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Resumen

Evaluacién de aditivos alimenticios en cerdos posdestete sobre la composicion
microbiana como biomarcador asociado a la expresion de mRNA de proteinas de

salud intestinal

En el ciclo de produccién del cerdo, la fase posdestete es de gran importancia, debido a
gue confluyen factores estresantes que generan desbalance de la microbiota intestinal,
alterando la salud de los lechones y causando diarreas. Los productores han recurrido al
uso de antibidticos en el alimento, sin embargo, esta practica ya se ha prohibido en
diversos paises por la posible induccion de resistencia microbiana. El objetivo del presente
estudio fue evaluar la suplementacion de aditivos alimenticios sobre la composicion
microbiana como biomarcador asociado a la expresion de proteinas de salud intestinal en
cerdos durante el posdestete. Se utilizaron 240 lechones, distribuidos en seis dietas: (D1)
alimento base, (D2) D1 + 350 ppm de bacitracina de zinc, (D3) D1 + 550 ppm de
maltodextrina, (D4) D1 + 300 ppm de fructooligosacaridos, (D5) D1 + 69 ppm de aceite
esencial de Lippia origanoides, y (D6) D1 + 750 ppm de humatos de sodio. Se evaluaron
pardmetros clinicos y productivos, asi como muestras intestinales para el analisis del
desarrollo morfolégico, la expresion de proteinas de barrera y enzimaticas, y la
composicién microbiana ileal y fecal. Se observd que los fructooligosacaridos y aceite
esencial de Lippia origanoides mejoraron la productividad, el desarrollo morfométrico, la
expresion molecular de proteinas enzimaticas y de barrera, ademas de modular
positivamente las comunidades microbianas ileales y fecales de los lechones en
comparacion con el D1 y D2. En conclusién, estos dos compuestos se postulan como
alternativas biotecnoldgicas al uso de promotores de crecimiento antibidticos durante el

posdestete.

Palabras clave: porcicultura, microbiota, cerdo, prebiotico, fitobiético
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Abstract

Evaluation of feed additives in post-weaning pigs on microbial composition as a
biomarker associated with mRNA expression of intestinal health proteins

In the pig production cycle, the post-weaning phase is of great importance, as stress factors
converge, causing an imbalance in the intestinal microbiota, which affects the health of
piglets and leads to diarrhea. Producers have traditionally relied on antibiotics in feed;
however, this practice has been banned in several countries due to the potential induction
of antimicrobial resistance. The aim of this study was to evaluate the supplementation of
feed additives on microbial composition as a biomarker associated with the expression of
intestinal health proteins in post-weaning pigs. A total of 240 piglets were used, divided into
six diets: (D1) basal diet, (D2) D1 + 350 ppm zinc bacitracin, (D3) D1 + 550 ppm
maltodextrin, (D4) D1 + 300 ppm fructooligosaccharides, (D5) D1 + 69 ppm Lippia
origanoides essential oil, and (D6) D1 + 750 ppm sodium humates. Clinical and productive
parameters were evaluated, along with intestinal samples for analysis of morphometric
development, the expression of barrier and enzymatic proteins, and ileal and fecal microbial
composition. It was observed that fructooligosaccharides and Lippia origanoides essential
oil improved productivity, morphometric development, and the molecular expression of
enzymatic and barrier proteins. Additionally, these additives positively modulated ileal and
fecal microbial communities in comparison with D1 and D2. In conclusion, these two
compounds are proposed as biotechnological alternatives to antibiotic growth promoters

during the post-weaning phase.

Keywords: swine production, microbiota, prebiotic, pig, phytobiotic
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Introduccioén

El presente trabajo surge a partir de una linea de estudios previamente realizados por el
Grupo de Investigacion en Biodiversidad y Genética Molecular (BIOGEM) relacionados con
el balance de las comunidades microbianas y el efecto que tienen diversas condiciones de
manejo, fisioldégicas e intervenciones alimenticias, como la inclusibn de compuestos
nutraceuticos en lechones. Todo lo anterior, debido a la necesidad de profundizar en la
interaccion entre la microbiota intestinal y la salud intestinal del lech6n. en miras de lograr
condiciones de produccion que no requieran el uso de antibiéticos promotores de
crecimiento, en donde las estimaciones indican que la produccion porcina es la que recurre

a un mayor uso de antibidticos por kilogramo de carne producida.

En particular en del ciclo de produccién de carne porcina, la fase posdestete es clave y
desafiante dentro de la vida productiva del cerdo, debido a que, en esta los animales hacen
la transicién del consumo de leche materna a al alimento seco a base de granos y sustitos
lacteos. Adicionalmente, al estrés nutricional generado por el cambio subito en la
alimentacion, los lechones son sometidos a factores que se han denominados estresores
sociales como la separacion de las cerdas, la mezcla con camadas desconocidas y el

establecimiento de la jerarquia social dentro del grupo.

El estrés de las primeras semanas del posdestete altera las poblaciones microbianas
intestinales de los lechones, produciendo que se reduzca la diversidad microbiana, con
disminucion de poblaciones productoras de acidos grasos de cadena corta (AGCC), dando
paso a grupos microbianos patégenos oportunistas. Estos microorganismos con potencial
patogénico que prolifera durante el posdestete pueden adherirse a la mucosa intestinal y
liberar enterotoxinas que dafian la mucosa digestiva alterando la expresion de diferentes
marcadores de salud intestinal, lo que llega a evidenciarse en los lechones como

problemas diarreicos y retraso en el crecimiento.



2 Introduccién

Para enfrentar esta problematica, la industria porcicola ha recurrido al uso de antibiéticos
como promotores de crecimiento que son suministrados en el alimento con el fin de regular
la estabilidad de las poblaciones microbianas y mitigar los efectos desfavorables asociados
a su desbalance y proliferacion de cepas patégenas oportunistas durante el posdestete.
Sin embargo, la aparicibn de bacterias resistentes a los antibioticos ha generado
preocupacion por parte de los consumidores, cientificos y organizaciones
gubernamentales de salud, a tal punto que, paises como china y los miembros de la unién

europea han puesto regulaciones estrictas al uso de este tipo de compuestos en animales.

De esta manera, en los ultimos afios ha cobrado gran importancia la busqueda de aditivos
alimenticios que permitan mejorar el balance microbiano intestinal, promoviendo la salud
intestinal y la productividad de los lechones durante el periodo posdestete para poder
reducir el uso de antibi6ticos durante esta etapa. Por lo que continuando con la linea de
investigacion del grupo BIOGEM se hace necesario profundizar el conocimiento de como
compuestos nutraceuticos con diferentes mecanismos de accién sobre el intestino y
diferentes formas de interaccién con las comunidades microbianas, pueden modular la
microbiota intestinal del lechdn e impactar la salud y la productividad durante el posdestete,
en miras de poder generar estrategias nutricionales, que permitan la reduccién del uso de

antimicrobianos en estas etapas criticas de la produccion porcina.
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1.1 Estado de la industria porcina

1.1.1 Estado de la industria porcicola a nivel mundial

Segun los informes que anualmente realiza la OECD (Organizacion para la Cooperacion y
el Desarrollo Econdémicos) y la FAO (La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura), la carne de cerdo es una de las fuentes de proteina animal
preferidas por la poblacién a nivel mundial, alcanzando un promedio global de consumo
por persona de 11.8 kg por afio, lo que representa alrededor de 35% del consumo total de
carne; hecho gque es solamente superado por la carne de pollo (OECD & FAO, 2021). En
algunas regiones del mundo, especificamente la Unién Europea, la carne de cerdo es la
proteina de mayor predileccion por la poblacién, alcanzando consumos cercanos a los 30

Kg por persona, lo que representa un 45 % del consumo total de carne (Bellini, 2021).

Las perspectivas de mercado, estiman que el consumo de carne de cerdo continuara en
aumento durante los préximos 10 afios, esperando que los mayores crecimientos de
consumo se produzcan en paises en via de desarrollo, especialmente en América Latina,
donde las tendencias muestran un crecimiento acelerado del mercado de cerdo,
posiblemente debido a su precio econ6micamente favorable, que junto con la carne de
pollo satisfacen la demanda de proteina animal de la creciente clase media (Enahoro et
al., 2021).

Respecto a los niveles de produccion de carne de cerdo, a nivel global es la segunda
proteina animal de mayor produccion, superada Unicamente por el pollo. Segun los
informes globales de mercado, en 2019 se produjeron 110.1 millones de toneladas (MT)
de carne de cerdo, las cuales disminuyeron un 0.8% para el 2021, en gran parte debido a

problemas de peste porcina africana en paises asiaticos de gran productividad como China
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y Vietnam. Sin embargo, se estima una recuperacion del mercado durante el afio 2022, en
el que se espera una produccion de 110.5 MT,; ademds, dentro de las proyecciones
realizadas por la OECD y la FAO la produccion para el 2030 se encontraria alrededor 127
MT afio (OECD & FAO, 2021).

Por tanto, la producciéon de carne de cerdo se ha consolidado como una industria en
crecimiento y de gran importancia a nivel mundial, que por eficiencia productiva gana
terreno frente a otras producciones como la ganaderia bovina (Henchion et al., 2021).
Dentro del mercado mundial, China es el mayor productor de carne de cerdo con una
produccién estimada a 2022 de 51 MT, lo que representa un 46 % de la produccién global,

seguido por Estados Unidos, la Unién Europea, Brasil y Rusia (USDA, 2022).

1.1.2 Estado de la Industria porcicola a en Ameérica latinay
Colombia

El consumo per capita de carne de cerdo en Latinoamérica se encuentra alrededor de los
10.7 kg por persona, donde en Centroamérica resalta el consumo per capita de México
con 19.9 Kg, mientras que en Suramérica los paises de mayor consumo de carne porcina
son Chile, Brasil y Uruguay con consumos por persona anual de 18.1, 17.8 y 17.7 kg
respectivamente. Por su parte, Colombia presenta un consumo por habitante cercano a los
10.8 Kg, estando proximo al promedio de la regién (OECD & FAO, 2021). Respecto a la
produccion de carne de cerdo, los datos estimados para el 2022 presentan a Brasil como
el mayor productor de esta proteina con 4.4 MT al afio, seguido de México con 1,5 MT; por
su parte Colombia produce 0.47 MT al afio (FAO, 2020; OECD & FAO, 2021).

En Colombia segun informacién del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural la
produccion de carne de cerdo para el 2020 fue de 468.880 toneladas, siendo Antioquia la
region de mayor produccion 203.335 Ton, lo cual representa el 43 % de la produccion
nacional; a este le siguen los departamentos de Cundinamarca con 79.745 Ton (17% de
la produccion nacional) y el Valle del Cauca que produjo 71.836 Ton aportando el 15% del

producido nacional de carne de cerdo (Minagricultura, 2021).
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En relacion con lo anterior, la industria porcicola de los paises en via de desarrollo,
incluyendo Colombia, enfrentar& el desafio de producir la cantidad de carne de cerdo que
demanda un mercado en crecimiento, incentivado por el aumento demografico de la
poblacién y por su mayor capacidad adquisitiva (Enahoro et al., 2021). A este desafio de
productividad, se suma la tendencia del mercado de exigir productos carnicos de mayor
calidad y provenientes de animales criados sin el uso de APC debido a la creciente
preocupacion mundial por el aumento en los casos de resistencia bacteriana (Patel et al.,
2020). Por tanto, para la industria se ha hecho necesaria la blusqueda de nuevos
compuestos que logren reducir el uso de los antimicrobianos, manteniendo la salud y la
productividad de los animales, especialmente en etapas criticas como el posdestete, donde
por el del desafio nutricional e inmunolégico al que son sometidos los lechones, se ha

recurrido a el uso de grandes cantidades de antibiéticos (Li J, 2017).

1.2 Periodo posdestete en el lechon

1.2.1 Efecto del destete sobre la integridad intestinal del lechdn

En los sistemas de produccion porcicola actuales, los lechones son expuestos a diversos
factores estresantes durante la etapa de posdestete, donde se incluyen cambios en la
composicion de la dieta, cambios en las instalaciones productivas y el ambiente, esto
ademas acompafado de desafios microbiolégicos (Omonijo et al., 2018). Este problema
de estrés temprano en los lechones se acompafia de cambios estructurales en el intestino,
donde se genera una mayor tasa de pérdida de células intestinales con atrofia en las
mismas, observandose morfolégicamente intestinos con mayor profundidad de criptas y
menor altura de las vellosidades, todos estos deterioros a nivel estructural van
relacionados con la aparicion de trastornos digestivo como diarreas y menor crecimiento
de los lechones (Pluske et al., 1997; Wu et al., 2017).

Durante la primera semana posdestete, se genera un desbalance microbiano en el
intestino caracterizado por el aumento de bacterias patobiontes con capacidad de
adherirse al epitelio intestinal y producir enterotoxinas que generan lesiones en la mucosa
intestinal y atrofia en el desarrollo de las estructuras encargadas de la absorcion de
nutrientes (Li Y. et al., 2018). Estos dafios en la integridad y desarrollo del intestino se han

visto reflejados en la altura de las vellosidades intestinales, las cuales durante los primeros
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dias posdestete presentan atrofia en su desarrollo e incluso llegan a reducir su tamafio,
esperdndose una recuperacion de estas estructuras para la segunda semana de esta

etapa del lech6n (Engelsmann et al., 2022).

Otro componente crucial de la salud intestinal que puede verse afectado por el proceso del
posdestete en los lechones es la denominada “barrera intestinal” la cual depende de la
interaccion de varios componentes como el moco, la inmunoglobulina A, los péptidos
antibacterianos y las uniones estrechas intercelulares, de los cuales las uniones estrechas
se consideran el principal determinante de la integridad de la barrera intestinal (Suzuki,
2020). Estas uniones estrechas estan formadas por la interaccion de multiples proteinas
ubicadas en las porciones apicales de las células epiteliales, cerrando los espacios
intercelulares. Las uniones estrechas constan de proteinas transmembrana como la
claudina (CL), la ocludina (OC), tricelulina, la molécula de adhesion de unién A o (JAM-A),
ademas de proteinas de placa intercelular como la z6nula occludens (ZO) (Lalles &
Montoya, 2021; Suzuki, 2020).

Estas uniones estrechas son de gran relevancia para la salud intestinal ya que sirven como
barreras intercelular para impedir el paso de sustancias y microorganismos nocivos para
el lechon, no obstante al momento del destete la barrera intestinal se encuentra inmadura,
observandose que la expresion de estas proteinas sigue aumentando hasta los 30 dias
posdestete, por lo tanto su estructura y funcion puede verse facilmente deteriorada por
factores presentes durante el posdestete como el estrés ambiental, nutricional e

infecciones intestinales (Franco et al., 2022).

1.3 Microbioma intestinal del lechdn

El tracto gastrointestinal (TGI) de los mamiferos contiene una comunidad microbiana
compleja que en humanos se ha estimado contiene aproximadamente 100 billones de
células, igualando o superando hasta 10 veces el nimero de células del organismo; esta
comunidad de microorganismos que viven en el TGl ha sido comUunmente conocida como
“microbiota intestinal” donde se incluyen microorganismos del tipo bacterias, arqueas,

eucariotas y virus (Berg et al., 2020).
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En la actualidad el conocimiento de las comunidades microbianas intestinales se han
ampliado con el avance en técnicas moleculares que permiten identificar los componentes
de las mismas, de manera que nace el concepto del “microbioma” en donde ademas de
los billones de microorganismos que alberga el TGI se incluyen sus genes, los cuales
pueden codificar 3.3 millones de genes y transportar mensajes genéticos que son 140
veces mas numerosos que los que lleva el genoma humano (Backhed et al., 2005; Wang
H. et al., 2020).

Este nuevo campo de la investigacién en microbiologia, que ha permitido el avance de las
ciencias moleculares sobre la comprensién de las dinAmicas microbianas ha sido llamado
“microbiémica”, pudiéndose definir como la ciencia encargada de: a) identificar los
constituyentes del microbioma, b) analizar el genoma microbiano, c) caracterizar las
interacciones entre el microbiomay el hospedero y d) determinar su influencia en diferentes
estados de salud y enfermedad (Barko et al., 2018; Kumar, 2021). Dentro de este campo,
el TGI cobra especial importancia, siendo el mas prometedor en la comprensiéon de la
interaccion entre el animal y sus microorganismos, con especial interés en la busqueda de

biomarcadores clinicos (Dave et al., 2012).

1.3.1 Microbioma en periodo posdestete de los lechones

El destete de los lechones como se ha descrito anteriormente, es un evento complejo y
altamente estresante que induce a cambios taxondmicos y funcionales en la microbiota
intestinal (Li Y. et al., 2018). Uno de los métodos empleados para la evaluacion de los
cambios en los grupos bacterianos en la microbiota de un individuo es el pardmetro
conocido como “diversidad alfa”, entendido como la relacion entre el nimero de taxones
Unicos y su distribucién en el individuo; por tanto, dicho parametro es un indicativo de que
un animal tiene mayor variedad de tipos de bacterias componiendo su microbiota intestinal
(Sarangi et al., 2019).

En los lechones, la diversidad alfa es un parametro asociado con el estado de madurez
intestinal, por lo que se espera que en animales sanos a la segunda semana posdestete,
tengan una mayor diversidad microbiana respecto al dia en que inician el proceso de

destete (Chen L. et al., 2017). Adicionalmente, los factores de estrés ambiental y nutricional
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parecen afectar negativamente la diversidad alfa de los lechones, por lo que entre los ocho
a diez primeros dias posdestete este parametro puede encontrarse disminuido, para
posteriormente comenzar a aumentar con la madurez intestinal de los lechones (Hu J. et
al., 2016).

Adicional a los cambios en las diversidades generales, al entrar a evidenciar los efectos
del destete sobre la abundancia de filos dominantes en el intestino, se ha evidenciado que
la predominancia (a nivel de filos bacterianos) no presenta cambios entre estas etapas,
siendo los filos Bacteroidetes y Firmicutes los mas abundantes, seguidos por
Proteobacterias y Fusobacterias (Li Y. et al.,, 2018). Dentro de los cambios mas
importantes reportados durante esta etapa se encuentra la disminucion de bacterias
asociadas con salud intestinal, como Alloprevotella y Oscillospira; mientras que se da el
aumento de bacterias de la familia Campylobacteraceae incluyendo particularmente a al
género Campylobacter, el cual se considera un patégeno oportunista, el cual es una de las
principales causa de diarrea en lechones destetados, y su aumento durante este periodo
evidencia las alteraciones nocivas en la composicion de la microbiota intestinal

desencadenadas por el estrés del destete (Li Y. et al., 2018).

Por su parte, también se ha reportado que, aunque las Fusobacterias y las Proteobacterias
fueron el tercer y cuarto filo mas abundante (respectivamente), estas disminuyeron
después de la segunda semana posdestete, particularmente las Proteobacterias, filo que
incluye una amplia variedad de potenciales patégenos, como Escherichia, Salmonella,
Vibrio, Helicobacter; lo que indica que la abundancia de patégenos oportunistas podria
disminuir con la adaptacion y maduracion fisiol6gica del lechén, lo cual se ve reflejado entre
el dia 10 al 21 posdestete (Chen L. et al., 2017; Chen W. et al., 2018).

Con el estudio de las comunidades microbianas en diferentes especies, se ha logrado
observar que este sistema complejo de relacion entre el hospedero y su microbioma
intestinal tiene una influencia sustancial sobre gran variedad de procesos fisioldgicos,
donde se puede resaltar su importancia sobre el estado sanitario y la productividad de los
animales (Maltecca et al., 2020). Desde esta perspectiva diversos estudios se han

enfocado en encontrar la manera de mejorar los resultados zootécnicos de los animales a
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través de la modulacion del microbiota, dando especial relevancia al hallazgo de bacterias
clave presentes en los animales con mejores resultados, de forma que sirvan como
biomarcadores (tabla 1) indicativos de mejoras en la salud y la productividad (Nowland et
al., 2021).

Tabla 1. Bacterias asociadas a mejoras en productividad y salud en lechones durante el
periodo posdestete

B|o_marc_ad0r Familia Edad de muestreo Origen de la Efecto Referencia
microbiano muestra
Faecalibacterium Firmicutes 4 dias post destete Hisopado Menos diarrea post (Karasova etal,
rectal destete 2021)
. . Hisopado Lechones sanos y (Karasova et al.,
Prevotella Bacteroidetes 4 dias post destete rectal mejor productividad 2021)
Prevotella Bacteroidetes 9y 17 dias post destete fecal Menozgﬁgtza post (Dou et al., 2017)
Prevotella Bacteroidetes 42 dias post desde fecal Mejor productividad (Mach et al., 2015)
Bacillus Firmicutes Crecimiento (65 kg) Fecal Mejor productividad ~ (Wang J. et al., 2017)
Roseburia Firmicutes Crecimiento (65 kg) Fecal Mejor productividad ~ (Wang J. et al., 2017)
Bifidobacterium Actinobacteria Crecimiento (65 kg)) Fecal Mejor productividad ~ (Wang J. et al., 2017)
Bifidobacterium Actinobacteria 7 dias post destete fleon Mejor productividad (Zhanzgo\i\g)et al.
. - 42y 138 dias post . - (McCormack et al.,
Firmicutes Firmicutes destete Fecal Mejor productividad 2019)
Lactobacillaceae Firmicutes 9y 17 dias post destete fecal Menozgﬁértza post (Dou et al., 2017)
Ruminococcaceae Firmicutes 9y 17 dias post destete fecal Menosaggrartza post (Dou et al., 2017)
Lachnospiraceae Firmicutes 9y 17 dias post destete fecal Menos diarrea post (Dou et al., 2017)

destete

*Adaptado de (Nowland et al., 2021).

Estos biomarcadores microbianos pueden ser géneros especificos o grandes grupos de

bacterias emparentadas. En algunos casos el balance de Firmicutes y Bacteroidetes puede

ser utilizados como un biomarcador caracteristico relacionado con la eficiencia productiva,

de manera que el aumento de Firmicutes se relaciona con mejores ganancias de peso,

mientras que los Bacteroidetes son més abundantes en los animales con bajos

rendimientos productivos (Cremonesi et al., 2022). Gaukroger et al., (2020) han reportado

gque las bacterias utilizadas como indicadoras de salud y productividad pueden ser

denominadas “biomarcadores”. Estas bacterias biomarcadores varian con el punto de

evaluacion en la edad y ciclo productivo del animal, encontrando mayor abundancia de
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Lactobacillus, Prevotellaceae sin clasificar y Ruminococcaceae UCG-005 en cerdos con
mejores ganancias de peso a las edades de 4, 8 y 14 dias de edad respectivamente,
mostrando asi la evolucion del desarrollo microbiano junto con el crecimiento de los

lechones (Gaukroger et al., 2020).

Por su parte, en un estudio en el que se evalud la asociacion de diferentes componentes
del microbioma cecal en tres ubicaciones geograficas distintitas, se reportd que el ambiente
de crianza juega un papel fundamental en la variabilidad del balance microbiano, adn
teniendo genética y sistema de alimentaciéon similar. Por lo que encontrar marcadores
microbianos consistentes asociados a una mejor eficiencia productiva es una labor
compleja; no obstante, en dicho estudio se pudo encontrar que bacterias del género
Methanobrevibacter, un grupo bacteriano asociado a mejoras en digestibilidad de la fibra
y produccion de metano, fueron méas abundantes en cerdos altamente eficientes
(McCormack et al., 2019).

Este balance microbiano y la presencia de grupos bacterianos marcadores de salud
intestinal y productividad, se encuentran a su vez vinculadas con mejoras metabdlicas
enfocadas en carbohidratos y energia en cerdos con altas eficiencias; especialmente con
la mayor produccion de AGCC, los cuales son claves en la promocion de salud intestinal,
la modulacién de células intestinales del animal, y como fuente de energia adicional para
la porcién posterior del intestino. Por lo anterior, la busqueda de biomarcadores
microbianos recientemente se ha enfocado en la relacion de las bacteriana con sus
metabolitos y como interactilan con de salud intestinal (McCormack et al., 2019; et al.,
2021)

1.4 Antibioticos como promotores de crecimiento
(APC) en porcicultura

1.4.1 Mecanismo de accidn

El mecanismo por el cual la suplementacion alimentaria con antibidticos en dosis bajas

(APC o uso profilactico) mejora el crecimiento de los animales, fue considerado en un inicio
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como un efecto de la interaccion entre el antibiético y la microbiota intestinal, donde la
accion antibacteriana mediaba el numero y la diversidad de bacterias presentes en el
intestino, lo cual resulta en una disminucién de la competencia por nutrientes y en la
disminucion de bacterias potencialmente patégenas y metabolitos nocivos. Por lo anterior,
el uso de APC promoveria una mejor absorcién de nutrientes y con ello un mayor

crecimiento de los animales (Gadde et al., 2017; Li J., 2017).

En 2007 esta teoria fue debatida por Niewold (2007), quién propuso que los efectos
beneficiosos de los APC se deben a una interaccion directa con las células inmunes del
hospedero en lugar de los efectos inhibitorios del crecimiento sobre la microbiota; lo que
actualmente se conoce como “hipétesis centrada en el anfitrién” que se apoya en la
evidencia de que algunos antibiéticos tienen propiedades moduladoras del sistema
inmune, que inducen a la reduccion de la respuesta inflamatoria con menor produccién de
citoquinas proinflamatorias. Ademas, los APC tienen la capacidad de promover el
catabolismo muscular, por lo que se reduce la energia desperdiciada y la dirige hacia la
produccion de musculo (Niewold, 2007).

No obstante, Brown et al., (2016) en un modelo murino, indicaron que algunos APC si
poseen la capacidad de modular la microbiota intestinal y alterar respuestas inmunolégicas
del hospedero, caracterizada por cambios en la produccién de citoquinas tanto pro como
anti inflamatorias. Ademas, estas sustancias tienen efectos sobre diversos sistemas
organicos, por lo que la actividad promotora de crecimiento de los APC no es un proceso
exclusivamente centrado en la interaccion con las bacterias intestinales o centrado en el

hospedero, sino, una interrelacién de ambos aspectos (Brown et al., 2016).

1.4.2 Efecto de los APC frente al microbioma de lechones en el
periodo posdestete

La interaccion de los APC con las comunidades microbianas del intestino ha cobrado
especial preocupacion debido al mayor conocimiento que se tiene en la actualidad de la
importancia que tiene el microbiota para la salud productiva de los animales y en especial
de los cerdos jévenes (Nowland. et al., 2019). El uso de antibiéticos en la alimentacion de
animales repercute negativamente sobre la abundancia microbiana en diferentes

segmentos del TGl como el ileon y ciego, donde ademas se ha observado que reducen la
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abundancia de grupos bacterianos beneficiosos como Firmicutes, Bacteroidetes,
Bifidobacterium, Lactobacillus y Ruminococcus, los cuales son relevantes dentro del
contexto del balance microbiano y la exclusibn competitiva, y la disminucién de su
abundancia se acomparfia de una menor produccién de sus metabolitos como los AGCC
gue son beneficiosos para la salud intestinal y la productividad de los animales (Pi et al.,
2019).

Respecto a la diversidad alfa como variable de interés en el analisis de las comunidades
microbianas por su relacién con la madurez de microbiota intestinal, se ha observado un
efecto adverso al uso de APC, encontrandose la reduccion en la cantidad de especies que
habitan los diferentes segmentos del intestino; lo que se refleja en un pobre aumento del
indice de Shannon a través de la edad de los lechones, por lo que los animales que reciben
APC alos 15y 30 dias posdestete presentan menor diversidad en comparacion con cerdos
criados sin APC o con alternativas naturales no antibitticas (Soler et al., 2018)

A nivel de géneros microbianos, se ha reportado que la adicién de colistina (APC) en el
alimento de lechones, reducen la abundancia de Prevotella, Lactobacillus,
Phascolarctobacterium y Acidaminococcus, mientras que microorganismos como
Treponema, Selenomonas, Mitsuokella y Gammaretrovirus aumentan su abundancia
relativa. Dentro de estos, cambios en la composicién microbiana, ha sido especialmente
resaltable el efecto negativo de APC sobre la Prevotella, considerando que esta es un

biomarcador de eficiencia alimenticia y salud intestinal de los lechones (Guo et al., 2021).

1.4.3 Estado actual del uso de los APC en la porcicultura

Los efectos beneficiosos del uso de antibiéticos en concentraciones profilacticas en el
alimento de animales de produccién como promotores del crecimiento, fueron reconocidos
por primera vez en la década de 1940, cuando pollos alimentados con estreptomicina
mostraron mayor crecimiento y eficiencia de la alimentacion. Desde entonces, y en
particular desde la década de 1960, se ha documentado su uso extensivo en la cria de

animales como bovinos, aves y cerdos (Lekagul et al., 2019).
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La industria porcina se ha reconocido como la actividad pecuaria de mayor uso de
medicacién en relacion a los miligramos (mg) de ingrediente activo por animal medicada,
siendo superior en comparacion con otros sectores pecuarios como la avicultura y la
ganaderia; especialmente durante la etapa posdestete, momento en el cual los lechones
se enfrentan a desafios ambientales y factores estresantes que comprometen el sistema
inmunolégico y digestivo, lo que los hace susceptibles a enfermedades causadas por
agentes infecciosos a nivel intestinal y por tanto se tiene a aumentar el uso de

antimicrobianos (Diana et al., 2019).

Aunque el uso APC en el alimento de los animales de produccion ha sido una practica
controvertida y existe la preocupacién mundial por los efectos que acarrea el uso de
antibioticos profilacticos (durante 70 afos) sobre la resistencias bacteriana y especial con
medicamentos que son utilizados en tratamientos humanos, las estadisticas muestras que
es una practica ampliamente extendida: 70 al 80 % de las dietas de iniciacion y crecimiento
de cerdos, y entre el 50 al 60 % de las dietas de finalizacion contienen agentes
antimicrobianos (Li J., 2017). A su vez, algunas estimaciones han indicado que en
promedio a nivel mundial se utilizan 172 mg de antimicrobianos por cada kilogramo de
cerdo producido, siendo la carne de cerdo la que presentaba un mayor uso de estos
agentes, en relacion con otras especies productivas como la ganaderia (45 mg/kg) o el
pollo de engorde (148 mg/kg) (van Boeckel et al., 2015). Respecto a la cantidad de
antimicrobianos consumidos para la industria pecuaria a nivel mundial, en el afio 2013 los
antibidticos utilizados rondaron las 131 mil toneladas, cifra que se estima aumentara hasta
las 200 mil ton/afio para el 2030 (Pokharel et al., 2020).

1.4.4 Estado de prohibicion de APC global y Colombia

El uso de los APC en la alimentacion de animales de abasto ha sido una préactica
ampliamente controvertida por su relaciébn con la posible induccién de resistencia
antimicrobiana, teniendo en cuenta el importante intercambio de microrganismos que han
sido expuestos a APC por largos periodos de tiempo y residuos con trazas de
antimicrobianos entre los sistemas porcicolas con el medio ambiente y las personas
(Cheng et al., 2020; Petrin et al., 2019). Un detonante de gran importancia en la
preocupacion por el estado de la resistencia antimicrobiana por el uso de APC, ha sido el

descubrimiento de un gen de resistencia a colistina mediado por plasmido (MCR-1) en
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E.coli de cerdos, productos porcinos y humanos en China, que tiene especial importancia
debido a que la colistina es un antimicrobiano utilizado en la medicina humana como ultimo
recurso frente a infecciones por microrganismos multirresistentes (Lekagul et al., 2019; Y.-
Y. Liu et al., 2016).

En este contexto de preocupaciéon mundial, las principales organizaciones de sanidad
como La FAOQ, la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la OMS, comienzan a
cooperar, iniciando programas de vigilancia, como el Sistema nacional de vigilancia de la
resistencia a los antimicrobianos (NARMS) y la Red Europea de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos, que recopilan informacién sobre el uso de
antimicrobianos y el estado de la resistencia bacteriana (Ma et al., 2021). Por otra parte,
las prohibiciones al uso de los APC en producciones animales ha sido una de las primeras
medidas tomadas por algunos paises frente a esta problematica, dichas prohibiciones se
han presentado desde 1970, donde el Mercado Comun Europeo prohibié el uso de
tetraciclina en alimentos para animales con fines de alimentacién humana. Posteriormente
hacia 1997, la misma Unién Europea (UE) amplio la prohibicién para otras moléculas como
la bacitracina, espiramicina, tilosina y virginiamicina, hasta que finalmente hacia el afio
2006, se prohibe el uso de todos los APC por parte de la UE (Florez-Cuadrado et al., 2018;
Ma et al., 2021).

En el panorama global, China como el mayor productor de carne porcina del mundo y
mayor consumidor de antibidticos destinados para la produccién animal, juega un rol de
gran relevancia en la lucha frente a la resistencia antimicrobiana, por lo que para 2017 el
Ministerio de Agricultura y Asuntos Rurales estable un Plan de Accion Nacional para
Combatir la Resistencia a los Antimicrobianos de los Recursos Animales, en el cual regula
el uso de antimicrobianos en produccién animal, prohibiendo su uso como aditivos
alimentarios profilacticos en especies para consumo humano, permitiendo Unicamente
usar este tipo de compuestos para su aplicacion como tratamientos veterinarios (Hu &
Cowling, 2020).

En Colombia, el uso de antibi6ticos en animales de produccién se encuentra supervisado

por diversas instituciones como el ICA (Instituto Colombiano Agropecuario), INVIMA
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(Instituto Nacional De Vigilancia De Medicamentos Y Alimentos), INS (Instituto Nacional de
Salud) y el Ministerio de Salud y Proteccion Social, siendo este Ultimo el primero en avanzar
con la regulacion de su uso en animales para consumo humano, por medio de la resolucién
1382 del 2 de mayo de 2013 en la que se establece los limites maximos de residuos
antibidticos de uso veterinario en los alimentos de origen animal (Arenas & Melo, 2018).
Posteriormente, en 2018 a partir del hallazgo del gen de resistencia a colistina mcr-1 en
asilamientos de Salmonella sp procedente de carne, el ICA por medio de la resoluciéon
22747 de 2018, prohibe la importacion, fabricacion, registro, comercializacién y uso de
aditivos que contengan polimixina E (colistina) y polimixina B como promotores de
crecimiento en especies animales productoras de alimentos para el consumo humano
(Donado-Godoy et al., 2015).

1.5 Aditivos alimenticios

1.5.1 Aceite esencial de Lippia origanoides (AEO)

El término de aceites esenciales (AE) ha sido definido como el grupo de “aceites volatiles
o esenciales derivados de compuestos vegetales y caracterizados por olores distintivos”;
desde una preselectiva mas quimica, los AE son mezclas complejas de compuestos
volatiles generalmente de bajo peso molecular que se encuentran en las plantas
aromaticas y pueden ser obtenidos utilizando técnicas como la prension o la destilacién
sobre diferentes partes de las plantas, como las hojas, los tallos y las flores. Los
componentes principales de los AE son los terpenos, pero también pueden estar presentes
aldehidos, alcoholes y ésteres como componentes secundarios, de esta manera, cada AE
es una mezcla de entre 20 a 60 componentes individuales, dentro de los cuales existen
dos o tres que son considerados los principales o mayoritarios ya que constituyen entre el
20 a 70 % del AE (Leyva-Lépez et al., 2017).

Los componentes principales de los AE se pueden clasificar en dos familias estructurales,
los fenilpropanoides y los terpenoides, estos ultimos constituidos por unidades de
isoprenos donde la unién de dos, tres y cuatro unidades de isoprenos son conocidas como
monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos respectivamente. Aunque son solo dos las

familias estructurales principales de los AE, estas dan lugar a una gran cantidad de
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compuestos quimicos y estructuras diferentes, por lo que existe gran variabilidad en las
propiedades y funciones de los AE (Jugreet et al., 2020).

Las propiedades y efectos que los compuestos activos en los AE cumplen funciones
inicialmente en la fisiologia y la ecologia vegetal, ya que estos son responsables de
diversas funciones como la proteccion de las plantas frente a diversos tipos patdégenos y
animales invasores, pueden servir como vias de sefializacion entre plantas, o para atraer
diseminadores de semillas y polinizadores, entre otras (Rehman et al., 2016). No obstante,
estas mismas propiedades confieren bondades a los AE que han sido aprovechadas
inicialmente desde la etnofarmacologia y en la actualidad dentro de diversas industrias

como la cosmeética y la salud tanto humana como animal (Leyva-Lépez et al., 2017).

Dentro del grupo de plantas aromaticas de importancia por su contenido de AE, las
especies de orégano se encuentran dentro de las mas utilizadas y estudiadas; sin
embargo, el nombre “orégano” es un término amplio que hace referencia a una gran
variedad de plantas que comparten un olor y sabor particular, que incluye al menos 61
especies y 17 géneros pertenecientes a seis familias botanicas. En particular, dentro de
estas familias de orégano existen dos que han sido consideradas las mas representativas:
1) las Laminaceae donde se encuentran plantas pertenecientes a los géneros Origanum y
Heodeoma; 2) la familia de las Verbenaceae donde se incluyen los géneros Lantana y
Lippia, en este ultimo al que pertenece la planta cominmente conocida como orégano de

monte o Lippia origanoides (LO) (Kumar et al., 2020).

La LO es una planta arbustiva que crece normalmente en altitudes entre los 500 a los 800
msnm. En Colombia la LO se encuentra de forma silvestre en diferentes regiones del pais,
donde se resaltan los departamentos de la Guajira, Magdalena, Cauca (Alto Patia),
Cundinamarca, Norte de Santander y Santander (Leyva-Lépez et al., 2017). Las
diferencias en las zonas geograficas, el ambiente, el estado de desarrollo, entre otros
factores pueden inducir cambios en los metabolitos secundarios generados por la planta,
de manera que plantas morfolégicamente similares, pueden poseer AE con composiciones
diferentes, dando lugar a la diferenciacién de las plantas de LO en “quimiotipos” de esta

manera el quimiotipo de la planta y su AE reciben el nombre del terpeno presente en mayor
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proporcion, siendo para la LO él timol y el carvacrol los quimiotipos mas comunmente

reportados y estudiados (Souza et al., 2019; Stashenko & Martinez, 2020).

En los ultimos afios, se ha propuesto aprovechar las propiedades benéficas y
especialmente la capacidad bactericida y antioxidante de los aceites esenciales del género
Lippia como aditivos alimentarios en la cria de animales debido a que se ha hallado que
estos cuentan con capacidad de modular la salud intestinal, repercutiendo a su vez en la
mejora de variables productivas (Betancourt et al., 2019; Madrid-Garcés et al., 2018; Patifio
et al.,, 2019). Estos avances en aditivos nutricionales, cobran especial relevancia en la
produccién animal debido a la limitacion por parte de la Uni6n Europea sobre el uso de
antibioticos como promotores de crecimiento, debido al riesgo potencial que pueden
generar sobre la salud humana, especialmente a la posibilidad de aparicion de resistencia

cruzada a los antimicrobianos (Bosco, 2008).

1.5.2 Prebidtico tipo fructooligosacaridos (FOS)

El término prebidtico fue acufiado en 1995 por Gibson & Roberfroid, los cuales proponen
el término como un conjunto de ingredientes alimentarios que no pueden ser digeridos, con
capacidad de afectar beneficiosamente a un individuo mediante la estimulacion selectiva
del crecimiento de bacterias en el intestino grueso. Por tanto, los compuestos considerados
prebidticos, nutricionalmente hace parte de las fibras dietéticas; sin embargo, no todas las
fibras se consideran prebiéticas ya que las fibras de baja solubilidad no pueden ser
fermentadas por los microorganismos y por tanto no producen la estimulacién del balance

microbiano y los efectos beneficiosos para el animal (Davani-Davari et al., 2019).

Dentro de los compuestos que cumplen con estas caracteristicas para ser considerados
prebidticos se encuentran los “oligosacaridos”, estos estructuralmente son polimeros
constituidos por entre 2 a 19 unidades de monosacaridos como la glucosa o la fructosa,
unidas mediante enlaces glucosidicos (tipo B), por lo que las enzimas hidroliticas del
organismo no tienen la capacidad de digerirlo; no obstante, pueden ser fermentados por

bacterias en la parte posterior del intestino (Vera et al., 2021).

Los oligosacéaridos conformados por unidades de fructosa (ceto-hexosa) han sido

ampliamente estudiados en la alimentacion humana y animal, conocidos como
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oligofructosa, oligofructanos o fructooligosacaridos, estdn compuestos por polimeros
lineales de D-fructosa unidos por enlaces glucosidicos 3 (2-1), por lo que son indigestibles
por las enzimas intestinales, de tal forma que pueden llegar intactos al intestino grueso de
los animales y alli actuar como sustrato selectivo para la fermentacidén de algunas bacterias
de la microbiota intestinal (Kherade et al., 2021; Vera et al., 2021).

Al llegar al intestino los prebidticos, como los FOS, entran en contacto con las bacterias
residentes del TGI animal, donde podran ser fermentados, lo que conduce a la produccién
de una variedad de metabolitos, principalmente butirato, acetato y propionato, ademas de
lactato, succinato, etanol y gases. Por tanto, la fermentacién de este tipo de sustancias
puede modular el ambiente intestinal incluido los niveles de pH de algunos segmentos los
gue conduce a reducir el crecimiento de algunas bacterias potencialmente patégenas
como E. coli, Clostridium, Streptococcus faecalis y Proteus, y a su vez promueve el
crecimiento de algunas bacterias consideradas beneficiosas donde comunmente se
incluyen las Bifidobacterias y los Lactobacilos. De esta manera la suplementacion con
compuestos prebidticos tiene el efecto de modular benéficamente las comunidades
microbianas del intestino y los metabolitos que de alli se generan (Azad et al., 2020).

1.5.3 Humatos de sodio (HS)

Las sustancias humicas (SH) y sus compuestos mayoritarios, los acidos fulvicos y hiumicos
son sustancias organicas derivadas de la descomposicion de materia organica (residuos
vegetales y animales) bajo la accion de microrganismos, que se constituyen como los
componentes principales del humus del suelo. Estos compuestos son definidos por Orlov,
(2020) como un grupo de “sustancias de coloraciéon oscura constituidas por compuestos
organicos de alto peso molecular que contienen nitrégeno y son de naturaleza acida”,
donde se resaltan caracteristicas quimicas como su pH que puede ser inferior a dos y su
contenido de algunos minerales descartando especialmente el contenido de nitrégeno que
puede representar un 4 % de estas moléculas (Arif et al., 2019; Bezuglova & Klimenko,
2022; Orlov, 2020).
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A nivel industrial, los SH se utilizan normalmente en su forma quimica conocida como
“humatos de sodio” (HS), los cuales son las sales de sodio del acido humico, estos HS se
obtienen mediante el tratamiento de fuentes orgénicas ricas en SH como el lignito, hulla o
carb6on desgastado, ingredientes a los que se les realiza una serie de procesos de
oxidacion, extraccion alcalina y purificacion acida. Tras este proceso se obtiene una
molécula de HS que contiene varios elementos minerales como Ca, Fe, Na, Mny Zn entre
otros; ademas, los HS cuentan con una fuerte capacidad de intercambio idnico para iones
de metales pesados y también tiene una fuerte capacidad de adsorcion, formacion de
complejos y quelacion (Wang Q. et al., 2020) . Estas caracteristicas fisico quimicas de los
HS bridan a estas sustancias diversas aplicaciones agroindustriales que van desde su uso
en cultivos como estimulantes del crecimiento vegetal (Al-Taey et al., 2019) hasta la

aplicacion en la alimentacion de animales (Wang D. et al., 2022).

Dentro de las aplicaciones agroindustriales que se ha dado a los humatos de sodio, se ha
venido extendiendo su uso en la alimentacion animal con el fin de mejorar la salud intestinal
y mejorar los resultados productivos en diferentes especies (Arif et al., 2019). En el campo
de la porcicultura los HS se han utilizado como aditivo funcional especialmente en lechones
con el fin de reducir el uso de APC y de compuestos como el 6xido de zinc empleado
comunmente para disminuir la incidencia de diarreas durante el periodo posdestete
(Bonetti et al., 2021).
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2.Capitulo 2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar la suplementacién con diferentes aditivos alimenticios sobre la composicion
microbiana como biomarcador asociado a la expresion de mRNA de proteinas de salud

intestinal en cerdos durante el posdestete.

2.2 Objetivos especificos

Evaluar la adicion de diferentes aditivos alimenticios (aceite esencial de Lippia origanoides,
fructooligosacérido, humatos de sodio y maltodextrina) en la alimentacion de cerdos
durante el periodo posdestete, sobre:

» Parametros clinicos y zootécnicos,

» Desarrollo de la morfometria intestinal,

= Expresion de mRNA de proteinas enzimaticas (aminopeptidasas, sacarasa-
isomaltasa y maltasa-glucoamilasa) y de barrera (z6nula ocludens, ocludina
y claudina) a nivel intestinal (duodeno y yeyuno).

» Composicion de las comunidades microbianas ileales y fecales,

» Biomarcadores microbianos de la microbiota ileal y fecal asociados a productividad

y salud intestinal.

2.3 Hipotesis

La adicion en el alimento de los lechones en el posdestete de los aditivos alimenticios a
base de aceite esencial de Lippia origanoides, fructooligosacarido, humatos de sodio o
maltodextrina, puede modular la composicién microbiana intestinal hacia un balance
asociado a una mejor salud intestinal (mayor desarrollo morfométrico y expresion de

proteinas enzimaticas y de barrera) y productividad. De manera, que estando relacionados
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los componentes de las comunidades microbianas con la salud intestinal y la productividad
de los lechones, se pueden utilizar como biomarcadores indicativos del estado de salud
productiva de los lechones durante la etapa del posdestete.



3.Capitulo 3. Evaluacién de parametros
clinicos y zootécnicos en cerdos con
inclusion de diferentes aditivos
alimenticios durante el periodo posdestete

3.1 Introduccidn

El destete es considerado uno de los periodos mas desafiantes para los cerdos en el
proceso de produccion industrial, debido a que los lechones serian destetados
naturalmente entre 12 y 17 semanas de vida; sin embargo, a nivel de granjas de produccién
comercial este proceso se realiza de forma temprana (tres a cuatro semanas de edad), de
manera que los lechones aun inmaduros productiva e inmunolégicamente enfrentan
multiples factores estresantes, como la separacién de las madres y su reubicacién en
corrales con lechones de otras camadas (Zheng et al.,, 2021). Nutricionalmente, el
posdestete se caracteriza por el cambio repentino de la alimentacién con leche materna
como Unica fuente de nutrientes a dietas solidas a base de granos y sustitos lacteos, lo
cual conlleva al estado conocido como “estrés nutricional” que genera alteraciones
fisiologicas en el TGI, aparicién de episodios diarreicos y la disminucién de los diferentes

pardmetros productivos (Kim & Duarte, 2021; Ming et al., 2021).

Los problemas intestinales asociados al periodo posdestete de los lechones convergen en
la aparicion de diarreas, las cuales se observan especialmente durante los primeros 14
dias del periodo posdestete, en la que se evidencian altas tasas de defecacién con mayor
velocidad, volumen y contenido de agua. Estas diarreas a su vez, se han asociado con
problemas de disbiosis intestinal y particularmente con el aumento en la abundancia de
algunos microrganismos patobiontes como Escherichia coli enterotoxigénica (Eriksen et
al., 2021).
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Para tratar de controlar esta problematica, la industria ha recurrido al uso de
antimicrobianos en el alimento para evitar la proliferacion de diferentes microorganismos
patobiontes y asi reducir la sintomatologia asociada a los dafios intestinales durante el
periodo posdestete; de manera que es recurrente el uso de grandes cantidades de
antibioticos de forma profilactica y/o como promotores de crecimiento. Sin embargo, con la
creciente preocupacion de la salud publica por la generacidon de cepas bacterianas
potencialmente patégenas resistentes a los antibidticos y la consecuente prohibicion del
uso de este tipo de sustancias en algunos paises, se ha llevado a la industria a buscar
alternativas naturales que permitan mantener la salud intestinal de los lechones y los

pardmetros productivos reduciendo la inclusion de los APC (Zheng et al., 2021).

Como alternativas al uso de los APC en la reduccién de los problemas de salud intestinal
de los lechones durante el periodo posdestete, se ha planteado el uso de diferentes tipos
de aditivos alimenticios moduladores de la salud intestinal: fitobiodticos, prebidticos,
probiéticos, acidificantes, entre otros (Herrera et al., 2022), los cuales a través de diferentes
mecanismos de accién han demostrado capacidad para promover la salud intestinal,
disminuir los proceso diarreicos y por tanto, mejorar el crecimiento y la productividad de
los lechones durante esta etapa de la vida productiva. En este sentido, el presente estudio
tuvo como objetivo, evaluar el efecto de la inclusién en el alimento de diferentes aditivos
alimenticios (aceite esencial de Lippia origanoides, fructooligosacaridos, humatos de sodio
y maltodextrina) sobre parametros clinicos y zootécnicos de cerdos durante el periodo

posdestete.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Consideraciones éticas

La investigacion conté con aval del Comité para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA)
de la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin (CICUA-19-22, Acta 09 de 8 de
noviembre de 2022). Todos los procedimientos experimentales realizados con los animales
se desarrollaron siguiendo los lineamientos de la Guia de Cuidado y Uso de Animales de

Granja para la Investigacion (ICLAS, 2012).
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3.2.2 Localizacion de sitio de realizacion del estudio

El trabajo de campo fue realizado en la granja porcicola comercial La Fortaleza, localizada
en la vereda “El Zancudo”, municipio de Entrerrios (Antioquia). El predio se encuentra a
una altitud aproximada de 2.300 msnm, en zona de vida bosque muy himedo Montano
bajo (bmh-MB), temperatura entre 18° a 24 C, precipitacion media mensual de 208 mm y
humedad relativa de 70%.

3.2.3 Animales y manejo sanitario

Se utilizaron 240 lechones (machos de cruce terminal comercial) destetados a los 21 dias
de edad, con un peso promedio de 6.61 + 0.08 kg. Los lechones fueron seleccionados de
manera aleatoria el dia del destete y se alojaron en grupos de ocho animales en corrales
de 5 m?, con una densidad final de cria comercial de 0.35 m? por animal (Padilla, 2007). El
agua y el alimento fue ofrecido a voluntad durante todo el periodo experimental, y se llevé
a cabo registro del consumo de alimento de los diferentes grupos. Durante la lactancia no
se les suministré alimento sélido y ningun tipo de antibiético a los lechones, y estuvieron

con préacticas de manejo realizadas segun procedimientos de cria comercial.

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

3.2.4 Dietas

Durante el periodo experimental de 30 dias de duracién los animales fueron alimentados
con un alimento balanceado, formulado de acuerdo a las recomendaciones de Rostagno,
(2017), obteniendo una dieta basal (DB) (Tabla 1) sin antibiético promotor de crecimiento.
Para la conformacién de cada uno de los tratamientos, a la DB se le adicion6 APC o uno

de los cuatro aditivos alimenticios, conformado cada una de las dietas, asi:

» Dieta 1l (D1-DB) O Dieta Basal (DB): Alimento balanceado sin aditivos ni APC.

= Dieta 2 (D2-APC): DB con la adicién de bacitracina de zinc a nivel de 150 ppm
como antibiético promotor de crecimiento (APC).

» Dieta 3 (D3-MD): DB con la adicion de 550 ppm de maltodextrina (MD).
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» Dieta 4 (D4-FOS): DB con la adicién de 300 ppm fructooligosacarido (FOS).

» Dieta 5 (D5-AEO): DB con la adicion de 69 ppm de aceite esencial de Lippia
origanoides (AEO).

= Dieta 6 (D6-HS): DB con la adicion de 750 ppm humatos de sodio.

Tabla 2. Formula de la dieta basal y composicién nutricional utilizada durante el periodo
experimental

Ingrediente Unidades Valor
Maiz % 47,66
Azlcar % 2,00
Concentrado Proteico De Soya % 0,48
Torta Soya % 20,71
Plasma Animal % 5,00
Harina Pescado % 3,50
Suero Permeato % 8,59
Suero Dulce % 4,50
Aceite De Soya % 3,16
Carbonato De Calcio % 0,30
Fosfato Monodicalcico % 1,34
Sal De Mar % 0,20
Premix % 2,56

Composicion nutricional

Proteina Bruta % 21,89
Grasa % 5,64
Fibra Bruta % 1,99
ELN* % 54,39
Energia metabolizable KCAL/kg 3430
Energia neta KCAL/kg 2568,2
Cenizas % 5,96
Fosforo Disponible % 0,55
Calcio % 0,75
Lisina % 1,65
Metionina % 0,58
Treonina % 1,12
Triptofano % 0,33

*ELN: Extracto libre de nitrégeno

3.2.5 Parametros clinicos

Las variables clinicas evaluadas fueron: temperatura corporal de los lechones y indice de
severidad de diarreas (ISD). Para esto, diariamente durante los primeros 15 dias
posdestete a las 7:00 am se evalud la temperatura rectal de los lechones utilizando un
termdémetro digital LD-00045 (LORD®), esta medicion fue realizada introduciendo el

termdmetro via rectal en cada lechon durante 30 segundos, momento en el que el dato
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marcado en el termometro fue registrado, la temperatura corporal fue expresada como el
promedio de las mediciones de cada periodo de evaluacion. La determinacion de ISD fue
realizada segun lo descrito por Patifio et al., (2019), para lo cual se realiz6 evaluacion de
la consistencia fecal por parte de dos evaluadores, empleando una escala con calificacion
de 0 a 3, donde el valor O 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 diaria fue registrada durante todo
el periodo experimental para posteriormente realizar el calculo de la ISD utilizando la

siguiente ecuacién (Patifio et al., 2019):

ZCFd

Pe

ISD =

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

Pe = Periodo experimental en dias

3.2.6 Variables productivas

Cada semana durante el periodo experimental utilizando una balanza digital se realizé
pesaje de todas las unidades experimentales; ademas se pesé el alimento ofrecido y
sobrante. Con esta informacion registrada se analizaron las variables de peso vivo (PV) y
consumo de alimento; adicionalmente se calcul6 la variable de conversion alimenticia (CA)

usando la siguiente formula:

Alimento consumido (Kg)
Ganancia de peso (Kg)

(CA) =

3.2.7 Disefio experimental y analisis estadistico

El dia del destete los animales fueron pesados y distribuidos de forma aleatoria en 30
corrales de ocho animales cada uno, siguiendo un disefio experimental en blogques
completos al azar, compuesto por cinco repeticiones para cada una de las seis dietas,
siendo cada corral una unidad experimental y determindndose la ubicacion de los corrales

(salén) como el factor de blogueo.
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El andlisis estadistico de las variables productivas y los pardmetros clinicos fue realizado
por medio del procedimiento de medidas repetidas del paquete “nlme” del programa
Rstudio, utilizando para el andlisis el modelo mixto con mejor ajuste de la estructura de
varianzas y covarianzas determinado por el valor mas cercano a cero obtenido en el indice
de ajuste “BIC”. Posteriormente, segun lo hallado en el modelo inicial se realiz6 la
determinacion de efectos simples o principales por contraste (prueba de Tukey) utilizando

el paquete de “emmeans” de RStudio.

3.3 Resultados

3.3.1 Variables clinicas

El andlisis de la temperatura rectal de los lechones no presento interacciéon entre la dieta
con la edad de evaluacién (p = 0.999), ni se observaron diferencias significativas (p =
0.961) entre dietas. Por su parte, la edad de medicién si evidencio diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.001), mostrado una reduccion de la temperatura

rectal de los lechones a medida que avanzé el periodo posdestete.

Respecto a la calidad de las heces evaluada por el ISD durante el periodo posdestete, se
pudo observar que en las dos edades de medicion hubo reduccion significativa (p < 0.001)
de las diarreas en los animales de los grupos D4, D5 y D6, mientras que el grupo D1 fue
el que presento significativamente (p < 0.001) mayor ISD en comparacion con las otras
dietas del estudio. Al evaluar el efecto de la edad de medicién, se pudo determinar que el
indice de diarrea disminuyo significativamente (p < 0,001) al dia 30 en comparacién con el
dia 15 del posdestete independientemente de la dieta que recibieran los animales (figura
1).
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Figura 1. Efecto de la inclusion de diferentes aditivos nutraceuticos sobre el indice de severidad de
diarreas de lechones en diferentes momentos durante el periodo posdestete.

La linea al interior de las cajas representa la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas
representan los cuartiles uno y tres respectivamente y las barras representan los valores minimos
y maximos. Letras diferentes en superindice A, B, C, D y E indican diferencias en los contrastes
entre las dietas en cada una de las edades. Las letras diferentes en superindice Y y Z indican
diferencias entre las edades (a < 0.05).

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

3.3.2 Variables productivas

En el andlisis de los diferentes parametros productivos se encontrd interaccion entre dietas
y edades de los animales para las variables de PV y consumo de alimento acumulado. Por
su parte, la variable de CA no presenté interaccion entre los tratamientos por lo que se

analizé el efecto principal de cada factor.

Respecto a la variable PV de los lechones durante el periodo experimental, se observo que
los lechones partieron al dia O (dia de destete) con un PV de 6.61 + 0.08 Kg sin diferencias
significativas (p > 0.05) entre las dietas. Tanto para el dia 15 como el 30 de posdestete
(figura 2), se observaron diferencias significativas (p < 0.001) entre grupos de dietas,
siendo en ambas edades de medicion los lechones que recibieron las dietas D4 y D5 los
gue presentaron el mayor PV. Respecto a los lechones que recibieron la dieta basal (D1)
sin inclusion dietaria de ningan aditivo alimenticio, estos animales fueron significativamente
(p < 0.001) mas livianos en comparacion con los lechones que recibieron cualquiera de las
dietas con los aditivos alimenticios (D3, D4, D5y D6) o APC (D2).



36

Evaluacién de aditivos alimenticios en cerdos posdestete sobre la composicion

microbiana como biomarcador asociado a la expresion de mRNA de proteinas

de salud intestinal

Dia O Dia 15 Dia 30
6.9 pia <0001 i ;
P Dieta x Dia: < 0.001 135_
BY
6.8 22- Bz
|
S | Dieta
= 130 ar il = D1-DB
067 = D2 - APC
S I 21 jod cz = D3 - MD
° =, | ] = D4 - FOS
a | x & D5 - AEO
L6 Q ! 12,5 oz ™ DG - HS
DY
EY
- 20-
6.5 ch
12.0° -

Dieta
Figura 2. Efecto de la inclusion de aditivos alimenticios sobre el peso vivo (Kg) de cerdos durante
el periodo posdestete.
La linea al interior de las cajas representa la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas
representan los cuartiles uno y tres respectivamente y las barras representan los valores minimos
y maximos.
Letras diferentes en superindice A, B, C, D y E indican diferencias en los contrastes entre las dietas
en cada una de las edades. Las letras diferentes en superindice Y y Z indican diferencias entre las
edades (a < 0.05).
D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEO: DB +

69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

Al evaluar el consumo de alimento de los lechones que recibieron las diferentes dietas
durante el periodo posdestete, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p < 0.001) entre las dietas en los dos periodos evaluados. Para el final del estudio (dia 30)
los lechones que recibieron la dieta D5 presentaron el mayor consumo de alimento, siendo
estadisticamente superior (p < 0.001) en comparacién con todas las otras dietas del
estudio. Por su parte, los animales que los grupos D1 y D2 fueron los que presentaron el

menor consumo de alimento durante todo el estudio (figura 3).
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Figura 3. Efecto de la inclusién de diferentes aditivos alimenticios sobre consumo de alimento
acumulado (Kg) de cerdos durante el periodo posdestete.

La linea al interior de las cajas representa la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas
representan los cuartiles uno y tres respectivamente y las barras representan los valores minimos
y maximos.

Letras diferentes en superindice A, B, C y D indican diferencias en los contrastes entre las dietas
en cada una de las edades. Las letras diferentes en superindice Y y Z indican diferencias entre las
edades (a < 0.05).

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéridos. D5-AEO: DB +

69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

Para la variable de conversion alimenticia no se hall6 interaccion entre los factores de dieta
y edad (p = 0.069); por lo que, se realiz6 el analisis de efecto principal de la dieta,
observandose que independientemente de la edad de evaluacion, los animales que fueron
adicionados con FOS (D4) y AEO (D5) presentaron una CA significativamente (p < 0.001)
mejor que el resto de las dietas en empleadas en el estudio (figura 4).
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Figura 4. Efecto de la inclusion de diferentes aditivos alimenticios sobre la conversion alimenticia
acumulada (CAA) de cerdos durante el periodo posdestete.

La linea al interior de las cajas representa la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas
representan los cuartiles uno y tres respectivamente y las barras representan los valores minimos
y maximos.

Letras diferentes en superindice A, B y C indican diferencias en los contrastes entre las dietas en
cada una de las edades. Las letras diferentes en superindice Y y Z indican diferencias entre las
edades (a < 0.05).

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:

DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

3.4 Discusion

En el presente estudio se encontrd que los cerdos que consumieron las dietas D4 y D5
(FOS y AEOQ) presentaron los mejores indices productivos independientemente de la edad
de evaluacién, mostrando el mayor aumento en el PV y una disminucién en CA al dia 15y
30 del periodo posdestete, al ser comparada con los animales de la DB (D1) y los animales
gue recibieron APC (D2).

En relacién con el aumento en la produccion encontrada en animales que recibieron D5
(AEO), Dieguez et al., (2022), reportaron que utilizando una dosis (75 ppm) similar a la
utilizada en el presente estudio, los animales presentaban mayores ganancias de pesos al
dia 72 que los lechones control, lo cual se acompafé de la mejoria en diversas variables

de salud intestinal donde, resalta el aumento de la citrulina plasmatica y el incremento de
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la produccion de AGCC en heces; metabolitos indicativos de desarrollo y actividad
intestinal durante el periodo de desafio que representa el posdestete (Dieguez et al., 2022).

Asimismo, en el presente estudio se encontr6 que la inclusion dietética de aceite esencial
de Lippia origanoides (D5), mejor6 la ganancia de peso diaria de los lechones en 74.6 y
48.8g por animal, al compararse con los grupos DB (D1) con adicién de APC (D2)
respectivamente. Este resultado se encuentra en concordancia con los estudios de Patifio
etal., (2019) y Maya et al., (2021) donde el uso de aceite esencial durante el mismo periodo
de tiempo, estos presentaron ganancias diarias de peso de 60 y 869 respectivamente, en
comparacion con los animales que recibieron antibiético como promotor de crecimiento
(Maya et al., 2021; Patifio et al., 2019). El aumento en la ganancia de peso y eficiencia
alimenticia de los animales con aceites esenciales se han asociado principalmente a dos
mecanismos: a) la estimulacién de secrecién de enzimas digestivas que permite aumentar
la digestién/absorcion de nutrientes y b) la estabilizacion del ecosistema microbiano
intestinal, lo que conduce a una menor presentacién de trastornos digestivos como las
diarreas (Zhai et al., 2018).

El aumento de la productividad en cerdos posdestete por el uso de FOS (D4) se ha
asociado con su capacidad de aumentar la produccion de AGCC como resultado de su
fermentacion por parte de bacterias beneficiosas presentes en el TGI. Estos AGCC juegan
diversos roles a nivel intestinal dentro de los cuales se destaca su capacidad de modular
el ambiente intestinal, acidificar el pH y mantener el control sobre el crecimiento de
bacterias potencialmente patégenas (Azad et al., 2020). Adicionalmente los AGCC tienen
capacidad de aumentar la expresion de péptidos de defensa del hospedador y regular la
secrecion de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias por la via de sefializacion de
NF-kB, lo que resulta en una mejor funcién inmunolégica intestinal (Zhang et al., 2022). En
el presente estudio los lechones con el uso de FOS (D4) presentaron una GDP de 73 g,
con CA, 0.076 puntos mejor que el grupo con APC (D2) al dia 30 posdestete, estando en
concordancia con los resultados del estudio de Liu et al., (2020), en el que se utilizaron

lechones desafiados con cepas de E.coli enterotoxigénicas durante el posdestete.

El uso dietario de HS (D6) en los lechones durante el posdestete en el presente estudio
evidencio una mejora en los parametros productivos y en la severidad de las diarreas en

comparacion con la dieta basal (DB) y el APC (D2). Estos resultados son consistentes con
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lo reportado previamente por Wang et al. en 2020. En su estudio, al utilizar HS a una dosis
de 2000 mg/kg (superior a la utilizada en el presente trabajo), observaron mejoras
significativas en la ganancia de peso, la conversion alimenticia y la severidad de las
diarreas en los dias 16 y 30 del posdestete, al compararlas con dietas de control y con
inclusion de oxido de zinc (Wang et al., 2020). Aunque el mecanismo de accién de los HS
aun no estd comprendido completamente, su efecto benéfico se a asociado con la
capacidad que estos compuestos pueden tener de interactuar con la microbiota intestinal,
controlar enteropatdégenos como E.coli enterotoxigenico, mejorar el estado oxidativo
intestinal y finalmente un aumento en la utilizacién de nutrientes, especialmente mejorando
la digestion de la proteina y algunos oligoelementos (Wang et al., 2020). (Kaevska et al.,
2016; Trckova et al., 2018; Wang et al., 2020). Se ha reportado que el uso de 2500 y
5000g/ton los lechones presentaron resultados similares e incluso superiores en relacion
con el uso de APC (colistina) en los lechones a los 42 dias del posdestete, siendo estos
resultados congruentes que lo observado en el presente estudio, sin embargo, se hace
necesario realizar estudios futuros con el fin de determinar el mejor nivel de inclusién de

este compuesto (Agredo-Palechor et al., 2023).

En relacion con los resultados obtenidos por la inclusién dietaria de MD (D3) sobre los
resultados productivos de los lechones, donde la adicion en el alimento de este aditivo
promovié que los lechones tuvieran mayor peso vivo y menor conversion que los animales
con la dieta basal (D1), y resultados similares a los encontrados en los animales que
recibieron APC (D2). La maltodextrina es un polisacarido de glucosa considerado como un
aditivo alimentario que ha sido ampliamente utilizado con el fin de encapsular compuestos
bioactivos a través del método de secado por atomizacion o “Spray drying”, brindandoles
mayor estabilidad y proteccién frente a condiciones fisicoquimicas ambientales (Sotelo-
Bautista et al., 2019).

Aunqgue en general MD se ha considerado como un compuesto inerte a nivel de interaccion
con los compuestos bioactivos que se encapsulan en ella, estudios en humanos han
descrito que MD interactia con la microbiota intestinal induciendo cambios en las
comunidades microbianas, especialmente en las relaciones Firmicutes/Bacteroidetes, y

Lactobacillus/Bifidobacterium; adicionalmente se ha encontrado que este aditivo
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alimenticio tiene efectos sobre diversos marcadores inmunolégicos, inflamatorios y de
permeabilidad intestinal (Almutairi et al., 2022). Por tanto, se podria especular que este
tipo de interacciones con el microbioma pudieron inducir el aumento de los parametros
productivos en lechones del presente estudio, en relacion a los que recibieron las D1 (DB)
y D2 (APC). No obstante, el efecto sobre los pardmetros productivos del uso de MD (D2)
fue significativamente menor en comparacién con el generado por el FOS y AEO (D4 y
D5).

3.5 Conclusién

La inclusion de todos los aditivos alimenticios utilizados en el estudio tuvo capacidad
reducir la severidad de las diarreas en comparacion con la dieta basal. A nivel productivo
las dietas D4, D5 y D6 fueron superiores al uso de APC (bacitracina de zinc a 150 ppm)
durante los 30 dias del periodo posdestete. Acorde a los resultados encontrados en la
presente investigacion, el uso de FOS o AEO en el alimento de los lechones promovieron
los mejores resultados clinicos y productivos a nivel de peso vivo, consumo de alimento y
conversién alimenticia, por lo que estos dos aditivos alimenticios se presentan como la
mejor alternativa para hacer frente a los desafios de periodo posdestete en miras al

reemplazo del uso APC durante dicho periodo de la vida productiva de los lechones.
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4.Capitulo 4. Desarrollo de la morfometria
intestinal en cerdos suplementados con
aditivos alimenticios durante el periodo
posdestete.

4.1 Introduccidn

En el ciclo de produccién de carne porcina, el destete se considera uno de los periodos
mas criticos durante todo el crecimiento y su manejo, debido a que se asocia con factores
estresores de tipo ambiental, social y nutricional, que dan como resultado un bajo consumo
de alimento, reducida ganancia de peso corporal, una alta incidencia de diarreas y
finalmente, el aumento en la mortalidad de lechones (Kim & Duarte, 2021). Adicionalmente,
a nivel intestinal las consecuencias de estos estresores durante el posdestete, inducen

cambios profundos en el TGI de los cerdos (Zheng et al., 2021).

Las células epiteliales de las vellosidades en el intestino anterior son altamente
diferenciadas para desempefiar funciones clave en los procesos de digestion y absorcién
de nutrientes luminales. El estrés producido por el destete suele provocar alteraciones en
las caracteristicas morfologicas y funcionales de estas células en las vellosidades del
intestino de los lechones (Yang et al., 2016). A nivel histolégico durante las primeras
semanas del periodo posdestete, se producen dafios morfolégicos epiteliales
caracterizados principalmente por atrofia en el crecimiento de vellosidades e hiperplasia
de las criptas, generadas por una mayor tasa de pérdida de células epiteliales intestinales
con reduccién en la tasa de renovacion de las mismas. Esta pérdida de células en los
segmentos apicales de las vellosidades, se acompafian con una mayor produccion de
células a nivel de las criptas, lo que da lugar a hallazgos histomorfométricos caracterizados

por vellosidades cortas y mayor profundidad de las criptas, que a nivel productivo se ha
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asociado con una menor capacidad digestiva y por tanto un pobre crecimiento de los
animales durante este periodo (Lata, 2022).

En este contexto, la evaluacion de la histomorfometria se ha convertido en un indicador de
salud intestinal en el que se pretende aumentar el tamafo de las vellosidades y disminuir
la profundidad de las criptas (Ming et al., 2021). Sin embargo, estimular este desarrollo de
las estructuras funcionales del intestino durante el periodo posdestete de los lechones en
el marco de las nuevas tendencias y legislaciones hacia la reduccién del uso de antibiéticos
como promotores y/o profilacticos se ha convertido en un desafio para los productores
porcinos (Long et al., 2019; Rahman et al., 2022). Por lo anterior, se ha recurrido al uso de
aditivos alimentarios como prebidticos, acidificantes, fitobiéticos, entre otros, que han sido
investigados como opciones prometedoras que ayudarian a promover el desarrollo
estructural y funcional del intestino, mejorando consigo la productividad de los lechones
durante el posdestete (Herrera et al., 2022; Long et al., 2018). En este contexto, el objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto de la suplementacion con diferentes aditivos
alimenticios, aceite esencial de AEO, FOS, HS y MD sobre el desarrollo de la morfometria
intestinal de cerdos durante el periodo posdestete.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Consideraciones éticas
Remitirse a capitulo 3, pagina 30.

4.2.2 Localizacion de sitio de realizacion del estudio
Remitirse a capitulo 3, pagina 31.

4.2.3 Animales y manejo sanitario
Remitirse a capitulo 3, pagina 31.

4.2.4 Dietas

Remitirse a capitulo 3, pagina 31.

4.2.5 Buenas practicas de eutanasiay toma de muestras

Para la obtencion de muestras se realiz6 el sacrificio humanitario de un animal por unidad
experimental los dias 0, 15 y 30 posdestete. El proceso de eutanasia humanitaria se realizé
siguiendo las recomendaciones de la Guia de cuidado uso de animales de granja para la

investigacion (Canadian Council on Animal Care, 2009), para lo cual los animales fueron
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sedados con una dosis de 1 a 2 mg/kg de Azaperona via intramuscular y posteriormente
recibieron inhalacién con Nitrox® de dos a seis minutos por animal. La confirmacion de la
muerte se realizd tres minutos después de realizado el procedimiento, por medio de la

deteccion del cese de latidos cardiacos y ausencia de reflejo corneal.

Después del sacrificio, los lechones se pusieron en posicion decubito dorsal, para por
medio de técnica de necropsia convencional se disecciond la region abdominal y se extrajo
completamente el intestino delgado desde la unién pilérica hasta la valvula ileo-cecal, para
posteriormente utilizando tijeras de diseccidén de punta recta realizar cortes con longitud de
cinco centimetros en la mitad de cada uno de los segmentos a evaluar: duodeno (desde el
piloro hasta la porcién distal de la vuelta duodenal), yeyuno (segmento proximal del
intestino delgado continuo al giro duodenal) e ileon (segmento proximal diez cm antes de
la unién ileocecal). Una vez cortadas estas secciones, se realizé un lavado por infusion
con solucién salina fria de cada porcion para eliminar impurezas y digesta que contenian
para posteriormente se conservadas en formalina buferada al 10%, hasta el momento del
procesamiento histotécnico (Madrid et al., 2018).

4.2.6 Analisis de morfometria intestinal

Las muestras de duodeno, yeyuno e ileon se deshidrataron en alcohol etilico a 70, 80, 90,
100% vy diafanizadas en xilol para su posterior inclusion en parafina. Con el uso de un
micrétomo rotatorio se obtuvieron cortes de 4 um de espesor de cada muestra, para
posteriormente ser tefiidos con hematoxilina-eosina y puestos en laminas portaobjetos

para el analisis morfoldgico.

Las laminas con los cortes histolégicos se analizaron cuantitativamente mediante
procesamiento de imagenes digitales computarizadas, para lo cual se empled una camara
digital instantanea Motican 2300 (Motic, Hong Kong, China) con una resolucion de tres
megapixeles acoplada a un microscopio Optico Leica DLMB (Meyer, Houston, TX, USA),
para la obtencion de iméagenes de los cortes histologicos a un aumento de 40x. Con las
imagenes obtenidas de cada muestra, utilizando el programa de procesamiento de imagen

Motic® Images plus 2.0 (Motic, Hong Kong, China) se realizaron las mediciones de la
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longitud de las vellosidades (LV), ancho de vellosidades (AV), profundidad de las criptas y
ancho de las criptas (AC) segun lo descrito por (Madrid Garcés et al., 2018), asi:

= Altura de vellosidad. desde la base de la vellosidad (IlAmina propia), desde su
punto medio se trazo6 una linea hasta el &pice.

= Ancho de la vellosidad. con una linea se unieron los bordes apicales de las
células epiteliales de lados opuestos, ubicadas aproximadamente en la mitad de la
vellosidad.

= Profundidad de la cripta. se obtuvo trazando una linea, 0 segmentos continuos,
desde su apertura hasta el fondo de la misma.

= Ancho de la cripta. con una linea se unieron los bordes apicales de las células

epiteliales ubicadas en lados opuestos, a nivel de la porcion media de la cripta.

Adicionalmente, como indicadores del desarrollo de la morfologia intestinal de los lechones
a partir de las mediciones descritas anteriormente, se realizé el calculo de las variables:
relacion de altura de vellosidad/profundidad de cripta (V:C) y area de absorcién intestinal

(AAI) segun lo descrito por Santos et al., (2022).

4.2.7 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de las variables morfométricas de los diferentes segmentos
intestinales, se realizaron comparaciones entre dietas en cada una de las edades de
medicion, por medio de la prueba de ANOVA con un alfa de 0.05. Para la comparacion de
las medias entre cada tratamiento se utilizé una prueba de Tukey, empleando el paquete
“agricolae” del programa RStudio (RStudio Team, 2020). Finalmente, mediante el método
de correlacion de Pearson se evalud la asociacion entre cada una de las variables
evaluadas durante el experimento, las matrices de correlacién obtenidas fueron graficadas
utilizando el paquete “Corrplot” de Rstudio (Wei & Simko, 2021).

4.3 Resultados

La altura de las vellosidades intestinales no presentd diferencias significativas (p < 0.05)
entre las dietas al dia inicial del periodo posdestete. Al realizar comparacion entre las dietas
suministradas se observé que para los dias 15 y 30 del periodo posdestete, los animales

gue recibieron las dietas D4 y D5, presentaron la mayor longitud de las vellosidades en los
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tres segmentos del intestino delgado, siendo estadisticamente (p < 0.05) mas altas en
comparacion con las dietas D1, D2, D3 y D6 (figura 5). Respecto al efecto de la edad del
lechon sobre la altura de las vellosidades se observo que independientemente de la dieta
y el segmento evaluado, esta variable aumenté significativamente (p < 0.05) con la edad

de los animales en el posdestete.
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Figura 5. Efecto de diferentes aditivos alimenticios sobre la longitud de las vellosidades en los
diferentes segmentos de intestino delgado de lechones durante el posdestete.

La linea al interior de las cajas representa la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas
representan los cuartiles uno y tres respectivamente y las barras representan los valores minimos
y maximos.

Letras diferentes en superindice A, B Y C indican diferencias en los contrastes entre las dietas
dentro de cada segmento de evaluaciéon en cada una de las edades. Las letras diferentes en
superindice X, Y y Z indican diferencias entre las edades en cada segmento (a < 0.05).

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEQO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

El ancho de las vellosidades intestinales no presentd diferencias significativas (p < 0.05)
entre las dietas al dia inicial del periodo posdestete en ninguno de los segmentos
evaluados. Respecto al efecto de las dietas, en los dias 15 y 30 del posdestete se hallé
gue, independientemente del segmento intestinal D4 y D5 presentaron significativamente

(p < 0.05) mayor ancho de vellosidades en comparacion con el resto de dietas utilizadas.
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Por su parte, D3 y D4 presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
con D1 en todos los segmentos (figura 6).
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Figura 6. Efecto de diferentes aditivos alimenticios sobre el ancho de las vellosidades en los
diferentes segmentos de intestino delgado de lechones durante el posdestete.

La linea al interior de las cajas representa la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas
representan los cuartiles uno y tres respectivamente y las barras representan los valores minimos
y maximos.

Letras diferentes en superindice A, B Y C indican diferencias en los contrastes entre las dietas
dentro de cada segmento de evaluacion en cada una de las edades. Las letras diferentes en
superindice X, Y y Z indican diferencias entre las edades en cada segmento (a < 0.05).

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

La profundidad de las criptas no presenté diferencias significativas (p > 0.05) entre dietas
el dia inicial del posdestete (Dia 0) en ninguno de los segmentos intestinales. A nivel de
duodeno las dietas D1, D2 presentaron significativamente (p < 0.05) mayor profundidad de
criptas en relacién D4, D5 y D6 a los dias 15 y 30 del posdestete. Por su parte, en yeyuno
e ileon, las dietas D1, D2, y D3 presentaron diferencias significativas (p < 0.05) con D4, D5
y D6, en donde la dieta D4 presento la menor profundidad de criptas y ser
significativamente diferente (p > 0.05) con D5 para los dias 15 y 30 del posdestete (figura
7). Adicionalmente, se observé un efecto de la edad, en donde la profundidad de las

vellosidades se hizo mayor con la edad de los animales en los tres segmentos evaluados.
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Figura 7. Efecto de diferentes aditivos alimenticios sobre la profundidad de las criptas en los
segmentos de intestino delgado de lechones durante el posdestete.

La linea al interior de las cajas representa la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas
representan los cuartiles uno y tres respectivamente y las barras representan los valores minimos
y maximos.

Letras diferentes en superindice A, B Y C indican diferencias en los contrastes entre las dietas
dentro de cada segmento de evaluaciéon en cada una de las edades. Las letras diferentes en
superindice X, Y y Z indican diferencias entre las edades en cada segmento (a < 0.05).

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEQO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

La relacion V:C es un indice que relaciona la altura de la vellosidad con la profundidad de
la cripta como marcador de desarrollo de las estructuras intestinales, en donde valores
mas altos son asociados con un mejor desarrollo, dado que es deseable que los animales
tengan vellosidades mas altas con criptas mas cortas. En este sentido, se observé que
para los dias 15 y 30 del posdestete de los grupos D4 y D5 a nivel de duodeno y yeyuno
presentaron la mayor relaciéon V:C siendo estadisticamente superiores (p < 0.05) que las
de los lechones que recibieron la dietas D1, D2, D3 y D6. En el ileon la dieta D4 fue
estadisticamente superior a todas las otras dietas. D5 y D6 no presentaron diferencias (p
> 0.05) entre ellas, al igual que D1, D2 y D3. Adicionalmente, respecto al efecto de la edad

del lechdn sobre el desarrollo de VC, se observa que independientemente de la dieta y el
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segmento evaluado, esta variable aumento significativamente (p < 0.05) con la edad de los
animales en el posdestete (figura 8).

Dia 0 Dia 15 Dia 30
P DiEFai <.0001 AZ
B Fa i <oom T : g
6 CDV BCY +— - 2 2 %
4 2 == S
X X X X X X
————— e (@]
2
%) ; B[et_a; Bcé.gm Dieta
S 8 PD:zia<xb|aj<0.0D1 AZ Az -< E D1 - DB
6 =ez (2| ®mD2-APC
2 A, A G G52 2| | BD3-MD
84 o G T S | ®mD4-FOS
21 == ®m D6 - HS
8 P Dieta: < 0.001 '
1 P Dia: < 0.001
P Dieta x Dia: < 0.001
6 A ABZ Bz 6
4 * ABY BY ¢z E(; -* g
cY cy BCV $
PARSE I | T

Dieta
Figura 8. Efecto de diferentes aditivos alimenticios sobre la relacion vellosidad cripta (V:C) en los
diferentes segmentos de intestino delgado de lechones durante el posdestete.
La linea al interior de las cajas representa la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas
representan los cuartiles uno y tres respectivamente y las barras representan los valores minimos
y maximos.
Letras diferentes en superindice A, B Y C indican diferencias en los contrastes entre las dietas
dentro de cada segmento de evaluacion en cada una de las edades. Las letras diferentes en
superindice X, Y y Z indican diferencias entre las edades en cada segmento (a < 0.05).
D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEQO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

En la figura 9 se presenta el resultado del efecto de la suplementacion con los aditivos
alimenticios sobre la variable de AAI en los tres segmentos del intestino delgado de los
lechones durante el periodo posdestete. Al respecto, se pudo evidenciar que a nivel de
duodeno los animales de las dietas D3, D4, D5 y D6 tuvieron una mayor area de absorcion
(p < 0.05) que los que recibieron D1y D2 durante 15y 30 dias del posdestete. Por su parte,
en yeyuno e ileon la mayor area de absorcion intestinal la presentaron los animales que
recibieron las dieta D4, D5 y D6 con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
con D1, D2 y D3). Respecto al efecto de la edad, se pudo observar que, en los tres
segmentos evaluados, independientemente de la dieta suministras hubo un incremento

significativo (p < 0.05) del &rea de absorcion intestinal con la edad de los lechones.
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Figura 9. Efecto del uso de aditivos alimenticios sobre el area de absorcién intestinal (AAl) en los
diferentes segmentos de intestino delgado de cerdos durante el periodo posdestete.

La linea al interior de las cajas representa la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas
representan los cuartiles uno y tres respectivamente y las barras representan los valores minimos
y maximos.

Letras diferentes en superindice A, B Y C indican diferencias en los contrastes entre las dietas
dentro de cada segmento de evaluacién en cada una de las edades. Las letras diferentes en
superindice X, Y y Z indican diferencias entre las edades en cada segmento (a < 0.05).

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEQO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

4.4 Discusion

En el presente estudio, se observé que independientemente de la dieta utilizada, el
desarrollo de variables morfolégicas como la longitud de las vellosidades, el ancho de las
vellosidades, la profundidad de las criptas, la relacion V:C y el area de absorcion intestinal
aumentaron significativamente en cada una de las edades de medicion durante el
posdestete. En este sentido Reis-De Souza et al., (2005) reportaron que las primeras 24
horas posteriores al destete son criticas, ya que se produce una reduccion en la longitud

de las vellosidades; recuperandose durante la primera semana y alcanzando valores
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similares a los previos al proceso de destete entre los dias 9 y 14 posdestete. Es importante
tener en cuenta que este proceso de recuperacion puede ser mas prolongado dependiendo
de las condiciones y del estado de salud de los animales (Parra et al., 2022; Reis-De Souza
et al., 2005).

Anteriormente ha sido descrito como el proceso de destete genera alteraciones
morfologicas en el intestino, caracterizadas por la descamaciéon de las vellosidades
intestinales, la hiperplasia de las criptas y la atrofia de la mucosa intestinal, que destruye
aun mas la funcién de la barrera de la mucosa intestinal y la capacidad digestiva y de
absorcion (Tang et al., 2022). Estas alteraciones en la estructura morfolégica intestinal son
dadas en gran medida por un efecto directo generado por bacterias, toxinas y antigenos
pro inflamatorios (van Beers-Schreurs et al., 1992; Xu et al., 2023) y por la alteracion en el
equilibrio dinamica entre la proliferacion y la apoptosis de las células epiteliales, de manera
gue la perdida de células se hace mayor a la capacidad de proliferacion y diferenciaciéon
de las células madres de las criptas, por la etapa estresante del destete a nival intestinal
se caracteriza por dafios morfométricos que incluyen criptas mas profundas con

vellosidades mas cortas, y por lo tanto una reduccion de la relacion V:C (Tang et al., 2022).

Algunos autores han descrito que ademas de las alteraciones morfolégicas, este proceso
puede conllevar a cambios metabdlicos observados en la expresiéon de proteinas y
metabolitos entéricos en los lechones. Al respecto se ha reportaron que el destete puede
generar regulacién a la baja en expresién de diferentes proteinas de importancia en el
metabolismo energético intestinal de lechones destetados de forma temprana, como es el
caso de enzimas clave en el ciclo del acido tricarboxilico; sugiriendo asi, que la capacidad
de las células epiteliales en el intestino delgado para producir energia por medio de esta
via se ve alterada. Ademas, los autores reportaron regulacién en proteinas implicadas en
la B-oxidacién y la via de glucdlisis en las vellosidades superiores y medias del yeyuno en
lechones destetados temprano (Xiong et al., 2015, 2019). Siendo de esta manera
especialmente importante la promocion en el desarrollo de las vellosidades intestinales
durante el posdestete, que como se pudo observar en el presente estudio, el FOSy el AEO
mejoraron el estado y desarrollo de las estructuras histolégicas del intestino durante dicho

periodo.
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En relacion al efecto de los aditivos alimentarios utilizados en el presente estudio, se
observd que las dietas D4 y D5 que contenian suplementos de FOS y AEO
respectivamente, estimularon el desarrollo de las variables morfométricas evaluadas en
todos los segmentos del intestino delgado. Estos hallazgos respaldanlos resultados de un
estudio previo realizado por Liu et al, (2020), donde lechones desafiados con E. coli
enterotoxigénica durante el destete y que recibieron suplementos de FOS, mostraron una
mayor relacion V:C en duodeno e ileon en comparacién con los animales desafiados que

no recibieron el aditivo prebidtico (Liu et al., 2020).

En este sentido, cabe destacar que la evaluacién de la relacion V:C es particularmente
relevante, ya que se ha demostrado que una menor longitud de las vellosidades
intestinales en relacién con la profundidad de las criptas esta asociada con un menor
namero de células absorbentes (Nguyen, 2021). En concordancia con los efectos
benéficos del uso de FOS encontrados en el presente estudio, previamente, Zhao & Xia,
(2019) reportaron que la suplementacién de lechones con dosis de FOS entre 1y 2 kg por
tonelada de alimento (una dosis superior a la utilizada en el presente estudio) resulté en
una mejor longitud de las vellosidades y un valor de relacion V:C més alto en comparacion

con el grupo control que recibié antibidticos (Zhao & Xia, 2019).

Ademas, en correspondencia con nuestros hallazgos, previamente se ha reportado que los
lechones con suplementacién de FOS presentan pH mas acido de diferentes segmentos
intestinales incluyendo el yeyuno, lo cual se ha asociado con un mayor recuento de
bacterias acido lacticas como Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp, de manera que
aumenta la capacidad fermentativa y la produccion de &cidos grasos especialmente de

cadena corta en el intestino de los lechones suplementados (Zhao & Xia, 2019).

El aumento en la produccion de AGCC y &cido lactico a nivel intestinal de animales
suplementados con FOS, se ha relacionado con resultados positivos sobre la salud
intestinal y productividad, debido a que estas sustancias modifican el ambiente intestinal,
por lo que contribuyen a suprimir el crecimiento de bacterias potencialmente perjudiciales
en el intestino de los animales. Adicionalmente, los AGCC, donde resalta particularmente

la importancia del butirato, sirven como fuente de energia para las células epiteliales
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intestinales, y modulan positivamente vias de sefializacion asociadas con inflamacion,
promoviendo de esta manera el desarrollo de las estructuras morfolégicas en el intestino

de los lechones (Zhang et al., 2022).

Nuestros resultados mostraron efectos beneficiosos del uso de AEO sobre el desarrollo
morfologico del intestino de lechones posdestete; al respecto, diversas investigaciones han
informado sobre el efecto beneficioso de los aceites esenciales y sus componentes activos,
como el carvacrol y el timol sobre la integridad (morfologia) y salud intestinal en cerdos
durante el periodo posdestete. Consistentemente, se ha reportado que la suplementacion
con estos compuestos genera un aumento significativo en la altura de las vellosidades en
diferentes segmentos del intestino delgado (Cheng et al., 2018; Giannenas et al., 2016;
Madrid Garcés et al., 2018; Mohiti-Asli & Ghanaatparast-Rashti, 2018; X. Yang et al., 2018),
acompafiado de una reduccion en la profundidad de las criptas y un incremento notable en
el area superficial del epitelio intestinal (Mohiti-Asli & Ghanaatparast-Rashti, 2018). Es
relevante destacar que la disminucién en la profundidad de las criptas se relaciona con una
menor tasa de descamacion de las vellosidades, lo que conlleva una disminucion en la
demanda energética para la continua reparacion del tejido dafiado y el recambio celular
subsiguiente, lo que a su vez mejora y optimiza los parametros productivos (Kogut et al.,
2017; Peng et al., 2016).

Similar a nuestros resultados, un estudio previo llevado a cabo por Dieguez et al., (2022),
utilizando AEO en concentraciones equivalentes a las utilizadas en nuestra investigacion,
no reportaron diferencias significativas en el pH de los diferentes segmentos del intestino
delgado en lechones durante el periodo posdestete. Sin embargo, se observé que la
suplementacion con el aceite esencial mejor6 significativamente la altura de las
vellosidades y el area de absorcion intestinal. Ademas, ellos registraron un incremento en
los niveles de citrulina plasmatica, la cual se utiliza como biomarcador de la actividad
metabdlica de los enterocitos. Estos hallazgos indican que el aceite esencial de Lippia
origanoides ayudd a mitigar el dafio sufrido por los enterocitos durante el desafio del

periodo posdestete, mejorando asi la salud intestinal de los lechones (Dieguez et al., 2022).

En relacién con el uso de HS, en el presente estudio se pudo observar que estos
compuestos tuvieron efecto positivo en todas las variables de morfometria intestinal,

promoviendo un desarrollo de la estructura intestinal superior en relacion con las dietaS
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DB (D1) y APC (D2). Diversos estudios han reportado previamente el efecto benéfico del
uso de HS de sodio en lechones durante el posdestete, particularmente en la reduccion de
diarreas modulando las comunidades microbianas intestinales (Kaevska et al., 2016;
Trckova et al., 2017), mejorando el estadio pro inflamatorio y la capacidad antioxidante de
los animales (Wang et al., 2020). No obstante, los reportes sobre el efecto de estos
compuestos sobre la morfometria intestinal en cerdos posdestetos es limitada. En un
estudio realizado en pollo de engorde con suplementacion de HS a dosis de 3.3Kg/ton
(superior a la utilizada en el presente estudio), se observé aumento en el area de absorcién
intestinal en yeyuno respecto al control sin APC, mientras que a nivel de ileon los pollos
gue recibieron HS presentaron mayor area de absorcion incluso que los animales con APC
(Qi et al., 2021), siendo esta ultima observacion concordante con lo hallado en el presente

estudio.

El mecanismo de accién por el cual los HS mejoran la salud y productividad de los animales
ha sido motivo de estudio, donde se ha indicado que estos compuestos presentan una
actividad protectora de la salud debido a diversas propiedades, como su capacidad
antioxidante, inmunomoduladora y antiinflamatoria, adicionalmente se ha observado que
pueden promover comunidades microbianas intestinales beneficiosas y adicionalmente,
estos compuestos tiene efectos antiparasitarios y antifingicos, asi como Influencia en la
mayor eficiencia de utilizacion de minerales, proteinas y lipidos en el cuerpo. Dentro de
este grupo de mecanismos cabe destacar que los HS por sus caracteristicas coloidales y
alta capacidad de formar agregados dentro de soluciones, se ha propuesto que los HS
tienen la capacidad de crear capas protectoras sobre la mucosa epitelial del TGI,
impidiendo la penetracién de bacterias patégenas o sustancias toxicas producidas por
bacterias, lo que podria proteger y estimular el desarrollo de las estructuras morfologicas
intestinales (de Lourdes Angeles et al., 2022). Desde esta perspectiva, se debe realizar
mas estudios que permitan profundizar en el entendimiento de la accion de los HS en el

intestino de los lechones durante el posdestete

Finalmente, cabe desatacar la estrecha relacion que existe entre el desarrollo de las
estructuras morfologicas del intestino con la productividad de los animales durante el

posdestete. Previamente, Wang et al., 2020, mostr6 la importancia del desarrollo de la
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altura de las vellosidades en relacion a la madures de los enterocitos, donde vellosidades
cortas, con enterocitos menos maduros, presentan menor actividad de enzimas
intestinales y, por tanto, una menor capacidad de explotar su potencial genético para
crecimiento y produccion. La estrecha relacion entre las diferentes variables morfométricas
con la productividad de los lechones durante el posdestete pudo ser evidenciada en el
presente estudio en donde los diferentes segmentos intestinales evaluados, todas las
variables morfométricas incluidas en el estudio se asociaron estrechamente con el peso
vivo, la conversién alimenticia y el indice de diarreas, siendo, la altura de las vellosidades
y la relacién V:C las variables con los valores de correlacion mas elevados respecto a la
productividad (figura 10).
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Figura 10. Correlacion entre variables productivas y morfométricas en duodeno (A) y yeyuno (B) e
ileon (C) al dia 30 posdestete.

Circulo con color mas intenso indican una mayor correlacién (azul: positivo, rojo: negativo) entre
variables evaluadas por correlacién lineal de Pearson. PV: Peso vivo, CAA: Conversion alimenticia
acumulada, ISD: indice de severidad de diarrea, LV: Longitud de vellosidad: AV: Ancho de
vellosidad, PC: profundidad de cripta, V:C: Relacién longitud de vellosidad con profundidad de
cripta, AAl: area de absorcién intestinal.

4.5 Conclusién

La inclusion de todos los aditivos alimenticios utilizados en el estudio promovio el desarrollo
de las estructuras morfolégicas del intestino de manera similar e incluso superior en
comparacion con el APC (bacitracina de zinc a 150 ppm) durante los 30 dias del periodo

posdestete. Acorde a los resultados encontrados en la presente investigacion, la
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suplementacion con FOS o AEO en el alimento de los lechones promovieron los mejores
resultados en variables marcadoras de salud y desarrollo intestinal como V:C y el AAI, por
lo que estos dos aditivos alimenticios se presentan como una alternativa para estimular el
desarrollo intestinal y hacer frente a los desafios del retiro de APC durante el periodo de

posdestete en los lechones.
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5.Capitulo 5. Expresion de proteinas
enzimaticas y de barrera intestinal en
lechones alimentados con diferentes
aditivos durante el periodo posdestete

5.1 Introduccidn

La salud intestinal es un aspecto clave para el 6ptimo crecimiento de los cerdos, debido a
su relacion con la utilizacién de los nutrientes, el metabolismo y la defensa frente a
enfermedades (Sciascia & Metges, 2023). Aunque no hay una definicion universal del
concepto de “salud intestinal”, en los ultimos afios se ha construido una visién integral del
término, entendiéndose como la condicién generalizada de homeostasis en el TGl que
permite al animal desarrollar de manera efectiva sus procesos de digestién y absorcion;
conservar la integridad del tejido y su funcién de barrera fisica e inmunolégica; y mantener
una poblacion microbiana (microbiota intestinal) estable, permitiendo que el animal pueda
cumplir sus funciones fisiol6gicas y soportar los desafios/estresores exdégenos y

enddgenos (Xiong et al., 2019).

La barrera intestinal es uno de los principales mecanismos de defensa del organismo,
actuando como un impedimento fisico a la traslocacion de toxinas Iluminales,
microorganismos nativos o patégenos y antigenos extrafios a la circulacién sanguinea
(Slifer & Blikslager, 2020). Para esto, la barrera intestinal se compone de un ensamblaje
de proteinas conocidas como proteinas de uniones estrechas, donde se destacan las
proteinas transmembranales: CL, OC, JAM y proteinas de la placa intercelular como la ZO
(Suzuki, 2020).
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En la produccién porcina, durante el periodo del posdestete, los animales se ven expuestos
a estresores asociados al cambio repentino de la dieta (leche por alimento sélido en base
a cereales) y reagrupamiento de las camadas de lechones separados de la madre; estos
procesos generan un desbalance de la homeostasis intestinal que repercute
negativamente en la expresion de las proteinas de las uniones estrechas, aumentando la
permeabilidad intestinal y exacerbando los procesos proinflamatorios del TGlI, lo que
resulta en una menor capacidad de defensa y disminucion en produccién de proteinas
enzimaticas de borde de cepillo, y a su vez, en la reduccion de la capacidad intestinal para
realizar los procesos de digestién y absorcion de nutrientes (Herrera et al., 2022a; Londofio
et al., 2016).

Desde esta perspectiva, y con base en las nuevas tendencias de la industria y mercado,
se ha vuelto necesario desarrollar estrategias nutricionales, diferentes a los antibiéticos
promotores de crecimiento, por lo que, en los Ultimos afios, se ha incrementado la
investigacion y desarrollo de alternativas alimenticias naturales como prebioticos,
probidticos, acidificantes y fitobioticos, entre otros, debido a su capacidad para regular la
adhesion de patdégenos a la mucosa intestinal, promover el equilibrio de la microbiota
intestinal y favorecer el desarrollo del epitelio y la barrera intestinal, por lo que han
demostrado ser alternativas prometedoras para la prevencion de trastornos intestinales en

los lechones posdestete (Herrera et al., 2022a; Long et al., 2018).

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la inclusion de
diferentes aditivos alimenticios (aceite esencial de Lippia origanoides, fructooligosacéaridos
, humatos de sodio y maltodextrina) sobre la expresiéon (mMRNA) de proteinas enzimaticas

y de barrera a nivel intestinal en cerdos durante el periodo del posdestete.

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Consideraciones éticas
Remitirse a capitulo 3, pagina 30.

5.2.2 Localizacion de sitio de realizacion del estudio
Remitirse a capitulo 3, pagina 31

5.2.3 Animales y manejo sanitario
Remitirse a capitulo 3, pagina 31.
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5.2.4 Dietas

Remitirse a capitulo 3, pagina 31.

5.2.5 Buenas practicas de eutanasiay toma de muestras
Remitirse a capitulo 4, pagina 45.

Para el analisis de expresion de proteinas enzimaticas y de barrera intestinal, posterior al
sacrificio humanitario y diseccion de la regién abdominal (como se describe en el capitulo
4, pagina 45), se tomaron muestras de duodeno (desde el piloro hasta la porcién distal de
la vuelta duodenal) y yeyuno (segmento proximal del intestino delgado continuo al giro
duodenal). Las porciones intestinales obtenidas de cada animal se lavaron con agua
destilada estéril para retirar la digesta y se congelaron inmediatamente en nitrégeno
liquido, para posteriormente ser almacenadas a -70°C hasta el momento de su andlisis en

el laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad Nacional, sede Medellin.

5.2.6 Extracciéon y determinacién de la calidad del RNA total

La extraccion del RNA se realizé utilizando el kit ULTRACLEANTM Tissue & Cells RNA
Isolation (Kit MO Bio Laboratories Inc, San Diego, CA, EE. UU.) siguiendo las indicaciones
del fabricante. La confirmacion de la pureza del RNA extraido se evalué mediante
electroforesis en gel de agarosa. Adicionalmente, el RNA purificado se diluyé en 100 pl de
agua de grado molecular libre de RNAsa almacenada a -70°C para su cuantificacion y
determinacion de pureza utilizando NANODROP a una longitud de onda de 260 nm vy las
relaciones de absorbancia 260/230 y 260/280.

5.2.7 Evaluacién de la expresién de proteinas enziméaticas y de
barrera intestinal

A partir del RNA extraido previamente, se realizo la sintesis de cDNA usando el kit de
transcripcion inversa QuantiTec (QIAGEN, Valencia, CA, EE. UU.). Para esto, se
eliminaron los residuos de DNA gendmico y luego se agregaron cebadores poli (A), enzima
RT y nucledtidos trifosfatos para sintetizar el cDNA de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. EI cDNA obtenido se almacend a -20°C hasta el analisis por medio de PCR
en tiempo real (QPCR). Para esto, se utilizé el kit QuantiNova SYBR Green RT-PCR Kit
(QIAGEN) en un termociclador LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche
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Diagnostics). Brevemente la técnica usada es la siguiente: 0.5ug de cDNA total fue
amplificado en 10 uL de reaccion que contenia 5 yL de 2x QuantiNova SYBR Green RT-
PCR Master Mix, 0.1 pL QuantiNova RT Mix,1 puL de cebadores sentido y antisentido (tabla
1) a una concentracién final de 10 uM. Para la amplificacion, los tubos de PCR con 20 L
totales de reaccion fueron sometidos al perfil térmico descrito a continuacién: 50 °C durante
10 minutos, 95 °C durante 2 minutos y 40 ciclos de 95 °C por 2 s, 60 °C durante 10 s, con
un periodo de extension final de 72 °C durante 60 s. La cuantificacion de los transcritos se
realizd mediante el método AAC(t) utilizando B-actina como un gen constitutivo de

normalizacion.

Tabla 3. Cebadores para PCR en tiempo real

T

Gen Secuencia ) - N° GenBank / Ref
Alineacion
Claudina-1 Forward 5'- GCCACAGCAAGGTATGGTAAC - 3'
L) Reverse 5'- AGTAGGGCACCTCCCAGAAG - 3° 60 (Chen etal, 2013)
Ocludina Forward 5 - GGAGGAAGACTGGATCAGGGA - 3
(00) Reverse 5'- AGCAGCAGCCATGTACTCTT - 3° 62 (Chen etal, 2013)
Zébnula ocludens-1 Forward 5- TGGCATTATTCGCCTTCATAC - 3
(Z0) Reverse 5'- AGCCTCATTCGCATTGTTT - 3° 59 (Chen etal,, 2013)
Maltasa- Forward 5- CCAGAGCTTGTCACTCAGCA - 3’ 56 (Petersen et al.,
Glucoamilasa (MGA) Reverse 5- GCACGTCATAGGGGATCTGG - 3’ 2001)
Sacarasa-isomaltasa (SI) Forward 5- TGGCCATCCAGTCATGCC - 3’ 56 (Petersen et al.,
Reverse 5'- CCACCACTCTGCTGTGGA - 3° 2001)
_ _ Forward 5 - CCTCCGGCGTCTGTGTTA - 3° (Petersen etal.,
Aminopeptidasa A (APA) Reverse 5'- TGGATTCAGCTCACAGCT - 3° 56 2001)
Forward 5'- ACATCACTCTCATCCACCCT - 3 (Lee et al., 2008;
Aminopeptidasa N (APN) Reverse 5'- GCAATCACAGTGACAACTCG - 3 58 Peter;('fglft al,
. Forward 5'- CCAGCACGATGAAGATCAAGA - 3’
B-actina Reverse 5'- AATGCAACTAACAGTCCGCCTA - 3° 60 AY550069.1

5.2.8 Diseiio experimental y analisis estadistico

Para el analisis estadistico de la expresion de proteinas de salud intestinal, las variables
se muestran como el nivel de expresion relativa respecto al gen constitutivo, utilizado en
cada procesamiento de la gPCR, mediante el método AAC(t). Estos niveles de expresién
relativa de cada proteina en los segmentos evaluados (duodeno y yeyuno) se compararon
entre dietas, en cada una de las edades de medicion, por medio de la prueba de ANOVA
de dos vias (Dieta x Dia de evaluacién), con un alfa de p < 0.05. Para la comparacién de
las medias entre cada tratamiento se utilizé una prueba de Tukey, empleando el paquete

“agricolae” del programa RStudio.
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5.3 Resultados

5.3.1 Expresién de proteinas de barrera

Los resultados de expresion relativa (MRNA) de proteinas de barrera en duodeno (figura
11), mostraron que no hubo diferencias significativas (p > 0.05) entre dietas al dia del
destete (dia 0) para ninguna de las proteinas evaluadas. Al dia 15 posdestete, los cerdos
que consumieron D4 y D5, presentaron la mayor expresion relativa (p < 0.05) de ZOy OC.
Por su parte, la expresion relativa de CL fue mayormente (p < 0.05) incentivada por la dieta
D4. Para el final del periodo experimental (dia 30 posdestete), los animales de las dietas
D4 y D5 presentaron mayor (p < 0.05) abundancia relativa de las proteinas ZO y CL. En el
caso de OC al dia 30, la mayor (p < 0.05) expresion se encontré en los animales que
consumieron la dieta D5. Al evaluar el efecto de los diferentes aditivos alimenticios se pudo
encontrar que a los dias 15 y 30 posdestete, la expresion de las tres proteinas de barrera
evaluadas fue significativamente superior (p < 0.05) en los lechones que recibieron D4, D5

y D6 frente a los animales que recibieron D1y D2.
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Figura 11. Expresion relativa de (mRNA) de proteinas de barrera en duodeno de lechones con 'y
sin inclusién de aditivos alimenticios durante el periodo posdestete.

Letras diferentes en superindice A, B, C, D y E indican diferencias en los contrastes entre las dietas
en cada una de las edades. Las letras diferentes en superindice X, Y y Z indican diferencias entre
las edades para la misma proteina (a < 0.05). Las barras de error en cada una de las barras
representan la media + el error estandar de la media. ZO: zénula ocludens-1. CL: Claudina-1. OC:
Ocludina. D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc.
D3-MD: DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacaridos. D5-AEO:
DB + 69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

Az AL
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En la figura 12, se describen los resultados obtenidos de expresién génica de proteinas de
barrera en yeyuno de los lechones. Al igual que lo hallado en el duodeno, no se observaron
diferencias (p > 0.05) entre dietas al dia 0 (destete) del experimento para ninguna de las
proteinas de barrera intestinal evaluadas. Tanto en el dia 15 como en el 30 posdestete, los
animales que recibieron la dieta D5 presentaron significativamente (p < 0.05) mayor
expresion relativa de ZO y OC en comparacion con todas las demés dietas en estudio.
Respecto a la proteina CL, al dia 15 posdestete las dietas D4 y D5 presentaron la mayor
(p < 0.05) expresion relativa de esta proteina, mientras que para el dia 30 posdestete los
animales que consumieron D5 fueron los que mostraron el mayor nivel de expresion de CL
(p < 0.05) respecto a todas las otras dietas. La dieta D6 fue estadisticamente (p < 0.05)
superior a las dietas D1, D2 y D3 para las proteinas OC y ZO, en los dias 15 y 30 del
posdestete. Por su parte la dieta D3 no presento diferencias (p < 0.05) con D2 en la

expresion proteinas CL y OC en ninguna de las dos edades de evaluacion.
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Figura 12. Expresion relativa de (MRNA) de proteinas de barrera en yeyuno de lechones con y sin
inclusién de aditivos alimenticios durante el periodo posdestete.

Letras diferentes en superindice A, B, C, D y E indican diferencias en los contrastes entre las dietas
en cada una de las edades. Las letras diferentes en superindice X, Y y Z indican diferencias entre
las edades para la misma proteina (a < 0.05). Las barras de error en cada una de las barras
representan la media + el error estandar de la media. ZO: zénula ocludens-1. CL: Claudina-1. OC:
Ocludina. D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc.
D3-MD: DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacaridos. D5-AEO:
DB + 69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

5.3.2 Expresion de proteinas con funcion enzimatica

Como se puede observar en la figura 13, la expresion relativa de proteinas enzimaticas en
duodeno, mostraron que al dia inicial del periodo posdestete (dia 0) no hubo diferencias
significativas (p > 0.05) entre dietas para ninguna de las proteinas con funcion enzimatica
evaluadas. En los dias 15 y 30 del periodo posdestete se evidencio que las proteinas APA,
APN, S| y MGA, tuvieron mayor (p < 0.05) nivel de expresion relativa en cerdos que
recibieron D4, D5 y D6 en comparacion con los animales de las dietas D1, D2 y D3.
Particularmente, al finalizar el periodo experimental (dia 30 posdestete) el grupo con mayor
expresion de proteinas con funcion enzimética duodenales fue D4, aunque, sin presentar
diferencias (p > 0.05) con D5 (AEO). Las dietas D2 y D3 no presentaron diferencias

significativas (p < 0.05) en la expresion de las proteinas en ninguna de las dos edades
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evaluadas. D6 por su parte, fue significativamente (p < 0.05) superior a D1, D2 y D3 en
todas las proteinas evaluadas, destacandose la expresion de Sl al dia 15 del posdestete,
donde present6 una abundancia relativa superior (p < 0,05) al resto de dietas en el estudio.
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Figura 13. Expresion relativa de (mMRNA) de proteinas con funcién enzimética en duodeno de
lechones con y sin inclusion de aditivos alimenticios durante el periodo posdestete.

Letras diferentes en superindice A, B, C, D y E indican diferencias en los contrastes entre las dietas
en cada una de las edades. Las letras diferentes en superindice X, Y y Z indican diferencias entre
las edades para la misma proteina (a < 0.05). Las barras de error en cada una de las barras
representan la media + el error estandar de la media. APA: aminopeptidasa A, APN:
aminopeptidasa N, MGA: maltasa-glucoamilasa, Sl. sacarasa-isomaltasa. D1-DB: Alimento
balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD: DB + 550 ppm de
maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacaridos. D5-AEO: DB + 69 ppm de aceite
esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

Respecto al nivel de expresion de proteinas enzimaticas en yeyuno (figura 14), no se
observaron diferencias entre dietas al dia inicial del periodo posdestete (dia 0). Para el dia
15 posdestete, se evidencié que los lechones de las dietas D4 y D5 presentaron una mayor
expresion (p < 0.05) de las proteinas APA, Sl y MGA en comparacién con el resto de dietas.
Por su parte, proteina con funcion enzimatica APN se observO especialmente
incrementada en los animales de la dieta D4, siendo estadisticamente superior (p < 0.05)
en relacion con todas las otras dietas tanto al dia 15 como al 30 del periodo posdestete.
Adicionalmente, durante todo el periodo evaluado del posdestete (dia 15 y dia 30), los
animales de las dietas D4, D5 y D6 presentaron un mayor (p < 0.05) nivel de expresion
relativa de todas las proteinas enzimaticas en yeyuno en comparaciéon con los animales de
las dietas D1, D2 y D3. Por su parte D6 presento el mayor nivel de expresion de Sl al dia
15, siendo estadisticamente superior (p < 0.05) en comparacién con el resto de dietas.
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Figura 14. Expresion relativa de (mRNA) de proteinas con funcién enzimatica en yeyuno de
lechones con y sin inclusion de aditivos alimenticios durante el periodo posdestete.

Letras diferentes en superindice A, B, C, D y E indican diferencias en los contrastes entre las dietas
en cada una de las edades. Las letras diferentes en superindice X, Y y Z indican diferencias entre
las edades para la misma proteina (a < 0.05). Las barras de error en cada una de las barras
representan la media = el error estdndar de la media. APA: aminopeptidasa A, APN:
aminopeptidasa N, MGA: maltasa-glucoamilasa, Sl: sacarasa-isomaltasa. D1-DB: Alimento
balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD: DB + 550 ppm de
maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacaridos. D5-AEO: DB + 69 ppm de aceite
esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

Vdv

AZ g7

NdV

L=
HY

VO

o
Hi

2

Expresion reltativa de proteinas enzimaticas (AACT)
OO0~ =2 OO0 = 0022 00 =
OO U OO OCUOU OUuowu

5.4 Discusion

5.4.1 Proteinas de barrera

En condiciones normales, las uniones estrechas intestinales se encargan de realizar el
transporte selectivo de moléculas y sustancias, mientras evitan el paso por via paracelular
de bacterias, toxinas y mediadores inflamatorios que se encuentran en la luz intestinal. De
manera, que la reduccién en la capacidad de produccion de proteinas de barrera puede
resultar en uniones estrechas intercelulares incompletas, que permiten la permeabilidad
del intestino y, por tanto, la aparicion de problemas infecciosos e inflamatorios (Wang et

al., 2019). En estudios anteriores, se ha descrito como el destete temprano puede causar
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dafios en la barrera intestinal, caracterizados por una reduccion en la expresion de ZO-1y
OC en yeyuno de lechones cuando son destetados a los 21 dias en relacién con animales
destetados a los 28 y 35 dias de vida, evidenciando que animales sometidos a destetes
tempranos sufren marcado deterioro de la barrera intestinal (Xun et al., 2018).

En el presente estudio, se evalud la barrera intestinal por medio del nivel de expresion
relativa de proteinas de uniones estrechas como CL, OC y ZO, encontrandose que en el
dia del destete (dia 0) los lechones presentaron niveles bajos de expresién de estas
proteinas, los cuales aumentaron durante los 30 dias de duracion del estudio. Estos
resultados son congruentes con otros estudios, donde se ha reportado que la barrera
intestinal en el destete temprano se encuentra ain inmadura, presentandose niveles bajos
de expresion de proteinas de uniones estrechas como ZO y OC (Xun et al., 2018). Al
respecto el estudio de Herrera et al, (2022), encontr6 que los lechones destetados a los 21
dias, presentaban menor expresion relativa de ARNm de CL, OC y ZO, en comparaciéon

con lechones donde se realiz6 destete a los 28 dias.

Aunque la expresion de todas las proteinas de barrera evaluadas en el presente estudio
se encontraba baja al dia del destete (21 dias de vida) en todos los grupos de animales, la
expresion de las mismas difirié en funcién a la dieta suministrada durante el periodo
posdestete. Se observo que los animales pertenecientes al grupo que recibio la dieta basall
(D1) presenté una menor velocidad de expresion en la abundancia relativa en todas las
proteinas de uniones estrechas evaluadas tanto en duodeno como en yeyuno, en
comparacion con todos los grupos que recibieron algun tipo de suplementacion. En
relaciéon a esto, ha sido ampliamente reportada la necesidad del uso de compuestos activos
dietéticos que mantengan el balance de la microbiota intestinal durante el proceso del
posdestete, momento en el cual los diferentes factores estresantes que vive el lechon,
permiten que bacterias patobiontes proliferen e induzcan estados de proinflamacién
intestinal (Chang et al., 2022).

En relacion con los aditivos alimenticios utilizados en el presente estudio para modular la
salud intestinal durante el posdestete, se encontr6é que, en los dos segmentos intestinales
evaluados, los animales adicionados con FOS (D4) o AEO (D5), presentaron los mayores
niveles de expresion relativa de las tres proteinas de barrera evaluadas (OC, CL y ZO).

Estudios anteriores, han reportado resultados similares del efecto de este tipo de aditivos
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alimenticios en la modulacion de variables de salud intestinal, como es el caso del uso de
AEO en el posdestete, donde se ha reportado que utilizando dosis de 75 ppm de AEO,
similar a lo utilizado en el presente estudio, se encontré un incremento en el peso de los
lechones durante todas las etapas productivas (incluyendo el posdestete) y a su vez,
modulando positivamente biomarcadores de salud intestinal como citrulina plasmatica y la
morfometria de los diferentes segmentos del intestino delgado (Dieguez et al., 2022). Por
su parte, en concordancia que nuestros hallazgos, se ha reportado que el uso de AEO a
150 ppm puede mejorar la expresion de (ARNm) proteinas de uniones estrechas como CL-
1, CL-4, OC y Z0-1, mejorando la funcién de barrera y permeabilidad intestinal de los

lechones durante el postdestete (Herrera et al., 2022b).

Por su parte, respecto all uso de FOS para promover la salud intestinal durante la etapa
del posdestete en lechones, se han reportado resultados congruentes a los hallados en la
presente investigacion. Los estudios realizados por Liu et al, (2020) y Luo et al, (2021)
utilizando lechones desafiados con cepas de E.coli enterotoxigénicas, encontraron que la
suplementacién con el compuesto prebiotico (FOS) mejor6 la expresion de (MRNA) de
proteinas de barrera como ZO y CL, acompafados ademas de reduccién de la expresion
de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-18, lo cual se ha considerado como un
indicativo de una mejor integridad de la barrera intestinal y menor permeabilidad de
sustancias/compuestos toxicos hacia la mucosa durante la etapa del postdestete (Liu et
al., 2020; Luo et al., 2021).

El efecto del FOS sobre la salud intestinal de los lechones se ha asociado con su capacidad
de aumentar la produccion de AGCC, como resultado de su fermentacion por bacterias
beneficiosas presentes en el intestino de los lechones. Estos AGCC juegan diversos roles
a nivel intestinal, dentro de los cuales se destaca su capacidad de modular el ambiente
intestinal y reducir el pH ayuda al control de poblaciones bacterias potencialmente
patdégenas (Azad et al., 2020); adicionalmente, los AGCC tienen capacidad de aumentar
la expresion de péptidos de defensa del hospedero y regular la secrecion de citoquinas
proinflamatorias y antiinflamatorias por la via de sefalizacion de NF-kB, lo que resulta en
una funcién inmunoldgica intestinal mejorada de lechones recién destetados (Zhang et al.,
2022).
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Adicionalmente, en el presente estudio se observé el efecto del uso de HS en la
alimentacion de los lechones sobre la barrera intestinal, en donde el uso de este
compuesto estimulé positivamente la expresion relativa de todas las proteinas de barrera
evaluadas en relacion con DB, adicionalmente en el caso de las proteinas CL y OC, los
animales que recibieron HS presentaron mayor expresion que los lechones que recibieron
APC y MD en los dos segmentos intestinales evaluados. En concordancia con este
hallazgo, en un estudio realizado en ratones infectados con Escherichia coli
enterotoxigenica K88, se observd que la administracion de HS redujo los niveles de
citocinas proinflamatorias y el dafio sobre la barrera intestinal, mostrando una regulacién
positiva de la expresién de las proteinas de union estrecha CL, OC, ZO (Wang D. et al.,
2022). Por su parte, en un estudio realizado en pollo de engorde desafiado con Salmonella
Typhimurium se observo que el uso de HS revirtio la alteracién en la expresion de CL, ZO-
1 en el yeyuno e ileon generada por el desafio, indicando que los HS tienen efecto en la

proteccion de la barrera intestinal (Fan et al., 2024).

Aunque, no se hallaron reportes previos que relacionen la accién de los HS sobre las
proteinas de barrera intestinal en lechones durante el posdestete. Estudios han descrito
gue el uso de HS durante esta etapa productiva del cerdo mejora la salud de la mucosa
intestinal principalmente a través de su efecto antinflamatorio y antioxidante, en donde se
ha reportado que estos compuestos pueden reducir la produccién de citocinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-1B, IL-6, indicando que los HS en la dieta podria actuar
principalmente a partir de reducir estimulos proinflamatorios que afectan la mucosa
intestinal (Wang Q. et al., 2020). La capacidad de modular el estimulo proinflamatorio por
parte de los HS, se ha relacionado con la interaccién de los compuestos humicos con la
microbiota intestinal y su capacidad de reduccién de bacterias cuya pared es rica en
lipopolisacaridos (LPS) como es el caso de E.coli, ya que el LPS microbiano a nivel
intestinal en contacto con la mucosa, actia como un mediador que estimula la respuesta
inmunitaria hacia la produccion de citocinas inflamatorias (Kaevska et al., 2016; Wang Q.
et al., 2020).
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5.4.2 proteinas con funcion enzimatica

Las enzimas de borde de cepillo son un grupo de proteinas enziméticas con funcién
hidrolitica crucial en el proceso de digestion tanto de proteinas como de carbohidratos, la
produccion de estas enzimas en los enterocitos se estimula con la madurez de los
animales, cumpliendo un rol de complementariedad con las enzimas digestivas salivales,
gastricas y pancreéticas que permiten la digestion y absorcion de nutrientes (Huérou-
Luron, 2002). Estudios previos han mostrado el efecto que tiene el destete temprano sobre
la expresion y la actividad de las enzimas de borde de cepillo a partir de proceso
transcripcionales y post transcripcionales, donde, el estrés y el ayuno que sufren los
animales durante esta etapa modulan negativamente el desarrollo estructural intestinal y

la actividad de enzimas como la maltasa, la sacarasa y la peptidasa (Marion et al., 2005).

En el presente estudio, la abundancia relativa en la expresiéon de genes de proteinas
enzimaticas con actividad tipo carbohidrasa (MGA y SI) aumenté marcadamente en los
lechones que fueron suplementados con FOS (D4) y AEO(D5), seguido de HS (D6). De
igual manera Dieguez et al, (2022) enconctraron un aumento en la actividad de las enzimas
maltasa y sacarasa en yeyuno de lechones que fueron suplementadas con un aditivo a
base de una mezcla de aceites esenciales con 75 ppm de AEO y 550 ppm de HS,
destacdndose que el aumento en la actividad enzimatica se acompafié de un mejor
desarrollo en la morfometria intestinal, posiblemente asociado con que al haber una menor
tasa de pérdida y recambio de enterocitos, los enterocitos maduros pueden brindar una

mayor actividad en la actividad de enzimas de borde de cepillo (Dieguez et al., 2022).

En este sentido, en el estudio realizado por Marcin & Nad, (2017), en donde evaluaron el
efecto de diferentes AE sobre la actividad enzimética en el intestino de ratones, se observo
un aumento significativo de la actividad amilolitica y proteolitica en el intestino después de
la ingesta de AE de sabia y orégano (Marcin & Nad, 2017). En contraste ademas algunos
estudios que han evaluado el efecto del uso de AE en la alimentacion de cerdos durante
el posdestete y pollo de engorde, y no han encontrado cambios marcados en la expresion
y/o actividad de las enzimas intestinales (Choi et al., 2020; Jang et al., 2004). Por este
motivo, se debe profundizar en los mecanismos y condiciones en los que los AE puedan

estimular la expresion y actividad de este tipo de enzimas a nivel digestivo.
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Por su parte, el efecto que tiene el uso de FOS sobre expresion de proteinas enzimaticas
en el intestino delgado de lechones durante el posdestete, fue estudiado por Liu et al.,
(2020), quienes reportaron que en lechones desafiados con cepas de E.coli
enterotoxigénicas, la suplementacion con FOS a una dosis de 2.5 g/kg (superior a la
utilizada en el presente estudio), mejoro la actividad de las enzimas maltasa y lactasa en
duodeno, indicando que dicho hallazgo puede estar asociado con la capacidad prebidtica
del FOS, debido a que adicionalmente se observo que este compuesto alimenticio redujo
la adhesion de patdgenos entéricos al epitelio intestinal, lo que repercutié en una menor

aparicion de lesiones (Liu et al., 2020).

La relacién entre el desarrollo de las estructuras intestinales con la actividad de proteinas
enzimaticas intestinales ha sido reporta por Wang et al., (2020), los cuales reportaron que
una reduccién en la altura de las vellosidades de yeyuno esta asociada con la disminucién
en la actividad de las enzimas de borde de cepillo, debido a que la produccion de estas
enzimas depende de la diferenciacion y maduracion de los enterocitos. En concordancia,
en el presente estudio se encontré una correlacion estrecha entre variables de morfologia
intestinal con la expresiéon de las enzimas de borde de cepillo (figura 5), apoyando este
resultado a la necesidad de evitar dafios en la mucosa intestinal para promover su
maduracion de las células intestinales y de esta manera se pueda dar una correcta
expresion y actividad de las proteinas enzimaticas (Dieguez et al., 2022). En este sentido,
Marion et al, (2005) indican, que la edad del destete es clave para el desarrollo de las
proteinas enziméticas de borde de cepillo, debido a su relacién con la tasa de renovacion
celular (proliferacién de células de las criptas, migracion de células epiteliales de las
criptas, apoptosis de las células vellosas) y en la sintesis de proteinas (expresidn genética,
maduracion y estabilidad de las proteinas), donde ademas los niveles de cortisol al destete
podria jugar un rol importante en la maduracién bioguimica del intestino delgado (Marion
et al., 2005).
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Figura 15. Correlaciéon entre variables productivas, morfométricas y expresion de proteinas de
intestinales en duodeno (A) y yeyuno (B) al dia 30 posdestete.

Circulos con mayor tamafio y color mas intenso indican una mayor correlacion (azul: positivo, rojo:
negativo) entre variables evaluadas por correlaciéon lineal de Pearson. PV: Peso vivo, CAA:
Conversion alimenticia acumulada, I1SD: indice de severidad de diarrea, LV: Longitud de vellosidad:
AV: Ancho de vellosidad, PC: profundidad de cripta, V:C: Relacion longitud de vellosidad con
profundidad de cripta, AAl: area de absorcién intestinal, ZO: zénula ocludens, CL: claudina, OC:
Ocludina, APA: aminopeptidasa acida. APN: aminopeptidasa neutra. Sl: sacarasa-isomalatasa.
MGA: maltasa-glucoamilasa.

5.5 Conclusion

La inclusién de aditivos alimenticios en este estudio, especialmente FOS, AEO y HS,
favorecieron el aumento en la expresion de genes de proteinas de barrera (CL-1, OC y
Z0-1) y de proteinas con funcién enzimatica (APA, APN, MGA y SI) de manera superior al
uso de APC (bacitracina de zinc a 150 ppm), durante los 30 dias del periodo posdestete.
Acorde a los resultados, desde la perspectiva de la mejora en salud intestinal a nivel de
expresion de proteinas de barrera 'y enzimas de borde de cepillo, el uso de FOS o AEO en
el alimento de los lechones durante el posdestete se presentan como la mejor alternativa
para hacer frente a los desafios intestinales del reemplazo al uso de APC.
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6.Capitulo 6: Caracterizaciéon de comunidades
microbianes ileales y fecales de lechones
con laincorporacion de diferentes aditivos
alimenticios durante el periodo posdestete

6.1 Introduccidn

El proceso de destete en la produccién porcicola comercial expone a los lechones a
diversos factores estresantes, que incluyen cambios de dieta, instalaciones, entorno
ambiental y cambios en la estructura social, los cuales, a su vez, son acompafnados de
desafios bacterianos generados por el desbalance de las comunidades comunidades
microbianas intestinales (Herrera et al.,, 2022). Dicho deterioro en el equilibrio de la
microbiota intestinal a menudo se asocia con problemas en la salud, trastornos diarreicos
y afectacién en la funcion intestinal, lo que conlleva a una reduccién en la tasa de

crecimiento de los lechones y mayor aparicion de episodios diarreicos (Ming et al., 2021).

Durante las semanas posteriores al destete, con la exposicién al estrés inherente a esta
etapa productiva, la microbiota intestinal tiende retrasar su desarrollo, perdiendo diversidad
microbiana y con ello la reduccién en la abundancia de grupos bacterianos de importancia
por su capacidad de producir metabolitos beneficioso para la salud del hospedero, como
lo son los AGCC (Guevarra et al., 2018). Adicionalmente, esta etapa de vida critica del
lechon se caracteriza por el crecimiento de bacterias intestinales potencialmente
patobiontes u oportunistas, como cepas de E.coli enterotoxigénicos o Campylobacter (Li
et al., 2018), las cuales tienen la capacidad de adherirse a los receptores celulares del
intestino delgado y simultineamente de liberar toxinas, provocando la aparicion de
diarreas y, disminucion en los parametros de integridad y salud intestinal (Dou et al., 2017;
Eriksen et al., 2021).
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En este sentido, la industria ha recurrido al uso de antibiéticos promotores del crecimiento
suministrados en los alimentos como una herramienta para regular la estabilidad de las
poblaciones microbianas en el intestino de los lechones, y de esta manera mitigar los
efectos adversos asociados a su desequilibrio durante el posdestete (Kyung-Hyo et al.,
2020). Sin embargo, la preocupacién por la aparicién de bacterias multirresistentes a los
antibioticos ha generado inquietud entre consumidores, cientificos y organizaciones
gubernamentales de salud. Tanto es asi que, paises como China y los miembros de la
Unidn Europea han impuesto regulaciones estrictas sobre la adicién de estos compuestos

alimentacién animal (Rahman et al., 2022).

En consecuencia, en los ultimos afios la blsqueda de compuestos nutracelticos, que
puedan mejorar el equilibrio microbiano intestinal durante el periodo posdestete y de este
modo fomentar la salud intestinal y la productividad de los lechones, ha adquirido una
importancia considerable. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue caracterizar las
comunidades microbianas ileales y fecales en cerdos que recibieron diferentes aditivos
alimenticios (aceite esencial de Lippia origanoides, fructooligosacéarido, humatos de sodio
y maltodextrina) durante el periodo posdestete.

6.2 Materiales y Métodos

6.2.1 Consideraciones éticas
Remitirse a capitulo 3, pagina 30.

6.2.2 Localizacion de sitio de realizacion del estudio
Remitirse a capitulo 3, pagina 31

6.2.3 Animales y manejo sanitario
Remitirse a capitulo 3, pagina 31.

6.2.4 Dietas

Remitirse a capitulo 3, pagina 31.

6.2.5 Buenas practicas de eutanasiay toma de muestras
Remitirse a capitulo 4, pagina 45.
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Para el analisis de composicion microbiana intestinal se obtuvieron muestras de contenido
ileal y fecal de lechones el ultimo dia del periodo experimental (30 dias posdestete). Para
esto, antes del sacrificio, en bolsas estériles se tomd una muestra de entre tres a cinco
gramos de heces directamente del recto de los animales seleccionados para el sacrificio.
Para la muestra de contenido ileal, posterior al sacrificio humanitario y diseccion de la
region abdominal (como se describe en el capitulo 4, pagina 45), se extrajo completamente
el intestino delgado desde la unién pilérica hasta la valvula ileo-cecal y en bolsas estériles
se tomd una muestra de cinco gramos de contenido luminal del ileon (segmento proximal
a 10 cm antes de la unién ileocecal). Las muestras fecales y de contenido ileal obtenidas
para el analisis de las comunidades microbianas se almacenaron en viales plasticos en

ultracongelacién (-70°C) hasta el momento de su procesamiento.

6.2.6 Secuenciacion metagenomica

La evaluacion de la composicién de las comunidades microbianas evaluadas en muestras
de contenido luminal del ileon y de muestras fecales previamente obtenidas, tomadas al
dia 30 del periodo posdestete, fueron procesadas por secuenciacion del gen que codifica
para la subunidad 16S rRNA de las bacterias presentes en el intestino, para esto, se
tomaron 0.5 g de cada muestra con los que se realizé extraccion y purificacion de DNA
metagendmico mediante el kit FastDNA SPIN, siguiendo las especificaciones del
fabricante. Con el DNA metagendmico total extraido, inicialmente se evalué su integridad
por medio de electroforesis en gel de agarosa, su cantidad y pureza en un
espectrofotbmetro NanoDrop (Thermo Scientific, NanoDrop, Waltham, Massachusetts,
United States) a longitudes de onda de 260 nm. Posteriormente, se obtuvieron las
secuencias parciales del gen 16S rRNA mediante amplificacién por PCR a partir de 10 ng
de DNA metagendmico que se utilizaran como molde para obtener amplicones de las
regiones hipervariblaes V3 y V4 del gen 16S rRNA, para esto se utilizaron los primeres
338F (5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') y 806R (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-
3') modificados, segun lo reportado por (Niu et al., 2022).

Las condiciones utilizadas para el proceso de amplificacién por PCR utilizadas fueron:
desnaturacion inicial de 95 °C por 2 minutos seguido por 4 ciclos de desaturacion 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
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de desaturacién a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 53°C por 30 segundos y
extension a 68°C por 30 segundos, con una extension final a 68°C por 7 minutos. Las
librerias de amplicones fueron construidas para ser compatibles con secuenciacion

lllumina paired-end de acuerdo a protocolos reportados (Milici et al., 2016).

6.2.7 Analisis bioinformatico de secuencias

Los andlisis de identificacion y control de calidad de las secuencias contenidas en los
archivos FASTQ se realizaron por medio de la plataforma QIIME 2 (Kuczynski et al., 2011).
Las secuencias quiméricas 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 presentan un 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 agrupadas y comparadas nuevamente respecto
a las secuencias del GenBank; lo anterior con el fin de minimizar el nUmero de secuencias
excluidas (Mancabelli et al., 2016). Finalmente, aquellas secuencias representativas de
cada OTU fueron seleccionadas y clasificadas taxondmicamente utilizando la plataforma
QIIME 2. Durante este proceso, aquellas OTU con alta identidad con respecto a las
secuencias reportadas en el GenBank (> 97%) se agruparon en la misma OTU (Ballou et
al., 2016).

6.2.8 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de las comunidades microbianas en ileon y heces se realizé por
medio del paquete “Phyloseq” del software RStudio (McMurdie & Holmes, 2013), para lo
cual se estructuré un archivo physeq a partir de las bases de datos previamente obtenidas,
y de esta manera llevar a cabo los analisis de diversidad y composicion taxonémica. La
comparacion entre la riqueza de especies de una comunidad microbiana (diversidad alfa)
de cada dieta fue realizado utilizando el indice de diversidad de Shannon, el cual se obtuvo
utilizando el paquete “Microbiome” (Lahti & Shetty, 2012), para posteriormente realizar
comparacion entre dietas por medio de la prueba de ANOVA de dos vias, teniendo como

factores la dieta y el segmento evaluado (Mendiburu, 2015).
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La comparacion en la composicion de especies entre comunidades microbianas
(diversidad beta) de cada dieta fue realizada por medio del andlisis de coordenadas
principales (PCoA) bajo el calculo de distancias Bray-Curtis utilizando la funcion Vegdist
del paquete Vegan (Costa et al., 2017). Con el objetivo de determinar el efecto de las dietas
sobre la composicion de los ecosistemas bacterianos a nivel de ileal y fecal, se aplicaron
pruebas de disimilitud (ANOSIM) y analisis permutacional multivariado (PERMANOVA)

utilizando las funciones Adonis2 y Anosim del paguete Vegan (Oksanen et al., 2019).

Los andlisis taxondémicos se realizaron utilizando funciones de conteo unidades
taxondmicas del paquete Phyloseq, para la obtencién de las abundancias relativas y
posteriormente ser graficados utilizando el paquete ggplot2. Los mapas de calor
taxondmicos fueron realizados utilizando la funcién “heat_plot” del paquete “microViz”
(Barnett et al., 2021). Finalmente, el andlisis discriminante lineal (LDA) y el andlisis de
tamafio de efecto (LEfse), fueron realizados utilizando el paquete “microbiomeMarker”
identificando los taxones enriquecidos en cada una de las dietas, por medio de la prueba
de suma de rangos de Kruskal-Wallis con p < 0.01 y una puntuacion LDA > 4,0 entre las
dietas (Cao et al., 2022).

6.3 Resultados

6.3.1 Analisis de comunidades microbianas

Tras llevar a cabo el proceso de filtrado para asegurar la calidad y eliminar las secuencias
quiméricas presentes en las muestras de comunidades microbianas del ileon, se identifico
un conjunto total de 1,332 taxones, distribuidos entre las 48 muestras de ileon analizadas.
En promedio, se registraron 9,681 lecturas por muestra de contenido ileal de los lechones
que recibieron las distintas dietas. En las muestras de heces se observo un total de 1,901

unidades taxondmicas, con un promedio de 9,322 lecturas por muestra.

Se llevo a cabo un andlisis por medio de diagramas de Venn para la determinacion de la
microbiota central y la distribucion de OTUs Unicos en cada una de las dietas (figura 16).
En la figura 16C, se identifico que en lechones a los 30 dias posdestete hubo 143 taxones
bacterianos comunes, que conformaron la microbiota central en el ileon. En los animales

gue recibieron dietas con algun tipo de aditivo alimenticio (D2, D3, D4, D5y D6), se observo
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la presencia de 51, 111, 78, 66 y 99 OTUs Unicos (respectivamente); destacando que la
dieta D3 exhibi6 la mayor cantidad de taxones unicos. Adicionalmente, se evidencié que
los grupos D3, D4 y D6 compartieron la mayor cantidad de taxones unicos, mostrando la

presencia de 79 OTUs Unicas compartidas entre estas tres dietas (Figura 16A).
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Figura 16. Microbiota central de comunidades ileales de lechones de 30 dias posdestete con la
incorporacion de diferentes aditivos alimenticios.

Diagrama de Venn que representa los taxones Unicos y compartidos entre las muestras ileales de
lechones a los 30 dias posdestete que recibieron dientes aditivos alimenticios. Para el analisis se
ilustraron tres diagramas con el fin de abarcar las diferentes combinaciones entre los seis grupos
de dietas, asi: (A) se incluyé la DBy la dieta con adicion de APC (D2), junto con los dos grupos de
dietas que presentaron los mejores resultados productivos (D3 y D4). (B) las dietas con
incorporacion de aditivos alimenticios no antibiéticos (D3, D4, D5 y D6). (C) todas las dietas con
adicion, ya sea APC o aditivos alimenticios (D2, D3, D4, D5 y D6).

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

En la figura 17, se presenta el analisis (diagrama de Venn) de las comunidades
microbianas del contenido fecal, revelando la presencia de 180 taxones que conformaron
la microbiota central de los animales que recibieron aditivos (figura 17C). Respecto a la
distribucion de taxones Unicos entre los animales que recibieron aditivos en las dietas, se
observo que aquellos que recibieron la dieta D2 presentaron la mayor cantidad de OTUs

Gnicos, con 122 taxones, seguidos por la dieta D4 con 95. En contraste, las dietas D4 y D5

mostraron la menor abundancia de taxones Unicos, con 55 taxones respectivamente.
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Figura 17. Microbiota central de comunidades fecales de lechones de 30 dias posdestete con
incorporacion de diferentes aditivos alimenticios.

Diagrama de Venn que representa los taxones Unicos y compartidos entre las muestras fecales de
lechones a los 30 dias posdestete que recibieron dientes aditivos alimenticios. Para el andlisis de
ilustraron tres diagramas con el fin de abarcar las diferentes combinaciones entre los seis grupos
de dietas, asi: (A) se incluyé la DB y la dieta con adicion de APC (D2), junto con los dos grupos de
dietas que presentaron los mejores resultados productivos (D3 y D4). (B) las dietas con
incorporacion de aditivos alimenticios no antibiéticos (D3, D4, D5 y D6). (C) todas las dietas con
adicion, ya sea APC o aditivos nutraceuticos (D2, D3, D4, D5 y D6).

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

6.3.2 Analisis de diversidad alfa de las comunidades microbianas
intestinales y fecales
Al analizar el indice de Shannon como indicativo de la riqueza de especies (diversidad alfa)
en las comunidades bacterianas a nivel de ileon a los 30 dias postdestete, se observaron
diferencias significativas (p < 0.05) entre las dietas. Se identificO que los animales
alimentados con las dietas D3 y D6 presentaron una diversidad significativamente mayor
(p < 0.05) en comparacion con las dietas D5 y D2, siendo esta Ultima la que mostro el
menor nivel de diversidad segun el indice de Shannon. En cuanto a las heces, se encontrd
que la dieta D1 exhibié una diversidad significativamente mayor (p < 0.05) en relacion con
todas las demas dietas. Por otro lado, la dieta D6 mostro el indice de Shannon mas bajo,
siendo significativamente inferior (p < 0.05) a las dietas D1, D2, D3 y D4. Al comparar el
efecto del segmento (ileon vs heces) dentro de cada dieta, se evidencié que las dietas D1
y D4 presentaron una mayor diversidad (p < 0.05) en las heces en comparacién con el
ileon. En contraste, en las dietas D3 y D6, se observo que el indice de Shannon fue

significativamente mayor (p < 0.05) en el ileon en comparacion con las heces (figura 18).
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Figura 18. Efecto del uso de diferentes aditivos alimenticios sobre indices de diversidad alfa en las
comunidades bacterianas de contenido ileal y fecal de cerdos a los 30 dias posdestete.

La linea al interior de las cajas representa la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas
representan los cuartiles uno y tres respectivamente y las barras representan los valores minimos
y maximos.

Diversidad alfa evaluada por medio del indice de Shannon e indice Chaol en ileon (izquierda) y
heces (derecha) de lechones al dia 30 posdestete alimentados con diferentes dietas. Letras en
superindice ABCy D diferentes dentro de la misma segmento indican diferencias entre dietas; Letras
en superindice Y y Z diferentes dentro del mismo indice indican diferencias entre segmentos,
determinadas por la prueba de TUKEY (a < 0.05). n = 8.

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacaridos. D5-AEQO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.
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6.3.3 Analisis de diversidad beta en comunidades microbianas
intestinales y fecales

Se procedio6 a evaluar la diversidad beta en la composicién microbiana en el ileon y fecal
de los lechones que recibieron distintas dietas durante 30 dias del postdestete con el fin
de observar como cada tratamiento pudo influir en los ecosistemas microbianos. Al realizar
los analisis de la composicién microbiana en ileon mediante el analisis PCoA utilizando
distancias de Bray-Curtis (figura 19), se observé que las dietas D3 y D4 (las cuales
incluyeron aditivos alimenticios no antibi6ticos), mostraron una separacion considerable
respecto a la dieta D1. Por otro lado, las dietas D2 y D5 exhibieron la mayor similitud en
composicion entre todas las dietas. En el caso de las heces, se identificé que las dietas

gue contenian aditivos alimenticios no antibiéticos (D3, D4, D5 y D6) presentaron una
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mayor similitud entre si en comparacion con las dietas D2 y D1, las cuales ademas fueron

disimiles entre si.
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Figura 19. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de la composiciéon microbiana ileal y fecal
de lechones a los 30 dias posdestete alimentados con diferentes dietas.

Andlisis de coordenadas principales (PcoA) basado en distancias Bray—Curtis, que muestran la
distribucion composicién microbiana de cada grupo y elipses de distribucion del 95 %, mostrando
diferencias en la composiciéon del microbioma ileal (A) y fecal (B) de lechones a los 30 dias
posdestete alimentados con diferentes dietas.

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

Los resultados obtenidos del analisis PCoA fueron respaldados mediante pruebas de
analisis ANOSIM y PERMANOVA. En el caso de las comunidades ileales el valor ANOSIM
fue de R = 0.977 (p = 0.001), indicando una disimilitud significativa entre las dietas.
Ademas, el analisis PERMANOVA revel6 un efecto significativo (p < 0.001) de las dietas
sobre la composiciéon de la microbiota ileal, mostrando variabilidad en la composicion,
asociada a la dieta con un R2= 0.791. En cuanto a las comunidades fecales, la prueba
ANOSIM también sefialdé una disimilitud significativa entre las dietas (p < 0.001), con un
valor de R = 0.9824. La prueba de PERMANOVA mostr6 diferencias significativas (p <
0.001) entre las dietas, evidenciando una variabilidad en la composicion de la microbiota

fecal asociada a la adicion de las distintas dietas con un R2= 0.847.

6.3.4 Analisis taxondmico de comunidades microbianas

En la figura 20, se exhibe la abundancia relativa de los filos bacterianos que componen las
comunidades microbianas en el contenido ileal y fecal de los lechones a los 30 dias

postdestete, considerando a su vez, las distintas dietas suministradas. En ambos
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segmentos evaluados, los filos Firmicutes (83.5% ileon, 83.0% heces), Bacteroidetes
(4.7% ileon, 7.5% heces), Actinobacteria (4.7% ileon, 3.0% heces) y Proteobacteria (4.2%
ileon, 4.4% heces) representaron el 97.1% y 97.9% de las comunidades microbianas en
las muestras de ileon y heces respectivamente. Es relevante notar que los Firmicutes
fueron el filo dominante, con abundancias relativas que superaron el 78% de las
poblaciones microbianas, sin importar el aditivo alimenticio utilizado. En términos
generales, la abundancia relativa de Actinobacteria fue mayor en ileon en comparacion
con las heces, destacandose las dietas D1 y D6 por presentar la mayor abundancia de
dicho filo en ileon. Por el contrario, el filo Bacteroidetes mostré mayores abundancias en
heces, especialmente en los grupos D4, D5y D6. Por ultimo, es notable que, tanto en ileon

como en heces, las dietas D1y D3 exhibieron mayores abundancias del filo Proteobacteria.
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Figura 20. Abundancia relativa de filos bacterianos en muestras de contenido ileal y fecal de
lechones a los 30 dias posdestete alimentados con diferentes dietas.

Se muestra la abundancia relativa de los principales filos encontrados en las muestras de contenido
ileal (Columna A) y fecal (Columna B) en lechones de 30 dias posdestete alimentados con diferentes
dietas.

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

Se realiz6 el andlisis de los 15 géneros mas abundantes en las comunidades microbianas
de los dos segmentos intestinales de los lechones alimentados con distintas dietas. En
ileon (figura 21), se observé que Lactobacillus fue el género mas abundante en todos los
grupos de dieta. Sin embargo, el segundo género prevalente varié dependiendo de la dieta
suministrada. Oscillibacter mostré mayor abundancia en las dietas D4 y D5, mientras que
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la dieta D2 se caracterizé por la presencia de Butyrivibrio. La dieta D6 present6 altos
niveles de Bifidobacterium como el segundo género mas abundante, y, por ultimo, las
dietas D1 y D3 exhibieron Escherichia/Shigella como el segundo género de mayor

abundancia en ileon.

En cuanto a las comunidades microbianas de heces (figura 21B), Lactobacillus fue el
género mas abundante en general, con la excepcion de la dieta D1, donde Holdemanella
mostro la mayor cantidad relativa. Es relevante destacar que esta dieta (D1) present6 una
diversidad considerable en sus géneros de mayor abundancia. Se observé la presencia
destacada de Oscillibacter en las dietas D1, D3, D4 y D6, asi como de Butirivibrio en las

dietas D5 y D6, y de Anaerocella en la dieta D3.
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Figura 21. Abundancia relativa de 15 géneros bacterianos de mayor abundancia en ileon y heces
en lechones a los 30 dias posdestete alimentados con diferentes dietas.

Se muestra la abundancia relativa de los 15 géneros de mayor abundancia y mapa de calor de los
20 géneros de mayor abundancia n las muestras de contenido ileal (Columna A) y fecal (Columna
B) en lechones de 30 dias posdestete alimentados con diferentes dietas.

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

D4

6.3.5 Anélisis de principales géneros por filo microbiano

El analisis de los géneros predominantes pertenecientes al filo Firmicutes revel6 patrones
distintivos en ileon y las heces de los lechones alimentados con diferentes dietas (figura
22 8). En ileon figura 22A), se observo una predominancia de Lactobacillus en todas las
dietas, donde las dietas D1 y D5 exhibieron los mayores niveles de este taxon. El segundo
género mas abundante fue Oscillibacter, presente en las dietas D3, D4, D5y D6. Las dietas
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D2, D3, D4 y D6 mostraron la presencia de Butyrivibrio, siendo particularmente abundante
en la dieta D2. La dieta D4 se caracterizé por la presencia de Butyricicoccus. En heces
(figura 22B), el género Lactobacillus fue dominante en las dietas D2, D3, D4, D5 y D6.
Adicionalmente se pudo observar Holdemanella como el género mayoritario dentro de los

Firmicutes en la dieta D1.

s Firmicutes g Firmicutes
E= ==

S = Butyricicoccus - = Butyrivibrio
= Butyrivibrio = Holdemanella
2 B Lactobacillus 2 B Lactobacillus
c B Oscillibacter c B Oscillibacter
3 & Other K B Other

£ 1 Subdoligranulum £ [ Papillibacter
o o

< <

D1-DB
D2-APC
D3-MD
D4-FOS
D5-AEO
D6-HS
D1-DB
D2-APC
D3-MD
D4-FOS
D5-AEO
D6-HS

Figura 22. Abundancia relativa de los cinco géneros mas abundantes del filo Firmicutes en las
comunidades microbianas de ileon y heces en lechones a los 30 dias posdestete alimentados con
diferentes dietas.

Se muestra la abundancia relativa de los cinco principales géneros dentro del filo Firmicutes
encontrados en las muestras de contenido ileal (A) y fecal (B) en lechones de 30 dias posdestete
alimentados con diferentes dietas.

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

En relacion con el filo Actinobacteria, se observo que en las comunidades microbianas del
contenido ileal de lechones (figura 23A), el género de Actinobacterias mas predominante
fue Bifidobacterium, alcanzando su mayor abundancia relativa en la dieta D6. Collinsella
fue el segundo género en abundancia y estuvo presente en las dietas D1, D2, D3, D5 y
D6, seguido por Olsenella, que se encontré en las dietas D1, D2, D3 y D6. La dieta D3
mostré la presencia de dos géneros particulares, Eggerthella y Slackia, los cuales
estuvieron exclusivamente presentes en esta dieta. Por otro lado, la dieta D4 se caracterizo
por la ausencia relativa de los principales géneros de Actinobacteria.

En heces (figura 23B), el género de Actinobacterias mas abundante fue Collinsella, seguido
de Bifidobacterium, los cuales fueron mas abundantes en las dietas D1, D2 y D5. Estos



Capitulo 6 93

patrones resaltan las variaciones en la composicion de los géneros predominantes del filo
Actinobacteria entre el ileon y las heces, en respuesta a las distintas dietas suministradas
a los lechones.
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Figura 23. Abundancia relativa de cinco géneros mas abundantes del filo Actinobacterias en las
comunidades microbianas de ileon y heces en lechones a los 30 dias posdestete alimentados con
diferentes dietas.

Se muestra la relativa de los cinco principales géneros del filo Actinobacterias encontrados en las
muestras de contenido ileal (A) y fecal (B) en lechones de 30 dias posdestete alimentados con
diferentes dietas.

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.
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En relacion con el filo Proteobacteria (figura 24), se identificd que Escherichia/Shigella fue
el género bacteriano mas predominante a nivel de ileon (figura 24A). encontrandose en
abundancias relativas superiores al 7% en las dietas D1 y D3. Por otro lado, las dietas D2,
D5 y D6 presentaron cantidades minimas de este taxén. Especificamente, la dieta D2
mostré una escasez notable de los principales géneros de Proteobacteria en ileon. En
contraste, la dieta D3 fue donde se observdé mayor abundancia y diversidad de taxones de
Proteobacteria, con la presencia de Citrobacter, Simonsiella y Basilea, siendo esta Ultima
también detectada en las dietas D5 y D6.

En heces (figura 24B), la dieta D4 mostr6 cantidades menos relevantes de Proteobacteria,
mientras que todas las otras dietas presentaron presencia de Galenea. Las dietas D3y D5
exhibieron abundancia de Amphiplicatus, mientras que la dieta D1 destacé por tener la

mayor abundancia relativa de Escherichia/Shigella.
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Figura 24. Abundancia relativa de cinco géneros mas abundantes del filo Proteobacteria en las
comunidades microbianas de ileon y heces en lechones a los 30 dias posdestete alimentados con
diferentes dietas.

Se muestra la abundancia relativa de los cinco principales géneros del filo Proteobacteria
encontrados en las muestras de contenido ileal (A) y fecal (B) en lechones de 30 dias posdestete
alimentados con diferentes dietas.

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

Para el filo Bacteroidetes (Grafica 25), se observo una variedad de géneros predominantes
en las muestras de ileon de los lechones, sin una predominancia consistente a través de
las diferentes dietas (Gréafica 25A). El género mas frecuente en las distintas dietas fue
Anaerorhabdus, presente en las dietas D2, D3, D4, D5 y D6, con una presencia
particularmente notable en las dietas D4 y D6. Por otro lado, el género Prevotella se
encontré particularmente aumentado en las dietas D3, D4, D5 y D6, siendo mas
predominante en la dieta D5. Es relevante destacar que la dieta D3 mostré una mayor
cantidad y diversidad de géneros de Bacteroidetes. En contraste, la dieta D2 present6 una
baja abundancia de estos géneros en general. E heces (Grafica 25B), Anaerorhabdus fue
el género mas abundante, predominando en las dietas D1, D3, D5 y D6. Por su parte, la
dieta D4 mostré presencia de Alloprevotellas, Anaerocella y Paludibacter, resaltando una

composicion diferente de géneros de Bacteroidetes en comparacion con las otras dietas.
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Figura 25. Abundancia relativa de cinco géneros mas abundantes del filo Bacteroidete en las
comunidades microbianas de ileon y heces en lechones a los 30 dias posdestete alimentados con
diferentes dietas.

Se muestra la abundancia relativa de los cinco principales géneros del filo Bacteroidete encontrados
en las muestras de contenido ileal (A) y fecal (B) en lechones de 30 dias posdestete alimentados
con diferentes dietas.

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.
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6.3.6 Taxones caracteristicos en la composicion microbiana de
las diferentes dietas

El andlisis LDS y LEfSe, mostrado en la grafica 12, identifico taxones microbianos a nivel
de género que caracterizaron las comunidades microbianas de cada dieta en ileon y heces
de los lechones a los 30 dias del periodo posdestete. En ileon (figura 26A), se observo que
los taxones Lachnospiraceae y Megasphaera fueron caracteristicos en los lechones que
recibieron la dieta D1. Por otro lado, la dieta D4 presento cinco taxones caracteristicos que
estuvieron enriquecidos, incluyendo los géneros Oscillibacter spp, Clostridium sensu
estricto, Butyricicoccus, Dendrosporobacter y Turicibacter. En contraste, la microbiota ileal
de los lechones que recibieron la dieta D5 presentd solo un taxén caracteristico, que fue
Ruminococcus2.

En cuanto a las comunidades fecales (figura 26B), la dieta D5 se caracterizd por la
presencia de Anaerorhabdus. Ademas, la dieta D4 también mostré en heces la presencia
caracteristica del género Oscillibacter, mientras que la dieta D2 estuvo enriquecida por
Lactobacillus. Estos resultados resaltan las diferencias en la composicién especifica de
géneros microbianos en ileon y heces en respuesta a las distintas dietas nutraceuticas
suministradas a los lechones.
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Figura 26. Identificacion de taxones diferencialmente abundantes entre dietas con incorporacion
con aditivos nutraceuticos en lechones a los 30 dias del periodo posdestete.

Analisis LEfse para la identificacion de taxones caracteristicos en el ileon (A) y heces (B) en las
comunidades microbianas de lechones a los 30 dias del periodo posdeste con incorporacion de
diferentes aditivos nutraceuticos. El histograma muestra las puntuaciones LDA de taxones cuya
abundancia presenta diferencias significativas entre dietas en la prueba de suma de rangos de
Kruskal-Wallis (p < 0.01) y una puntuacion LDA > 4,0 entre las dietas.

D1-DB: Alimento balanceado sin aditivos. D2-APC: DB + 150 ppm de bacitracina de Zinc. D3-MD:
DB + 550 ppm de maltodextrina. D4-FOS: DB + 300 ppm de fructooligosacéaridos. D5-AEO: DB +
69 ppm de aceite esencial de Lippia origanoides. D6-HS: DB +750 ppm humatos de sodio.

6.4 Discusion

6.4.1 Analisis de diversidad microbiana

En los dltimos afios, la implementacion de técnicas de secuenciacion masiva ha revelado
la amplia gama de microorganismos que constituyen las comunidades microbianas
intestinales de los animales. Este descubrimiento ha impulsado la necesidad de dar un
enfoque ecoldgico en su analisis, donde se incluya la aplicacion de técnicas estadisticas
de evaluacion de diversidad de comunidades, como los indices Chao, Shannon y Simpson.
Estos indices permiten cuantificar la diversidad alfa, entendida como la riqueza de taxones
en una comunidad, determinada segun el nUmero de taxones diferentes presentes en las

muestras y/o la distancia filogenética entre ellos (Suarez, 2017).

En este contexto, la evaluacion de la diversidad alfa de las comunidades microbianas
intestinales se ha vuelto crucial para comprender el estado de la microbiota intestinal en
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los lechones durante el posdestete. Los niveles elevados de diversidad se han asociado
con un mejor estado de salud intestinal, ya que esta mayor diversidad proporciona
“redundancia funcional", en donde, mdltiples especies microbianas desempefian roles
similares dentro de la comunidad microbiana, lo que contribuye a mantener un ecosistema
intestinal mas resiliente, resistente y estable frente a los desafios ambientales y sanitarios
tanto enddgenos como exdgenos que enfrentan los lechones (Saladrigas-Garcia et al.,
2021).

Respecto al comportamiento de la diversidad alfa durante el periodo posdestete,
investigaciones anteriores han sefialado que la introduccién repentina de alimentacién
soélida en los lechones conlleva cambios en la composicion de la microbiota. Este cambio
se caracteriza por un aumento en la dominancia microbiana, lo que se traduce en una
reduccion de la diversidad alfa en ileon durante las primeras semanas posdestete (Frese
et al., 2015). Tras esta fase inicial de disminucion en la diversidad, estudios previos han
reportado que hacia el décimo dia del posdestete, la riqueza y abundancia de las
comunidades microbianas en intestino delgado comienzan a aumentar. Este patron de
crecimiento en la diversidad alfa se mantiene en ascenso hasta la edad adulta, lo que
sugiere que mayores niveles en los indices de diversidad son beneficiosos para la salud
del animal, y constituyen un indicador de la madurez de la microbiota intestinal (Chen et
al., 2017).

En el presente estudio, al evaluar la diversidad alfa mediante el indice de Shannon, en
ileon se observd que todos los grupos de dieta que recibieron aditivos alimenticios no
antibidticos (D3, D4, D5 y D6) mostraron una mayor diversidad en comparacién con los
cerdos que recibieron APC (D2). Especificamente, se destacé una diversidad superior en
lechones que recibieron las dietas con MD (D3) y HS (D6). Respecto a la diversidad alfa
de las comunidades microbianas en las muestras de heces, se encontré que los lechones
gue recibieron FOS (D4) presentaron mayores niveles de diversidad en comparacion con
las otras dietas que recibieron aditivos alimenticios. En concordancia con nuestros
resultados, estudios previos han sefialado que la inclusion de antibi6ticos promotores del
crecimiento en la dieta de lechones puede tener un impacto negativo en los indices de
diversidad tanto en ileon como en heces (Chen et al., 2021; Li et al., 2017). Por ejemplo,
Chen et al. (2021) reportaron que la diversidad alfa (evaluada mediante el indice Chaol y

el indice de Shannon) en ileon y ciego de lechones a los 28 dias del periodo posdestete,
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con inclusion de 100 mg/kg de clortetraciclina en el alimento, fue significativamente inferior
en comparacion con los lechones del grupo control sin APC, asi como con aquellos
animales que recibieron 500 g/ton de prebidticos tipo xilo-oligosacéaridos (Chen et al.,
2021).

El efecto del uso de azlcares fermentables, como el FOS y el MOS en el alimento, sobre
la diversidad de la microbiota intestinal de los lechones durante el posdestete, ha sido
abordado en investigaciones previas. Autores anteriores han informado que la adicién de
oligosacéridos fermentables en la dieta de los animales puede aumentar la diversidad alfa
de las comunidades en diferentes segmentos intestinales (Shang et al., 2018). Por ejemplo,
Yan et al. (2020), informaron que lechones que consumieron durante 28 dias del
posdestete una dosis de 0.4% de FOS de cadena corta en un alimento con aceite oxidado
mostraron un aumento en la riqgueza de especies evaluadas mediante los indices de Chaol
y ACE en comparacion con los animales del grupo control (Yan et al., 2020). Sin embargo,
otros estudios han reportado resultados contrastantes, donde a pesar de que el consumo
de FOS ha modificado el equilibrio de las especies microbianas y ha mejorado diversas
variables de salud intestinal, algunos estudios no han observado cambios en los indices
de diversidad microbiana (Ayuso et al., 2020; Zhang et al., 2022). Estos hallazgos sugieren
una variabilidad en la respuesta de la diversidad de la microbiota ante la inclusién en el
alimento de oligosacaridos fermentables, destacando la importancia de considerar

multiples factores en su efecto sobre la composicién y diversidad de la microbiota intestinal.

En relacion con el efecto del uso de MD en el alimento de los lechones durante el
posdestete, el presente estudio representa la primera investigacion realizada en cerdos
gue evalta el impacto de este compuesto en lechones. Estudios recopilados en un
metaanalisis centrado en investigaciones humanas han sugerido que el MD podria tener
la capacidad de inducir cambios en las comunidades microbianas intestinales. No
obstante, estos hallazgos presentan una variedad de resultados contrastantes. Por tanto,
es crucial profundizar en el efecto de este tipo de azucares en la alimentacion de los
lechones, especialmente considerando su uso comun como vehiculo de otros compuestos,

lo que resalta la necesidad de una mayor exploracion en esta area (Almutairi et al., 2022).
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6.4.2 Taxonomia en las comunidades microbianas

En este estudio, se observé que independientemente de la dieta suministrada, tanto las
comunidades microbianas en ileon como en heces estaban principalmente compuestas
por Firmicutes, Proteobacterias, Actinobacterias y Bacteroidetes. En ambas muestras, el
filo microbiano predominante en los lechones a los 30 dias del posdestete fue Firmicutes,
representando mas del 83% de las comunidades tanto en ileon como en heces.
Posteriormente, Bacteroidetes ocup6 el segundo lugar en abundancia relativa en heces,
con un 7.5%, mientras que en ileon present6 una proporcion del 4.7%, aproximadamente

equivalente a las Actinobacterias en dicho segmento.

En relacion con los observado, investigaciones anteriores han mostrado similitudes en los
filos microbianos predominantes en intestino de los lechones durante el posdestete. No
obstante, las abundancias relativas varian considerablemente entre estudios. En
concordancia con los resultados presentados, Cremonesi et al., (2022), identificaron en el
dia 26 posdestete que Firmicutes era el flo mas abundante, seguido por Bacteroidetes
(32.7%) y Proteobacterias (9.5%) (Cremonesi et al., 2022). Por otro lado, en el trabajo de
Suriyaphol et al., (2021), donde se evalué en el dia 8 del posdestete (tres semanas antes
del momento evaluado en este estudio), se encontré6 que Bacteroidetes era el filo mas
abundante con un 49.7%, seguido por Firmicutes con un 30.5%, mientras que Spirochaetes

representaba el 3.07% de las comunidades microbianas (Suriyaphol et al., 2021).

En cuanto al desarrollo microbiano a nivel de filo, independientemente de los tratamientos
aditivos que se les suministren a los lechones, se ha informado que los cerdos presentan
un patron tipico de colonizacion y desarrollo de las comunidades durante el posdestete,
donde los Firmicutes suelen ser el género predominante, con una abundancia relativa que
varia en las primeras semanas del desarrollo del lechdn, oscilando entre el 44% y el 67%
(inferior al observado en el presente estudio). A este le siguen los Bacteroidetes, que en
conjunto estos dos filos predominantes pueden representar entre el 64% y el 97% del total

de las comunidades microbianas en lechones sanos (Choudhury et al., 2021).

Este desarrollo de la comunidades microbianas en los distintos segmentos del intestino
porcino, se ve influenciado por diversos factores, donde investigaciones previas han

descrito que aspectos como la dieta, la edad y el peso corporal tienen un papel relevante
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en la formacion de la microbiota, destacandose particularmente la dieta, que ha sido
asociada como la responsable del 35% de la variabilidad observada en las comunidades
microbianas intestinales, donde los niveles de nutrientes y particularmente el componente
de los carbohidratos juega un rol importante en darle forma a dichas comunidades (Wang
et al., 2019). Adicionalmente, uno de los componentes de la dieta donde se ha puesto
especial atencion, es en el efecto de los aditivos alimenticios, tanto antibiéticos como no
antibioticos, debido a su amplio uso y su importancia en darle forma a la microbiota
intestinal del lechén (O’Shea, 2022).

En el estudio actual, se observaron efectos significativos de los aditivos alimenticios en la
abundancia de los taxones microbianos, tanto en las comunidades ileales como fecales.
Especificamente, la dieta que incluyé APC (D2) mostr6 una microbiota notablemente rica
en Lactobacillus tanto en ileon como en las comunidades fecales, con presencias
destacadas de Butyrivibrio y Anaerovorax en ileon, y de Collinsella y Papillibacter en heces.
Estudios previos han informado sobre los efectos del uso de antibiéticos en la dieta,
indicando que estos pueden producir resultados variables dependiendo del tipo y la dosis
utilizada. Al respecto, se ha reportado la reduccion del género Lactobacillus en algunos
casos, mientras que en otros se ha reportado un aumento en la abundancia relativa de
géneros como Lactobacillus, Eggerthella, Acetanaerobacterium y Sporacetigenium en
lechones que recibieron alimentos con adicion de tilosina en comparacion con lechones de
control (Holman & Chénier, 2014; Upadhaya & Kim, 2022).

El género Lactobacillus, integrante del filo Firmicutes, se destaca como una bacteria Gram-
positiva, capaz de vivir en condiciones anaerobias facultativas o microaerofilicas. Es un
componente prominente en el TGI de los cerdos, presente en todas las etapas de su ciclo
productivo, representando alrededor del 15% de las secuencias del gen 16S rRNA en
muestras tanto de segmentos distales como proximales del intestino del cerdo (Patil et al.,
2020). Esto es consistente con los observado en el presente estudio, donde Lactobacillus
fue el género predominante en la microbiota de los lechones, especialmente en aquellos
gue recibieron la dieta con APC (D2), alcanzando el 58% y 55% de la abundancia relativa
en ileon y heces, respectivamente. Es importante destacar que Lactobacillus hace parte

integral de la microbiota intestinal saludable de los cerdos, reconocida por sus efectos
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beneficiosos en la salud intestinal, principalmente debido a su capacidad de producir &cido
lactico y controlar el pH para controlar el crecimiento de otras bacterias que podrian tener
potencial patdgeno (Gardiner et al., 2020; Patil et al., 2020).

Otro de los géneros hallados con especial abundancia en la dieta con APC (D2),
Coallinsella, perteneciente al filo Actinobacteria. En estudios centrados en la microbiota
humana, Collinsella ha sido considerada como una bacteria patobionte, la cual se ha
asociado con el consumo de dietas bajas en fibra y bajos niveles de produccion de AGCC.
Adicionalmente, se ha sefialado que esta bacteria puede estd asociada con la menor
expresion de proteinas de union estrecha en los enterocitos, o que potencialmente
aumenta la permeabilidad intestinal y la endotoxemia metabodlica (Gémez-Arango et al.,
2018). En linea con estos hallazgos, estudios en cerdos han reportado una fuerte
correlacion negativa entre la abundancia de Collinsella y la ganancia de peso en cerdos,
lo que sugiere una posible relacion entre el aumento de esta poblacién microbianay el bajo

rendimiento productivo de los animales (Miragoli et al., 2021).

Por otro lado, la presencia notable de Butyrivibrio en los grupos con APC (D2), HS (D6) y
en menor medida en el grupo con FOS (D3) es destacable. Este género, perteneciente al
filo Firmicutes, se ha registrado en las comunidades microbianas del intestino grueso en
cerdos en distintas etapas de produccion; ademas, reconocido por su capacidad para
fermentar carbohidratos complejos como polisacaridos no amilaceos de celulosa (Nguyen
Cong et al.,, 2019; Pandey et al., 2023). En este sentido, en porcinos en etapas de
produccion, Butyrivibrio ha sido asociado con la produccién de butirato, contribuyendo asi
a la mejora de la salud intestinal, como se ha observado en estudios con cerdos que

recibieron inulina en el alimento (Wu et al., 2020).

El FOS considerado como un prebiético de alta fermentabilidad (Cheon et al., 2023), ha
demostrado tener influencia en las comunidades microbianas en distintos segmentos
intestinales. Su fermentacion promueve la producciéon de AGCC y otros metabolitos
beneficiosos, favoreciendo la salud intestinal durante el posdestete (Azad et al., 2020). En
el presente estudio, se observé que la inclusion de FOS en el alimento durante los primeros
30 dias del posdestete estimulé principalmente el crecimiento de los genero Oscillibacter,
Butyricicoccus y Clostridium sensu stricto en ileon. Asimismo, en las comunidades fecales,

se noté un marcado aumento en el filo Bacteroidetes, especialmente en el género
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Anaerocella. En un estudio previo realizado por Zhao et al. (2019), se observé que el uso
de FOS durante 28 dias en lechones destetados, aument6 la presencia relativa de
Bacteroidetes en colon. Ademas, se registré un incremento en los géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium y Prevotella en comparacién con los lechones control. Aunque esta
observacion coincide con el aumento de Prevotella que se evidencidé en el presente
estudio, no se encontré un incremento notable en Bifidobacterium en los lechones que
recibieron FOS (D4)(Zhao et al., 2019).

Al respecto, Zhang et al. (2022), reportaron que la inclusién de FOS después del destete
de los lechones aument6 la abundancia relativa de grupos microbianos como Bacillus y
Sharpea en ileon. Estos grupos microbianos, se han vinculado con la capacidad de
fermentar fibras dietéticas complejas y por tanto producir AGCC y acido lactico en intestino,
tal como fue reportado por el mismo autor, donde se registré un incremento significativo en
la produccion de estos compuestos en el contenido ileal de los lechones que recibieron
FOS (Zhang et al., 2022). En este sentido, es sabido que los FOS, como los empleados
en el presente estudio, son considerado compuestos con actividad prebiética, ya que son
carbohidratos que no pueden ser digeridos en el TGI superior de los lechones debido a los
enlaces glicosidicos con conformacion 3 en su molécula, lo que los hace susceptibles a la
hidrélisis por bacterias intestinales que poseen enzimas como la fructano-p-fructosidasa o
la exoinulasa. Los FOS, al ser fermentados por estas bacterias, generan varios

metabolitos, especialmente acetato, propionato y butirato (Csernus & Czeglédi, 2020).

Por otra parte, en el presente estudio, se observé que el uso de FOS (D3) resulté en una
disminucion del género Escherichia/Shigella en comparacion con aquellos que recibieron
la dieta DB (D1), tanto en el contenido ileal como en heces de los lechones a los 30 dias
del posdestete. Este hallazgo concuerda con la investigacion realizada por Liu et al. (2020),
quienes al desafiar a los animales con cepas enterotoxigénicas de E. coli durante el
posdestete, encontraron que aquellos con adicion de FOS presentaban una menor
abundancia relativa de E. coli en ciego. Ademas, observaron un aumento de grupos
bacterianos beneficiosos como Bacillus y Bifidobacterium. Estos hallazgos sugieren la
capacidad de los FOS para modular el equilibrio de las comunidades microbianas durante

desafios intestinales, como el posdestete. La modulacion ecolédgica inducida por los FOS
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parece limitar la proliferacion excesiva de bacterias potencialmente patégenas (Liu et al.,
2020).

El AE de Lippia origanoides utilizado en este estudio (D5) mostré cambios significativos en
las comunidades microbianas tanto en el contenido ileal como en heces. En ileon, se
observé una marcada dominancia del género Lactobacillus, acompafiada de un aumento
en la abundancia relativa de los géneros Oscillibacter, Prevotella y Ruminococcus. Por otro
lado, en las comunidades microbianas de heces de los lechones al dia 30 del posdestete,
se identificé un incremento de Butyrivibrio, Anaerorhabdus y Bifidobacterium. Aunque hay
pocos estudios previos que hayan evaluado el efecto de este aceite esencial en la
microbiota de cerdos jovenes, lo reportado por Ruzauskas et al. (2020), esta en linea con
los hallazgos de este estudio. En su investigacién, el uso de aceites esenciales durante el
posdestete de los lechones generd un aumento en la abundancia relativa de Lactobacillus,
Bacillus, Bifidobacterium y Prevotella en las comunidades microbianas de heces
(Ruzauskas et al., 2020).

En un estudio realizado por Mo et al. (2019), se evalu6 el uso de aceites esenciales libres
y microencapsulados (similar al utilizado en este estudio) a una concentracion de 100 ppm
en la dieta de los lechones. Los resultados mostraron un impacto significativo de estos
compuestos en la reduccion de bacterias potencialmente patdégenas en ciego de lechones.
Se observé una disminucién en géneros microbianos como Escherichia/Shigella,
Campylobacter, Turicibacter, Streptococcus y Treponema, mientras que se produjo un
aumento en géneros beneficiosos como Faecalibacterium, Alloprevotella y Prevotella (Mo
et al., 2022) . Este hallazgo esta en linea con los resultados del presente estudio, donde
se destaca la reduccién de Escherichia/Shigella y el aumento en el género Prevotella por
efecto del AE de Lippia organoides (D5). Siendo de relevancia el aumento de la bacteria
Prevotella, la cual ha sido reconocida por su capacidad para metabolizar carbohidratos
complejos y producir AGCC beneficiosos para la salud intestinal. Ademas, la presencia de
Prevotellaceae UCG-003 ha demostrado una fuerte correlacion con lechones no diarreicos
(Sun et al., 2019).

La mayoria de los AE presentan cierto grado de actividad antimicrobiana in vitro, en
particular, el AE de Lippia origanoides, como el empleado en este estudio (quimiotipo

timol), ha demostrado capacidad antimicrobiana contra bacterias relevantes para la salud
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animal, como Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Leal et al., 2019), asi como contra
Salmonella gallinarium, Salmonella tiphymurium y Pseudomonas aeruginosa (Ramirez et
al., 2009). Esta capacidad antimicrobiana de los AE se atribuye en gran medida a las
caracteristicas moleculares y de sus compuestos, ya que son hidrofébicos y con un peso
molecular inferior a 500 Da, lo que les permite interactuar con la pared celular de las
bacterias, induciendo toxicidad (Unusan, 2020). De manera que se ha informado que los
principales mecanismos de accién antibacteriana de los AE, incluyen la alteracion de la
pared y la membrana celular, provocando la liberacién del contenido intracelular y la lisis
bacteriana. Ademas, se han propuesto otros mecanismos, como la inhibicion de las
bombas de flujo, las perturbaciones en el equilibrio de ATP, alteraciones en la sintesis de
proteinas y la interferencia con la comunicacion bacteriana (Kachur & Suntres, 2020). De
esta manera el control antimicrobiano directo que ejercen los AE sobre ciertos
microorganismos estd relacionado con su capacidad de modular las comunidades
microbianas en el intestino de lechones, reduciendo el dafio y el crecimiento de bacterias
patobiontes como E. coli enterotdxica, que provoca dafio en la barrera intestinal y aumenta
estadios inflamatorios persistentes en la mucosa, que posteriormente conducen a la
translocacion excesiva de bacterias intestinales y al desbalance de la microbiota intestinal
de los lechones (Liu et al., 2022).

Finalmente, en este estudio, se registré6 un aumento en las abundancias relativas de los
géneros Bifidobacterium, Butyrivibrio, Subdoligranulum y Veillonella en ileon de los
lechones que recibieron HS (D6). El género Subdoligranulum, parte de la familia
Ruminococcaceae (del filo Firmicutes), ha sido identificado en mas del 90% de las
muestras de microbiota porcina, siendo reconocido como un componente de la microbiota
central que estd ampliamente adaptado al intestino porcino, lo que lo convierte en un
posible biomarcador de una microbiota intestinal tipica (Holman et al., 2017). Ademas,
Subdoligranulum tiene la capacidad de producir butirato, un AGCC asociado con mejores
ganancias de peso en lechones durante el periodo posdestete (Brown et al., 2011;
Mahmud et al., 2023). Sin embargo, en aves de corral, se ha vinculado este género con
animales de pobres ganancias de peso (Liu et al., 2023). En un contexto humano, Van Hul
et al. (2020), encontraron una fuerte correlacion entre el género Subdoligranulum y la

mejora de diversas variables metabdlicas e inflamatorias. A pesar de eso, al administrar



Capitulo 6 105

oralmente esta bacteria en ratas obesas, no se obtuvo la misma respuesta, lo que destaca
la necesidad de més estudios para comprender plenamente el papel y el funcionamiento
de estas bacterias dentro de la comunidad microbiana intestinal de los animales(Van Hul
et al., 2020).

6.5 Conclusion

Los aditivos alimenticios empleados en este estudio, modularon las poblaciones
microbianas en ileon y heces de lechones en posdestete de forma diferenciada, lo que se
pudo observar al compararse con la dieta basal (D1). En relacion con el APC (D2), el uso
de AEO (D5) present6 una microbiota ileal méas similar en comparacion con el uso de la
bacitracina de zinc, destacando particularmente el control de géneros potencialmente
patégenos como Escherichia/Shigella. Igualmente, en ileon, la comunidades microbianas
de los dos aditivos alimenticios a base carbohidratos fermentables FOS (D4) y MD (D3),
fueron mas similes entre si, destacandose la capacidad del FOS de aumentar las
poblaciones bacterias pertenecientes al filo bacteroidetes y de estimular el aumento de la
diversidad en las heces. El uso de HS por su parte, estimul6 el crecimiento de géneros
considerados beneficiosos como Bifidobacterium en ileon y Butyricicocus en heces de
lechones. De esta manera, y teniendo en cuenta las diferentes vias en que cada uno de
los aditivos alimenticios no antibiéticos empleados en el presente estudio modularon las
comunidades microbianas intestinales de lechones durante el posdestete, se hace
necesario el desarrollo de estudios enfocados en profundizar la relacion entre la
modulaciéon de dichas comunidades microbianas con la salud productiva del lechén.
Adicionalmente, debido a los efectos diferenciados observados en este trabajo se abre la
posibilidad de plantear el uso de mezclas de estos aditivos para la busqueda de sinergias

gue potencialicen el efecto sobre la salud intestinal en los lechones durante el posdestete.
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7.Capitulo 7: Determinacién potenciales
biomarcadores microbianos ileales y
fecales asociados a productividad y salud
intestinal en lechones durante el periodo
posdestete

7.1 Introduccidn

En los ultimos afos, el estudio de las comunidades microbianas intestinales ha ganado
considerable atencion debido a su impacto en diversos procesos fisioldgicos del organismo
animal, sin limitarse Unicamente al tracto gastrointestinal, sino también a la salud general
de los animales (Maltecca et al., 2020). A nivel productivo, estudios previos han descrito el
vinculo que hay entre la microbiota intestinal y el rendimiento productivo de los cerdos en
diferentes etapas de desarrollo, destacando que la modulacién de la microbiota intestinal
se ha convertido en una herramienta Util para mejorar la eficiencia alimentaria, la ganancia
de peso y otros parametros zootécnicos de interés econdmico (McCormack et al., 2019).
No obstante, muchos estudios se han enfocado en la descripcién de grupos bacterianos
presentes en intestino de cerdos, siendo limitada la informacién que relaciona directamente
la funcionalidad de taxones especificos sobre problemas de la producciéon porcina como
son la aparicion de episodios diarreicos y el desconocimiento de las asociaciones entre
especies bacterianas con los indices de productividad en diferentes etapas del ciclo de

vida; especificamente, durante el periodo posdestete (Nowland et al., 2021).

En los dltimos afos, se han generado avances en las técnicas de secuenciacion y analisis
de datos metagendmicos para la identificacion de poblaciones microbianas intestinales en
diferentes especies animales, las cuales incrementan la necesidad de aplicar estas

tecnologias como métodos fiables y no invasivos para caracterizar e identificar estados
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fisiolégicos de los animales en diferentes etapas de produccion. Esto incluye la
identificacion de biomarcadores precisos que puedan reflejar enfermedades o disfunciones
organicas, permitiendo a su vez, predecir el futuro estado clinico y productivo de los
animales (Sciascia & Metges, 2023). De esta manera, el concepto de biomarcador,
entendido como una caracteristica medible que permite evaluar de manera obijetiva
procesos biolégicos normales o patolégicos, ademas de respuestas fisioldégicas a
intervenciones farmacoldgicas o terapéuticas, abre la posibilidad al descubrimiento de
especies bacterianas que puedan ser utilizadas como biomarcadores (Hajjo et al., 2022;
Nowland et al., 2019).

Estudios previos han demostrado que la identificacibn de biomarcadores microbianos
permite una mejor comprension de los procesos intestinales durante la produccion
comercial del cerdo, incluyendo momentos criticos como es el posdestete, en donde
taxones como Prevotella, Roseburia y Ruminococcaceae, que son microorganismos con
capacidad de fermentacion de carbohidratos complejos y produccion de AGCC se han
relacionado con un mejor desarrollo y salud intestinal del lechén, ya que su presencia
puede ser indicativo de un entorno intestinal similar al del cerdo adulto, con mayor
capacidad funcional para la degradacion de carbohidratos estructurales (Flint et al., 2008;
Vo et al., 2017; Xiong et al., 2022). En este contexto, el objetivo del presente estudio fue
identificar biomarcadores microbianos ileales y fecales asociados a produccion y salud
intestinal de lechones a los 30 dias posdestete alimentados con dietas suplementadas con

diferentes aditivos nutraceuticos.

7.2 Materiales y métodos

7.2.1 Consideraciones éticas
Remitirse a capitulo 3, pagina 30.

7.2.2 Localizacion de sitio de realizaciéon del estudio
Remitirse a capitulo 3, pagina 31

7.2.3 Animales y manejo sanitario
Remitirse a capitulo 3, pagina 31.
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7.2.4 Dietas

Remitirse a capitulo 3, pagina 31.

7.2.5 Buenas practicas de eutanasiay toma de muestras
Remitirse a capitulo 4, pagina 45.

7.2.6 Secuenciacion metagenomica
Remitirse a capitulo 6, pagina 84

7.2.7 Analisis bioinformatico de secuencias
Remitirse a capitulo 6, pagina 85

7.2.8 Andlisis estadistico
Para la identificacion de géneros bacterianos asociados a las diferentes variables

microbianas (diversidad alfa) y, de produccion (parametros zootécnicos) y salud intestinal
obtenidas en los capitulos seis, tres, cuatro y cinco respectivamente, se obtuvieron
matrices de correlaciébn no paramétrica (Spearman) utilizado la funcion “cor” de RStudio.
Utilizando los paquetes “corrplot” (Wei & Simko, 2021) y “microViz” (Barnett et al., 2021),
a partir de las matrices de correlacion obtenidas, se generaron mapas de calor para evaluar
las asociaciones entre las comunidades microbianas fecales e ileales a nivel de filo y
género con las variables productivas y de salud (peso vivo, conversién alimenticia e indice
de diarreas) y la expresion de proteinas intestinales (proteinas de barrera y proteinas
enzimaticas en duodeno y yeyuno) evaluadas y descritas en los capitulos 3y 5 de lechones

a los 30 dias del posdestete.

Para la identificacion de taxones como potenciales biomarcadores en las comunidades
microbianas fecales e ileales de los lechones, las variables descritas en los capitulos 3, 4
y 5 de lechones a los 30 dias del posdestete, fueron categorizadas en grupos “Alto” y
“Bajo”, asignandose a “Alto” los datos que tuvieran una desviacion estandar por encima de
la media; y “Bajo” en caso de datos inferiores a una desviacion estandar de la media. Con
estas variables categorizadas y utilizando el paquete “microbiomeMarker”, se realizé un
andlisis del tamafio del efecto discriminante lineal (LEfSe) para identificacion de géneros
microbianos enriquecidos diferencialmente entre las categorias. Se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (KW) para evaluar géneros con diferencias significativas en
abundancia entre las categorias (p < 0.01); ademas se utilizé el analisis discriminante lineal
(LDA) para evaluar la magnitud del impacto de géneros significativamente diferentes

teniendo una puntuacioén LDA > 4.0 entre las categorias de cada variable (Cao et al., 2022)



116 Evaluacion de aditivos alimenticios en cerdos posdestete sobre la composicion
microbiana como biomarcador asociado a la expresion de mRNA de proteinas

de salud intestinal

Finalmente, los taxones obtenidos como potenciales biomarcadores microbianos en los
dos segmentos intestinales obtenidos con las pruebas previamente descritas, fueron
identificados y cuantificados utilizando las funciones de conteo de unidades taxondmicas
de phyloseq obteniéndose las abundancias relativas, las cuales fueron graficadas
(empleando el paquete ggplot2) y comparadas por medio de ANOVA (p <0.05) con el fin
de evaluar las diferencias estadisticas en abundancia entre las diferentes dietas del

estudio.

7.3 Resultados

7.3.1 Asociacion entre indices de diversidad alfa con variables
productivas y de salud intestinal

Se evaluo la relacion entre los indices de diversidad tipo alfa Chaol y Shannon con las

diferentes variables productivas y de salud intestinal (Gréafica 1). Se pudo observar que a

nivel de las comunidades ileales los dos indices tuvieron una asociacibn moderada (0.3 a

0.6) con las variables productivas (CA, ISD) y con la morfometria intestinal (VC, AAl),

donde la mayor diversidad tuvo una relacion benéfica para el desarrollo de dichas

variables.

En el caso de las comunidades fecales (Gréafica 1B), las variables productivas y
morfométricas se asociaron moderadamente de forma benéfica con el aumento de la
riqueza de las comunidades microbianas (Chaol); sin embargo, el aumento en el indice
de Shannon en heces se asoci6 de forma moderada con el detrimento de todas las

variables evaluadas.
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Figura 27. Mapa de correlaciones entre indices de diversidad tipo alfa con variables productivas y
de salud intestinal en lechones de 30 dias posdestete.

Mapa de calor obtenido a partir del célculo de correlacién de Spearman entre los indices de riqueza
(Chaol) y diversidad (Shannon) de las comunidades microbianas ileales (A) y fecales (B) con las
variables productivas (PV, CA, ISD) y de salud intestinal (VC, AAIl, ZO, CL, OC, APA, APN, S|, MGA)
en los lechones a los 30 dias posdestete. PV: Peso vivo final. CA: Conversién alimenticia
acumulada. I1SD: indice de severidad de diarreas. VC: relacion vellosidad:cripta, AAl: area de
absorcién intestinal. OC: ocludina. ZO: zonula ocludens. CL: claudina. APA: Aminopeptidasa acida.
APN: Aminopeptidasa neutra. SI: Sacarasa-isoamilasa. MGA: Maltasa-glucoamilasa.

7.3.2 Asociacion entre filos microbianos y sus relaciones con
variables productivas y de salud intestinal

La asociaciéon entre la abundancia de los filos Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacterias
con las variables productivas y de salud intestinal se muestran en la figura 28. Se pudo
observar que a nivel de ileon (figura 28A) y heces (figura 28B) la abundancia relativa de
Bacteroidetes estuvo fuertemente asociado con una mejor productividad y salud intestinal;
por su parte, los Firmicutes mostraron también una asociacion beneficiosa con dichas
variables particularmente a nivel fecal. Por el contrario, la mayor abundancia de
proteobacterias en las comunidades ileales estuvo fuertemente asociado con el detrimento
de la productividad y del desarrollo de las variables de salud intestinal evaluadas en el
estudio.

Las relaciones entre filos microbianos y su asociacion con las variables productivas y de
salud intestinal evidencio que en las comunidades microbianas ileales una mayor relacién
de Firmicutes con Proteobacterias (F:P) y de Bacteroidetes con Proteobacterias (B:P) se
asociaron positivamente con la mejora en la productividad. Por su parte, la mayor relacién
Firmicutes con Bacteroidetes (F:B) a nivel ileal y fecal se asoci6 negativamente con la

productividad y la salud intestinal, evidenciando la importancia de la abundancia de
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Bacteroidetes en los dos segmentos intestinales evaluados de lechones a los 30 dias
posdestete.
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Figura 28. Mapa de correlaciones entre abundancia relativa de filos con variables productivas y de
salud intestinal en lechones de 30 dias posdestete.

Mapa de calor obtenido a partir del célculo de correlacion de Spearman entre los filos microbianos
Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacterias y las relaciones entre sus abundancias relativas en las
comunidades microbianas del (A) ileon y las (B) heces.

F:B: Firmicutes:Bacteroidetes, F:P: Firmicutes:proteobacterias y B:P:
Bacteroidetes:Proteobacterias) observados en las comunidades microbianas ileales (A) y fecales
(B) con las variables productivas (PV, CA, ISD) y de salud intestinal (VC, AAIl, ZO, CL, OC, APA,
APN, SI, MGA) en los lechones a los 30 dias posdestete. PV: Peso vivo final. CA: Conversion
alimenticia acumulada. I1SD: indice de severidad de diarreas. VC: relacién vellosidad:cripta, AAI:
area de absorciéon intestinal. OC: ocludina. ZO: zonula ocludens. CL: claudina. APA:
Aminopeptidasa acida. APN: Aminopeptidasa neutra. Sl: Sacarasa-isoamilasa. MGA: Maltasa-
glucoamilasa.

7.3.3 Asociacion entre taxones microbianos con variables
productivas y de salud intestinal

Los andlisis de correlacion de Spearman (figura 29) revelaron que la abundancia relativa
de ciertos taxones a nivel de género en las comunidades microbianas ileales (A) y fecales
(B) esta estrechamente asociada con variables clinicas, de productividad y de salud
intestinal en lechones a los 30 dias posdestete. En ileon (figura 29A), se observd una
asociacion beneficiosa entre las variables clinicas y productivas (PV, CAA y ISD) con la
abundancia relativa de los taxones Oscillibacter, Flavonifracto y Butyricicoccus. Por otro
lado, las abundancias de los géneros Escherichia/Shigella, Anaerovorx, Sudolingranulum

y Solobacterium se correlacion6 negativamente con la productividad de los lechones.

En cuanto a la relacion entre la abundancia de taxones ileales con la salud intestinal
(Grafica 3A), se observo que Oscillibacter y Flavonifractor mostraron las correlaciones mas

estrechas con la mejora de todas las variables de salud intestinal; a su vez, Coprococcus
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y Ruminococcus2 se asociaron mas fuertemente con el aumento en la expresion de las
proteinas de barrera. El incremento en Escherichia/Shigella, Streptococcus y Anaerovorx
se relacion6 con la reduccién de las variables de salud intestinal, siendo el género
Anaerovorx particularmente asociado con la disminucion en la expresion de las proteinas
de barrera. Respecto a los taxones de las comunidades fecales (figura 29B), se evidenci6
gue los géneros Flavonifractor, Butyrivibrio y Alloprevotella presentaron las asociaciones
mas estrechas con la mejora de las variables productivas y de salud intestinal evaluadas.
Por el contrario, se observd una asociacion perjudicial entre diversos taxones y la
productividad, asi como la salud intestinal de lechones, destacandose los géneros
Anaerovorax, Holdemanella y Solobacterium. Ademas, es relevante sefialar la asociacion
negativa observada entre Collinsella y Catenibacterium con las variables histomorfoldgicas
(VCy AA).
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Figura 29. Mapa de correlaciones entre taxones relevantes ileales y fecales con variables
productivas y de salud intestinal en lechones de 30 dias posdestete.

Mapa de calor obtenido a partir del célculo de correlacion de Spearman entre los 25 géneros de
mayor abundancia y los principales géneros de Bacteroidetes observados en las comunidades
microbianas ileales (A) y fecales (B) con las variables productivas (PV, CAA, ISD) y de salud
intestinal (VC, AAl, ZO, CL, OC, APA, APN, SI, MGA) en los lechones a los 30 dias posdestete. PV:
Peso vivo final. CA: Conversion alimenticia acumulada. I1SD: indice de severidad de diarreas. VC:
relacion vellosidad:cripta, AAl: area de absorcion intestinal. OC: ocludina. ZO: zonula ocludens. CL:
claudina. APA: Aminopeptidasa acida. APN: Aminopeptidasa neutra. Sl: Sacarasaisoamilasa.
MGA: Maltasaglucoamilasa.
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7.3.4 Evaluacion de taxones como potenciales biomarcadores
microbianos

Se realizaron analisis LDA y LEfSe para buscar taxones microbianos caracteristicos en las
comunidades microbianos ileales y fecales de animales que representaron las categorias
“Alto” y “Bajo” en las principales variables productivas (figura 30). En el ileon, se observé
gue los taxones Escherichia/Shigella, Veillonella, Olsenella y Roseburia estuvieron
enriquecidos en los lechones con peso "Bajo" al dia 30 postdestete. En contraste, los
animales de peso "Alto" se caracterizaron por la abundancia de Oscillibacter y
Butyricicoccus. En relacién con las variables CAA y el ISD, los géneros Oscillibacter y
Flavonifractor fueron comunes en las comunidades de animales con un mejor desempefio
en estas dos variables. Ademas, se observé un enriquecimiento de Butyricicoccus y
Dendroporobacter en los lechones con ISD "Bajo". En contraposicion, el taxoén

Anaerovorax fue caracteristico en los animales con una mayor CAA e ISD.

PV CAA ISD

FREAs & Osciliibacter
Escherichia/Shigella
Oscillibacter

Butyricicoccus

Veillonella
Dendrosporobacter

Flavonifractor

Olsenella Flavonifractor

Roseburia Anaerovorax
Anaerovorax
Subdoligranulum
Oscillibacter

Solobacterium
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Butyricicoccus
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Figura 30. Géneros microbianos en comunidades ileales como potenciales biomarcadores para
variables productivas en lechones a los 30 dias posdestete identificados por analisis LEfSe.
Analisis LEfSe para la identificacion de posibles biomarcadores bacterianos ileales asociados a
productividad. El histograma de los analisis LDA muestra taxones (a nivel de genero)
diferencialmente abundantes con una puntuacién > 4,0 y p < 0,01 para prueba de Wilcoxon entre
categorias “Alto” y “Bajo” para las variables: PV: peso vivo, CAA: conversién alimenticia acumulada

e ISD: indice de severidad de diarreas a los 30 dias del posdestete.

A nivel de las comunidades microbianas fecales (figura 31), el analisis LDA evidenci6 que
el género Lactobacillus estuvo enriquecido en animales que mostraron resultados positivos
en las tres variables productivas evaluadas (PV, CAA e ISD). Ademas, se identifico que los

animales con CAA "Baja" se caracterizaron por la abundancia de los géneros Anaerocella,
Flavonifractor y Alloprevotella, mientras que en ISD se observd que la abundancia de
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Anaerocella fue caracteristica de animales con menor niumero de episodios de diarrea. Por
el contrario, los taxones caracteristicos en la microbiota de animales con resultados
productivos bajos se caracterizaron por la abundancia de géneros como Holdemanella,
Anaerovorax, Catabacter y Catenibacterium.

CAA ISD

Holdemanella Lactobacillus.
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Figura 31. Géneros de comunidades microbianas fecales como potenciales biomarcadores para
variables productivas en lechones a los 30 dias posdestete identificados por analisis LEfSe.
Andlisis LEfSe para la identificacion de posibles biomarcadores bacterianos fecales asociados a
productividad. El histograma de los analisis LDA muestra taxones (a nivel de genero)
diferencialmente abundantes con una puntuacion > 4,0 y p < 0,01 para prueba de Wilcoxon entre
categorias “Alto” y “Bajo” para las variables: PV: peso vivo, CAA: conversion alimenticia acumulada

e ISD: indice de severidad de diarreas a los 30 dias del posdestete.
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Para el analisis de los taxones con potencial biomarcador de salud intestinal, se realiz6 el
andlisis de LDA y LEfSe para la identificacion de géneros enriquecidos en las comunidades
microbianas ileales y fecales de animales categorizados como “Alta” y “Baja” expresion de
proteinas asociadas a salud intestinal, las cuales para el andlisis se agruparon en proteinas
de barrera (ZO, CL, OC) y proteinas enzimaticas (APA, APN, MGA, Sl). Los taxones
enriquecidos en las comunidades ileales, identificados como potenciales biomarcadores
de salud intestinal se presentan en la figura 32, donde se observo que Escherichia/Shigella
estaba enriquecido en la microbiota de lechones con “Baja” expresién de proteinas
enzimaticas y de barrera. En contraste, lechones con "Alta" expresién de proteinas
enzimaticas mostraron enriquecimiento de Oscillibacter, Butyricicoccus, Flavonifractor y
Anaerorhabdus. En relacion con las proteinas de barrera, se observo que Oscillibacter,
Ruminococcus2, Rombustia y Coprococcus fueron taxones caracteristicos en las
comunidades microbianas ileales de animales con una mayor expresion de este grupo de

proteinas intestinales.
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Figura 32. Géneros microbianos en comunidades ileales como potenciales biomarcadores de salud
intestinal en lechones a los 30 dias posdestete identificados por andlisis LEfSe.

Analisis LEfSe para la identificacion de posibles biomarcadores bacterianos ileales asociados a
salud intestinal. El histograma de los andlisis LDA muestra taxones (a nivel de genero)
diferencialmente abundantes con una puntuacion > 4,0 y p < 0,01 para prueba de Wilcoxon entre
categorias “Alto” y “Bajo” de expresion de proteinas enzimaticas y proteinas de a los 30 dias del
posdestete.

4

El analisis de identificacion de los potenciales biomarcadores microbianos de salud
intestinal en las comunidades microbianas fecales (figura 33), mostré que los géneros
Solobacterium, Papillibacter y Clostridium_sensu_stricto estaban enriquecidos en los
animales con "Baja" expresién de proteinas enzimaticas y de barrera. Ademas, se observé
un enriguecimiento particular de Anaerovorax en los animales con “Baja” expresion de
proteinas de barrera. En cuanto a los taxones caracteristicos de los lechones con "Alta"
expresion de estas proteinas de salud intestinal, se identific6 una mayor diversidad de
géneros como potenciales biomarcadores en las comunidades fecales de estos animales,

destacando los géneros Butyrivibrio, Anaerorhabdus, Ruminococcus y Bifidobacterium.
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Figura 33. Géneros microbianos en comunidades fecales como potenciales biomarcadores de
salud intestinal en lechones a los 30 dias posdestete identificados por analisis LEfSe.

Andlisis LEfSe para la identificacion de posibles biomarcadores bacterianos fecales asociados a
salud intestinal. El histograma de los andlisis LDA muestra taxones (a nivel de genero)
diferencialmente abundantes con una puntuacion > 4,0 y p < 0,01 para prueba de Wilcoxon entre
categorias “Alto” y “Bajo” de expresion de proteinas enzimaticas y proteinas de a los 30 dias del
posdestete.

7.3.5 Abundancia relativa de taxones identificados como
potencialmente biomarcadores benéficos las comunidades
microbianas ileales y fecales en lechones alimentados con
diferentes dietas nutracéuticas

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos en las matrices de correlacion y los analisis

LDA con LEfSe, se seleccionaron tres taxones (géneros) en cada uno de los segmentos

intestinales evaluados (ileon y heces) como potenciales biomarcadores positivos de

productividad y salud intestinal. En ileon, se seleccionaron los géneros Butyricicoccus,

Flavonifractor y Oscillibacter, mientras que a nivel de las comunidades fecales los

potenciales biomarcadores seleccionados fueron Butyrivibrio, Flavonifractor vy

Lactobacillus.

Al evaluar la abundancia relativa de los principales taxones identificados como potenciales
biomarcadores de productividad y salud intestinal en las comunidades microbianas ileales
y fecales (figura 34), se observé que, a nivel de ileon, Butyricoccus estuvo mayormente
presente (p < 0.001) en las dietas D3 y D4. Por su parte, Flavonifractor fue
significativamente mas abundante (p < 0.001) en dietas que recibieron aditivos alimenticios
no antibioticos (D3, D4, D5 y D6) en comparacién con D1 y D2, mientras que Oscillibacter
fue significativamente mas abundante (p < 0.01) en la dieta D4, seguido por D5.
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En las comunidades microbianas fecales, se observo (figura 34B) que Butyrivibrio fue
significativamente mas abundante (p < 0.001) en la dieta D6 en comparacion con el resto
de las dietas. Flavonifractor, por su parte, fue particularmente abundante (p < 0.001) en los
animales que consumieron la dieta D5, seguido de las dietas D4 y D6. Finalmente, el
género Alloprevotella fue significativamente superior (p < 0.001) en D4 en comparacion

con los animales del resto de dietas.

Ae Butyricicoccus B Alloprevotella
A A
- 0.15

4 i 0.10 : +

2 * 0.05{ _&c + )

D — lEm =

;\;. 0 _— _D ;\;.0-00 = —_—
® ' © Butyrivibrio .
E FIavomfrAactor g Vi | Dieta
g o |8 E & D1-DB
fo. . m+LE® e
[} (2] B -
Sos| ¢ mm g 10 s s == | ®DIFOS
§ |== s £ 2, === & D5-AEO
T0.0 — T 0 & D6-HS
2 Oscillibacter 3 Flavonifractor
< 20 —A_ © <

15 g 4 A

o c ) =

D
- - o=t ¢ = ==

Figura 34. Abundancia relativa de los principales géneros determinados como potenciales
biomarcadores de salud intestinal y productividad en las comunidades ileales (A) y fecales (B),
identificados previamente por medio de las matrices de correlacion y el andlisis LEfSe. Las
abundancias relativas fueron discriminadas por dieta segun el aditivo alimenticio que consumié cada
grupo de lechones durante los 30 dias del posdestete. Letras diferentes sobre las cajas A, By C,
D y E indican diferencias por prueba Kruskal-Wallis (p < 0.05) y diferencias entre dietas dentro de
cada taxon evaluada por el test de Dunn.

D1 (DB): Alimento balanceado sin aditivos. D2 (APC): DB + 150 ppm de Bacitracina de Zinc. D3
(MD): DB + 550 ppm de maltodextrina. D4 (FOS): DB + 300 ppm de fructooligosacarido. D5 (AEO):
DB + 69 ppm de aceite esencial de Lippia organoides. D6 (HS): DB +750 ppm humatos de sodio.

7.4 Discusion

7.4.1 Diversidad microbiana como biomarcador de productividad
y salud intestinal

En relacion con los resultados encontrados en el presente estudio referentes al uso de

indices de riqueza y diversidad, como marcadores de productividad y salud intestinal de
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lechones durante el posdestete, se observaron comportamientos diferentes en los dos
segmentos evaluados. La diversidad y riqueza de las comunidades microbianas ileales se
asociaron con intensidad moderada a una mejor productividad de los animales. Por el
contrario, a nivel fecal la mayor diversidad se asocio con el detrimento en la productividad,
donde este resultado se encuentra en concordancia con lo reportado por Wang et al.
(2021), quienes reportaron gue los animales con menor eficiencia alimenticia presentaron
mayor diversidad de las comunidades microbianas fecales, indicando adicionalmente que
los hallazgos de los indices de diversidad de Chaol y Shannon no fueron consistentes
entre grupos de animales con alta y baja productividad (Wang et al., 2021). En contraste,
en el estudio realizado por Han et al. (2017), se reporté que cerdos de nueve semanas de
edad con mayor peso corporal presentaron mayor riqueza y diversidad de las comunidades

microbianas fecales evaluadas por los indices de Chao 1 y Shannon (Han et al., 2017).

Algunos estudios han relacionado el aumento de la diversidad microbiana con la mejora
de la productividad y salud intestinal de los animales (Gardiner et al., 2020). Esto se debe
a que la riqueza y la diversidad de las comunidades bacterianas en el intestino son
indicativas de madurez intestinal. Por tanto, se espera que animales sanos presenten a la
segunda semana posdestete, una mayor diversidad microbiana en comparacion con el
momento del destete (Chen et al., 2017). No obstante, los resultados reportados en
diferentes estudios son contrastantes. En el estudio realizado por Lee et al. (2023), se
observé que la rigueza y diversidad microbiana (Chaol y Shannon) de las comunidades
intestinales de los cerdos aumenta con la edad, pero no se pudo establecer una relacion
directa con la productividad de los lechones (Lee et al., 2023). En este mismo sentido, un
metaandlisis que buscoé la relacién entre la microbiota intestinal con la obesidad y la
enfermedad inflamatoria intestinal en humanos, no pudo encontrar una relacion clara entre
los indices de diversidad y la obesidad; sin embargo, las personas con enfermedad
inflamatoria intestinal presentaron una menor diversidad microbiana en comparacion con

pacientes sanos (Walters et al., 2014).

Por su parte, otro metaandlisis realizado por Markova et al (2024), donde se analizaron 23
estudios realizados en pollos de engorde, considerando el efecto de la diversidad
microbiana sobre la productividad de los animales, reportd que solo un estudio encontré
una asociacion positiva, mientras que tres estudios reportaron correlaciones negativas. El
resto de los estudios no mostraron relaciones claras entre diversidad y rendimiento

productivo (Markova et al., 2024). De esta manera, como se observo en el presente
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estudio, la relacion entre diversidad y productividad no fue clara y varié segun el segmento
intestinal. Por tanto, el uso de indices de riqueza y diversidad requiere mayores estudios
para ser utilizados como biomarcadores de productividad en los cerdos (Markova et al.,
2024).

7.4.2 Relaciones entre Filos microbianos como biomarcadores de
productividad y salud intestinal

En el presente estudio se observo una correlacion negativa entre la relacion F:B (aumento

de Firmicutes respecto a Bacteroidetes) en comunidades ileales y fecales con la

productividad y los marcadores de salud intestinal. Por su parte, las relaciones F:P y B:P

(aumento de Firmicutes y/o Bacteroidetes respecto a las Proteobacterias) se asociaron de

forma beneficiosa con el desarrollo productivo de lechones.

Los filos Firmicutes y Bacteroidetes son los filos predominantes de la microbiota intestinal
de cerdos sanos (sin patologias clinicas), llegando a representar hasta el 97% de las
comunidades microbianas en intestino (Choudhury et al., 2021). En analisis de microbiota
intestinal enfocados a la salud humana, la relacion entre Firmicutes y Bacteroidetes
(expresado como relacién Firmicutes/Bacteroidetes) se ha planteado como un marcador
asociado a cambios metabdlicos e incluso a algunas patologias como la obesidad, en
donde se ha descrito que el aumento de los Firmicutes respecto a los Bacteroidetes es
caracteristico de personas obesas, mientras que el consumo de carbohidratos insolubles
aumenta la abundancia de Bacteroidetes (Magne et al., 2020). Resultados similares han

sido reportados en cerdos (Panasevich et al., 2018).

El uso de la relacion entre Firmicutes y Bacteroidetes como biomarcador de productividad
y salud intestinal es controvertido, debido a las discrepancias encontradas entre los
resultados de diferentes estudios. Algunos han reportado que el aumento en la relacion
F:B se asocia con mayor productividad de los animales, relacionandolo con una mayor
disponibilidad de energia y mejoras en la salud intestinal. Esto se atribuye al aumento de
algunos taxones del filo Firmicutes como Roseburia, Clostridium, Ruminococcus y Blautia,
los cuales tienen la capacidad de producir acidos grasos de cadena corta y regular

aspectos importantes de la salud intestinal, como las respuestas inmunoldgicas (He et al.,
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2020; Mach et al., 2015; Molist et al., 2012). No obstante, otro estudios han mostrado que
la relacion F:B puede ser muy variable y no estd fuertemente relacionada con la
disponibilidad de energia (Stanley et al., 2013); en este sentido, el estudio realizado por
Fan et al. (2023), reporta que en aves, la mayor abundancia de Bacteroidetes se asocio
con mayor produccion de AGCC, debido a una mayor capacidad de las bacterias para
utilizar carbohidratos complejos de las materias primas vegetales en la dieta.
Adicionalmente, los animales con mayor abundancia de Bacteroidetes coincidieron con
mejor estadio inflamatorio intestinal, con una menor expresién de IL-1B y una mayor

expresion de IL-10 en las tonsilas cecales (Fan et al., 2023).

Las discrepancias encontradas en los estudios concernientes a la relacion F:B podrian
deberse a la denominada “redundancia funcional” de la microbiota intestinal, en la que
multiples bacterias relacionadas y no relacionadas taxonémicamente comparten las
mismas funciones (Moya & Ferrer, 2016). Esta caracteristica de las comunidades
microbianas intestinales podria ser un mecanismo que brinda estabilidad y resiliencia a las
comunidades microbianas en respuesta a las perturbaciones. La redundancia funcional,
puede ser observada claramente en relacion con el uso de los carbohidratos complejos de
la dieta, los cuales pueden ser metabolizados y generarse AGCC, por taxones como
Prevotella o Bacteroides que pertenecen el filo de los Bacteroidetes o de la misma manera
por Ruminococcus, Rombustia o Clostridium que hacen parte del filo Firmicutes (Tian et
al., 2020). De esta manera y como demuestran los resultados encontrados en el presente
estudio, los filos Firmicutes y Bacteroidetes son beneficiosos para la productividad y salud
intestinal de los lechones, por lo que se debe profundizar méas en la taxonomia de estos

dos filos para la identificacion de taxones biomarcadores.

Adicionalmente, en el presente estudio se pudo evidenciar que el crecimiento de los filos
Bacteroidetes y Firmicutes respecto a Proteobacterias, fue beneficioso para el desarrollo
de los animales durante el posdestete. Estudios previos han reportado que el filo
Proteobacterias. compuesto principalmente por Escherichia, son colonizadores tempranos
del intestino del lechén, siendo predominantes antes del momento del destete (39% de
abundancia relativa), momento en el cual sufren una reduccién considerable hasta
alcanzar valores de abundancia relativa cercanas al 5%, al mismo tiempo que los filos
Firmicutes y Bacteroidetes aumentan su abundancia (Slifier et al., 2015). En concordancia

con los resultados del presente estudio, previamente en cerdos se ha reportado la
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correlacion negativa entre la abundancia de Proteobacterias en ileon con la eficiencia
alimenticia y diferentes variables histomorfologicas de salud intestinal (McCormack et al.,
2017). Las proteobacterias estan compuestas por una variedad de bacterias que son
patégenos potenciales, como Escherichia, Salmonella y Vibrio, por lo que su incremento
se asocia con una mayor susceptibilidad a enfermedades, que ademas en estudios
humanos se han relacionado con la patogénesis de la enfermedad inflamatoria intestinal
(Lietal., 2020; Liao et al., 2024). En este sentido, en el presente estudio se pudo evidenciar
la importancia del desarrollo de poblaciones de Firmicutes y Bacteroidetes con respecto a

las Proteobacterias durante los 30 primeros dias del posdestete de los lechones.

7.4.3 Biomarcadores microbianos

A nivel productivo, taxones especificos de comunidades microbianas intestinales de
lechones durante el periodo posdestete se han asociado no solo con la salud intestinal y
general, sino también como biomarcadores de eficiencia productiva. Algunas cepas
bacterianas se encuentran de manera consistente en cerdos que exhiben una mejor
productividad. Estos biomarcadores ofrecen oportunidades para la generacion de
estrategias nutricionales enfocadas en mejorar el rendimiento, como marcadores
predictivos del estado productivo de un lote o incluso como potenciales cepas probiéticas
(McCormack et al., 2019).

En el presente estudio se observd en la matriz de correlaciones de Spearman que los
taxones Oscillibacter, Butyricicoccus y Flavonifractor a nivel de ileon y Butyrivibrio y
Alloprevotella en la microbiota fecal estuvieron fuertemente relacionados con la alta
productividad de los lechones a los 30 dias posdestete. Estudios previos han reportado
gue la estrecha relacion que existe en la mayor eficiencia productiva de cerdos con la
abundancia de taxones con mayor capacidad para fermentar carbohidratos complejos y
por tanto una mayor eficiencia metabdlica, observandose géneros como Prevotella,
Butyrivibrio y varios miembros del orden Clostridiales donde se encuentra Oscillibacter,
como taxones enriquecidos en la microbiota intestinal de cerdos con mayor eficiencia

alimenticia (McCormack et al., 2017).
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En este sentido se ha dado relevancia a la busqueda de bacteria claves (biomarcadores
microbianos) que se encuentran enriquecidas en las comunidades microbianas en los
animales que tienen los mejores resultados productivos, reportandose que la abundancia
de géneros como Prevotella o Faecalibacterium o de familias como Ruminocacaceae y
Lachnospiraceae se han caracterizado por estar aumentados en la microbiota de lechones
con mejor productividad durante el periodo posdestete. Es asi como se ha destacado la
importancia de la presencia de este tipo de taxones que tienen capacidad de degradar
carbohidratos complejos y producir metabolitos como el butirato, por lo que contribuyen a

mejorar la funcién de la barrera intestinal (Nowland et al., 2021).

La estimulacion en la produccion de AGCC a nivel intestinal en animales, se ha relacionado
con el aumento en la productividad y la salud intestinal; ya que estos metabolitos
microbianos cumplen diversos roles beneficiosos en intestino, como modulacion del
ambiente intestinal y el control de bacterias consideradas como potencialmente patégenas
(Azad et al., 2020). Adicionalmente los AGCC tienen capacidad de aumentar la expresion
de péptidos antimicrobianos producidos por el hospedado que son de gran relevancia para
su defensa y regular la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias a
través de la via de sefializacién de NF-kB, lo que resulta en una mejor funciéon inmunoldgica
intestinal (Zhang et al., 2022).

En este sentido, en el presente estudio se observé que taxones como Butyricicoccus a
nivel ileal y Butyrivibrio a nivel fecal, estuvieron enriquecidos en las comunidades en
lechones con mayores resultados productivos. Ambos taxones pertenecen al filo de los
Firmicutes, clase Clostridia, son reconocidos por su capacidad de degradar carbohidratos
complejos y como resultado producen &cido butirico y otros AGCC, lo que se ha
relacionado con la modulacién de la salud intestinal de los cerdos (Trachsel et al., 2018),
e incluso con la reduccién en la progresion de enfermedades intestinales en diferentes
especies, como el cancer colorrectal y enfermedades inflamatorios intestinales a través de
la modulacién de rutas de realizacion del metabolismo intestinal y la reduccién de vias
inflamatorias (Chang et al., 2020; Eeckhaut et al., 2013). En el caso de Butyrivibrio, aparte
de la produccion de butirato también se ha asociado con la capacidad de producir acido
linoleico conjugado conocido como CLA, el cual presenta efectos benéficos sobre
diferentes estados metabdlicos e inflamatorios del animal (Gao S. et al., 2022;
Nasrollahzadeh et al., 2023).
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Por su parte, el género Butyricicoccus se ubica filogenéticamente dentro de la familia
Ruminococcaceae. Se han descrito varios miembros de este género, incluyendo
Butyricicoccus pullicaecorum, Butyricicoccus faecalihominis y Butyricicoccus desmolans.
Estos microorganismos se caracterizan por su gran capacidad para fermentar
carbohidratos complejos y producir butirato (Trachsel et al.,, 2018). Este taxon, se ha
encontrado enriguecido, junto con Prevotella y Catenibacterium, en cerdos que consumen
dietas ricas en materias primas fibrosas como el salvado de avena, donde ademas dicho
enriguecimiento se acompafdé de la reduccién en la expresion de ARNm de IL-8 en ciego
y redujo los niveles de expresion de genes de IL-8, NF-kB y TNF-a en colon (He et al.,
2018).

Por su parte, en un estudio realizado en pollos de engorde desafiados con enteritis
necrética, la suplementacion con Butyricicoccus pullicaecorum disminuy6 la conversion
alimenticia y previno la aparicion de estadios clinicos de enteritis, reduciendo a su vez la
presencia de microorganismos potencialmente patdégenos en intestino de aves (Eeckhaut
et al., 2016). De esta manera y como se observé en el presente estudio, los taxones
asociados a la produccion de butirato en intestino pueden ser considerados como
potenciales biomarcadores de salud intestinal, ya que se conoce que el butirato juega un
papel relevante como fuente energética de los colonocitos y, adicionalmente, actia como
modulador de la proliferacion celular y de rutas antiinflamatorias (Diaz-Sanchez et al.,
2019).

El género Oscillibacter se ha encontrado como un taxén abundante en la microbiota de
cerdos, incluso siendo reportado en algunos estudios como el segundo género de mayor
abundancia detrds de Lactobacillus (Badaras et al., 2022), lo cual es consistente con lo
observado en el presente estudio en las comunidades microbianas de lechones que
consumieron D4 y D5. Adicionalmente, se observé una estrecha relacion de la abundancia
de Oscillibacter con la productividad de los lechones, como ha sido reportado previamente
por Jiang et al. (2023), quienes evidenciaron que el género Oscillibacter y la especie
Oscillibacter valericigenes estuvieron significativamente asociados a una mejor conversiéon

alimenticia en cerdos a los 155 dias (Jiang et al., 2023). Por su parte, Bergamaschi et al.
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(2020), reportaron que Oscillibacter y Rhodococcus estaban presentes en animales mas
eficientes en la conversion de alimento (Bergamaschi et al., 2020).

Respecto a la posible funcion biolégica del taxén Oscillibacter a nivel intestinal, estudios
han indicado que este microorganismo tiene un gran potencial probiético debido a su
capacidad de producir metabolitos antiinflamatorios. Estos metabolitos modulan la
polarizaciébn de Thl7, promoviendo la diferenciacion de las células antiinflamatorias
Treg/Trl en intestino (Bergamaschi et al., 2020; Li et al., 2016). Adicionalmente,
Oscillibacter es una bacteria productora de valerato, lo cual se ha asociado a una mejora
en la barrera intestinal. Esto se observé en un modelo de células Caco-2 en monocapa, en
el gue, mediante un ensayo de permeabilidad intestinal, el valerato redujo la permeabilidad
paracelular, promoviendo la funcién de barrera a través de la activacion de rutas AMPK y

el mejor ensamblaje de las uniones estrechas (Gao G. et al., 2022).

El taxdn Flavonifractor, que en el presente estudio fue identificado como potencial
biomarcador de salud intestinal en lechones posdestete, es un género conocido
anteriormente como Clostridium orbiscindens o Eubacterium plautii. Hacia el afio 2010, fue
unificado en un nuevo género con el nombre de Flavonifractor, al que pertenece una sola
especie conocida como Flavonifractor plautii (Carlier et al., 2010). Este género ha sido
normalmente aislado de la microbiota intestinal humana y animal, debido a su alta
capacidad sacarolitica y su produccion de &cido acético y butirico. Adicionalmente, es
particularmente reconocido por su capacidad de degradar diferentes flavonoides como la

guercetina o catequina(Gupta et al., 2019; Schoefer et al., 2003).

En concordancia con lo observado en el presente estudio respecto al uso potencial de
Flavonifractor como biomarcador de la productividad de los lechones, Xu et al, (2023)
reportaron que en lechones desafiados con Escherichia coli enterotoxigénica durante el
destete, se presentd una reduccion significativa en la abundancia de Flavonifractor en
comparacion con lechones que no fueron desafiados, mostrandose que este taxén se
encuentra comunmente en mayor abundancia en lechones que presentan mejor estado
salud intestinal (Xu et al., 2023). Adicionalmente, se ha reportado que, en cerdas
suplementadas con resveratrol, los lechones destetos presentaron un aumento de
bacterias relacionadas con produccion de butirato, particularmente Oscillibacter y

Flavonifractor (Corréa et al., 2019; Makarewicz et al., 2021; Meng et al., 2019).
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De esta manera, la identificacion de biomarcadores microbianos en este estudio
proporciona informacion prometedora para comprender el funcionamiento del intestino vy,
por su estrecha relacion con la productividad, permite actuar como indicadores o incluso
predictores del rendimiento del lechén durante el periodo posdestete (Mach et al., 2015).
Adicionalmente, el conocimiento de los taxones naturalmente presentes en intestino que
se encuentran estrechamente relacionados con variables productivas y de salud intestinal
puede convertirse en objetivo clave de la modulacién mediante estrategias nutricionales,
particularmente con el uso de diferentes tipos de aditivos nutracéuticos. De esta manera,

se puede impactar la salud y la productividad de los lechones (Nowland et al., 2021)

No obstante, estudios referentes a la busqueda de biomarcadores microbianos asociados
a patologias humanas, han planteado limitaciones que deben ser tendias en cuenta en la
bdsqueda de estos taxones clave, como es el caso de la alta heterogeneidad de las
comunidades microbianas entre individuos, ademas de los diferentes factores como edad,
género, dieta, uso de antibidticos y estado de salud del individuo, inclusive el lugar
geografico de realizacion de los estudios deberia ser tenido en cuenta al momento de
determinar bacterias como biomarcadores, de esta manera se vuelve relevante la
realizacién de mas estudios en diferentes condiciones y el desarrollo de meta analisis que
permitan fortalecer la identificacion de taxones clave dentro de las comunidades

microbianas intestinales de los animales (Zwezerijnen-Jiwa et al., 2023)

7.5 Conclusién

Con los observado tras el andlisis de las comunidades microbianas como biomarcadores
de productividad y salud intestinal de lechones a los 30 dias de destete, se pudo concluir
gue la abundancia relativa de los taxones ileales Oscillibacter, Butyricicoccus y
Flavonifractor, y los taxones fecales Alloprevotella, Butyrivibrio y Flavonifractor, pueden ser
considerados como potenciales biomarcadores de salud intestinal y productividad en el
periodo de los primeros 30 dias posdestete. Adicionalmente, de las relaciones F:B y B:P
gue también mostraron ser indicadores del estado productivo de los animales en dicho

periodo. Este es un estudio pionero para la identificacion de potenciales biomarcadores
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microbianos en cerdos alimentados con diferentes aditivos nutraceuticos, no obstante, la
variabilidad en los hallazgos taxonémicos de las comunidades microbianas por las
condiciones de alimentaciéon, hacen que se requieran mas estudios para fortalecer el
conocimiento respecto a los potenciales biomarcadores observados, ya que estos permiten
ampliar el conocimiento del andlisis de las comunidades microbianas con miras en el
desarrollo de mapas de biomarcadores que permitan identificar patrones taxonémicos en
cerdos de mayor o menor productividad y salud intestinal, de manera que se puedan tomar

decisiones en granja a partir de los analisis de comunidades microbianas.
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8.Capitulo 8. Conclusiones y
recomendaciones

8.1 Conclusiones

8.1.1 Sobre la inclusién de aditivos nutraceuticos en los
lechones

Se pudo concluir que los lechones que recibieron aditivos ya sea de tipo antibiético o
nutraceuticos de origen natural presentaron un mejor comportamiento productivo y mejoras
en las variables productivas, por lo que durante el periodo posdestete es necesario la
inclusion de compuestos que promuevan del desarrollo de la salud intestinal y mejoren los
resultados productivos. En relacion con el uso de los aditivos nutraceuticos evaluados,
todos (maltodextrina, fructooligosacaridos, aceite esencial de Lippia origanoides y humatos
de sodio) impactaron positivamente las diferentes variables de salud intestinal y
zootécnicas evaluadas en el estudio en comparacién con la no inclusién de los mismos.
En particular, el uso de aceite esencial de Lippia origanoides y fructooligosacaridos fueron
los aditivos nutracelticos que tuvieron el mayor efecto benéficos en la salud productiva de
los lechones siendo incluso superior al uso de bacitracina de zinc como antibiético

promotor de crecimiento.

8.1.2 Sobre la modulacion de las comunidades microbianas
intestinales y su uso como biomarcadores de salud
intestinal

El uso de todos los aditivos nutraceuticos modul6 de manera diferenciada las comunidades

microbianas del contenido ileal y de las muestras fecales, siendo mas marcados los

cambios a nivel del ileon en relacion con las heces. Por lo que segun los hallazgos del

presente estudio el ileon actia como un segmento de gran relevancia para la evaluacion
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del efecto de intervenciones nutricionales sobre la microbiota del lechén. No obstante, la
evaluacion fecal mostro diferencias importantes que deben ser profundizadas teniendo en
cuenta la importancia que tiene la evaluacién de comunidades en la microbiota fecal por la
no necesidad de realizar sacrificio de animales y por tanto su potencial aplicacion a nivel

de producciones comerciales.

En la forma como los aditivos nutraceudticos modularon las comunidades microbianas, se
pudo concluir que hubo similitudes en la forma como se modulo la microbiota con en el uso
de los compuestos con capacidad bactericida, de igual forma con el uso de los compuestos
fermentables como el FOS y el MD. De manera, que el mecanismo como estos aditivos
interactdan con las comunidades microbianas modula de manera diferencial los grupos de
bacterias intestinales. No obstante, los grupos que recibieron fructooligosacaridos y aceite
esencial de Lippia origanoides los cuales modularon de manera diferente las comunidades
ileales, presentaron los mejores resultados productivos, por lo que puede haber diversas
rutas de modulacion de la microbiota que contribuya a mejorar la salud productiva de los
lechones durante el posdestete.

En este mismo sentido, aunque las rutas de interaccién y las vias de modulacion de las
comunidades microbianas fue diferente en los compuestos nutraceulticos utilizados,
existieron taxones comunmente enriquecidos en los animales con mejor comportamiento
productivo y salud intestinal, por lo que a nivel ileal los géneros: Oscillibacter,
Butyricicoccus y Flavonifractor, y los taxones fecales Alloprevotella, Butyrivibrio y
Flavonifractor, se proponen como potenciales biomarcadores de salud intestinal y

productividad en el periodo de los primeros 30 dias posdestete.

8.2 Recomendaciones

Los hallazgos encontrados en este trabajo, muestran la posibilidad de mejorar las
condiciones productivas y de salud intestinal en lechones durante el posdestete utilizando
compuestos nutracelticos naturales en reemplazo de bacitracina de zinc como promotor
de crecimiento. En este sentido, se hace necesario profundizar en ensayos de evaluacion
de reemplazo de APC en diferentes condiciones ambientales de campo. Por otra parte, el
efecto diferenciado en la modulacién de las comunidades microbianas por parte de los

aditivos nutraceuticos hace necesario realizar estudios donde se evalle el efecto de las
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mezclas de compuestos para dilucidar la posibilidad de efectos sinérgicos en la modulacion
de la microbiota y la productividad.

Finalmente, se debe continuar realizando estudios de evaluacion de los taxones
propuestos como biomarcadores en el presente estudio, con perspectiva de la generacion
de mapas de biomarcadores microbianos que permita una aproximacion mas practica en
el analisis de microbiota aplicado a la evaluacion de lotes comerciales. Adicionalmente, es
necesario profundizar en los mecanismos de interaccion entre el lechon y los taxones
microbianos propuestos, de manera que se pueda determinar los mecanismos
subyacentes por los cuales estos géneros actian como biomarcadores de productividad y
salud intestinal.
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