcelas divididas. Para la
conformacion de los bloques se tom6 en consideracién, uno de tres modulos, donde cada médulo
contenia cinco corrales (cinco corrales*médulo). Cada animal fue asignado a una de cinco dietas,
donde cada dieta estaba representada por uno de los cinco corrales (cinco animales*corral*dieta)
experimentales (D1: Alimento balanceado sin aditivos (DC); D2: DC + Bacitracina de Zinc como
antibidtico promotor de crecimiento (APC); D3: DC + Bacillus subtilis; D4: DC + aceite esencial de
orégano (AEO); D5: DC + &cido organico (AO)). La descripcion anterior se desarroll6 para cada una
de las edades de destete a evaluar. En resumen, se aleatorizaron 15 lechones por dieta para cada
edad al destete. El analisis estadistico se realizd mediante el procedimiento GLM del software SAS®
version 14.3 del programa (SAS Institute Inc., Cary, NC, EE. UU., 2017). Se utiliz6 una prueba de
Tukey para realizar multiples comparaciones de las medias entre cada tratamiento y detectar
significancia (P <0.05).

4.3. Resultados

Los cerdos que participaron de la evaluacion presentaron un buen estado de salud, sin signos de
enfermedad que propiciara su retiro y/o sacrificio inmediato. Ademas, la cantidad de alimento que

se ofrecio diariamente fue suficiente para que los animales presentaran buena condicion corporal.

En latabla 5 se presentan los resultados de la expresion relativa de ARNm de los genes de proteinas
de barrera intestinal evaluadas en cerdos que consumieron dietas con y sin la adicion de diferentes
agentes antimicrobianos durante 30 dias posdestete. Para la abundancia de expresion de genes de
proteinas de barrera intestinal, las dietas D3 y D4 (suplementadas con probidtico y aceite esencial,
respectivamente) presentaron diferencia significativa (P <0.05), mostrando mayor abundancia en
comparacion con las demas dietas. Este comportamiento se observo tanto en lechones destetados

temprano (21 dias) como en lechones de destete posterior (28 dias de edad). Ademas, entre las dos
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edades de destete se evidenci6 diferencia estadistica significativa (P <0.05) para cada una de las

variables evaluadas y dentro de la misma dieta.

Como se observa en la tabla 5, entre los animales destetados los 28 dias de edad, los lechones que
recibieron la dieta control presentaron la menor abundancia de genes para las variables moleculares
evaluadas. Por su parte, los lechones pertenecientes al grupo D3 presentaron la mayor expresion de
genes de claudina-1 (P <0.05) en comparacién con las deméas dietas adicionadas con
antimicrobianos. Para claudina-4, ocludina y ZO-1, los animales pertenecientes a D3 y D4,
presentaron mayor abundancia de expresion de genes, en comparacion con las dietas restantes
(P<0.05). Por otra parte, dentro del grupo de animales que fueron destetados a los 21 dias de edad,
se observo un comportamiento parecido, donde la mayor abundancia de expresion de ARNm de los
genes de proteinas de barrera intestinal fue en los cerdos D3 y D4 (P<0.05) en comparacion con las
demaés dietas, incluyendo D2 (adicionada con Bacitracina de Zinc). Sin embargo, cabe destacar que
cuando se observan los valores para cada dieta, entre las edades de destete se presenta una diferencia
estadistica significativa (P <0.05) a favor de los lechones destetados a los 28 dias, con mayor
abundancia de expresion de ARNm de los genes de proteinas de barrera intestinal, en comparacion
con los lechones de destetados a los 21 dias de edad.

Los resultados en la cuantificacion relativa son comparables entre multiples experimentos de RT-Q-
PCR. Por tanto, el prop6sito de emplear uno o mas genes de normalizacion es corregir la variacion
no especifica, como las diferencias en la cantidad y calidad del ARN empleado, que pueden afectar
a las eficiencias de la retrotranscripcion y PCR. No obstante, el aspecto crucial es que la estabilidad
del gen de referencia sea una realidad (Brunner et al., 2014). Por lo anterior, la expresion relativa de

genes de interés (interleuquinas) son proporciones con base en los genes de referencia (B-actina).

Tabla 5. Expresion relativa de ARNm de los genes de proteinas de barrera intestinal en cerdos que

consumieron dietas con y sin adicion de agentes antimicrobianos en funcion de su edad al destete.

Proteina | Edad destete D1 D2 D3 D4 D5 EEM
) 21 0.92AY | 0.94BY | 0.98CY | 0.95BY | 0.948Y
Claudina-1 0.003
28 1.03AZ | 1.058Z | 1.12PY | 1.09¢Z | 1.04 B2
) 21 0.94AY | 0.94AY | 0.99BY | 0.98BY | 0.967BY
Claudina-4 0.006
28 1.03AZ | 1.056A% | 1.12BZ | 10982 | 1.05A%
Ocludina 21 0.92AY | 0.92AY | 0.98BY | 0.96BY | 0.93AY | 0.004
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28 1.04A% | 1.05A% | 1.10%% | 1.08 B2 | 1.06 AB-~
21 0.92AY | 0.93AY | 0.98BY | 0.97B8Y | 0.93AY

Z0-1 0.005
28 1.02A% | 1.05A¢2 | 1,09¢% | 1.07 82 | 1.04 A%

D1 (Dieta control [DC]): Alimento balanceado comercial sin antimicrobiano; D2: DC con antibiético como promotor de
crecimiento (APC); D3: DC con B. subtillis; D4: DC con Aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) (AEO); D5: DC
con Acidos organicos (AO). ABCD Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente
diferentes (p < 0.05). ¥-? Dentro de una misma columna medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes

(p < 0.05), dentro de cada variable de estudio. EEM: Error estandar de la media.

En la tabla 6, se presentan los resultados de la expresion relativa de ARNm de los genes de proteinas
de barrera intestinal evaluadas en los dias de muestreo, en cerdos que consumieron dietas con y sin
la adicion de diferentes agentes antimicrobianos durante 30 dias posdestete. De manera general, la
abundancia de genes de proteinas de barrera intestinal conforme avanzé los dias posdestete,
evidenciaron valores mas altos en comparacién con el primer dia de evaluacion (dia de destete),
presentando diferencia significativa (P <0.05) entre los dias de muestreo. Dicha diferencia se
observo, independiente a la edad de destete, aunque entre las dos edades de destete se presentd
diferencia estadistica significativa (P <0.05) para las variables evaluadas y dentro del dia de

muestreo.

Tabla 6. Expresion relativa de ARNm de los genes de proteinas de barrera intestinal acorde con los
dias de muestreo, en cerdos que consumieron dietas con y sin adicion de agentes antimicrobianos en

funcién de su edad al destete.

Dias de muestreo
Proteina dEdad EEM
estete 0 15 30
21 0.93AY 0.90 BY 1.00 &Y
Claudina-1 0.003
28 1.02 A2 1.07 B2 1.10 ¢
21 0.97 AY 0.918Y 1.01¢Y
Claudina-4 0.006
28 1.02 AZ 1.07 BZ 1.12¢Z

21 0.95AY 0.88 BY 1.00 ¢Y
Ocludina 0.004
28 1.02 AZ 1.07 82 1.10¢Z

Z0-1 21 0.95AY | 0.908Y 0.99¢Y | 0.005
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D1 (Dieta control [DC]): Alimento balanceado comercial sin antimicrobiano; D2: DC con antibiético como promotor de
crecimiento (APC); D3: DC con B. subtillis; D4: DC con Aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) (AEO); D5: DC

28 ‘1.02/*Z

1.06 BZ ‘ 1.09 B2 ‘

con Acidos organicos (AO). ABC Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente
diferentes (p < 0.05). ¥*# Dentro de una misma columna medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes

(p < 0.05), dentro de cada variable de estudio. EEM: Error estandar de la media.

En la tabla 7 se presentan los resultados de la expresion relativa de ARNm de los genes de enzimas
y transportadores intestinales evaluados en cerdos que consumieron dietas con y sin la adicion de
diferentes agentes antimicrobianos durante 30 dias posdestete. En general, la abundancia de los genes
de enzimas y transportadores intestinales evaluados obtuvieron valores méas altos en los animales
pertenecientes a D3 y D4, en comparacion con los animales de las demas dietas (P <0.05). Dicha
diferencia se observd, independiente a la edad de destete, aunque entre las dos edades de destete se
presentd una diferencia estadistica significativa (P <0.05) para las variables evaluadas y dentro de
cada dieta. Es importante destacar que entre las edades de destete se presenta una diferencia
estadistica significativa (P <0.05), con mayor abundancia en la expresion relativa de ARNm de los
genes de enzimas y transportadores intestinales en los lechones destetados a los 28 dias, en

comparacion con los lechones de destetados a los 21 dias de edad

Tabla 7. Expresion relativa de ARNm de los genes de enzimas y transportadores intestinales en

cerdos que consumieron dietas con y sin adicion de agentes antimicrobianos en funcién de su edad

al destete.
) E
Enzima de(sjtaefe D1 D2 D3 D4 D5 EEM
21 0.92AY | 0.93ABY | 0.98DY 0.96 Y 0.94BY
MgA 0.003
28 1.06 AZ 1.07 AZ 1.14 b2 1.11¢2 1.07 B2
21 0.90 AY 0.90AY | 0.968Y 0.958Y 0.94BY
Sl 0.005
28 1.06 482 | 1.0848Z | 1.13¢Z 1.12 ¢Z 1.09 BCZ
SGLT-1 21 0.94 AY 0.98 BY 1.03¢Y 1.02¢Y 0.98 BY 0.006
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28 1.09 A2 1.10 A4 1.158% 1.14 B 1.09 A2
21 0.97 AY 0.97 AY 1.018Y 1.00 BY 0.97 AY

GLUT-2 0.003
28 1.06 A2 1.088¢2 | 112b< 1.10 ©2 1.09 ¢
21 0.95AY 0.97 BY 1.015Y 0.99 &Y 0.978Y

GLUT-5 0.002
28 1.06 AZ 1.07 AZ 1.13 8% 1.12 82 1.07 A2

MgA: maltasa-glucoamilasa; Sl: sacarasa-isomalatasa; SGLT-1: transportador sodio-glucosa; GLUT-2: transportador
glucosa; GLUT-5: transportador fructosa. D1 (Dieta control [DC]): Alimento balanceado comercial sin antimicrobiano;
D2: DC con antibiético como promotor de crecimiento (APC); D3: DC con B. subtillis; D4: DC con Aceite esencial de
orégano (Lippia origanoides) (AEOQ); D5: DC con Acidos orgénicos (AO). ABCP Dentro de una misma fila, medias con
diferente superindice son estadisticamente diferentes (p < 0.05). Y Dentro de una misma columna medias con diferente
superindice son estadisticamente diferentes (p < 0.05), dentro de cada variable de estudio. EEM: Error estdndar de la media.

En latabla 8, se presentan los resultados de la expresion relativa de ARNm de los genes de enzimas
y transportadores intestinales evaluados en los dias de muestreo, en cerdos que consumieron dietas
con y sin la adicion de diferentes agentes antimicrobianos durante 30 dias posdestete. Como se
observa, analizando los resultados en los dias de muestreo, los animales con destete temprano, el dia
del destete presentaron la menor abundancia de genes para las variables moleculares evaluadas, en
comparacion con los resultados obtenidos en el dia 30 posdestete (p<0.05). De igual forma, la mayor
expresion relativa de ARNm de los genes de enzimas y transportadores intestinales se observo en el
altimo dia de muestreo, con diferencia estadistica significativa (P<0.05) en comparacion con los
otros dias de muestreo. Finalmente, se determind que existio diferencia estadistica significativa
(P<0.05), entre las edades de destete, en los mismos dias de muestreo, donde los cerdos con destete
posterior presentaron mayor abundancia de genes de enzimas intestinales, en comparacion con los

cerdos de destete temprano.

Tabla 8. Expresion relativa de ARNm de los genes de proteinas de enzimas intestinales acorde con
los dias de muestreo, en cerdos que consumieron dietas con y sin adicion de agentes antimicrobianos

en funcién de su edad al destete

Dias de muestreo
Edad destete
Enzima 0 15 30 EEM

MgA 21 0.95 AY 0.87 BY 1.02¢Y 0.003
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28 1.06 A2 1.09 B2 1.12¢2
21 0.86 AY 0.918Y 1.02¢Y

Sl 0.005
28 1.05 A2 11287 1.13 8%
21 0.97 AY 0.96 AY 1.04BY

SGLT-1 0.006
28 1.07 A2 1.12 B2 1.158%
21 1.00 AY 0.96 BY 1.04 ¢Y

GLUT-2 0.003
28 1.04 A2 1.09 B2 1.14 ¢
21 0.94 AY 1.038Y 1.08 ©Y

GLUT-5 0.002
28 1.05 A4 1.09 B2 1.13 ¢

MgA: maltasa-glucoamilasa; Sl: sacarasa-isomalatasa. SGLT-1: transportador sodio-glucosa; GLUT-2: transportador
glucosa; GLUT-5: transportados fructosa. D1 (Dieta control [DC]): Alimento balanceado comercial sin antimicrobiano;
D2: DC con antibidtico como promotor de crecimiento (APC); D3: DC con B. subtillis; D4: DC con Aceite esencial de
orégano (Lippia origanoides) (AEO); D5: DC con Acidos organicos (AO). AB.C Dentro de una misma fila, medias con
diferente superindice son estadisticamente diferentes (p < 0.05). Y Dentro de una misma columna medias con diferente

superindice son estadisticamente diferentes (p < 0.05), dentro de cada variable de estudio. EEM: Error estandar de la media.

4.4. Discusion

La funcion epitelial del intestino depende principalmente de las uniones estrechas (TJ), que actlan
como canales y barrera contra las moléculas perjudiciales. Debido a que el intestino de los lechones
jévenes es inmaduro e incompleto, su estructura y funcion se deteriora facilmente por diversos
factores que causan estrés, infecciones y factores relacionados con los alimentos y el ambiente
(Wang and Ji, 2019). Por tanto, elegir una edad de destete adecuada es muy importante para mantener
las funciones normales del intestino delgado y promover el crecimiento y desarrollo de los lechones

después del destete en la produccidn porcina (Xun et al., 2018).

Dado que la permeabilidad de la mucosa intestinal esta directamente relacionada con la integridad
de la barrera intestinal (Ma et al., 2013), es posible evaluarla mediante muchos indices, como el nivel
de endotoxina sérica, la morfologia intestinal y las proteinas de union estrecha intestinal (Forsyth et
al., 2011; Suzuki, 2013); esta Ultima, fue abordada en esta investigacion con resultados 6ptimos para

las alternativas naturales al uso de antibiéticos. Las TJ, junto con proteinas funcionales, como
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claudinas y ocludinas, son el componente mas importante de la barrera intestinal como células
epiteliales intestinales integradas, regulando la permeabilidad de la barrera intestinal y resistiendo la
invasion de patogenos y sus toxinas (Robinson et al., 2015; Rahn et al., 2017). Resultados anteriores
demostraron que el destete temprano puede causar una disfuncion en la barrera intestinal,
caracterizada por una disminucion de la expresion de genes de proteinas TJ (Xiao et al., 2014; Hu et
al., 2018; Xun et al., 2018). En el presente estudio, se encontrd que los lechones destetados a los 21
dias presentaron menor abundancia de ARNm de claudinas 1y 4, ocludina 'y ZO-1, en comparacién
con los lechones de destete posterior (28 dias de edad), pertenecientes a la misma dieta 'y en el mismo
dia de muestreo. Esto podria indicar dafio de la integridad de la mucosa intestinal en los cerdos de

menor edad al destete.

En ambas edades de destete, se presentd un comportamiento similar caracterizado por mayor
abundancia en la expresion de genes de las proteinas de barrera evaluadas en los lechones
pertenecientes a D3 y D4. Yang et al. (2015), informaron que los lechones inoculados con
Lactobacillus reuteri elevaron la expresion de la proteina claudinal, ZO-1 y ocludina en yeyuno e
ifleon. Tang et al. (2019), indicaron que la inclusién de Bacillus subtilis DSM32315 disminuyd la
permeabilidad intestinal de los lechones, gracias a la estimulacién en la mayor expresién de proteinas
como ZO-1 y ocludina-1. Para el caso de los aceites esenciales, nuestros resultados mostraron que
los lechones suplementados con AEO aumentaron la abundancia en la expresion de ARNm de
claudina 4, ocludinay ZO-1, en ambas edades de destete y conforme avanzo la edad del animal. Zou
et al. (2016), demostraron que la expresién de ocludina y ZO-1, las dos principales proteinas de TJ
en el intestino (Suzuki, 2013), aumentaron significativamente en cerdos suplementados con AEO.
Del mismo modo, Placha et al. (2014), también observaron en pollos de engorde alimentados con
AEO, una mejora en la integridad de la barrera intestinal. Lo anterior indica que la suplementacién
con probidticos y AEO puede tener un enfoque prometedor para proteger la barrera intestinal en los

animales de produccion.

Durante el periodo posterior al destete, la produccién insuficiente de acido gastrico y enzimas
pancredticas limita la capacidad digestiva, de transporte y absorcion del intestino delgado (De Busser
et al., 2011). En la presente investigacion, la abundancia en la expresién de genes de carbohidrasas
(MgA y SI) aument6 en los lechones que fueron suplementados con Bacillus subtilis, tanto para el
destete temprano como el posterior. De igual manera, Hu et al. (2018), obtuvieron un aumento
significativo en la expresion de carbohidrasas en lechones suplementados con Bacillus

amyloliquefaciens en comparacion con el uso de antibidticos o una mezcla de ambos (antibidtico +
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Bacillus). Lo anterior sugiere que las cepas probioticas de Bacillus podrian influenciar el

metabolismo de carbohidratos.

La expresion relativa de ARNm de los genes de transportadores como SGLT1, GLUT2y GLUT5 es
crucial para la absorcion y captacion de monosacéridos en el intestino delgado (Yin et al., 2019).
Cuando existe una mayor expresién relativa de ARNm de genes en animales de produccion, los
animales tienen una mayor capacidad de absorcion de monosacéridos, especialmente glucosa (Miska
and Fetterer, 2019). En la presente investigacion, se determind que la abundancia en la expresion
relativa de ARNm de genes de transportadores fue mayor en yeyuno de los lechones que
consumieron las dietas adicionadas con Bacillus subtilis y AEO, independiente de la edad al destete,
y también aumentd con la edad de los animales en la fase posdestete. Hu et al. (2018), observaron
que al alimentar cerdos con Bacillus aument significativamente la actividad de NaC / KC-ATPasa,
una proteina responsable de impulsar el transportador de glucosa dependiente de sodio (SGLT1) en
intestino (Manoharan et al., 2018). En la misma direccion, Su et al. (2015), encontraron que los
niveles de expresion de GLUT2 y SGLT1 en intestino de cerdos, aumentaron significativamente por
la suplementacion con aceites esenciales. Todos estos resultados ofrecen una base molecular para,
posiblemente, explicar un aumento en la absorcion de nutrientes después de la suplementacion con

alternativas nutricionales al uso de antibidticos en la fase posdestete en la produccién porcina.

Lo anterior supone tres aspectos importantes respecto al proceso de transporte de monosacaridos en
intestino: (1) mejoraria la captacion de glucosa; ya que el transportador SGLT-1 (transportador de
glucosa dependiente del sodio) participa en la absorcion de la glucosa (Al-Zghoul et al., 2019),
presentando alta afinidad por dicha molécula y representa la absorcién del 10-20 % de la glucosa
(Norton et al., 2017); (2) el transportador de glucosa 2 (GLUT-2), es responsable de la transferencia
de la fructosa y la glucosa absorbidas a los capilares de la sangre portal (Al-Zghoul et al., 2019).
Ademas, en la membrana basolateral, GLUT-2 facilita el transporte de glucosa, fructosa, galactosa
y manosa (Garcia et al., 2018); y, finalmente, (3) llevaria a una mejor captacion de fructosa intestinal,
debido a que estd mediada principalmente por GLUT-5, un transportador de fructosa de alta
capacidad (Ebert et al., 2018). En un estudio previo, Wang et al. (2017) encontraron que la dieta
suplementada con Bacillus amyloliquefaciens, en lugar de antibi6tico, mejor6é drésticamente el
rendimiento de los lechones. Por lo tanto, se puede inferir que, de acuerdo con nuestros resultados,
y combinados con los mencionados anteriormente, el aumento de la abundancia en la expresion de

genes de las enzimas y transportadores, y de las proteinas de barrera intestinal, contribuyen en
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conjunto a factores relacionados con la salud del intestino, y pueden tener un efecto beneficioso
sobre los rendimientos productivos de los lechones.

4.5. Conclusiéon

La inclusion de alternativas naturales a los antibidticos, especialmente B. subtilis, en la dieta de
lechones destetados, favorece el aumento de la abundancia en la expresion de genes de proteinas de
barrera (claudina, ocludinay ZO-1) y de enzimas (MgA y Sl) y transportadores (SGLT-1, GLUT-2
y GLUT 5) en intestino. Teniendo en cuenta que, a diferencia de los antibi6ticos, las alternativas
usadas en esta investigacion no representan riesgo de resistencia por parte de los microorganismos
intestinales patdgenos. Ademas, es importante incluir que el manejo de un destete posterior (28 dias
de edad) evidencia un aumento en la expresién (ARNm) de las variables moleculares estudiades. Por
todo lo anterior, el uso de probioticos en fase de crecimiento y la implementacion del destete a los
28 dias de edad, se presentan como la mejor alternativa en la produccion porcicola, para el analisis
de investigaciones moleculares relacionadas con la salud intestinal y con alto impacto en parametros

productivos.
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5. Capitulo 5: Expresion (ARNm) de citoquinas
como indicador de inflamacion intestinal, en
cerdos suplementados con diferentes
antimicrobianos en el alimento y destetados a dos

edades.

5.1. Introduccién

El momento del destete comercial podria coincidir con un periodo de disminucion de la inmunidad
pasiva adquirida por el consumo de leche materna, lo que representa un desafio adicional para el
cerdo durante este periodo. Los cerdos son capaces de sobrevivir y superar el estrés del destete; sin
embargo, es importante reconocer que los factores estresantes en el periodo del destete temprano
ocurren durante la ventana critica del desarrollo de la barrera gastrointestinal (BGI) (Moeser et al.,
2017).

Bischoff (2011) comento que “salud intestinal” es un “estado de bienestar fisico y mental en ausencia
de problemas, de indicaciones, riesgos de enfermedad y/o de enfermedad confirmada”. No obstante,
aunque la OMS defini6 la salud como algo més que la ausencia de enfermedad, la prevencion de la
enfermedad del tracto gastrointestinal (TGI) forma parte de nuestra comprension del problema
general. Este mismo autor (Bischoff, 2011) especificé detalladamente 5 criterios principales que
podrian formar la base de una definicion general de salud intestinal: 1) digestion y absorcion efectiva
de alimentos, 2) ausencia de enfermedad en el TGI, 3) microbioma intestinal normal y estable, 4)
estado de bienestar y 5) estado inmune efectivo. En este sentido, garantizar un intestino sano es un

"acuerdo permanente" en las practicas de produccion porcina (Hubbard Feeds, 2014).

El sistema inmune innato no es altamente capacitado para diferenciar entre microrganismos
patdgenos invasores y comensales en la luz intestinal. Por tanto, la inflamacion aguda en el intestino
puede afectar tanto a los miembros beneficiosos como perjudiciales de la microbiota (Stecher and
Hardt, 2008). En el proceso inflamatorio pueden beneficiarse ciertos microorganismos que tienen

bajas poblaciones y normalmente no son considerados patdgenos, pero debido a su crecimiento
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descontrolado puede generar respuesta inmunoldgica y promover ain mas procesos inflamatorios,
convirtiendo el suceso en un circulo vicioso. A estos microorganismos se les denomina patobiontes
(Deriu et al., 2013). Aunque la inflamacidn no causa signos clinicos en toda regla, conduce a una
reduccion significativa del rendimiento del crecimiento y causa una pérdida economica en la
produccion porcina. En general, se han observado 3 tipos de inflamacion intestinal en cerdos, y estan
asociados con la infeccion por patdgenos, alérgenos contenidos en la dieta y la inflamacion intestinal
asociada al destete (Yang et al., 2015). La inflamacién es un proceso inmunol6gico no especifico
que ayuda a mantener la homedstasis y proteger al organismo de posibles agentes patdégenos
(Taverniti et al., 2014), y en la cual participan moléculas de origen proteico denominadas citoquinas,
las cuales a su vez pueden ser de origen proinflamatorio y antiinflamatorio (Al-Sadi et al., 2009). El
término citoquina fue acufiado por Stanley Cohen, et al. (1974) para referirse a una molécula
producida por una célula inmune y que actla sobre otra. Las citoquinas pueden actuar de forma
autocrina, en la misma célula; de manera paracrina, en otra célula; y algunas citoquinas ejercen
acciones tanto autocrinas como paracrinas; sin embargo, independientemente de tipo de accién,
pueden actuar de manera local o a distancia (Lin and Leonard, 2019). Dentro de las citoquinas,
podemos mencionar algunas como: factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferon gamma (IF-
y) y varias Interleuquinas (IL), con un papel fundamental en el desarrollo (IL-8 e IL-18) o control
(IL-10) de la inflamacion (Parra et al., 2013; Ciro, 2016).

Dado el ambiente luminal antigénico masivo y la exposicion continua a los productos luminales, el
sistema inmunitario en el TGI esta estrechamente regulado a través de varios mecanismos
moleculares para prevenir la activacion excesiva y la inflamacion en respuesta a la exposicion
continua a sustancias altamente antigénicas e inflamatorias. Sin embargo, el sistema inmunitario
también debe ser capaz de responder de manera rapida y sélida a cualquier brecha en la barrera
epitelial o en el caso de un desafio patogénico/antigénico para movilizar respuestas inmunes innatas
y adaptativas, ambas fundamentales para prevenir la propagacion sistémica de la infeccion y la
inflamaciéon (Moeser et al., 2017). En resumen, un delicado equilibrio entre el control y la
reactividad del sistema inmunitario es critico para la salud 6ptima del TGI, y las alteraciones en este
equilibrio son fundamentales para los trastornos inflamatorios del intestino (Moeser et al., 2017).
Dado que la inflamacion intestinal durante el destete en cerdos no solo perjudica la funcién e

integridad del intestino, sino que ademas afecta la funcién de la microbiota intestinal y el rendimiento
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productivo del animal, las estrategias dietarias son necesarias para inhibir el proceso inflamatorio en

el intestino.

Los antibidticos se utilizan ampliamente en la industria porcina para la prevencion y el tratamiento
de enfermedades y, en algunos paises, actualmente se agregan como promotores de crecimiento
(APC) (Barton, 2014), lo cual implica la adicion de antibioticos valiosos en tratamiento de
infecciones humanas, en alimentos para cerdos (Maron et al., 2013). Por tanto, es probable que la
transferencia de genes bacterianos de resistencia, a través de la cadena alimentaria comprometan el
tratamiento de las infecciones humanas, debido a que las trazas de antibidtico en los alimentos
favorecen la presencia de resistencia a estos antibiéticos, por parte de la microbiota de los humanos
(Barton, 2014). Las iniciativas mas ampliamente investigadas como alternativas al uso de APC
incluyen probidticos (Herrera, 2016), acidificantes (Mocherla y Ramana, 2015) y extractos de
plantas (Madrid, 2018). Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue cuantificar la expresion
(ARNmM) de citoquinas intestinales como indicador de inflamacién, en cerdos suplementados con

diferentes antimicrobianos en el alimento y destetados a dos edades.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Consideraciones éticas

Remitirse a capitulo 3, pagina 50

5.2.2. Localizacion

Remitirse a capitulo 3, pagina 50

5.2.3. Animales

Remitirse a capitulo 3, pagina 50

5.2.4. Manejo Sanitario

Remitirse a capitulo 3, pagina 50
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5.2.5. Instalaciones y equipos

Remitirse a capitulo 3, pagina 51

5.2.6. Dietas

Remitirse a capitulo 3, pagina 51

5.2.7. Buenas practicas de eutanasia y toma de muestras

Remitirse a capitulo 4, pagina 70

5.2.8. Andlisis de muestras
Remitirse a capitulo 4, pagina 71
Los cebadores sentido y anti-sentido de las citoquinas evaluadas se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Cebadores para PCR en tiempo real

T® o
Gen Secuencia N G(:I?ank/
Alineacion €
Interleuquina 8 Forward |5 - TTTCTGCAGCTCTCTGTGAGG -3’
60 Pié et al., 2004
IL-8 Reverse |5 -CTGCTGTTGTTGTTGCTTCTC -3
Interleuquina 18 Forward |5 - TATGCCTGATTCTGACTGTT -3 Pié et al., 2004
54
IL-18 Reverse |5 - ATGAAGACTCAAACTGTATCT -3
Factor de necrosis | Forward |5 - ATCGGCCCCCAGAAGGAAGAG -3 Pié et al., 2004
Tumoral a _ 56
5 - GATGGCAGAGAGGAGGTTGAC -3
Reverse
TNFa
Interferon y Forward |5 - GAGCCAAATTGTCTCCTTCTAC -3’
60 Zou et al., 2016
INFy Reverse |5 - CGAAGTCATTCAGTTTCCCAG -3
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Interleuquina 10  |Forward |5 -CACTGCTCTATTGCCTGATCTTCC- 3’

IL-10 Reverse |5 - AAACTCTTCACTGGGCCGAAG -3’

56 Xun et al., 2018

Forward |5 - CCAGCACGATGAAGATCAAGA -3’

Reverse |5 - AATGCAACTAACAGTCCGCCTA -3

B-actina 60 AY550069.1

5.2.9. Andlisis estadistico.

Remitirse a capitulo 4, pagina 73

5.3. Resultados

Los cerdos que participaron de la evaluacion presentaron buen estado de salud, sin signos de
enfermedad que propiciara su retiro y/o sacrificio inmediato. Ademas, la cantidad de alimento que

se ofrecio diariamente fue suficiente para que los animales presentaran buena condicion corporal.

En la tabla 10 se presentan los resultados de la expresion molecular de genes de citoquinas evaluadas
en cerdos gue consumieron dietas con y sin la adicion de diferentes agentes antimicrobianos durante
30 dias posdestete. Para la expresion de citoquinas proinflamatorias (IL-8, 1L-18, TNF- a, INF-y),
las dietas D3 y D4 (suplementadas con probiético y aceite esencial, respectivamente) presentaron
menor abundancia en comparacion con las demas dietas (P<0.05). Este comportamiento se observé
tanto en lechones destetados temprano (21 dias) como en lechones de destete posterior (28 dias de
edad). Ademas, entre las dos edades de destete se evidencid diferencia estadistica significativa
(P<0.05) para citoquinas proinflamatorias dentro de la misma dieta, con mayor abundancia en los
lechones de destete temprano. Como se puede observar en la tabla 9, dentro de los animales
destetados a los 28 dias de edad, los lechones que recibieron la dieta control presentaron la menor
abundancia en la expresion de genes para citoquinas antiinflamatorias (IL-10). Por su parte, los
lechones pertenecientes al grupo D3 presentaron la mayor abundancia en la expresion de genes de
citoquinas antiinflamatorias (IL-10) en comparacion con las demas dietas adicionadas con
antimicrobianos. Por otra parte, dentro del grupo de animales que fueron destetados a los 21 dias de
edad, se observO un comportamiento parecido, donde la mayor abundancia de citoquinas
antiinflamatorias se encontr6 en los cerdos de las dietas D3 y D4 en comparacion con las demas

dietas (P<0.05), incluyendo D2 (suplementada con Bacitracina de Zinc).
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Los resultados en la cuantificacion relativa son comparables entre multiples experimentos de RT-Q-
PCR. Por tanto, el prop6sito de emplear uno o mas genes de normalizacion es corregir la variacion
no especifica, como las diferencias en la cantidad y calidad del ARN empleado, que pueden afectar
a las eficiencias de la retrotranscripcion y PCR. No obstante, el aspecto crucial es que la estabilidad
del gen de referencia sea una realidad (Brunner et al., 2014). Por lo anterior, la expresion relativa de
genes de interés (interleuquinas) son proporciones con base en los genes de referencia (f-
actina).Tabla 10. Expresion molecular (ARNmM) de citoquinas en cerdos que consumieron dietas con

y sin adicién de agentes antimicrobianos en funcion de su edad al destete.

Citoquina | Edad destete D1 D2 D3 D4 D5 EEM
21 1.2082 | 12082 | 1.15A% | 1.164% | 1.1748Z

IL-8 0.005
28 1.058Y | 1.058Y | 0.98AY | 1.01AY | 1.05BY
21 12182 | 12282 | 1.18A%2 | 11844 | 1.21B%

IL-18 0.003
28 1.05PY | 1.03¢Y | 0.97AY | 0.998Y | 1.04¢PY
21 12082 | 11982 | 1.14A2 | 1.17/B2 | 119B7

TNF- a 0.006
28 1.07¢Y | 1.058%Y | 1.00AY | 1.03ABY | 1.06 BCY
21 12182 | 12182 | 11442 | 1.17A7BZ | 12182

INF-y 0.007
28 1.088Y | 1.08B3Y | 1.02AY | 1.054BY | 1.06 ABY
21 0.85AY | 0.888Y | 0.95¢Y | 0.93¢Y | 0.89BY

IL-10 0.004
28 1.04A% | 1.04A% | 1.12%%2 | 1.07B%2 | 1.04A%

D1 (Dieta control [DC]): Alimento balanceado comercial sin antimicrobiano; D2: DC con antibiético como promotor de
crecimiento (APC); D3: DC con B. subtillis; D4: DC con Aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) (AEO); D5:
DC con Acidos orgéanicos (AO). AB.CP Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente
diferentes (p < 0.05). Y% Dentro de una misma columna medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes
(p < 0.05), dentro de cada variable de estudio. EEM: Error estandar de la media.

En la tabla 11, se presentan los resultados de la abundancia en la expresion molecular de citoquinas
en los diferentes dias de muestreo, en cerdos que consumieron dietas con y sin la adicion de
diferentes agentes antimicrobianos durante 30 dias posdestete. De manera general, los valores de
expresion de citoquinas proinflamatorias, conforme avanzaron los dias posdestete (30 dias),
evidenciaron menores abundancias en comparacion con el primer dia de evaluacion (dia de destete),

presentando diferencia significativa (P<0.05) entre los dias de muestreo. Para el caso de la citoquina
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antiinflamatoria (IL-10), se observd mayor abundancia en el dia 30 posdestete en comparacion con
los otros dias de muestreo. Dichas diferencias encontradas para cada una de las citoquinas se
observaron independientemente de la edad de destete, aunque entre ambas edades se presentd
diferencia estadistica significativa (P<0.05) para las variables evaluadas y dentro del dia de

muestreo.

Tabla 3. Expresion molecular (ARNmM) de citoquinas de acuerdo con los dias de muestreo, en cerdos
que consumieron dietas con y sin adicion de agentes antimicrobianos en funcién de su edad al

destete.

_ _ Edad Dias de muestreo EEM
Citoquina

destete 0 15 30

21 12362 | 11882 | 1,12 A%
IL-8 0.005
28 1.08¢Y | 1.02BY | 0.98 AY

21 1.27¢% | 11882 | 1,14 A%
IL-18 0.003
28 1.08¢Y | 1.01BY | 0.96 A

TNF- o 21 1.25C¢2 | 11782 | 1,12 A
0.006

28 1.108Y | 1.03AY | 1.00AY

INF-y 21 1.1782 | 11882 | 112 AY
0.007

28 1.098Y | 1.118Y | 1.03 4%

IL-10 21 0.85AY | 0.98BY | 1.04 Y
0.004

28 1.01A% | 1.0782 | 1.10°¢

D1 (Dieta control [DC[): Alimento balanceado comercial sin antimicrobiano; D2: DC con antibiético como promotor de
crecimiento (APC); D3: DC con B. subtillis; D4: DC con Aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) (AEO); D5:
DC con Acidos orgénicos (AO). AB.C Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente
diferentes (p < 0.05). Y% Dentro de una misma columna medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes
(p < 0.05), dentro de cada variable de estudio. EEM: Error estandar de la media.

5.4. Discusion

Las citoquinas desempefian un papel importante en las respuestas inmunitarias e inflamatorias, y
también se ha demostrado su papel en la regulacion de la integridad de la barrera intestinal (Al-Sadi

et al., 2009; Ciro, 2016). Hu et al. (2013), demostraron que las citoquinas proinflamatorias,
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principalmente TNF-a, disminuyen los procesos digestivos, aumentan la permeabilidad epitelial
intestinal, e incrementan la tasa de diarreas; mientras que las citoquinas antiinflamatorias, como IL-
10, atentian o protegen contra la inflamacion intestinal al preservar la funcion de barrera. La presente
investigacion evalud la abundancia en la expresion molecular de IL-8, IL 18, TNF-o y IFN-y,
citoquinas proinflamatorias; e IL-10, citoquina antiinflamatoria, como indicadores de inflamacion
intestinal. Los resultados mostraron que los cerdos suplementados con Bacillus subtilis
disminuyeron la abundancia en la expresion de genes de citoquinas proinflamatorias, y aumentaron
la expresion de IL-10 en comparacion con los demas cerdos, tanto en los lechones destetados de
manera temprana como posterior. Cabe destacar que, los lechones destetados a los 28 dias tuvieron
mejor respuesta al evento del destete, evidenciado por menor abundancia en la expresion de
citoquinas proinflamatorias y mayor expresion de IL-10 (citoquina antiinflamatoria), comparados

con los cerdos destetados a los 21 dias.

Algunos trabajos de investigacion han reportado que durante la etapa posdestete se presenta un
aumento en la expresion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IFN-y (Ciro, 2016). Hu et
al. (2013), relacionaron la reaccion inmunoldgica intestinal con el evento del destete en lechones,
presentando aumentos en la expresion de citoquinas proinflamatorias (principalmente TNF-a)
durante la fase posdetete. Lo anterior, coincide con los datos obtenidos en la presente investigacion
con los lechones que consumieron D1 en comparacion con los demas, independientemente de la
edad de destete. Aclarando que los lechones de destete temprano presentaron mayor abundancia en
la expresion de genes de citoquinas proinflamatorias en comparacion con los lechones de destete
posterior. El aumento en la expresidn de estas citoquinas tiene influencia negativa sobre la funcién,
la permeabilidad y la integridad intestinal, lo que se relaciona con la presencia de infecciones
entéricas y enfermedades inflamatorias intestinales (Hu et al., 2013). Las citoquinas proinflamatorias
como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a), regulan la barrera intestinal aumentando la
permeabilidad paracelular epitelial, y pueden actuar de forma sinérgica con INF-y para inducir el
deterioro en las TJ (Wang et al., 2016). A su vez, la expresion persistente de I1L-8 esta acompafiada
por la infiltracion constante de neutrdfilos, lo que conlleva a un dafio masivo de las células

epiteliales, causando diarreas tipicas de la etapa posdestete (Lodemann et al. 2017).

En este trabajo, los cerdos suplementados con probidticos exhibieron menor abundancia en la
expresion de genes de citoquinas proinflamatorias y mayor abundancia en la expresion de citoquinas

antiinflamatorias comparados con las demas dietas, incluyendo D2 (antibiotico), coincidiendo con
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los datos de Klingspor et al. (2015), quienes reportaron que la respuesta inmunoldgica de la mucosa
intestinal puede ser influenciada por cepas probidticas, las cuales modulan la liberacion de
citoquinas. Ademas, los probioticos han demostrado tener efecto antiinflamatorio debido a que son
capaces de incrementar la proliferacién de linfocitos en las células epiteliales del intestino, y
estimular la produccion de citoquinas antiinflamatorias como I1L-10 (Hardy et al., 2013; Tian et al.,
2016). Lo anterior concuerda con los resultados de esta investigacién donde se observa que los
cerdos suplementados con Bacillus subtilis aumentaron la abundancia en la expresion de 1L-10, tanto
en los lechones destetados de manera temprana como posterior, con una marcada diferencia a favor

de los lechones destetados a los 28 dias.

Patifio et al. (2019) demostraron que la dieta suplementada con Bacillus subtilis, a modo de
alternativa al uso de APC, mejor6 significativamente el rendimiento productivo de los lechones,
caracterizado por una mayor ganancia de peso y una mejor conversion alimenticia. Por tanto, se
puede inferir que de acuerdo con lo anterior y a nuestros resultados, la disminucién en la expresion
de citoquinas proinflamatorias y el aumento de la expresién citoquinas antiinflamatorias, pueden

tener un efecto beneficioso sobre los rendimientos productivos de los lechones.

5.5. Conclusion

La inclusion de alternativas naturales a los antibidticos como promotores de crecimiento,
especialmente B. subtilis, en la dieta de lechones destetados, induce la disminucién en la expresion
molecular de citoquinas proinflamatorias (IL-8, IL-18, TNF-a y IFN-y) y el aumento de la citoquina
antiinflamatoria IL-10. Esto es de gran interés, ya que a diferencia de los antibiéticos, las alternativas
utilizadas en esta investigacion no representan riesgo de resistencia por parte de los microorganismos
intestinales patdgenos, ni de transferencia de genes de resistencia a bacterias en los seres humanos.
Ademas, es importante mencionar que el manejo de un destete posterior (28 dias de edad) evidencia
una mejora en los resultados obtenidos como indicadores de inflamacion intestinal. Por todo lo
anterior, el uso de probi6ticos en fase de crecimiento y la implementacion del destete a los 28 dias
de edad, se muestran como la mejor alternativa en la produccion porcicola, pudiendo representar el

menor impacto posible sobre la salud intestinal.
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6. Capitulo 6: Caracterizacion de la dinamica de la
microbiota intestinal de cerdos destetados a dos
edades y con adicion de diferentes

antimicrobianos en el alimento.

6.1. Introduccion

En condiciones naturales, el periodo postnatal se caracteriza por ser un periodo de inactividad
inmunolégica y neuroendocrina, el cual es requerido para el desarrollo y la funcién normal del tracto
gastrointestinal (TGI). Mas aun, en la produccién comercial, se imponen muchos factores de estrés
al cerdo durante este ciclo; uno de ellos es el destete temprano, técnica de manejo que altera el
desarrollo de las funciones digestivas y de barrera del TGI, lo que trae consecuencias perjudiciales
duraderas para la salud intestinal, y provoca la susceptibilidad a enfermedades de tipo bacteriano y
metabdlico durante toda la vida de productiva del animal (Moeser et al., 2017). EI cambio de dieta
durante el destete se asocia con una ingesta baja y minima de alimento y agua, ya que este cambio
se produce en funcion del ritmo de produccién cuando los animales no han alcanzado el desarrollo
optimo fisioldgico al momento de la transicion entre dieta y ambiente, por lo cual no logran utilizar
completamente los nutrientes ofrecidos en el alimento, los cuales seran metabolizados por la
microbiota intestinal, modificando de esta forma su composicion y metabolitos producidos (Hawe
etal., 2020). Se ha demostrado que la alteracion de la composicion de la microbiota intestinal, puede
conducir a la expansion de patdgenos entéricos por todo el TGI, y posteriormente, a la presentacion

de episodios diarreicos posdestete (Gresse et al., 2017).

La microbiota del TGI se precisa como una comunidad ecoldgica compuesta de microorganismos

comensales, simbidticos y patégenos que incluyen bacterias, virus, parasitos, hongos, arqueas y
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protistas, que habitan en el intestino (Wang et al., 2016). Por su parte, se ha llegado a estimar que el
TGI puede albergar billones de bacterias, que desempefian funciones vitales en el metabolismo, la
inmunidad e incluso los comportamientos del hospedador, formando una relacion sinérgica con este.
Por lo anterior, la microbiota intestinal puede proporcionar un soporte critico para el hospedero en
areas que incluyen la integridad intestinal, el metabolismo de nutrientes y la salud (Sylvia and
Demas, 2018). La microbiota intestinal porcina se encuentra conformada principalmente por las
familias Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria (Ramayo-Caldas et al., 2016; Xiao et al., 2016),
y en los ultimos afios, el papel que cumple ha sido considerado de suma importancia para la
produccion animal (Frese et al., 2015; Metzler-Zebeli et al., 2015; Vigors et al., 2016). Cuando se
presenta una relacion equilibrada entre la microbiota intestinal y el hospedero, también conocida
como “eubiosis”, el intestino del cerdo estara en condicion 6ptima para un buen funcionamiento y
serd considerado como sano, respecto a la microbiota (Willing et al., 2012). Las caracteristicas de la
disbiosis microbiana no estan completamente claras; no obstante, la disbiosis se ha definido como
un “desequilibrio intestinal identificado por una marcada disminucion en la cantidad de bacterias
anaerobicas obligadas (beneficiosas), como miembros del filo Bacteroidetes, y un aumento relativo
en la abundancia de bacterias anaerobias facultativas (patobiontes), tales como miembros de la
familia Firmicutes” (Hall et al., 2017).

Luego de la alteracién de la microbiota, especialmente durante el destete, la resistencia a la
colonizacion del intestino se puede interrumpir transitoriamente y la microbiota indeseable
(patégenos/patobiontes intestinales) tendria condiciones dptimas para aumentar sus poblaciones y a
su vez, provocar la reaccion inmunolégica. Por tanto, un intestino inflamado puede alterar la
supervivencia, la fijacion o el crecimiento de patégenos entéricos y especies reconocidas como
“normales” durante todo el ciclo productivo porcicola (De Punder and Pruimboom, 2015). Los
cambios en la microbiota intestinal puede ser inducidos por modificaciones nutricionales en la dieta
(Niu et al., 2019); variedad de situaciones de bioseguridad, sanitarias y enfermedades (Rinninella et
al., 2019); y por la adicion y exposicion a diferentes aditivos nutricionales como: antibiéticos y
medicamentos (Lewis et al., 2015), y algunas alternativas naturales como probidticos (Herrera,
2015), acidificantes (Mocherla and Ramana, 2015) y extractos de plantas (Madrid, 2015).

Los antibidticos se han utilizado en la produccion de animales de granja para mantener a los animales
sanos y aumentar la productividad. El uso indiscriminado de estos productos como promotores de

crecimiento (APC) ha aumentado la preocupacion de la agencias de salud humana y se ha convertido
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en un problema de salud publica mundial (Hwang and Gums, 2016), ya que la presion selectiva sobre
la poblacion de bacterias podria promover la resistencia de estas a los antibioticos; esto debido a que
en varios estudios, se ha demostrado evidencia de infeccion humana por bacterias resistentes en
animales (McCrackin et al., 2016; Nhung et al., 2016; Liu et al., 2018). La resistencia bacteriana a
los antibioticos disponibles en el mercado se ha convertido en un problema de salud pablica mundial.
La creciente amenaza de las bacterias resistentes a los antibidticos presiona a los sectores académicos
e industriales a la necesidad de investigar sobre nuevas alternativas nutricionales para disminuir la
utilizacién de los APC, sin que se afecten los diferentes parametros productivos. Actualmente,
existen diferentes productos que cumplen con dichas caracteristicas, por ejemplo, los probidticos,
microorganismos capaces de modificar el entorno intestinal para mejorar el estado de salud y la
eficiencia de la alimentacion del hospedero (Dowarah et al., 2017); aceites esenciales, liquidos
aromaticos, volatiles y oleosos extraidos de materiales vegetales capaces de estimular la
estabilizacion del ecosistema de la microbiota intestinal, evidenciando efectos inmunoestimuladores
(Patterson et al., 2019; Sander et al., 2020); y los &cidos organicos, que ayudan al equilibrio de la
microbiota intestinal mediante su capacidad para acidificar el pH luminal, favoreciendo de esta
manera la exclusién competitiva (Long et al., 2018). Debido a esto, nuestro objetivo de investigacion
fue caracterizar la dinamica de la microbiota intestinal en cerdos destetados a dos edades, con adicion

de diferentes antimicrobianos en el alimento.

6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Consideraciones éticas.

Remitirse a capitulo 3 pag 50

6.2.2. Localizacion.

Remitirse a capitulo 3 pag 50

6.2.3. Animales.

Se utilizaron 160 lechones (machos castrados) cruce terminal comercial, de los cuales la mitad (80
animales) fueron destetados a los 21 dias de edad con un peso aproximado de 5.6 + 0.3 kg, y los

demés a los 28 dias de edad con un peso aproximado de 7.8 + 0.4 kg. Todos los animales fueron
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alojados en grupos de cinco. Del total de animales utilizados en el experimento, 80 animales por
edad, fueron seleccionados al azar para el muestreo de este experimento. El alimento y agua se
ofrecié a voluntad durante 30 dias (etapa de precebo), y se llevo a cabo el registro del consumo de
alimento de los diferentes grupos. Durante la lactancia no se suministré alimento sélido y ningun

tipo de antibidtico a los lechones.

6.2.4. Manejo Sanitario.

Remitirse a capitulo 3 pag 50

6.2.5. Instalaciones y equipos

Remitirse a capitulo 3 pag 51

6.2.6. Dietas.

Remitirse a capitulo 3 pag 51

6.2.7. Buenas practicas de eutanasia y toma de muestras.

Los animales fueron sacrificados 2.5 horas después de su ultima comida. Para la eutanasia
humanitaria los animales se sedaron con el neuroléptico stresnil® (Azaperona) via intramuscular
(0.5 a1 ml/20 kg p.v. (equivalente a 1-2 mg Azaperona/kg p.v.)), y posteriormente se sometieron a
inhalacién con Nitrox® (Patifio et al., 2019). Durante la fase de experimentacion se realiz6 eutanasia
de los cerdos de la siguiente forma: los dias 15 y 30 posdestete fueron sacrificados ocho lechones de
cada tratamiento/edad destete (5 dietas*2 dias de muestreo*2 edades de destete). Después del
sacrificio, los lechones se pusieron en posicion declbito dorsal, se disecciond la regién abdominal,
y se extrajo completamente el intestino delgado desde la union pilérica hasta la valvula ileo-cecal
(Segalés and Domingo, 2003). El duodeno se tomo a partir del piloro hasta terminar el angulo de
Treitz, el yeyuno fue el segmento proximal del intestino delgado continuo al &ngulo, y el ileon fue

el segmento proximal (10 cm) antes de la union ileocecal. Se tomaron 5 cm desde el comienzo del
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yeyuno junto con la digesta contenida y posteriormente se congel6 de manera inmediata en nitrégeno
liquido, y se almaceno a -70 °C para su posterior analisis en laboratorio (Ciro et al., 2015a).

6.2.8. Secuenciacion con tecnologia Illumina de amplicones
de regiones hipervariables del gen 16S ARNr
generados desde ADN metagendmico y flujo de analisis
bioinformatico para determinacion de estructuray

diversidad de microbiomas

Se colectaron muestras de contenido luminal del yeyuno asi:

1) Se tomaron 0.5 g de muestra utilizados en extraccion y purificacion de ADN total (FastDNA SPIN
KIT), incluye ADN de tejido y ADN de microorganismos (metagendmico) en contenido intestinal.

2) EI ADN metagendmico total extraido fue analizado evidenciando presencia e integridad por medio

de electroforesis en gel de agarosa y, su cantidad y pureza fue evaluada espectrofotométricamente.

3) 10 ng de ADN metagendémico total fueron utilizados como molde en reacciones de PCR generando
amplicones de las regiones hipervariables V3 y V4 del gen 16S ARNr usando los primers reportados
(Bohorquez et al., 2012; Burbach et al., 2016).

Las condiciones de ciclos de PCR fueron desarrolladas a denaturacion inicial de 95 °C por 2 minutos
seguido por 4 ciclos de denaturacién a 95 °C por 30 segundos, alineamiento de primers a 60 °C por
30 segundos y en ciclos con “touchdown” de -2 °C por ciclo y extension a 68 °C por 30 segundos, y
seguido por 26 ciclos de denaturacién a 95 °C por 30 segundos, anillamiento a 53 °C por 30 segundos
y extension a 68 °C por 30 segundos, y una extension final a 68 °C por 7 minutos. Las librerias de
amplicones fueron construidas para ser compatibles con secuenciacion Illumina paired-end de

acuerdo con protocolos reportados (Milici et al., 2016).

6.2.9. Analisis bioinformatico

Los andlisis de identificacion y control de calidad de las secuencias contenidas en los archivos fastq
se realizo por medio de la plataforma QIIME 2 (Kuczynski et al., 2011). Las secuencias quimericas
fueron identificadas, extraidas y excluidas de los conjuntos de datos por medio de Usearch 6.1.

Posteriormente, se identificaron las unidades taxondmicas operacionales (OTUS) que presentaron un
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97% de similitud con las secuencias reportadas en el GenBank. Aquellas OTUs que no coincidieron
con ninguna secuencia reportada en dicha base de datos fueron reagrupadas, remuestreadas y
recomparadas nuevamente con respecto a las secuencias del GENBANK con el fin de minimizar el
namero de secuencias excluidas (Mancabelli et al., 2016).

Finalmente, aquellas secuencias representativas de cada OTU fueron seleccionadas y clasificadas
taxonémicamente utilizando la plataforma QIIME 2 (Chain two 2019.10) (Bolyen et al., 2019).
Durante este proceso, aquellas OTU con alta identidad con respecto a las secuencias reportadas en
el GENBANK (> 97%) fueron agrupadas en la misma OTU y se reportaron en el nivel més bajo de
identificacion taxondmica comun a todas las secuencias (Ellis et al., 2016).

6.2.10. Analisis estadistico

Los anélisis de diversidad beta se realizaron por medio de un anélisis de componentes principales
(PcoA) bajo el célculo de distancias Bray - Curtis mediante la funcion VEGDIST del paquete Vegan
(Oksanen et al., 2016) del software R (Costa et al., 2017). Con el fin de determinar el efecto de la
dieta sobre la composicion de los ecosistemas bacterianos en yeyuno, se utilizaron las funciones
ADONIS y ANOSIM del paquete Vegan para realizar un analisis permutacional multivariado
(PERMANOVA) y de similaridad (ANOSIM), respectivamente.

Finalmente, mediante el paquete phyloseq de R, se estructur6 un archivo physeq para llevar a cabo
los analisis de diversidad alfa' y composicion taxonémica. Asi, por medio de la funcion plot_richness
y diversity se calculé la riqueza y uniformidad de los ecosistemas bacterianos, bajo el indice de
Shannon y Simpson, y con el uso de las funciones subset_taxa y plot_bar se evalué la abundancia
relativa de los principales taxones bajo los cuales fueron clasificadas las diferentes muestras (Gomez
et al., 2016).

6.3. Resultados

Los cerdos que participaron de la evaluacién presentaron buen estado de salud, sin signos de
enfermedad que propiciara su retiro y/o sacrificio inmediato. Ademas, la cantidad de alimento que

se ofrecio6 diariamente fue suficiente para que los animales presentaran buena condicion corporal.
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Para el andlisis de las muestras de microbioma se separaron las muestras por dia de muestreo (dias
15 y 30 posdestete), con el fin de hacer las comparaciones entre dietas y edades de destete. Luego
del control de calidad de las secuencias, se obtuvo un promedio de 14736 + (9773) y 63790 £ (11499)
lecturas por muestra de contenido de yeyuno, para los dias 15 y 30 de muestreo (respectivamente)
en los lechones aleatorizados a las diferentes dietas. En cuanto a la calidad de muestreo, se puede
observar en las graficas 1 y 2, una disminucion en la pendiente de la tangente de la curva que
representa el nimero esperado de especies (incluyendo los taxones menos comunes o raros) en una

coleccidn de n muestras (80/edad de destete), remuestreadas 12000 veces y extraidas al azar.

Gréfica 1. Valor méximo de especies que conforman los ecosistemas en yeyuno de lechones
adicionados con diferentes antimicrobianos y destetados a diferentes edades. Analisis mediante
curvas de rarefaccion a los 15 dias posdestete.
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Las etiquetas obedecen a la siguiente nomenclatura: Dieta; seguido del dia de muestreo; continuando con R asociada al
numero de repeticion (cada dieta en cada dia tuvo 8 repeticiones), y finalizando con la edad al destete. Las dietas
corresponden a las siguientes abreviaturas: “CONT”: Control. Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de antibidtico; “ANT”:
Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibidtico (Bacitracina de Zinc); “PROB”: Dieta 3 (D3): DB mas la adicién de
Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite esencial de
orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AO”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de acido organico (AO), mezcla
de &cidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm); “15”- “30”: dias de muestreo
posdestete; “R1”- “R8”: Numero de repeticion; “21”- “28”: edad al destete.
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Grafica 2. Valor maximo de especies que conforman los ecosistemas en yeyuno de lechones
adicionados con diferentes antimicrobianos y destetados a diferentes edades. Analisis mediante
curvas de rarefaccion a los 30 dias posdestete.
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Las etiquetas obedecen a la siguiente nomenclatura: Dieta; seguido del dia de muestreo; continuando con R asociada al
numero de repeticion (cada dieta en cada dia tuvo 8 repeticiones), y finalizando con la edad al destete. Las dietas
corresponden a las siguientes abreviaturas: “CONT”: Control. Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de antibidtico; “ANT”:
Dieta 2 (D2): DB mas la adicién de antibidtico (Bacitracina de Zinc); “PROB”: Dieta 3 (D3): DB mas la adicion de
Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEQO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite esencial de
orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AQO”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de acido organico (AO), mezcla
de acidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm); “15”- “30”: dias de muestreo
posdestete; “R1”- “R8”: Numero de repeticion; “21”- “28”: edad al destete.

En el analisis de rarefaccion, se puede observar el valor maximo esperado de especies para cada
muestra, en el cual se puede evaluar la calidad del muestreo a partir de la pendiente en la tangente
de cada curva a medida que se incrementa el tamafio de la muestra. Valores de la pendiente cercanos
a cero en muestras grandes indican que la composicién de especies de la muestra es representativa

del ecosistema analizado.
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Se evalu6 bajo andlisis de diversidad beta, la composicion del microbioma del yeyuno de los cerdos
alimentados con las diferentes dietas en los dias 15 y 30 posdestete, que permitié observar la
capacidad de los tratamientos para modificar los ecosistemas bacterianos presentes en el yeyuno de
cerdos destetados a dos edades diferentes. Al realizar los analisis de composicion microbiana de
yeyuno, mediante analisis de componentes principales (PcoA) en lechones, para los dias 15 y 30
posdestete (Gréfica 3 Ay B), se evidencia el grado de similitud en las comunidades bacterianas que
conforman el microbioma en yeyuno de lechones, con edad diferente de destete, en términos de
taxones que comparten mas de un 97% de similitud con respecto a la secuencia del gen 16S ARNr.
La composicién de las comunidades bacterianas presentes en el yeyuno fue afectada por la dieta y la

edad de destete, como se observa en el grafico 3, basado en la medicion de distancias Bray — Curtis.

Para el dia 15 posdestete, los cerdos destetados a los 21 dias de edad (gréafica 3A) que recibieron
alternativas al antibiético (probiético, AEO y AO) en la dieta, presentaron una cercania significativa
en la composicién de sus microbiomas en yeyuno; sin embargo, se encuentran alejados de estos tres
grupos los microbiomas de los cerdos que recibieron la dieta control y la dieta que contenia
antibiético. No obstante, en los cerdos destetados a los 28 dias de edad (grafico 3A) se observa que
la composicion del microbioma bajo el uso de probiético fue diferente de los demas tratamientos.
Por otra parte, en el dia 30 posdestete, los cerdos destetados a los 21 dias de edad (grafica 3B) que
recibieron el antibidtico en la dieta, presentaron una mayor distancia en la composicion de sus
microbiomas en yeyuno, respecto a los demas tratamientos; ademas, los cerdos destetados a los 28
dias de edad y que recibieron la dieta con probiotico y dieta con antibiético presentaron una cercania
entre ellos y, a la vez, se evidencian distancias en la composicion de sus microbiomas en
comparacion con los cerdos que recibieron la dieta control, dieta con AEO y dieta con AO. De otra
manera, el analisis de similaridad (ANOSIM) entre las comunidades microbianas de las diferentes
muestras, evidenciaron valores de R = 0,9593 y R = 0,976 para los dias 15 y 30 posdestete,
respectivamente. Valores de R cercanos a 1, indican una mayor similitud ente individuos que
conforman un mismo tratamiento en comparacion con individuos/muestras de otros grupos, mientras
gue valores cercanos a 0 revelan una mayor similitud entre individuos de diferentes tratamientos.
Dado los valores de R obtenidos para cada uno de los dias, se evidencia una mayor similitud en la
composicion taxondmica de los ecosistemas microbianos de individuos sometidos a un mismo
tratamiento, y una diferencia significativa entre tratamientos, como se puede corroborar en los
graficos 3A 'y 3B.

Mediante analisis de varianza permutacional multivariado (PERMANOVA) se encontr6 que el uso

de aditivos en la dieta y la edad de destete tienen un efecto significativo (P<0.01) sobre la
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composicion del microbioma en yeyuno, independiente de la edad de muestreo. Los porcentajes de
variabilidad en la composicion del microbioma por efecto de la dieta fueron de: R? = 74,98 %y R?
= 78,35 % para los dias 15 (pseudovalor F: 23.31)y 30 (pseudovalor F: 28.15)posdestete,
respectivamente; mientras que la variabilidad del microbioma asociada a la edad de destete fue de
R? =8,82% y R? = 5,27% para los dias 15 (pseudovalor F: 7.54) y 30 (pseudovalor F: 4.34)
posdestete, respectivamente.

Grafica 3. Efecto de diferentes compuestos antimicrobianos y la edad al destete, sobre la
variabilidad en la composicion taxonémica de la microbiota, en yeyuno de cerdos, a los 15y 30 dias
posdestete. A. Composicion del microbioma de yeyuno al dia 15 posdestete. B. Composicion del
microbioma de yeyuno al dia 30 posdestete.
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Analisis de componentes principales (PcoA) a partir de unidades taxonémicas operacionales (OTU’s) con un 97% de
similitud a la secuencia del gen 16S ARNTr basado en distancias Bray - Curtis, mostrando diferencias significativas en la
composicion del microbioma en yeyuno de cerdos destetados a dos edades y alimentados con diferentes dietas. A.
Composicion del microbioma en yeyuno a los 15 dias posdestete. B. Composicion del microbioma en yeyuno a los 30 dias
posdestete. “Control”: Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de antibidtico; “Antibiotico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion
de antibidtico (Bacitracina de Zinc); “Probiotico”: Dieta 3 (D3): DB mas la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737)
(50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides)
(150ppm); “AO”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de acido organico (AO), mezcla de acidos: citrico, fumarico, benzoico,
sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm). “21”- “28”: edad al destete.
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Al evaluar la diversidad alfa, basada en la riqueza y uniformidad de las comunidades bacterianas
presentes en yeyuno, se encontré que el destete a la edad de 28 dias incrementd de manera
significativa (P<0.05) la riqueza de especies y la uniformidad en las poblaciones bacterianas que
conforman dicho ecosistema; ademas, se evidencid que el uso AEO, AO o Probidtico incrementa de
manera significativa (P<0.05) la riqueza y uniformidad de los ecosistemas bacterianos presentes en

yeyuno, conforme transcurre el tiempo posterior al destete, como se evidencia en los graficos 4 y 5.

Grafica 4. Efecto de la edad de destete y la adicion de diferentes aditivos en la dieta, sobre la riqueza

y uniformidad del microbioma en yeyuno de lechones, a los 15 dias posdestete.
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Riqueza y uniformidad del microbioma en yeyuno bajo el indice de Shannon (A) y Simpson (B) calculados a partir de
unidades taxondémicas (OTU’s) que comparten 97% de similitud con la secuencia del gen 16S ARNTr, a los 15 dias
posdestete, en cerdos destetados a dos edades y alimentados con diferentes dietas. “Control”: Dieta Basal DB (D1): sin
la adicién de antibidtico; “Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibitico (Bacitracina de Zinc);
“Probiotico”: Dieta 3 (D3): DB mas la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC);
“AEO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AO”: Dieta 5 (D5):
DB mas la adicion de &cido organico (AO), mezcla de acidos: citrico, fumarico, benzoico, sérbico, ascorbico, lactico y
butirato de sodio (4ppm). “21”- “28”: edad al destete.
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Grafica 5. Efecto de la edad de destete y la adicidn de diferentes aditivos en la dieta, sobre la riqueza

y uniformidad del microbioma en yeyuno de lechones, a los 30 dias posdestete.
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Riqueza y uniformidad del microbioma en yeyuno bajo el indice de Shannon (A) y Simpson (B) calculados a partir de
unidades taxonomicas (OTU’s) que comparten 97% de similitud con la secuencia del gen 16S ARNr, a los 30 dias
posdestete, en cerdos destetados a dos edades y alimentados con diferentes dietas. “Control”: Dieta Basal DB (D1): sin
la adicion de antibidtico; “Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicién de antibidtico (Bacitracina de Zinc);
“Probidtico”: Dieta 3 (D3): DB mas la adicién de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC);
“AEQO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AO”: Dieta 5 (D5):
DB mas la adicion de &cido organico (AO), mezcla de &cidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y
butirato de sodio (4ppm). “21”- “28”: edad al destete.

En el grafico 6 se presenta la abundancia relativa de filos bacterianos que conforman el microbioma
de yeyuno en cerdos que fueron destetados a dos edades diferentes y alimentados con o sin
antimicrobianos. En general, al dia 15 posdestete, para todas las dietas evaluadas y en las dos edades
de destete, el filo Firmicutes es dominante con una abundancia superior al 60% con respecto a los

demés Phyla. También se puede observar que la adicion de Probidtico en la dieta favorece el
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crecimiento de una mayor proporcion del filo Proteobacteria en los cerdos destetados a mayor edad,
ademas de estimular el crecimiento del filo Bacteroidetes a la misma edad de destete y en
comparacion a los demas aditivos, incluyendo al uso de antibi6tico. Por su parte, el filo
Actinobacteria estuvo presente en todas las muestras y presentaron una abundancia variable en las
mismas; caso contrario al filo Acidobacteria que estuvieron presentes en solo algunas muestras. Las
dietas que contenian antibidtico estuvieron dominadas por el filo Firmicutes y una menor presencia

0 ausencia de los demas Phyla.

Grafica 6. Abundancia relativa de los principales filos bacterianos encontrados, a los 15 dias
posdestete, en muestras de contenido de yeyuno en cerdos destetados a dos edades diferentes y

aleatorizados en dietas adicionadas con diferentes antimicrobianos.
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Abundancia relativa de los principales filos encontrados, a los 15 dias posdestete, en las muestras de contenido en yeyuno
de cerdos destetados a dos edades y alimentados con diferentes dietas. “Control”: Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de
antibiotico; “Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibiotico (Bacitracina de Zinc); “Probi6tico”: Dieta 3
(D3): DB maés la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEO”: Dieta 4 (D4): DB
con Aceite esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AO”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de acido
organico (AO), mezcla de acidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm). “21”-
“28”: edad al destete.
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En el grafico 7 se presenta la abundancia relativa de filos bacterianos que conforman el microbioma
de yeyuno en cerdos que fueron destetados a dos edades diferentes y alimentados con o sin
antimicrobianos. En general, al dia 30 posdestete, para todas las dietas evaluadas y en las dos edades
de destete, el filo Firmicutes es dominante con una abundancia superior al 70% con respecto a los
demas Phyla, con mayor proporcion en la dieta adicionada con antibi6tico en cerdos destetados a los
21 dias de edad. La adicion de AEO o probidtico en la dieta favorece el crecimiento del filo
Bacteroidetes y Actinobacteria, con mayor proporcién en los cerdos destetados a mayor edad. La
abundancia bacteriana en yeyuno de cerdos alimentados con dieta control (sin antimicrobiano) y
destetados a los 28 dias de edad, evidencid la presencia del filo Acidobacteria. Por su parte, el filo
Proteobacteria se presentd de forma muy variable entre las dietas evaluadas y las dos edades de

destete, con mayor proporcion en el grupo de la dieta control.

Gréfica 7. Abundancia relativa de los principales filos bacterianos encontrados, a los 30 dias
posdestete, en muestras de contenido de yeyuno en cerdos destetados a dos edades diferentes y

aleatorizados en dietas adicionadas con antimicrobianos.
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Abundancia relativa de los principales filos encontrados, a los 30 dias posdestete, en las muestras de contenido en yeyuno
de cerdos destetados a dos edades y alimentados con diferentes dietas. “Control”: Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de
antibidtico; “Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibidtico (Bacitracina de Zinc); “Probi6tico”: Dieta 3
(D3): DB maés la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEO”: Dieta 4 (D4): DB
con Aceite esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AO”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de acido
organico (AQ), mezcla de acidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm). “21”-
“28”: edad al destete.

6.3.1. Cuantificacion de géneros bacterianos (15 dias
posdestete) en cerdos destetados a dos edades

diferentes

Se puede observar en el gréafico 8 la abundancia de géneros bacterianos clasificados en el filo
Firmicutes, encontrados en mayor proporcién en las muestras de contenido de yeyuno, al dia 15
posdestete. Lactobacillus mostraron una predominancia en cerdos alimentados con antibi6tico o sin
antimicrobiano, independiente de la edad al destete. Se evidencié un aumento de Streptococcus en
cerdos destetados al dia 21 de edad y alimentados con AEO o probi6tico. Por su parte, Clostridium,
mostré un aumento en su poblacidn para cerdos con destete tardio (28 dias edad) y bajo el efecto de

AO o probidético.

En la gréficas donde se evidencian los géneros bacterianos, los taxones no ser expresados en
abundancia relativa, sino que se presentan datos crudos, ya que para este trabajo no es de interés
conocer el nivel de significancia de las abundancias en los géneros bacterianos entre los diferentes
tratamientos, por el contrario esta investigacion se enfoca en estimar la presencia y abundancia de

los diferentes géneros bacterianos.
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Grafica 8. Efecto de la alimentacidén con y sin antimicrobianos sobre la abundancia de géneros
bacterianos clasificados en el filo Firmicutes, en cerdos con edades de destete diferentes, a los 15

dias posdestete.
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“Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibiotico (Bacitracina de Zinc); “Probi6tico”: Dieta 3 (D3): DB mas
la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEQO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite
esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AQ”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de 4cido organico
(AO), mezcla de acidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm). “217- “28”:

edad al destete.

La abundancia de géneros bacterianos clasificados en el filo Actinobacterias, encontrados al dia 15
posdestete en mayor proporcion en yeyuno, se puede observar en el grafico 9. Bifidobacterium
mostraron mayor abundancia en cerdos destetados a los 21 dias de edad y alimentados con AEO,
probidtico o la dieta control. Cabe anotar que la abundancia de Bifidobacterium en cerdos destetados
a los 28 dias y alimentados con probi6tico, se mantuvo a la misma proporcion que los cerdos del
destete temprano (21 dias). El género Olsenella evidencié un aumento en los cerdos alimentados con
AOQ vy destetados a los 21 dias de edad, y en los cerdos alimentados con AEO y con destete tardio.
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De otro lado, Propionibacterium, muestra aumento en cerdos con destete tardio y sin adicion de

antimicrobiano o bajo el efecto de probidtico.

Gréfica 9. Efecto de la alimentacion con y sin antimicrobianos, a los 15 dias posdestete, sobre la
abundancia de géneros bacterianos clasificados en el filo Actinobacterias, en cerdos con edades de

destete diferentes
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“Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibiotico (Bacitracina de Zinc); “Probi6tico”: Dieta 3 (D3): DB mas
la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEQO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite
esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AQ”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de 4cido organico
(AO), mezcla de acidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm). “217- “28”:

edad al destete.

Para el caso del filo Proteobacterias, los géneros de mayor abundancia, encontrados al dia 15
posdestete en yeyuno, se pueden observar en el grafico 10. Sphingomonas mostraron mayor
abundancia en cerdos destetados a los 28 dias de edad y alimentados con probid6tico. Por otra parte,

el género Pseudomonas mostr6 un aumento de la poblacién en cerdos alimentados con AO y

destetados de manera tardia.



116 “Microbiota y expresiéon de proteinas intestinales en cerdos
adicionados con diferentes antimicrobianos durante el periodo del
destete”

Grafica 10. Efecto de la alimentacion con y sin antimicrobianos, a los 15 dias posdestete, sobre la
abundancia de géneros bacterianos clasificados en el filo Proteobacterias, en cerdos con edades de

destete diferentes
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Para el caso del filo Bacteroidetes, los géneros de mayor abundancia, encontrados al dia 15
posdestete en yeyuno, se pueden observar en el grafico 10. Bacteroides y Prevotellea mostraron
mayor abundancia en cerdos destetados a los 28 dias de edad y alimentados con probidtico. Por otra
parte, el género Paraprevotella mostré un aumento de la poblacion en cerdos alimentados con AEO

y destetados de manera tardia.
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Gréfica 11. Efecto de la alimentacion con y sin antimicrobianos, a los 15 dias posdestete, sobre la

abundancia de géneros bacterianos clasificados en el filo Bacteroidetes, en cerdos con edades de

destete diferentes
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“Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibiotico (Bacitracina de Zinc); “Probi6tico”: Dieta 3 (D3): DB mas
la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEQO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite
esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AO”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de acido organico
(AO), mezcla de 4cidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm). “217- “28™:

edad al destete.

6.3.2. Cuantificacion de géneros bacterianos a los 30 dias

posdestete, en cerdos destetados a dos edades
diferentes
En el filo Firmicutes, a los 30 dias posdestete (grafico 11), se evidencia una mayor abundancia del

género Lactobacillus en todas las muestras evaluadas de los lechones destetados a los 21 dias de

edad, independiente del tipo de dieta. Ademas, en los cerdos de destete tardio, se evidencié un
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comportamiento similar presentando una mayor proporcion en los cerdos suplementados con AEO.
Por el contrario, los lechones pertenecientes a la dieta con antibiético mostraron una menor
proporcion del género Lactobacillus, independiente de la edad al destete. EI género Clostridium
representd una mayor poblacion bacteriana en los lechones destetados de manera temprana y
pertenecientes a las dietas con AEO, antibidtico o control. Un aumento de Streptococcus en cerdos
destetados al dia 21 de edad y alimentados con AO o probiético, fue observado; ademas, dicho
aumento también se presento en los animales de destete tardio y suplementados con antibi6tico y en

menor proporcion con probidtico.

Comparando entre los dias de evaluacion (15 y 30 posdestete), puede observarse el efecto
modulatorio que tienen el AEO, AO y Probiético a favor del género Lactobacillus, manteniendo o
aumentando su abundancia al final del periodo posdestete, independiente de la edad al destete. Por
su parte, el género Clostridium aumenta su poblacién en el tiempo, en los cerdos destetados de

manera temprana y pertenecientes al grupo control o suplementados con antibiético
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Grafica 12. Efecto de la alimentacion con y sin antimicrobianos, a los 30 dias posdestete, sobre la
abundancia de géneros bacterianos clasificados en el filo Firmicutes, en cerdos con edades de destete
diferentes
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“Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibiotico (Bacitracina de Zinc); “Probi6tico”: Dieta 3 (D3): DB mas
la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEQO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite
esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AQO”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de 4cido organico
(AO), mezcla de 4cidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm). “21- “28”:

edad al destete.

La abundancia de géneros bacterianos clasificados en el filo Proteobacteria al dia 30 posdestete, se
puede observar en el grafico 12. Sphingomonas mostraron mayor abundancia en cerdos destetados a
los 21 dias de edad y alimentados con AEO, AO o dieta control. Para esta Gltima dieta, la abundancia
del género se presentd independiente de la edad del destete. Cabe anotar que la abundancia de
Sphingomonas fue mayor en cerdos alimentados con antibi6tico o probi6tico, cuando se sometieron
a un destete tardio. EI género clasificado como Escherichia/Shigella evidencié un aumento en los

cerdos destetados a los 21 dias de edad y alimentados con antibiotico, probi6tico o dieta control.

Gréfica 13. Efecto de la alimentacion con y sin antimicrobianos, a los 30 dias posdestete, sobre la
abundancia de géneros bacterianos clasificados en el filo Proteobacterias, en cerdos con edades de
destete diferentes
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“Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibiotico (Bacitracina de Zinc); “Probi6tico”: Dieta 3 (D3): DB mas
la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEQO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite
esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AQ”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de 4cido organico
(AO), mezcla de &cidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm). «“21- “28”:
edad al destete.

La evaluacién del filo Bacteroidetes al dia 30 posdestete (grafico 13), presenté una mayor
abundancia de Prevotellea en cerdos alimentados con AEO, AO o dieta control, independiente de la
edad al destete. En cerdos destetados a los 28 dias de edad, aquellos que recibieron la dieta con
probidtico presentaron una gran abundancia de Prevotellea. Por otra parte, el género
Parabacteroides mostrdé un aumento de su poblacion en cerdos destetados de manera temprana y
pertenecientes a la dieta con probidtico. Evaluando el comportamiento de los géneros pertenecientes
al filo Bacteroidetes durante la fase posdestete, solo Prevotella se mantiene dominante en yeyuno
de cerdos destetados a los 28 dias y alimentados con probidticos. En esta ultima dieta, el género

Bacteroides disminuye su poblacién al final del periodo posdestete.
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Grafica 14. Efecto de la alimentacion con y sin antimicrobianos, a los 30 dias posdestete, sobre la
abundancia de géneros bacterianos clasificados en el filo Bacteroidetes, en cerdos con edades de

destete diferente
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“Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibiotico (Bacitracina de Zinc); “Probi6tico”: Dieta 3 (D3): DB mas
la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEQO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite
esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AO”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de acido organico
(AO), mezcla de 4cidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm). “217- “28™:

edad al destete.

La dindmica del filo Actinobacterias, evaluado al dia 30 posdestete (grafico 14), arrojo una mayor
abundancia del género Bifidobacterium, en cerdos suplementados con AEO, AO o dieta control,
destetados de manera temprana; y en la dietas AEO y probidtico, en cerdos destetados de manera
tardia. La comparacion entre dias de muestreo, evidencian un aumento en la poblacién del género
Bifidobacterium al final del periodo posdestete en cerdos destetados a los 28 dias y que consumieron
la dieta adicionada con AEO o probi6tico. Mientras que en cerdos destetados a los 21 dias y

alimentados con AEO, AO o dieta control, disminuyeron su poblacion al final del periodo posdetete.
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Gréfica 15. Efecto de la alimentacion con y sin antimicrobianos, a los 30 dias posdestete, sobre la
abundancia de géneros bacterianos clasificados en el filo Actinobacterias, en cerdos con edades de

destete diferentes
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“Antibidtico”: Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de antibiotico (Bacitracina de Zinc); “Probi6tico”: Dieta 3 (D3): DB mas
la adicion de Bacillus subtilis pb6 (PTA 6737) (50 ppm de alimento. 108 UFC); “AEQO”: Dieta 4 (D4): DB con Aceite
esencial de orégano (AEO) (Lippia origanoides) (150ppm); “AQ”: Dieta 5 (D5): DB mas la adicion de 4cido organico
(AO), mezcla de acidos: citrico, fumarico, benzoico, sorbico, ascorbico, lactico y butirato de sodio (4ppm). “217- “28”:

edad al destete.

6.4. Discusion

El intestino delgado se divide en 3 segmentos: duodeno, yeyuno e ileon. EI duodeno recibe el quimo
alimenticio, el jugo biliar y las secreciones pancreaticas para completar la digestion quimica. El
yeyuno es el sitio principal para la absorcion de nutrientes, mientras que el ileon absorbe los
nutrientes residuales, las vitaminas y los &cidos biliares conjugados (Beaumont et al., 2021). Por

esto, se define la importancia del yeyuno en la funcidn intestinal y el enfoque de esta investigacion

en dicho segmento.
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Un componente fundamental de la funcion intestinal es la *Microbiota”, la cual se define como todos
los microorganismos (células vivas) que habitan a un hospedero; ademaés, existe el concepto de
“Microbioma”, que incluye sus genomas y elementos extracromosomicos, y sus interacciones dentro
del tracto gastrointestinal (TGI), piel y ambientes genitales (Dominguez-Bello et al., 2019). Por lo
anterior, es adecuado realizar la diferenciacion entre los dos conceptos mencionados anteriormente,
y de esta manera evitar confusiones en el desarrollo de futuras investigaciones (Ursell et al., 2012).
La microbiota intestinal, contiene 100 billones de celulas con mas de 1.000 especies diferentes, como
minimo, y mas de 3 millones de genes. Es la responsable de funciones fisiol6gicas con un impacto
directo en la salud, como son la digestion de alimentos, la produccién de vitaminas que el organismo
no puede sintetizar y colaboracion con el sistema inmune, actuando como efecto barrera (Guinane
and Cotter, 2013). Por tanto, la microbiota se considera la interfaz entre nuestros cuerpos y el
exterior, incluyendo las interacciones con el medio ambiente y elementos que pueden atravesar esta
interfaz (dieta, luz solar, microorganismos patégenos, etc.); y al mismo tiempo, se considera propia
y no propia, ya que es parte de nuestra biologia, pero consiste en seres vivos externos a nuestro
genotipo (Dominguez-Bello et al., 2019). Para el establecimiento del microbioma existe influencia
de la genética, la dieta, la edad y la interaccion con el medio ambiente; por lo anterior, cada individuo
tiene su propia microbiota (Conlon and Bird, 2015). Por lo anterior, puede considerarse como un
genoma en constante interaccion con el medio ambiente, por ello una modificacion en la
composicion de este, es decir una dishiosis, puede producir alteraciones en las funciones organicas
del hospedero (Marchesi et al., 2016). Cambios en la dieta y la ingesta de antibiéticos pueden
provocar esta disbiosis, desencadenando problemas de mayor impacto como presentacion de
enfermedades (Tojo et al., 2014).

Los animales criados en ausencia de bacterias (gnotobi6ticos) muestran un profundo retraso en la
etapa adulta, respecto al desarrollo de la morfologia, la fisiologia digestiva y la funcion inmunoldgica
intestinal (Kenny et al., 2011). Esto puede ser corroborado en el estudio realizado por Han et al.
(2016), donde observaron que la composicion de la microbiota intestinal puede explicar la
variabilidad en el peso corporal de los cerdos; revelando que, en la categoria de phylum, encontraron
Firmicutes y Planctomycetes en mayor abundancia relativa en cerdos mas pesados, mientras que
Bacteroidetes fueron mas abundantes en cerdos mas livianos. Ademas, encontraron diferencias
asociadas al peso corporal con la clasificacion de género de la microbiota, cuya categoria de

clasificacion fue tomado como referencia en esta investigacion.

Con la aplicacion de la secuenciacion masiva, aparecen miles de secuencias que requieren ser

clasificadas y dicha clasificacion se realiza mediante analisis de diversidad, asi: la diversidad alfa es
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la riqueza de especies de una comunidad homogénea y puede ser determinada segun el nimero de
especies presentes o segun la distancia filogenética que hay entre ellas; mientras la diversidad beta,
cuantifica las diferencias en la composicion bacteriana de una o mas muestras (Suarez-Moya, 2017).
En teoria, un alto nivel de diversidad proporciona una “redundancia funcional”, es decir el concepto
de que varias especies pueden desempefiar papeles similares en la microbiota intestinal; por tanto,
una alta diversidad ayuda a un ecosistema a mantener su capacidad de resiliencia, resistencia y
estabilidad después de los retos ambientales (Konopka, 2009) y practicas de manejo en las
producciones animales, como el destete; por lo anterior, el destete se convierte en un desafio que
causa un estrés significativo en lechones que puede afectar la composicion de la microbiota intestinal
(Cordova-Tapia y Zambrano, 2015). Por esto, una gran diversidad en la microbiota intestinal,
generalmente, se considera beneficiosa para la salud del hospedero (Le Chatelier et al., 2013) y
también como un signo de madurez de la microbiota (estabilidad). De acuerdo con estudios
anteriores reportados en la literatura, los phyla Firmicutes, Proteobacterias y Bacteroidetes fueron
los dominantes en la microbiota intestinal de lechones en fase posdestete (Zhao et al., 2015; Hu et
al., 2016; Chen L etal., 2017). En el presente estudio se evidencia, con la evaluacion de la abundancia
relativa, que fueron encontrados en mayor proporcion en yeyuno de lechones, a los 15 y 30 dias
posdestete, los filos Firmicutes, Proteobacterias, Actinobacterias y Bacteroidetes; ademas, la
poblacién bacteriana de los cerdos alimentados con antibiético presenté menor diversidad,
independiente de la edad al destete. Las evidencias sugieren que el medio ambiente (Thompson et
al., 2008), incluyendo practicas de manejo como el destete, y la dieta (Pluske, 2013), afectan la
composicién de la microbiota intestinal del hospedero. Por tanto, las diferencias en la microbiota

intestinal de los cerdos pueden atribuirse al cambio de entorno y a las dietas del estudio.

Kim et al. (2015), utilizando tecnologia de secuenciacién, demostraron que los géneros Lactobacillus
y Streptococcus representan los géneros mas abundantes de la microbiota fecal durante las etapas de
crecimiento de cerdos. Aln, cuando la microbiota fecal porcina puede estar afectada por cambios de
ambiente o modificaciones en la dieta a lo largo del periodo productivo, las poblaciones de estos
miembros se mantuvieron estables. Ademas, Niu et al. (2015), encontraron que Lactobacillus es uno
de los géneros mas dominantes, llegando a representar el 15% de las secuencias de genes de ARNr
16S en muestras intestinales porcinas, independiente de la edad evaluada. La presencia de
Lactobacillus en intestino ha estado relacionada con un mejor rendimiento productivo y salud

intestinal; asimismo, una baja abundancia en la poblacion de Lactobacillus puede incrementar la
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permeabilidad intestinal y la presentacion de disfunciones metabdlicas en lechones (Valeriano et al.,
2017). En el estudio actual, Lactobacillus fue la poblacion de mayor dominancia en el filo Firmicutes
al final del periodo evaluado (en este caso particular, 30 dias posdestete), entendiendo que en este
punto de la fase productiva, la microbiota alcanza su restablecimiento y madurez después de afrontar
el desafio que representa el destete, especialmente en los cerdos suplementados con las alternativas
al uso del APC (AEO, AO o probi6tico); probablemente y como ya se ha mencionado anteriormente,
por el cambio de ambiente que causan estos aditivos, favoreciendo la presencia y accién de esta

poblacién bacteriana.

El género Bifidobacterium ha sido reconocido por conferir efectos de tipo “probiodtico” a los cerdos
y otros animales (Kumas et al., 2015), evidenciando efectos sobre pardmetros de produccion como
mejora en rendimiento del crecimiento, eficiencia de conversion alimenticia, utilizacion de
nutrientes, salud intestinal, regulacién del sistema inmunolégico y modulacién de la microbiota
intestinal (lournals, 2011). En un estudio reciente, Bifidobacterium mostro tener la capacidad de ser
supresor de la proliferacién celular en tumores, asociando su accién con el proceso de estrés
oxidativo sobre estas células malignas (Gorska et al., 2019). De acuerdo con los resultados
presentados, Bifidobacterium es un género que puede aumentar su abundancia al final del periodo
experimental evaluado, por la adicion de AEO y Bacillus subtilis, y la practica del destete tardio (28
dias de edad), pudiendo favorecer al hospedero con su funcién probiética al momento de cambiar de

etapa productiva.

De manera general, Amat et al. (2020), luego de su investigacion, afirman que Prevotella spp. es una
especie bacteriana comln y de importancia en el intestino de humanos y porcinos. Holman et al.
(2017), es mas especifico al aprobar que Prevotella es uno de los géneros méas predominantes en el
intestino de los cerdos, parecido a los resultados en esta investigacion, donde el género Prevotella
presentd una mayor abundancia, dentro del filo Bacteroidetes, tanto a los 15 dias como a los 30 dias
posdestete. Prevotella ha mostrado efectos positivos con el desarrollo de los cerdos, incluyendo
parametros como la ingesta de alimento (Yang et al., 2018), la eficiencia alimentaria (Ramayo-
Caldas et al., 2016), el aumento de peso (Mach et al., 2015) vy la incidencia de diarrea (Dou et al.,
2017), lo que confirma que Prevotella es un integrante central de la microbiota intestinal en los
cerdos, especialmente después del destete (Ke et al., 2019), ya que incide en el rendimiento
productivo y la respuesta a trastornos intestinales en cerdos. Lo anterior podria ser explicado a las
fuertes interacciones competitivas y cooperativas de Prevotella con muchos miembros de la
microbiota intestinal (Wang et al., 2019) y lo que se puede considerar una fuerte influencia en la
estructura de la comunidad y la funcion de la microbiota intestinal en los cerdos (Amat et al., 2020).

Chen Q et al. (2017), demostraron que bacterias del filo Proteobacteria pueden disminuir impactos

ambientales negativos, a partir de su capacidad para degradar compuestos contaminantes de las
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heces, ayudando a la eliminacion de olores desagradables del estiércol en animales de produccion
animal como cerdos y aves. Lin et al. (2016), concluyeron que las Proteobacterias son capaces de
digerir materiales organicos complejos, a traves de proteinas funcionales, que ayudan a realizar
hidrolisis, acidogénesis y metanogénesis en un biodigestor de estiércol de cerdo. Su importancia
radica en las grandes cantidades de estiércol animal que se producen en la industria, dando lugar a
graves problemas ambientales, ademés de perjudiciales para la industria porcina (Arora et al. 2015).
Por tanto, desde el estudio de la microbiota intestinal puede lograrse un enfoque ambientalmente
sostenible y rentable. En la presente investigacion, se evidencia la abundancia de microorganismos
patobiontes pertenecientes al filo Proteobacteria (Sphingomonas) bajo diferentes condiciones de
edad al destete y dietas suministradas a los cerdos, lo que puede, quizas, significar una disminucion

en los impactos negativos ambientales derivados de la produccién porcina.

El uso de APC en la produccidn porcina es cada vez mas cuestionado, debido al riesgo potencial que
puede implicar para la salud humana la resistencia a los antibidticos. En la Unién Europea (UE), el
uso de APC esta prohibido (Reglamento (CE) n°® 1831/2003), y las autoridades mundiales buscan
disminuir el uso subterapéutico de antibidticos o eliminarlos de la produccién de alimentos
(European Food Safety Authority [EFSA], 2017). En investigaciones realizadas para evaluar la
microbiota intestinal con secuenciacion de alto rendimiento de ARNr 16S en cerdos, se encontré que
la adicion de APC en el alimento alteré notablemente la composicion de la microbiota en intestino
y heces, reduciendo poblaciones de Bifidobacterium, Lactobacillus y Ruminococcus, y presentando
un aumento en la abundancia de Escherichia coli (Gao et al., 2018; Pi et al., 2019). Por tanto, es
necesario investigar alternativas a los antibioticos para la industria porcina, especialmente en paises
donde se utilizan de manera amplia como una practica adecuada en el destete, de manera especifica,
para la reduccion de patégenos potenciales y su uso como promotores del crecimiento. Esta situacion
se convierte en una oportunidad para la investigacion y, posible, implementacion de nuevos aditivos
dietarios como probidticos, extractos de plantas y &cidos organicos, tal como se desarrollaron en esta

investigacion.

6.5. Conclusion

La edad al destete evidencia una posible explicacion sobre la composicién de la microbiota intestinal,

mostrandose como un factor determinante en la estabilizacion y maduracion de esta en el periodo
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posdestete. Ademas, el uso de alternativas naturales a los APC en cerdos posdestete, favorecen la
diversidad del microbioma y el crecimiento de algunos géneros bacterianos como Lactobacillus,
Prevotella, Bifidobacterium y Proteobacterias, los cuales pueden tener implicaciones beneficiosas
sobre la salud e integridad intestinal, el metabolismo general, el rendimiento productivo y, al mismo
tiempo, sobre el medio ambiente. La mayor importancia de estos resultados radica en que se mejoran
las condiciones de productividad mientras se contribuye a la generaciéon de productos libres de
antibidticos. Los resultados obtenidos y desarrollados en el presente estudio proporcionan recursos
importantes para generar conocimientos sobre la microbiota intestinal de cerdos en la etapa

posdestete y para futuros estudios basados en secuenciacion metagenémica.



128 “Microbiota y expresiéon de proteinas intestinales en cerdos

adicionados con diferentes antimicrobianos durante el periodo del

destete”

6.6. Bibliografia

Amat, S., Lantz, H., Munyaka, P. M. & Willing, B. P. (2020). Prevotella in pigs: the positive and
negative associations with production and health. Microorganisms. 8(10):1584.
https://doi.org/10.3390/microorganisms8101584

Arora P. K., Shrama A. & Bae H. (2015) Microbial degradation of indole and its derivatives.
Journal of Chemistry, 81, 1966-1970. https://doi.org/10.1155/2015/129159

Beaumont M., Blanc F., Cherbuy C., Egidy G., Giufra E., Lacroix-Lamandé S. & Wiedemann A.
(2021). Intestinal organoids in farm animals. Veterinary Research, 52,33.
https://doi.org/10.1186/s13567-021-00909-x

Bedford A. & Gong J. (2018). Implications of butyrate and its derivatives for gut health and animal
production. Animal Nutrition, 4(2), 151-159. https://doi.org/10.1016/j.aninu.2017.08.010

Bohorquez L. C., Delgado-Serrano L., Lépez G., Osorio-Forero C., Klepac-Ceraj V., Kolter R.,
Junca H., Baena S. & Zambrano M. M. (2012). In-depth characterization via complementing
culture-independent approaches of the microbial community in an acidic hot spring of the
Colombian Andes. Microbial Ecology, 63(1), 103-115. https://doi.org/10.1007/s00248-011-
9943-3

Bolyen E, Rideout JR, Dillon MR, Bokulich NA, Abnet CC, Al-Ghalith GA, Alexander H, Alm
EJ, Arumugam M, Asnicar F, Bai Y, Bisanz JE, Bittinger K, Brejnrod A, Brislawn CJ,
Brown CT, Callahan BJ, Caraballo-Rodriguez AM, Chase J ... Caporaso JG. 2019.
Reproducible, interactive, scalable and extensible microbiome data science using QIIME 2.
Nature Biotechnology, 37: 852-857. https://doi.org/10.1038/s41587-019-0209-9

Burbach K., Seifert J., Pieper D. H. & Camarinha-Silva A. (2016). Evaluation of DNA extraction
kits and phylogenetic diversity of the porcine gastrointestinal tract based on Illumina
sequencing of two hypervariable regions. MicrobiologyOpen, 5(1), 70-82.
https://doi.org/10.1002/mbo3.312

Cairo P. L. G., Gois F. D., Shardella M., Silveira H., De Oliveira R. M., Allaman I. B., Cantarelli
V. S. & Costa L. B. (2017). Effects of dietary supplementation of red pepper (Schinus
terebinthifolius Raddi) essential oil on performance, small intestinal morphology and
microbial counts of weanling pigs. Journal of the Science of Food and Agriculture,
98(2):541-548. https://doi.org/10.1002/jsfa.8494

Chen L., Xu Y., Chen X., Fang C., Zhao L. & Chen F. (2017) The Maturing Development of Gut
Microbiota in Commercial Piglets during the Weaning Transition. Frontiers in Microbiology,
8, 1688. https://doi.org/10.3389/fmich.2017.01688

Chen Q., Liu B., Wang J., Che J., Liu G. & Guan X. (2017). Diversity and dynamics of the
bacterial community involved in pig manure biodegradation in a microbial fermentation bed
system. Annals of Microbiology, 6, 491-500. https://doi.org/10.1007/s13213-017-1278-y

CiroJ. A, Lopez A. & Parra J. (2015a). The probiotic Enterococcus faecium modifies the


https://doi.org/10.3390/microorganisms8101584

Capitulo 6 129

intestinal morphometric parameters in weaning piglets. Revista Facultad Nacional de
Agronomia, 69(1), 7803-7811. https://doi.org/10.15446/rfna.v69n1.54748

Ciro J. A, Lépez A. & Parra J. (2015b). La adicion de cepas probioticas modula la secrecion de
mucinas intestinales enileon de cerdos en crecimiento. CES Medicina Veterinaria Y
Zootecnia, 10(2), 150-159. https://doi.org/10.21615/3648

Conlon M. A. & Bird A. R. (2015). The impact of diet and lifestyle on gut microbiota and human
health. Nutrients 7, 17-44. https://doi.org/10.3390/nu7010017

Cordova-Tapia F. y Zambrano L. 2015. La diversidad funcional en la ecologia de comunidades.
Ecosistemas 24(3), 78-87. https://doi.org/10.7818/ECOS.2015.24-3.10

Costa M. C., Bessegatto J. A., Alfieri A. A., Weese J. S., Filho J. A. B. & Oba A. (2017). Different
antibiotic growth promoters induce specific changes in the cecal microbiota membership of
broiler chicken. PLoS ONE, 12(2), e0171642. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0171642

Dominguez-Bello M. G., Godoy-Vitorino F., Knight R. & Blaser M. J. (2019). Role of the
microbiome in human development. Gut. 68(6):1108-1114. https://doi.org/10.1136/gutjnl-
2018-317503

Dou, S., Gadonna-Widehem, P., Rome, V., Hamoudi, D., Rhazi, L., Lakhal, L., Larcher, T., Bahi-
Jaber, N., Pinon-Quintana, A., Guyonvarch, A., Huérou-Luron L. E. & Abdennebi-Najar, L.
(2017). Characterisation of Early-Life Fecal Microbiota in Susceptible and Healthy Pigs to
Post-Weaning Diarrhoea. PLoS ONE, 12(1), e0169851.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0169851

Dowarah R., Verma A. K., Agarwal N., Singh P. & Patel, B. H. M. (2017) Effect of swine based
probiotic on performance, diarrhoea scores, intestinal microbiota and gut health of grower-
finisher crossbred pigs. Livestook Science, 195(1): 74-79.
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2016.11.006

de Punder, Karin; Pruimboom, Leo (2015). Stress Induces Endotoxemia and Low-Grade
Inflammation by Increasing Barrier Permeability. Frontiers in Immunology, 6:223.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2015.00223

Ellis J. C., Ballou A. L., Hassan H. M., Koci M. D., Croom W. J., Ali R. A. & Mendoza M. A.
(2016). Development of the Chick Microbiome: How Early Exposure Influences Future
Microbial Diversity. Frontiers in Veterinary Science, 3(January), 1-12.
https://doi.org/10.3389/fvets.2016.00002

European Food SafetyAuthority EFSA. 2017. EFSA, EMA. Joint Opinion - It's time to reduce,
replace and re-think the use of antimicrobials in animals. Published: 24 January 2017
https://www.efsa.europa.eu/en/press/news/170124-0

Frese S. A., Parker K., Calvert C. C. & Mills D. A. (2015). Diet shapes the gut microbiome of pigs
during nursing and weaning. Microbiome, 3, 28. https://doi.org/10.1186/s40168-015-0091-8

Gomez A., Rothman J. M., Petrzelkova K., Yeoman C. J., Vickova K., Umafia J. D., Carr M.,
Modry D., Todd A., Torralba M., Nelson K. E., Stumpf R. M., Wilson B. A., Blekhman R.,
White B. A. & Leigh, S. R. (2016). Temporal variation selects for diet-microbe co-metabolic
traits in the gut of Gorilla spp. ISME Journal, 10(2), 514-526.
https://doi.org/10.1038/ismej.2015.146



https://doi.org/10.3390/nu7010017

130 “Microbiota y expresiéon de proteinas intestinales en cerdos

adicionados con diferentes antimicrobianos durante el periodo del

destete”

Gorska A., Przystupski D., Niemczura M. J. & Kulbacka J. (2019). Probiotic bacteria: A promising
tool in cancer prevention and therapy. Current Microbiology, 76, 939-949.
https://doi.org/10.1007/s00284-019-01679-8

Group BDW. (2001). Biomarkers and surrogate endpoints: preferred definitions and conceptual
framework. Clinical Pharmacology and Therapeutics. 69(3):89-95.

Guinane C. M. & Cotter P. D. (2013). Role of the gut microbiota in health and chronic
gastrointestinal disease: understanding a hidden metabolic organ. Therapeutic Advances in
Gastroenterology, 6(4), 295-308. https://doi.org/10.1177/1756283X13482996

Hall A. B., Yassour M., Sauk J., Garner A., Jiang X., Arthur T., Lagoudas G. K. ,Vatanen T.,
Fornelos N., Wilson R., Bertha M., Cohen M., Garber J., Khalili H., Gevers D.,
Ananthakrishnan A. N., Kugathasan S., Lander E. S.,... Ramnik J. X. (2017). A novel
Ruminococcus gnavus clade enriched in inflammatory bowel disease patients. Genome
Medicine, 9, 103. https://doi.org/10.1186/s13073-017-0490-5

Han G. G,, LeeJ. Y., Jin G. D., Park J., Choi Y. H., Chae B. J., Kim E. B. & Choi Y. J. (2016).
Evaluating the association between body weight and the intestinal microbiota of weaned
piglets via 16S rRNA sequencing. Applied Microbiology and Biotechnology, 101, 5903—
5911. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2016.10.020

Hawe S. J., Scollan N., Gordon A., Muns R. & Magowan E. (2020). Impact of feeding low and
average birthweight pigs on a weight basis post-weaning on growth performance and body
composition. Livestock Science, 241, 104233. https://doi.org/10.1016/j.livsci.2020.104233

Herrera F. V. 2015. Efecto de la adicion de diferentes cepas probidticas (L. acidophilus, L. casei,
E. faecium) sobre la poblacion bacteriana intestinal, y su relacion con variables
inmunoldgicas en lechones recién destetados. Tesis Maestria. Universidad Nacional de
Colombia. Facultad de Ciencias Agrarias. Medellin, Colombia.

Holman, D. B., Brunelle, B. W., Trachsel, J. & Allen, H. K. (2017). Meta-analysis To Define a
Core Microbiota in the Swine Gut. Systems, 2(3), e00004-17.
https://doi.org/10.1128/mSystems.00004-17

Hu J., Nie Y., Chen J., Zhang Y., Wang Z., Fan Q. & Yan X. (2016). Gradual changes of gut
microbiota in weaned miniature piglets. Frontier in Microbiology, 7, 1727.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01727

Hwang Y. A., Gums G. J. (2016). The Emergence and Evolution of Antimicrobial Resistance:
Impact on a Global Scale. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 24(24), 6440-6445.
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2016.04.027

ICLAS. (2012). International guiding principles for biomedical research involving animals.
December 2012. Council for International Organization of Medical Sciences and the
International Council for Laboratory Animal Science.

lljazovic A., Roy U., Galvez E. J. C., Lesker T. R., Zhao B., Gronow A., Amend L., Will S. E.,
Hofmann J. D., Pils M. C., Schmidt-Hohagen K., Neumann-Schaal M. & Strowig T. (2020).


https://doi.org/10.1177%2F1756283X13482996
https://doi.org/10.1128/mSystems.00004-17

Capitulo 6 131

Perturbation of the gut microbiome by Prevotella spp. enhances host susceptibility to
mucosal inflammation. Mucosal Immunology, 14, 113-124. https://doi.org/10.1038/s41385-
020-0296-4

lournals M. (2011). Probiotics as a dietary additive for pigs: a review. Journal of Animal and
Veterinary. Advances, 10(16), 2

Gao K., PiY. Peng Y., MuC.L.&ZhuW. Y. (2018). Time-course responses of ileal and fecal
microbiota and metabolite profiles to antibiotics in cannulated pigs. Applied Microbiology
and Biotechnology, 102, 2289-2299. https://doi.org/10.1007/s00253-018-8774-2

Kenny M., Smidt H., Mengheri E. & Miller B. (2011). Probiotics - do they have a role in the pig
industry? Animal, 5(3), 462-470. https://doi.org/10.1017/S175173111000193X

Ke, S., Fang, S., He, M., Huang, X., Yang, H., Yang, B., Chen, C. & Huang, L. (2019). Age-based
dynamic changes of phylogenetic composition and interaction networks of health pig gut
microbiome feeding in a uniformed condition. BMC Veterinary Research, 15, 172.
https://doi.org/10.1186/s12917-019-1918-5

Kim J., Nguyen S. G., Guevarra R. B., Lee I. & Unno T. (2015). Analysis of swine fecal
microbiota at various growth stages. Archives of Microbiology, 197, 753-7509.
https://doi.org/10.1007/s00203-015-1108-1

Konopka A. (2009). What is microbial community ecology? The ISME Journal, 3, 1223-1230.
https://doi.org/10.1038/ismej.2009.88

Kuczynski J., Stombaugh J., Walters W. A., Gonzalez A., Caporaso J. G. & Knight R. (2011).
Using QIIME to analyze 16S rRNA gene sequences from microbial communities. Current
protocols in microbiology, 36(1), 10.7.1-10.7.20.
https://doi.org/10.1002/0471250953.bi1007s36

Kumar B. B., Claes I. J. & Lebeer S. (2015). Functional mechanisms of probiotics. Journal of
microbiology, biotechnology and food sciences, 4(4), 321-327.
https://doi.org/10.15414/jmbfs.2015.4.4.321-327

LalleS J. P., Bosi P., Smidt H. & Stokes C. R. (2007). Nutritional management of gut health in pigs
around weaning. Proceedings of the Nutrition Society, 66(2), 260-268.
https://doi.org/10.1017/S0029665107005484

Leary S., Underwood W., Lilly E., Anthony R., Cartner S., Corey D., Clinic A. V., WallaW.,
Grandin T., Collins F., Greenacre C., Gwaltney-brant S., Mccrackin M. A., Polytechnic V.,
Meyer R., State M., Miller D., Shearer J., Yanong R., ... Division, A. W. (2013). AVMA
Guidelines for euthanasia of animals 2013. In AVMA Guidelines for euthanasia.
https://doi.org/10.1016/B978-012088449-0.50009-1

Le Chatelier E., Nielsen T., Qin J., Prifti E., Hildebrand F., Falony G., , Almeida M., Arumugam
M., Batto J. J., Kennedy S., Leonard P., Li J., Burgdorf K, Grarup N, Jargensen T.,
Brandslund 1., Nielsen H. B., Juncker A. S., Bertalan M., Levenez F., Pons N., Rasmussen S.,
Sunagawa S., Tap J., Tims S.,... Pederse O. (2013). Richness of human gut microbiome
correlates with metabolic markers. Nature 500(7464), 541-546.
https://doi.org/10.1038/nature12506



https://doi.org/10.1007/s00253-018-8774-2
https://doi.org/10.1186/s12917-019-1918-5
https://doi.org/10.1007/s00203-015-1108-1
https://doi.org/10.15414/jmbfs.2015.4.4.321-327

132 “Microbiota y expresiéon de proteinas intestinales en cerdos
adicionados con diferentes antimicrobianos durante el periodo del

destete”

Lewis J. D., Chen E. Z., Baldassano R. N., Otley A. R., Gri_ths A. M., Lee D., Bittinger K., Bailey
A., Friedman E. S., Hoffmann C., Albenberg L., Sinha R., Compher C., Gilroy E., Nessel L.,
Grant A., Chehoud C., Li H.,, Wu G. D. & Bushman, F. D. (2015). Inflammation, antibiotics,
and diet as environmental stressors of the gut microbiome in pediatric Crohn’s disease. Cell
Host Microbe, 5(18), 489-500. https://doi.org/10.1016/j.chom.2015.09.008

Lin Y. W., Tuan N. N. & Huang S. L. (2016). Metaproteomic analysis of the microbial community
present in a thermophilic swine manure digester to allow functional characterization: a case
study. International Biodeterioration & Biodegradation, 115, 64-73.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ibiod.2016.06.013

Mach, N., Berri, M., Estelle, J., Levenez, F., Lemonnier, G., Denis, C., Leplat, J. J., Chevaleyre,
C., Billon, Y., Dore, J., Rogel-Gaillard, C. & Lepage, P. (2015). Early-life establishment of
the swine gut microbiome and impact on host phenotypes. Environmental and Microbiology
Reports, 7(3), 554-569. https://doi.org/10.1111/1758-2229.12285

Madrid G. T. (2015). Evaluacion del aceite esencial del orégano Lippia origanoides como
promotor nutricional de crecimiento en pollos de engorde. Tesis Maestria. Universidad
Nacional de Colombia. Facultad de Ciencias Agrarias. Medellin, Colombia.

Mancabelli L., Ferrario C., Milani C., Mangifesta M., Turroni F., Duranti S., Lugli G. A.,
Viappiani A., Ossiprandi M. C., van Sinderen D. & Ventura M. (2016). Insights into the
biodiversity of the gut microbiota of broiler chickens. Environmental Microbiology, 18(12),
4727-4738. https://doi.org/10.1111/1462-2920.13363

Marchesi J. R., Adams D. H., Fava F., Hermes G. D. A., Hirschfield G. M., Hold G., Quraishi M.
N., Kinross J., Smidt H., Tuohy K. M., Thomas L. V., Zoetendal E. G. & Hart A. (2016). The
gut microbiota and host health: a new clinical frontier. Gut 65, 330-9.
http://dx.doi.org/10.1136/gutjnl-2015-309990

Metzler-Zebeli B. U, Schmitz-Esser S., Mann E., Griill D., Molnar T. & Zebeli Q. (2015).
Adaptation of the cecal bacterial microbiome of growing pigs in response to resistant starch
type 4. Applied and Environmental Microbiology Journal, 81(24), 8489-8499.
https://doi.org/10.1128/AEM.02756-15

Milici M., Tomasch J., Wos-Oxley M. L., Wang H., Jauregui R., Camarinha-Silva A., Deng Z. L.,
Plumeier 1., Giebel H. A., Wurst M. & Pieper D. H. (2016). Low diversity of planktonic
bacteria in the tropical ocean. Scientific reports, 6, 19054. https://doi.org/10.1038/srep19054

Mocherla S. & Ramana J. (2015). A review of the effects of dietary organic acids fed to swine.
Journal of Animal Science and Biotechnology, 6(45), 1-11. https://doi.org/10.1186/s40104-
015-0042-z

Niu Q., LiP.,Hao S., Kim S. W., Du T., Hua J. & Huang R. (2019). Characteristics of Gut
Microbiota in Sows and Their Relationship with Apparent Nutrient Digestibility.
International Journal of Molecular Sciences, 20, 870. https://doi.org/10.3390/ijms20040870

Niu Q., LiP., Hao S., Zhang Y., Kim SW.,, LiH., Ma X,, Gao S., He L., Wu W. J., Huang X., Hua
J., Zhou B. & Huang R. (2015). Dynamic distribution of the gut microbiota and the


http://dx.doi.org/10.1136/gutjnl-2015-309990

Capitulo 6 133

relationship with apparent crude fiber digestibility and growth stages in pigs. Scientific
Reports, 5, 9938. https://doi.org/10.1038/srep09938

Oksanen J, Blanchet F. G., Friendly M., Kindt R., Legendre P., Mcglinn D., Minchin P. R., O’hara
R. B., Simpson G. L., Solymos P., Stevens H., Szocs E., Wagner H. (2016). Vegan:
Community Ecology Package: Ordination methods, diversity analysis and other functions for
community and vegetation ecologists. R Package Ver 2016 . Available online:
https://cran.r project.org/web/packages/vegan/index.html

Patifio F. 2018. Utilizacién de compuestos antimicrobianos en cerdos destetados a dos edades y su
efecto sobre pardmetros zootécnicos, metabdlicos e intestinales. Tesis Maestria. Universidad
Nacional de Colombia. Facultad de Ciencias Agrarias. Medellin, Colombia.

Patterson J. E., McEImeel L. & Wiederhold N. P. (2019). In vitro activity of essential oils against
gram-positive and gram-negative clinical isolates, including carbepenem-resistant
Enterobacteriaceae. Open Forum Infectious Diseases, 6(12), 0fz502.
https://doi.org/10.1093/0fid/0fz502

Pluske J. R. (2013). Feed- and feed additives-related aspects of gut health and development in
weanling pigs. Journal of Animal Science and Biotechnology, 4:1.
https://doi.org/10.1186/2049-1891-4-1

Ramayo-Caldas Y., Mach N., Lepage P., Levenez F., Denis C., Lemonnier G., Leplat J. J., Billon
Y., Berri M., Dore J., Rogel-Gaillard C. & Estelle J. (2016). Phylogenetic network analysis
applied to pig gut microbiota identifies an ecosystem structure linked with growth traits. The
ISME Journal, 10, 2973-2977. https://doi.org/10.1038/ismej.2016.77

REGLAMENTO (CE) No 1831/2003 DEL PARLAMENTO EUROPEOQO Y DEL CONSEJO de 22
de septiembre de 2003 sobre los aditivos en la alimentacion animal. Diario Oficial de la
Unién Europea. 18.10.2003. 18.10.2003. https://www.boe.es/doue/2003/268/L.00029-

00043.pdf

Reis de souza T. C., Guerrero C. M. J., Aguilera B. A. & Mariscal L. G. Efecto de diferentes
cereales sobre la morfologia intestinal de lechones recién destetados. Revista Mexicana de
Ciencias Pecuarias, 43(3): 309-321. ISSN: 0040-1889. Disponible en:
https://www.redalyc.org/articulo.0a?id=613/61343302

Rinninella E., Raoul P., Cintoni M., Franceschi F., Miggiano G., Gasbarrini A. & Mele M. (2019).
What is the Healthy Gut Microbiota Composition? A Changing Ecosystem across Age,
Environment, Diet, and Diseases. Microorganisms, 7(1), 14.
https://doi.org/10.3390/microorganisms7010014

Sander G., Heckmann M. & Weghuber, J. (2020). Immunomodulatory activities of selected
essential oils. Biomolecules, 10(8), 1139. https://doi.org/10.3390/biom10081139

Segalés J. & Domingo M. (2003). La necropsia en el ganado porcino diagndstico
anatomopatoldgico y toma de muestras. Barcelona. Retrieved from
http://animalistic.seguim.com/wp-content/uploads/2014/10/necrporc.pdf

Sylvia K. E. & Demas G. E. (2018). A gut feeling: Microbiome-brain-immune interactions
modulate social and affective behaviors. Hormones and Behavior, 99, 41-49.
https://doi.org/10.1016/j.yhbeh.2018.02.001



https://doi.org/10.1038/srep09938

134 “Microbiota y expresiéon de proteinas intestinales en cerdos

adicionados con diferentes antimicrobianos durante el periodo del

destete”

Thompson C. L., Wang B. & Holmes A. J. (2008). The immediate environment during postnatal
development has long-term impact on gut community structure in pigs. The ISME Journal, 2,
739-748. https://doi.org/10.1038/ismej.2008.29

Tojo R., Suérez A., Clemente M. G., de los Reyes-Gavilan C. G., Margolles A., Gueimonde M. &
Ruas-Madiedo P. (2014). Intestinal microbiota in health and dise of bifidobacteria in gut
homeostasis. World Journal of Gastroenterology, 20(41): 15163-76.
https://doi.org/10.3748/wjg.v20.141.15163

Ursell L. K., Metcalf J. L., Parfrey. L. W. & Knight R. (2012). Defining the human microbiome.
Nutrition Reviews, 70(1): S38-S44. https://doi.org/10.1111/nure.2012.70.issue-s1

Valeriano V. D. V., Balolong M. P. & Kang, D. K. (2017). Probiotic roles of Lactobacillus spp. in
swine: insights from gut microbiota. Journal of Applied Microbiology, 122(3), 554-567.
https://doi.org/10.1111/jam.13364

Vigors S., O’Doherty J. V., Kelly A. K., O’Shea C. J. & Sweeney T. (2016). The effect of
divergence in feed efficiency on the intestinal microbiota and the intestinal immune response
in both unchallenged and lipopolysaccharide challenged ileal and colonic explants. PLoS
One, 11(2): e0148145. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0148145

Wang M., Monaco M. H. & Donovan S. M. (2016). Impact of early gut microbiota on immune and
metabolic development and function. Seminars in Fetal and Neonatal Medicine, 21(6): 380—
387. https://doi.org/10.1016/j.siny.2016.04.004

Wang, X., Tsai, T., Deng, F., Wei, X., Chai, J., Knapp, J., Apple, J., Maxwell, C.V., Lee, J.A., Li,
Y., etal. (2019). Longitudinal investigation of the swine gut microbiome from birth to market
reveals stage and growth performance associated bacteria. Microbiome, 7, 109.
https://doi.org/10.1186/s40168-019-0721-7

Willing B. P., Malik G. & van Kessel A. G. (2012). Nutrition and gut health in swine. In: Chiba LI,
editor. Sustainable swine nutrition. Chichester, UK: John Wiley & Sons. p. 197-213.

Xiao L., Estellé J., Kiilerich P., Ramayo-Caldas Y., Xia Z., Feng Q., Liang S., Pedersen A. @.,
Kjeldsen N. J., Liu C., Maguin E., Doré J., Pons N., Le Chatelier E., Prifti E., Li J., Jia H.,
Liu X., Xu X., Ehrlich S. D.,... Wang J. (2016). A reference gene catalogue of the pig gut
microbiome. Nature Microbiology, 1, 16161. https://doi.org/10.1038/nmicrobiol.2016.161

Yang, H., Yang, M., Fang, S., Huang, X., He, M., Ke, S., Gao, J., Wu, J., Zhou, Y., Fu, H., Chen,
C. & Huang, L. (2018). Evaluating the profound e_ect of gut microbiome on host appetite in
pigs. BMC Microbiology, 18, 215. https://doi.org/10.1186/s12866-018-1364-8

PiY., Gao K, Peng Y., MuC. L. & Zhu W. Y. (2019). Antibiotic-induced alterations of the gut
microbiota and microbial fermentation in protein parallel the changes in host nitrogen
metabolism of growing pigs. Animal, 13(2), 262-272.
https://doi.org/10.1017/S1751731118001416

Zhao W., Wang Y., Liu S., Huang J., Zhai Z., He C., Ding J., Wang J., Wang H., Fan W., Zhao J. ,
Meng H. (2015). The Dynamic distribution of porcine microbiota across different ages and


https://dx.doi.org/10.3748%2Fwjg.v20.i41.15163
https://doi.org/10.1186/s40168-019-0721-7
https://doi.org/10.1186/s12866-018-1364-8

Capitulo 6 135

gastrointestinal tract segments. PLoS ONE 10, e0117441.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0117441




Capitulo 7 136

7. Capitulo 7: Consideraciones finales 'y

conclusiones

7.1. Sobre el antibiotico promotor de crecimiento (APC):

No se puede desconocer el efecto positivo alcanzado por los APC en comparacion con la dieta
control (sin APC) en la mayoria de las variables evaluadas en este estudio. Sin embargo, debido al
uso subterapéutico y de manera excesiva que llevé a la rdpida generacion de microorganismos
resistentes, su uso esta siendo prohibido en el mundo, esperando que sea total como promotor de
crecimiento. Por tanto, es importante implementar en la produccién animal las alternativas que se

estan investigando, como las desarrolladas en esta investigacion.

7.2. Sobre las alternativas a los APC:

Las alternativas al APC, como probi6ticos (Bacillus subtilis), aceite esencial (de orégano [Lippia
origanoides]) y los acidos organicos, mostraron mejores resultados en parametros productivos,
variables moleculares y sobre la microbiota intestinal (yeyuno), en comparacién con los resultados
obtenidos por el APC, no obstante, presenta el valor agregado de constituirse en un remplazo que
permite cumplir con el objetivo de inocuidad alimentaria y producciones libres de antibidticos como
promotores de crecimiento. Es importante lograr que los productores obtengan resultados visibles
para ellos y comprendan los efectos posibles sobre el animal, interviniendo no solo en el

metabolismo y fisiologia, sino también en la salud y el bienestar del animal.
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7.3. Conclusion general:

Las alternativas a los APC valoradas en la presente investigacion, especialmente los probidticos y
aceites esenciales de orégano (Lippia origanoides), se fortalecen como promotores de crecimiento
de origen natural y con efectos moleculares, pudiendo aumentar la expresion relativa de ARNm de
los genes evaluados; nutricionales, mejorando el aporte de nutrientes del alimento, determinado a
través del rendimiento productivo de los lechones; y, posiblemente, de bienestar en el animal, por la
posible ausencia o disminucion del estrés o posible mejora en la respuesta fisiolégica a la practica
del destete temprano. Todo lo anterior, lleva a argumentar que pueden ser capaces de reemplazar,
parcial o totalmente, a los APC en la produccion porcicola, ya que son aditivos seguros, con efectos
deseables sobre la produccién animal, ademas de promover la funcion, salud y microbiota del

intestino del animal.
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8. Anexo 1. Correlaciones adicionales entre todas

las variables evaluadas en la investigacion

Figura 1. Correlacion entre parametros productivos y expresion relativa de ARNm de los genes de
proteinas de barrera intestinal en cerdos que consumieron dietas con o sin adicion de antimicrobianos
segun la edad al destete. Los circulos méas grandes y de colores méas intensos indican una mayor

correlacién (azul: positivo, rojo: negativo) entre las variables.
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En la figura 1 se presenta que la expresion relativa de ARNm de los genes de proteinas de barrera
intestinal (z6nula ocludens, ocludina, claudina 1 y 4) muestran una alta y positiva correlacion con la
ganancia de peso acumulada y ganancia diaria de peso; por otra parte, la conversion alimenticia,
presenta una correlacién negativa y alta con los pardmetros mencionados anteriormente (proteinas

de barrera intestinal y ganancia diaria y acumulada).

Figura 2. Correlacion entre parametros productivos y expresion relativa de ARNm de los genes de
proteinas enzimaticas y transportadores intestinal en cerdos que consumieron dietas con o sin adicion
de antimicrobianos segun la edad al destete. Los circulos méas grandes y de colores mas intensos

indican una mayor correlacién (azul: positivo, rojo: negativo) entre las variables.
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En la figura 2 se evidencia que la expresion relativa de ARNm de los genes de enzimas (MgA 'y SI)
y transporte intestinales (SGLT-1, GLUT-2 y GLUT-5) muestran una alta y positiva correlacion con
la edad al destete y la ganancia de peso acumulada; por otra parte, la conversion alimenticia y el %
de indice de severidad de diarrea, presenta una correlacion negativa con los parametros mencionados
anteriormente (enzimas y transportadores intestinales, edad al destete y ganancia acumulada).

Figura 3. Correlacién entre pardmetros clinicos y expresion relativa de ARNm de los genes de
citoquinas intestinales en cerdos que consumieron dietas con o sin adicion de antimicrobianos
segun la edad al destete. Los circulos mas grandes y de colores mas intensos indican una mayor

correlacién (azul: positivo, rojo: negativo) entre las variables.
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DWG: ganancia diaria de peso; FE: eficiencia alimenticia; T °C: temperatura corporal; DSI %: % indice de severidad de

IL-10

diarrea; I1L-8: interleuquina 8; I1L-18: interleuquina 18; TNF-a: Factor de necrosis tumoral o; INF-y; interferon y; IL-10:

interleuquina 10.
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adicionados con diferentes antimicrobianos durante el periodo del
destete”

Es fundamental resaltar en la figura 3 que la expresion relativa de ARNm del gen de la citoquina
antiinflamatoria intestinal (IL-10) muestra una alta y positiva correlacion con la edad al destete,
ganancia diaria de peso y la eficiencia alimenticia; ademéas, de una correlacién negativa con la
expresion relativa de ARNm del gen de las citoquinas proinflamatorias (IL-8, IL-18, TNF-a. ¢ INTF-

v) Y el % indice de severidad de diarrea.



