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. RESUMEN

Mexicali se caracteriza por su clima calido-seco con temperatura media de 42
°C durante el verano, esta condicidén provoca estrés por calor (EC) y dificulta
la produccién animal. Los cerdos son muy sensibles al EC, y en estas
condiciones experimentan alteraciones en su integridad y microbiota intestinal.
Se analizo el efecto de la adicion de un probiético a base de Bacillus subtilis a
la dieta de cerdos en EC, sobre la abundancia de E. coli, Bifidobacterium sp.,
y Lactobacillus sp. en intestino delgado. Se emplearon diez cerdos canulados
en ileon, con 35.9 £ 6.2 kg de peso vivo, alojados en dos salas, una de ellas
con temperatura ambiental regulada de 24 °C (sala termoneutral, TN); y otra
sala sujeta a las variaciones diarias de temperatura en el verano en el valle de
Mexicali (sala de EC). En un primer periodo, los cerdos se alojaron en la sala
EC y fueron divididos en: 1) alimentados con la dieta base (EC-B), y 2)
alimentados con la dieta base adicionada con 0.05% de probidtico (EC-P). En
el segundo periodo, en la sala TN, los cerdos fueron alimentados con la dieta
base (TN-B). Al término de siete dias de alimentacion de los cerdos con sus
dietas respectivas se colectaron muestras de contenido ileal y se analizo la
abundancia de ADN de los microorganismos mencionados. Los cerdos EC-B
tendieron a reducir la abundancia de Lactobacillus sp. en comparacion con los
cerdos TN-B (P=0.08), pero con la adicién del probiotico (EC-P) su abundancia
no fue diferente (P>0.10). EI EC y la adicion de probiético redujeron la
abundancia de Bifidobacterium sp. (P<0.05). La abundancia de Escherichia
coli tendié a incrementarse (P<0.10) en EC-B, pero el probiético redujo su
abundancia y ésta no fue diferente a TN-B (P>0.10). El probiotico de Bacillus
subtilis modifica la abundancia de los microorganismos Escherichia coli,
Bifidobacterium y Lactobacillus, en el intestino delgado, lo que pudiera
asociarse con efectos benéficos en la salud intestinal, absorcion de nutrientes

y pardmetros productivos de los cerdos.



.  ABSTRACT

Mexicali is characterized by its hot-dry climate with an average temperature of
42 °C during the summer. This condition causes heat stress (HS) and challenge
the animal production. Pigs are very sensitive to HS, and under these
conditions they experience alterations in their integrity and intestinal
microbiota. The effect of adding a probiotic based on Bacillus subtilis to the diet
of pigs in HS was analyzed on the abundance of E. coli, Bifidobacterium sp.,
and Lactobacillus sp. in small intestine. Ten 35.9 + 6.2 kg BW pigs, cannulated
at ileum, were housed in two rooms, one of them with ambient temperature
regulated to 24 °C (thermoneutral room, TN); and another room subject to daily
temperature variations in the summer in the Mexicali Valley (HS room). In the
first period, pigs were housed in the HS room and were divided into: 1) fed with
a basal diet (HS-B), and 2) fed with the base diet added with 0.05% probiotic
(HS-P). In the second period at TN room, pigs were fed the basal diet (TN-B).
At the end of seven days of feeding the pigs with their respective diets, samples
of ileal content were collected and the abundance of DNA of the
aforementioned microorganisms was analyzed. HS-B pigs tended to reduce
the abundance of Lactobacillus sp. compared to TN-B pigs (P=0.08), but with
the addition of the probiotic (HS-P) its abundance was not different (P>0.10).
EC and the addition of probiotic reduced the abundance of Bifidobacterium sp.
(P<0.05). The abundance of Escherichia coli tended to increase (P<0.10) in
HS-B, but the probiotic reduced its abundance and this was not different from
TN-B (P>0.10). The probiotic of Bacillus subtilis modifies the abundance of
Escherichia coli, Bifidobacterium and Lactobacillus microorganisms in the
small intestine, which could be associated with beneficial effects on intestinal

health, nutrient absorption and productive parameters of pigs.



1.  INTRODUCCION

En 2020, México ocupd el puesto nimero 13 como productor de cerdo a nivel
mundial con 1,652 362 toneladas (SIAP, 2021); y aungue el consumo nacional
de carne de cerdo per capita se estima en 17.9 kg, el estado de Baja California
aporta unicamente el 1.4% de la oferta nacional total (SIAP, 2022).
Especificamente, en el municipio de Mexicali la produccion porcina se realiza
en pequeias granjas familiares, cuyas condiciones carecen de un sistema de
manejo tecnificado, con programas de salud y vacunacion pertinentes. Lo
anterior refleja la oportunidad con la que cuentan los técnicos, y productores

para mejorar sus sistemas de produccién porcina (Mufioz, 2018).

La regidn en que se encuentra Mexicali se caracteriza por su clima célido-seco
con precipitacion anual inferior a 100 mm; durante el verano en esta region la
temperatura media es de 42 °C, con nula precipitacion y humedad relativa
superior al 50% (Higuera et al., 2013) lo que dificulta la produccién porcina, ya
qgue los cerdos son una especie muy sensible al calor. Por su fisiologia, los
cerdos son animales homeotermos que en condiciones termoneutras
mantienen constante su temperatura corporal (Rezende y Bacigalupe, 2015),
pero en condiciones muy célidas los cerdos manifiestan estrés por calor (EC).
Una respuesta observada generalmente en los cerdos en EC es la reduccién
de la ingesta de alimento, misma que repercute directamente en su eficiencia
productiva, reproductiva, y estado de salud (Collin et al., 2001; Lacetera et al.,
2003; Cross et al., 2020). Se han propuesto algunas alternativas como la
suplementacién con antioxidantes, aminoacidos y minerales para contrarrestar
los efectos del EC en cerdos (Sanz-Fernandez et al., 2014; Pearce et al., 2015;
Morales et al., 2021 y 2023). Otra de estas alternativas son también los
probioticos que se caracterizar porque ayudan al huésped a establecer una
microbiota intestinal saludable, y por consiguiente mejorar su salud y bienestar
(Cho et al., 2011; Kenny et al., 2011).



Bacillus subtilis es un microorganismo que se emplea como probiotico, y que
en cerdos se caracteriza porque puede mejorar la eficiencia en el uso de los
nutrientes en el alimento de los cerdos durante la etapa de crecimiento y
finalizacion, e incrementa la ganancia de peso, y es muy probable que tenga
algun efecto positivo en el mantenimiento de una microbiota intestinal sana
(Alexopoulos et al., 20044a; Cui et al., 2013).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de Bacillus subtilis como
probidtico adicionado a la dieta de cerdos en estrés por calor, sobre la
abundancia relativa de los microorganismos E. coli, Bifidobacterium sp, y

Lactobacillus sp en intestino delgado.



V. MARCO TEORICO

4.1 Produccién Porcina en México

La carne de cerdo es la segunda carne mas consumida en México, después
de la carne de pollo (Bonales et al., 2015). Por sus caracteristicas propias y de
produccion (crianza y alimentacidén), esta carne representa una fuente
importante de nutrientes esenciales para el organismo, tales como proteinas,
grasas, vitaminas y minerales, los cuales favorecen el desarrollo saludable del

ser humano (Campion, 2013).

De acuerdo con SIAP (2021) en 2020 México ocup6 el puesto numero 13 entre
los productores de cerdo a nivel mundial con 1,652 362 toneladas. EI consumo
per capita nacional de carne de cerdo se estima en 17.9 kg. Ademas, estudios
acerca de la demanda nacional e internacional de la carne de cerdo han
demostrado que su consumo se ha incrementado en los ultimos afos,
registrando una tasa anual media de crecimiento de 3.6%. Para cubrir la
demanda del mercado, México importa principalmente canales completas y
paletas de cerdo; mientras que, por otro lado, exporta carne de cerdo en cortes
(SIAP, 2022).

Hasta el mes de mayo del 2022 en México, los estados con mayor produccion
de carne de cerdo fueron: Jalisco con 23 % de la produccién nacional (191 035
toneladas); Sonora con 18% de la produccioén (149 016 ton); Puebla 10.5% (87
601 ton); Yucatan 9.6% (80, 013 ton); Veracruz 8.8% (73, 436 ton); y el resto
de los estados 30 % del total (253 428 ton; SIAP, 2021).

La produccion porcina en el estado de Baja California aporta Unicamente el
1.4% de la oferta nacional total (SIAP, 2022). En el municipio de Mexicali, la
produccion porcina se realiza en pequefias granjas familiares, cuyas
condiciones carecen de un sistema de manejo tecnificado en las areas de

lactancia, maternidad, alimentacion, crecimiento, etc., asi también se carece



de cuidado correcto de sanidad y programas de vacunacion pertinentes para
el proceso de produccion. Estos sistemas no siempre consideran, aspectos
como el mercado, o la generacion de un valor agregado para sus productos
en beneficio de los clientes y productores. Lo anterior refleja la oportunidad
con la que cuentan los técnicos, y productores para mejorar sus sistemas de

produccion porcina (Mufioz, 2018).

Por otro lado, la region en que se encuentra Mexicali se caracteriza por su
clima calido-seco con precipitacion inferior a 100 mm anuales, durante el
verano en esta region la temperatura media es de 42 °C, con nula precipitacion
y humedad relativa superior al 50% (Higuera et al., 2013) lo que dificulta la
produccion porcina, ya que los cerdos son una especie muy sensible al calor.
Adicionalmente, multiples estudios relacionados con el calentamiento global,
demuestran que es muy probable que con el paso de los afios las condiciones
de clima y temperatura en Mexicali se vuelvan mas extremas y propicien la

presentacion de multiples signos de estrés en los animales (Quintero, 2013).

4.2 Efectos del calentamiento global y temperatura ambiental alta en la

produccion porcina

El concepto de calentamiento global, se refiere a la tendencia a incrementar la
temperatura del planeta, misma que se ha observado durante los ultimos 150
afos y que se atribuye a las actividades y contaminacion humana (Caballero
y Lozano, 2007; Barboza., 2013). A éste se suma el concepto de cambio
climatico, que incluye las variaciones del clima asociadas a cambios en la
actividad solar, actividad volcanica o geoldgica, circulacion oceanica,
composicion de la atmosfera, etc. (Caballero y Lozano, 2007). Aplicando estos
dos conceptos a la produccién animal, es posible que se observe una limitante
en la disponibilidad de cereales y otros insumos para la alimentacién de los

animales (Baumgard et al., 2012). Ademas, se espera que el impacto del



incremento en la temperatura ambiente afecte también el bienestar de los

animales para produccion de carne y otros productos pecuarios.

Es bien conocido que un porcentaje importante de la produccion de carne se
lleva a cabo en areas del mundo en donde los animales se encuentran,
temporal 0 permanentemente, expuestos a temperatura ambiente superior a
su denominada temperatura de confort o zona termoneutral, lo anterior resulta
en una condicion de estrés por calor (EC) para los animales (Cervantes et al.,
2018).

Como resultado del EC, en los cerdos se observa una depresion significativa
en su consumo de alimento y rendimiento productivo (Kerr et al., 2003; Pearce
et al.,, 2013), lo anterior impacta de manera critica la economia de los
productores. Se ha estimado que las pérdidas econémicas por EC en la
industria porcina en México podrian superar los $100 millones de délares al
afo (Cervantes et al., 2018). Por consiguiente, se debe considerar al EC como
uno de los principales retos que actualmente enfrenta la produccion animal
(Cota, 2015).

4.3 Impacto del estrés por calor en la fisiologia de los cerdos

El estrés por calor se ha definido como el conjunto de alteraciones en la
fisiologia, metabolismo, funcién inmune, y conductual que padecen los
animales expuestos a condiciones de temperatura y/o humedad ambiental
elevadas (Horowitz et al., 2004; Reneaudeau et al., 2010). De acuerdo con
esta definicion, en el organismo de los animales ocurren diversos cambios

necesarios para combatir al EC.

Los cerdos son animales homeotermos que en condiciones termoneutrales
mantienen constante su temperatura corporal (Rezende y Bacigalupe, 2015).

En ambientes frios, generan calor a través del aumento del metabolismo basal



(Adair y Black, 2003), pero al incrementar la temperatura y humedad
ambiental, se observan cambios a diferentes niveles en su organismo que se

traducen en estrés y baja produccion.

En general, los efectos negativos del EC en la produccion porcina se observan
en mayor medida en las etapas de crecimiento y finalizacién, cuando los
cerdos son mas susceptibles al calor. En respuesta a la temperatura ambiental
elevada, y para reducir la generacién de calor por digestion, los cerdos
reducen de manera importante la ingesta de alimento (Cross et al., 2020). Esta
reduccion en el consumo repercute en su eficiencia productiva, reproductiva,
y estado de salud (Collin et al., 2001; Lacetera et al., 2003).

En cuanto a la conducta de los animales expuestos a EC se observa una
marcada reduccion en su actividad fisica; incremento en el consumo de agua
y reduccién en el consumo de alimento; contacto limitado con sus comparieros
de corral; apatia o aletargamiento; busqueda de lugares sombreados, frescos
y himedos (Godyn et al., 2020).

En temperatura superior a 24 °C, se activan mecanismos de adaptacion que
incluyen el jadeo para disipar calor corporal, lo anterior incrementa la
frecuencia respiratoria y cardiaca en los animales (Huynh et al., 2005; Wilson
y Crandall, 2011; Pearce et al., 2013), asi también se observa que la
circulacién sanguinea se distribuye hacia la periferia con la finalidad de
eliminar el calor por radiacién y conduccién a través de la piel (Huynh et al.,
2005).

La temperatura corporal en cerdos depende de la temperatura ambiente, su
produccion de calor corporal y su capacidad de disiparlo. Cuando la
temperatura ambiente supera su capacidad para eliminar el exceso de calor,
se observar un aumento en la temperatura corporal, misma que de acuerdo
con Morales et al., (2016) y Cervantes et al., (2017), puede incrementarse

hasta 2.0 °C en cerdos expuestos a temperatura ambiental superior a 35 °C.



El estrés por calor se asocia también a una reduccion en la irrigacion
sanguinea hacia intestino y otros érganos internos (Pearce et al., 2013), lo que
pone en riesgo la integridad de la mucosa gastrointestinal, cuya funcion es
proteger al organismo de las bacterias y endotoxinas bacterianas que
normalmente habitan el intestino (Moseley y Gisolfi, 1993). En estas
condiciones disminuye la eficacia de la barrera intestinal y aumenta la
permeabilidad intestinal por inhibicion de la mitosis e induccién de apoptosis
en las criptas (Varedi et al., 2001, Prosser et al., 2004). A nivel microscopico
se observa perdida de continuidad en la superficie de las vellosidades
intestinales y se reduce su altura; asi también se acorta la profundidad de las
criptas de mucosa intestinal; como consecuencia de todo ello se espera una

reduccion importante en la absorcién de nutrientes (Yu et al., 2010).

4.4 Tracto gastrointestinal de cerdos

El cerdo es un animal de alimentacion omnivora, que comercialmente es
alimentado con dietas balanceadas elaboradas a base de cereales y pasta de
soya (Seneviratne et al., 2011). Por la estructura de su estobmago simple al
cerdo se le considera un animal monogastrico, en este 6rgano inicia la
digestién y desdoblamiento de alimentos ricos en nutrientes digestibles como

proteinas, azucares, grasas (Acosta, 2021).

De acuerdo con Macedo (2016), el tubo digestivo de los animales se conforma
de distintas secciones, reservorios y glandulas anexas cuya secrecion es
importante para la digestion completa de los alimentos. En los cerdos el tubo
se divide en: boca, faringe, esofago, estbmago, intestino delgado, intestino
grueso y ano. Todas estas estructuras estan conectadas y forman un tubo
musculo-membranoso con funciones complejas e interactivas (De Rouchey,
2014).



A continuacién, se describen algunas de las caracteristicas mas importantes

de los érganos que conforman el aparato digestivo:

Boca: sirve para prensar, tomar, humedecer y ensalivar el alimento. En
esta cavidad se reduce el tamafio de las particulas mediante la
masticacion. Inicialmente sucede una reaccion quimica cuando el alimento
se mezcla con la saliva que contiene a la enzima amilasa encargada de
iniciar el desdoblamiento del almidon que es abundante en los cereales
(Acosta, 2021). Dentro de la boca los dientes muelen el alimento para
reducir el tamafio de particula y permitir que éstas sean mezcladas con la
saliva. Una vez que se ha masticado el alimento, éste pasa hacia la faringe
y luego al eséfago hasta llegar al estbmago (Sol6rzano, 2020).

Esofago: 6rgano que se ubica entre la faringe y el estdbmago, y que
contiene una cantidad importante de glandulas secretoras de mucina para
favorecer la lubricacion del bolo alimenticio, y es el 6rgano de transito hacia
el estbmago. El moco protege a la mucosa de los jugos gastricos que
pudieran salir del estdmago (Macedo, 2016). EI movimiento del bolo
alimenticio a lo largo de éste 6rgano requiere que haya movimientos
peristalticos, que resultan de la contraccién de la capa muscular de la
pared del tubo digestivo para facilitar el desplazamiento del alimento
(Sol6rzano, 2020).

Estdmago: Es responsable de almacenar e iniciar la digestion del
alimento, y a continuacion, de pasar la digesta hacia el intestino delgado.
En animales adultos, su capacidad varia entre 6 y 8 litros. Se divide en
cuatro regiones: esofagica, cardica, fundica y pil6rica (De Rouchey, 2014).
La regidon esofagica inicia en el esfinter cardico que permite la entrada y
evita la salida del bolo alimenticio del estbmago, en esta region no se
secretan enzimas digestivas. En la regién cardica, las glandulas cardias
secretan mucina que recubre el interior del estbmago para protegerlo de

las secreciones acidas. En la region fundica comienza el proceso de
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digestion con la secrecion de &cido clorhidrico y pepsinégeno en las
glandulas géstricas, esta region tiene un pH bajo de 1.5 a 2.5 para facilitar
la digestion y eliminar bacterias ingeridas en el alimento. En la region
pilérica también hay secrecion de mucina, esta region termina en el piloro
o esfinter pilérico, que actiia como una valvula regulando la salida del bolo

digestivo hacia el intestino (De Rouchey, 2014).

A continuacién del estbmago, el intestino se divide en dos partes: intestino

delgado e intestino grueso.

Intestino delgado. Esta seccidn esta encargada de continuar la digestion
del alimento hasta liberar sus nutrientes (glucosa, aminoécidos, acidos
grasos, vitaminas, minerales, etc.) para ademas realizar la absorcion de
los mismos. El intestino delgado recibe secreciones de la vesicula biliar y
del pancreas, que en conjunto con el jugo intestinal facilitan la funcion del
intestino. La pared intestinal se contrae para mezclar su contenido y
propulsarlo hacia la parte posterior del intestino (Solérzano, 2021).

El intestino delgado comprende tres secciones: duodeno, yeyuno e ileon
(De Rouchey, 2014, Solorzano, 2021), que a continuacion se describen

brevemente.

Duodeno: Abarca aproximadamente el 5% inicial de la longitud total del
intestino, en la primera porcion de esta seccibn se encuentra un
engrosamiento de la pared en donde se presentan de glandulas que
liberan bicarbonato de sodio para neutralizar el pH del contenido
precedente del estbmago (Moran, 2018). A mas o menos 15 cm del piloro
se encuentra la desembocadura comun de los conductos biliar y
pancreatico, alli se vierten sus secreciones de enzimas pancréaticas y
sales biliares para la digestién de proteinas y grasas, respectivamente
(Lewis y Southern, 2000).
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Yeyuno: Se continua del duodeno, mide entre 15 y 20 metros de
longitud y esta dispuesto de tramos en forma de asa (Lewis y Southern,
2000). Ademas de continuar la digestion del quimo, la principal funcion que

efectla el yeyuno es la absorcion de nutrientes (Lagos, 2021).

fleon: es el altimo tramo del intestino delgado, se caracteriza por ser la
Gltima seccion importante para la absorcion de nutrientes, ademas de que
sus movimientos peristalticos impulsan a los contenidos sin digerir, ricos
en fibra, hacia el intestino grueso. El ileon continda hacia el intestino

grueso o colon a través de la valvula ileocecal (Moran, 2018).

Intestino grueso. El intestino grueso se compone de tres secciones: el
ciego, el colon y el recto. El cerdo tiene un ciego corto y un colon largo. El
ciego es un saco cilindrico que recibe el contenido del intestino delgado y
una vez procesado el quilo sale hacia el colon. En el ciego se lleva a cabo
la digestion de fibra y otros nutrientes que no alcanzaron a digerirse en
intestino delgado. El quilo que sale del ciego pasa a colon cuyas asas
estan dispuestas en una serie de espirales en este sitio de realiza
principalmente la absorcion de agua. A continuacion del colon, el recto se
dilata para formar una ampolla inmediatamente antes de terminar en el
ano, por el cual se excreta el contenido en forma de heces (De Rouchey,
2014).

En intestino grueso no hay digestiébn enzimética, sin embargo, algunos
microorganismos realizan la digestion de fibra y otros residuos del quilo, y
forman acidos grasos volatiles (AGV), que son absorbidos en el intestino
grueso (De Rouchey, 2014). Los AGV proveen energia y nutren a las
células del epitelio del intestino grueso. Algunas vitaminas del complejo B
también se sintetizan en el intestino grueso y se absorben en cantidades
pequefas, pero no significativas como para afectar el requerimiento

nutricional (De Rouchey, 2014).
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4.5 Microbiota intestinal en cerdos

Icaza-Chavez (2013), definio a la microbiota intestinal como la comunidad de
microorganismos vivos residentes en el tubo digestivo que es indispensable

para el crecimiento corporal, el desarrollo de la inmunidad y la nutricion.

La microbiota intestinal cumple con actividades biolégicas que el hospedero
no siempre tiene la capacidad de realizar, tales como, metabolizar o sintetizar
algunos nutrientes, estimular el desarrollo del aparato digestivo y estimulacién
del sistema inmune (Kayama y Takeda, 2020). En animales con buena salud,
la composicién de la microbiota es estable, pero algunos factores de estrés,
como alergias, estrés de alimentacidon, mal uso de antibiéticos, y/o
enfermedades pueden alterar la microbiota intestinal, provocando una
inestabilidad en el sistema de defensa y colonizacion de patégenos, los cuales
causan problemas digestivos, e incluso pueden causar la muerte (Zheng et al.,
2020).

La respuesta inmunitaria de los animales puede estimularse en diversos
casos, por ejemplo, en situaciones de infeccion e inmunodeficiencia, o bien,
suprimirse en situaciones de alergia y enfermedades autoinmunes (Borchers
et al., 2009). En estas ocasiones la microbiota intestinal juega un papel
importante al estimular la produccién de anticuerpos, y aumentar la actividad
fagocitica (respuesta inmunitaria gastrointestinal), e incluso puede respaldar
sistemas de defensa contra patdgenos invasores (Yirga., 2015). De acuerdo
con Fuller (1991), dos formas en las que puede estimularse el sistema
inmunitario son: 1) que los microorganismos migren a traveés de la pared
intestinal como células viables o bien se multipliquen y sean detectados por
las células de defensa; y 2) que los antigenos liberados por los organismos
muertos, se absorban y estimulen directamente el sistema inmunitario del

huésped.
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4.6 Probidéticos

Los probiéticos, son microorganismos vivos que administrados en el alimento
se emplean para mantener sana la microbiota intestinal, estos ayudan a
conservar la poblacién microbiana intestinal benéfica y proteger al organismo
contra microorganismos nocivos (Cho et al., 2011). Al estar constituidos de
microorganismos viables, con una buena administracion y en cantidades
adecuadas, los probiéticos pueden proporcionar efectos positivos en la salud
del huésped. Estos microorganismos no son patdgenos, ni producen efectos
secundarios nocivos; por lo que se consideran una alternativa al uso de
antibidticos (Sanders, 2003).

Los probidticos se aplican como suplemento en la dieta de los animales, y se
pueden emplear en todas las fases de la produccién porcina, con propdsitos
como mejorar el rendimiento, mitigar enfermedades, aumentar Ila
productividad, o bien reducir contaminantes del alimento (Barba-Vidal et al.,
2019)

Los probidticos estimulan las funciones protectoras del aparato digestivo.
También se consideran terapéuticos, protectores o profilacticos y se utilizan
para prevenir las infecciones gastrointestinales (Penna., 1998). De acuerdo
con Pardio et al. (1994), los probiéticos deben cumplir con los siguientes

postulados de Hucheston:

1) Tiene que ser habitante del intestino

2) Debe tener un tiempo corto de reproduccion

3) Debe ser capaz de producir compuestos antimicrobianos

4) Debe ser estable durante el proceso de produccion

5) Tiene que ser resistente para que pueda llegar vivo al intestino

para su distribucion.
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De acuerdo con Fuller (1991) existen cuatro mecanismos de accién
fundamentales en los probiéticos:

12, Produccion de antibioticos: con ellos pueden minimizar la poblacion
de otros microorganismos, interferir en su metabolismo y en la produccion
de toxinas. También pueden interferir la sintesis de &cidos grasos
volatiles como el acido lactico de los lactobacilos, los cuales reducen la

colonizacion de patégenos en el intestino.

22, Competencia por receptores de adhesion: algunos microorganismos
probidticas se adhieren a la pared del intestino evitando la adhesién de

otros microorganismos.

32. Competencia por nutrientes: esto es poco probable, pero podrian
reducir la abundancia de un nutriente especifico e podria influir en la

composicién de la microbiota.

423, Estimulacion de la inmunidad: por ejemplo, los lactobacilos estimulan
la actividad de los macrofagos para el reconocimiento y eliminacion de

antigenos y evitan su llegada al torrente sanguineo.

Otro mecanismo de accion de los probibticos es su contribucién en la mejorara
de la funcién de la barrera intestinal a nivel de interaccion entre enterocitos, al
parecer porque habria especies que modulan la fosforilacién de proteinas del
citoesqueleto y de unién estrecha, y por ello se fortalecen las interacciones

célula-célula de la mucosa intestinal (Willing et al., 2012).

De acuerdo con las caracteristicas descritas previamente, en numerosos
trabajos se ha concluido que la suplementacion con probiéticos mejora el
rendimiento del crecimiento y la inmunidad intestinal, mejora asi la funcién de
la barrera intestinal, y suprime el crecimiento de patdgenos en el tracto
grastrointestinal (Resta-Lenert y Barrett, 2006; Bermudez-Brito et al., 2012,
Liao y Nyachoti, 2017).
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Algunos organismos empleados como probidticos para la alimentacion
pertenecen a los géneros: Lactobacillus sp. y Bifidobacterium sp., éstos
organismos son anaerobios estrictos que tras la fermentacion de los alimentos
producen acido lactico, el cual también actia como conservador. Ademas, se
pueden emplear microorganismos no como las levaduras Saccharomyces
boulardii y bacterias no patdgenas del género Streptococcus termophilus
(Riechmann y Calatayud, 2013). La principal aplicacion de los diferentes
probioticos es prevenir infecciones y problemas en el tracto gastrointestinal.
Sin embargo, debe quedar claro que los probiéticos no se aplican con un
enfoque curativo para eliminar bacterias patdgenas, como seria el caso de los
antibioticos, sino como promotores de crecimiento y moduladores de la
microbiota intestinal, reduciendo el riesgo de enfermedades de manera

sinérgica con el sistema inmune del huésped (Gaggia et al., 2010).

En general, el objetivo del uso de probidticos en la producciéon porcina es
favorecer el establecimiento de una microbiota intestinal saludable, y por
consiguiente mejorar la salud y bienestar de los cerdos (Cho et al., 2011;
Kenny et al., 2011). Existe una cantidad importante de microorganismos que
han sido probados como probidticos para la suplementacién de cerdos. En un
trabajo de revision realizado por Flores et al. (2020), se indicé que bacterias
lacticas tienen efecto importante en modular la respuesta inmune y prevenir la
presentacion de diarreas en cerdos, esto es el caso de Lactobacillus de los
géneros L. acidophilus, L. elbrueckii, L. bulgaricus, L. casei, L. rhamnosus.
Otros trabajos indican los beneficios de Bacillus subtilis, B. licheniformis, y E.
faecium en la mejora de parametros productivos y reduccion de mortalidad en

granjas porcinas (Flores et al., 2020).
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4.7 Bacillus como probiético para cerdos

Las bacterias del género Bacillus son gram positivas, anaerobias facultativas,
formadoras de esporas, comunmente asociadas con suelo, agua y aire; y
productoras de sustancias antimicrobianas y de enzimas hidrolasas (Sanders
et al., 2003). Dentro del género Bacillus existen especies que tienen
importancia como probiéticos, entre ellos estan B. cereus, B. licheniformis, B.
subtilis y B. natto (Guillot, 2000; Bortolozo y Kira, 2002). La produccion de
enzimas hidroliticas en Bacillus ayuda a mejorar la utilizacion de los alimentos,
tal es el caso de las enzimas proteasas, amilasas y glicosidasas, que participan
en la descomposicion de moléculas complejas de los alimentos,
transformandolas en nutrientes mas simples. Estos nutrientes pueden ser
absorbidos rapidamente por el animal, o bien pueden ser empleados por otras
bacterias benéficas para el establecimiento de una microbiota intestinal
balanceada (Milian et al., 2008).

De acuerdo con Cutting (2011), el uso de Bacillus como probidtico en la dieta,
ha tenido una expansion rapida, ya que se han reportado varios efectos
benéficos, como estimulacion de la respuesta inmune, sintesis de compuestos
con actividad antimicrobiana, y exclusion competitiva, entre otras. Estas
bacterias son capaces de crecer y colonizar el tracto gastrointestinal y se han

considerado como residentes normales del mismo.

Se ha reportado que la administracion de Bacillus subtilis como probiético en
cerdos, regula la microbiota intestinal, y mejora la eficiencia en el uso de
alimentos en aproximadamente un 10% durante la etapa de crecimiento y
finalizacion, e incrementa hasta un 8% la ganancia de peso (Alexopoulos et
al., 2004a; Cui et al., 2013). Administrado a cerdas gestantes durante el parto
y lactancia, se obtiene un mayor rendimiento en la camada, reduccion de
diarrea en lechones, mayor de peso al destete, y disminucion de mortalidad
(Alexopoulos et al. 2004b). En cerdas en lactacién también se ha observado

mayor proporcidén de grasa y proteinas en leche, beneficiando a los lechones;
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y en cerdos en crecimiento mejora su rendimiento, conversién alimenticia, y

calidad de la carne (Alexopoulos et al, 2004a).
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V. JUSTIFICACION

Para que los cerdos en crecimiento puedan manifestar su maximo potencial,
ademas de contar con un buen manejo y una buena alimentacion, es necesario
que cuenten con una microbiota intestinal saludable y equilibrada. Es por ello
que se espera que la suplementacion de la dieta con un probiético,
especialmente en cerdos vulnerables, como es el caso de aquellos criados en
condiciones climaticas son extremadamente calurosas, podria tener un efecto
benéfico para mantener una microbiota equilibrada en favor de la salud y
nutricion adecuada de los animales, lo que deberé reflejarse en un mejor

comportamiento productivo.
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VI. HIPOTESIS

La adicion de un probiotico a base de Bacillus subtilis a la dieta de cerdos en
crecimiento criados en condiciones de en estrés por calor, modifica la
abundancia de otros microorganismos como Escherichia coli, Bifidobacterium

y Lactobacillus, en el intestino delgado de los cerdos.
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Vil. OBJETIVO

Evaluar el efecto de la adicion de un probidético de Bacillus subtilis a la dieta de
cerdos en crecimiento en condiciones de estrés por calor, sobre la abundancia

relativa de E. coli, Bifidobacterium sp, y Lactobacillus sp. en intestino delgado.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

8.1 Generalidades

El presente trabajo se realiz6 en el Instituto de Ciencias Agricolas, de la
Universidad Auténoma de Baja California, ubicado en el Ejido Nuevo Ledn del
municipio de Mexicali, Baja California, México. La fase de campo se llevo a
cabo durante el mes de agosto de 2021 en la Unidad de Fisiologia y
Metabolismo de cerdos y posteriormente el trabajo de laboratorio se realiz6 en

el Laboratorio de Nutrigendmica de esta institucion.

Todos los cerdos empleados para este trabajo fueron manejados de acuerdo
con los lineamientos para el cuidado y uso de animales de laboratorio
establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (2001).

El trabajo se llevé a cabo con diez cerdos, cinco hembras y cinco machos de
raza cruzada de Landrace x Yorkshire x Duroc con un peso promedio inicial
de 35.9 + 6.2 kg de peso vivo. Previamente todos los cerdos fueron adaptados
quirargicamente con una canula tipo “T” en ileon terminal, de acuerdo con la
metodologia descrita por Sauer et al. (1983) que, para el momento del
experimento, ya se habian recuperado por completo. Los cerdos fueron
alojados en jaulas individuales de piso elevado y plastificado con medidas de
1.2 x 1.2 m, equipadas con comedero de acero inoxidable y bebedero de tipo
chupén, dentro de dos salas. Una de las salas, denominada sala de
termoneutralidad, cuenta con un equipo de aire acondicionado, cuyo
termostato fue ajustado para mantener la temperatura ambiental a 24 °C que
es la temperatura confort de los cerdos. La segunda sala, que no cuenta con
equipo de aire acondicionado, estuvo sujeta a las variaciones diarias de
temperatura que, en la época de verano cuando se realizé el trabajo, supera

regularmente los 40 °C, ésta sera referida como sala de estrés por calor.
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Los cerdos tuvieron un periodo de adaptacién de cinco dias antes del
comienzo del experimento, durante éste se les ofrecio la dieta base y se
adaptaron al manejo que llevarian durante el periodo experimental. Los cerdos
fueron pesados al inicio del experimento para verificar que tuvieran pesos
similares. La alimentacion de los cerdos consistio en ofrecerles 1200 g de
alimento por dia, dividido en dos porciones iguales a las 0700 h y 1900 h; el
alimento se sirvid humedo con la relacion 1:1 de alimento y agua. El agua de

bebida estuvo disponible ad libitum para todos los animales.

Se tuvieron dos periodos experimentales de ocho dias cada uno. En el primer
periodo experimental, los cerdos fueron alojados en sus jaulas individuales
dentro de la sala de estrés por calor y asignados a dos tratamientos: 1) estrés
por calor alimentados con la dieta base (EC-B), y 2) estrés por calor
alimentados con la dieta base adicionada con 0.05% de probiético que
contenida con 10° UFC/gr de Bacillus subtilis DSM 32540. (EC-P). En el
segundo periodo, después de una semana de adaptacion a la sala de
termoneutralidad, los cerdos se alimentaron con la misma dieta base (TN-B,
tratamiento 3).

La dieta base se elabor6 con trigo y pasta de soya como ingredientes
principales, asi como lisina, treonina y metionina para cubrir los requerimientos
de mantenimiento para cerdos de 25-50 kg de peso vivo (NRC, 2012). En el

Cuadro 1 se presenta la composicion de las dietas experimentales.

Se colocé un higrotermografo (Thermotracker Higro) dentro de la sala en
donde se alojaron los animales para registrar la temperatura ambiental y
humedad relativa cada 15 minutos, con esos datos se estimo el indice de calor

a que estuvieron sujetos los animales (Steadman, 1979; Rothfusz, 1990).
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Cuadro 1. Composicion de las dietas experimentales.

Dieta adicionada

Ingredientes Dieta base, % con probiético, %
Trigo 76.48 76.48
Pasta de soya, 48 % 20.00 20.00
L-Lisina « HCI 0.39 0.39
L-Treonina 0.14 0.14
DL-Metionina 0.14 0.14
Probidtico (Bacillus subtilis DSM ) 0.05
32540) '
Carbonato de calcio 1.25 1.25
Fosfato dicalcico 0.80 0.80
Sal iodada 0.35 0.35
Premezcla de vitaminas y minerales 0.40 0.40

8.2 Toma de muestras de contenido intestinal

Los dias 6 y 7 de los periodos de exposicibn a estrés por calor y
termoneutralidad, se colecté el contenido ileal de los animales durante el
periodo de 12 h consecutivas, esto desde las 0700h hasta las 1900h. La
colecta de material se realizé colocando bolsas de plastico en la salida del
barril de la canula durante 15 minutos o bien hasta que se recolectara una
buena cantidad de material, sustituyendo la bolsa por una nueva. Todo el
material del mismo animal se colocé en un recipiente, posteriormente se
mezcld y se conservd en congelacion a -20 °C para analisis de composicién

del microbiota intestinal.

Las muestras colectadas de contenido intestinal se descongelaron en frio y
una vez que estuvieron casi totalmente descongeladas se homogenizaron en
una licuadora, y posteriormente se formaron alicuotas en tubos de 2 ml que

fueron congeladas hasta el momento de su procesamiento en laboratorio.
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8.3 Extracciones de ADN de contenido intestinal y cuantificacion

Se verific6 que todas las muestras de contenido intestinal tuvieran una
apariencia homogénea (sélida - pastosa). Antes de iniciar la extraccion de ADN
las alicuotas de muestras fueron descongeladas en hielo para evitar cualquier
proceso de fermentacion o crecimiento de microorganismos. La extraccion de
ADN de cada muestra se realiz6 a partir de una sub-muestra de
aproximadamente 30 mg de contenido intestinal, misma que se coloc6 en un
microtubo estéril de 2 ml, y se le afiadieron 1000 pl de reactivo DNAzol
(Invitrogen, California, EUA). La muestra se mezclo6 agitando por inversion con
el reactivo y se incub6 10 minutos a temperatura ambiente para lograr la lisis
del material biolégico. Concluida la incubacion el tubo se centrifugo a 10,000
rpm durante 2 minutos. Se recuperé un volumen de 800 pl del sobrenadante y
para precipitar el ADN se afiadieron 500 ul de etanol al 100 %, se mezcl6 por
inversion y se incub6 a temperatura ambiente durante 3 minutos.
Posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm durante 2 minutos para precipitar
el ADN al fondo del tubo, concluida la centrifugacibn se descarté el
sobrenadante. La pastilla de ADN fue lavada por inversion con 800 ul de etanol
al 75 % e incubado 1 min a temperatura ambiente y posteriormente se
centrifug6 a 10,000 rpm durante 2 minutos, este procedimiento se realiz6 dos
veces para eliminar impurezas en la pastilla de ADN. Al terminar se retir6 el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla manteniendo el tubo destapado
durante 5 minutos para la evaporacion del etanol. Por ultimo, la pastilla de ADN

fue disuelta en 60 pl de agua libre de nucleasas.

Se verifico la integridad del ADN gendmico recién purificado mediante
electroforesis de una alicuota de 3 ul de ADN en gel de agarosa al 1.0%. La
concentracion del ADN de cada muestra fue determinada mediante el analisis
de su absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro (Genesys 50, Thermo
Scientific, EEUU).
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Se utilizaron oligonucleétidos especificos para detectar la presencia y
abundancia de Escherichia coli, Lactobacillus sp., Bacillus sp., Bifidobacterium
sp., y Bacterias totales (ADN ribosomal 16S), ésta ultima se utiliz6 como
referencia para normalizar las variaciones en la cantidad de ADN. Las
secuencias de los oligonucleotidos y su referencia original se muestran en el
Cuadro 2. La abundancia de cada uno de los microorganismos mencionados,
se analizd realizando ensayos cuantitativos de reaccion en cadena de la
polimerasa (QPCR). Para ello se empled el kit comercial Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador de tiempo real modelo CFX96 Touch
(BioRad, Herefordshire, England). Se utilizaron microtubos de 200 ul con tapas
Opticas (BioRad) a un volumen final de 25 ul; para cada reaccion se utilizaron
12.5 yl de SYBR Green Mix, 8.5 pl de agua libre de nucleasas, 3 ul de Oligo
Mix con oligonucle6tidos especificos sentido y antisentido a concentracién de
5 M de cada uno; y 1 ul de ADN gendmico a concentraciéon de 50 ng/ul. Todas
las muestras se analizaron por duplicado, y al mismo tiempo se analiz6 tanto
el microorganismo blanco como de ARN ribosomal 16S (bacterias totales) que
se us6 como referencia. Para cada analisis se utilizaron controles negativos
por duplicado a los cuales se les retird alguno de los siguientes elementos: 1)
reaccion sin DNA,; 2) reaccion sin Oligo Mix; 3) reaccion sin SYBR Green Mix.
El programa de reaccion en el termociclador fue: desnaturalizacion inicial a 95
°C por 5 minutos, 40 ciclos (desnaturalizaciébn a 95 °C por 15 segundos,
alineacion a 54-60 °C -ver Cuadro 2- por 15 segundos, y extensién a 72 °C por
30 segundos). Se midié la fluorescencia de las muestras al finalizar cada ciclo,
y posteriormente se realizé una curva de desnaturalizacién de 65 °C a 95 °C,

en la que se midio la florescencia cada 0.5°C.

El calculo de la abundancia relativa de cada microorganismo se realiz6 de

acuerdo con la metodologia descrita por Livak y Schmittgen (2001),
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considerando la ecuacion de diferencia del ciclo critico de amplificacion (2-
AACt)_

Cuadro 2. Oligonucleétidos utilizados para analisis de abundancia relativa de

microorganismos en contenido intestinal.

Microorganismo Secuencia del oligonucleotido Fragmento  Temp. de
(5'—3") amplificado  alineacion
(pb)

Escherichia coli (Lee et al., 2010)
Sentido 5’AGAAGCTTGCTCTTTGCTGAS' 120 54 °C
Antisentido 5'CTTTGGTCTTGCGACGTTAT3'

Lactobacillus sp. (Han et al., 2011)
Sentido 5'CGATGAGTGCTAGGTGTTGGAS3' 186 56 °C
Antisentido 5’CAAGATGTCAAGACCTGGTAAGS'

Bacillus sp. (Han et al., 2012)
Sentido 5’ACGCCGTAAACGATGAGT 3' 424 60 °C
Antisentido 5’GTGTGTAGCCCAGGTCATAAZ3'

Bifidobacterium sp. (Kaufmann et al., 1997)
Sentido 5'GATTCTGGCTCAGGATGAACG3' 1400 56 °C
Antisentido 5’'CGGGTGCTNCCCACTTTCATGS3'

Bacterias totales (Han et al., 2011)
Sentido 5’GCAGGCCTAACACATGCAAGTC3' 315 56 °C
Antisentido 5'CTGCTGCCTCCCGTAGGAGTS3'

8.4 Andlisis estadistico

Los resultados de abundancia relativa de ADN (diferencia de Ct, Livak y
Schmittgen, 2001) se analizaron mediante analisis de varianza y comparacion
de medias con el software Statistix 9.0 (Analytical Software). Los valores
donde P < 0.05 se consideraron diferentes estadisticamente y los valores

donde 0.05 > P < 0.10 se consideraron tendencias.
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IX. RESULTADOS

Dentro de la sala de termoneutralidad el promedio de temperatura ambiente
durante los dias en que se llevo a cabo este estudio fue de 22.8 +2.9 °C,y la
humedad relativa fue en promedio de 58.0 + 7.2 %. Mientras que dentro de la
sala de estrés por calor la temperatura promedio fue de 36.6 £ 2.6 °C, con
humedad relativa de 61.9 + 11.6 %.

La temperatura ambiental en la sala EC supero los 35°C entre las 12:00 y las
20:00 horas durante todo el periodo, registrando el pico de temperatura mas
alta entre las 14:00 y las 18:30 horas, con temperatura ambiente superior a los
37 °C.

En la Figura 1 se muestra el promedio de las variaciones diarias del indice de
calor a que estuvieron expuestos los cerdos de este experimento dentro de las
salas termoneutral y de estrés por calor. En promedio el indice de calor en la
sala termoneutral fue de 77.5 £ 2.5, mientras que el promedio de indice de

calor dentro de la sala de estrés por calor fue de 106.4 + 4.8.
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Figura 1. Promedios de indice de Temperatura y Humedad (ITH) dentro de las

salas en donde se alojaron los cerdos en termoneutralidad y estrés por calor.
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Los resultados de abundancia relativa de ADN de los microorganismos
Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. Escherichia coli, y Bacillus sp.
analizados en contenido de intestino delgado de los cerdos se presentan en la

Figura 2.

Se observéd una tendencia a reducir en un 34% la abundancia
microorganismos del género Lactobacillus sp. en el intestino delgado de los
cerdos que se mantuvieron en condiciones de estrés por calor alimentados con
dieta base en comparacion con los cerdos bajo condiciones termoneutrales (P
= 0.089). Por otra parte, la suplementacién con el probiotico a los cerdos en
estrés por calor provocé una recuperacion en la abundancia relativa de ADN
de esa misma especie en intestino delgado de los cerdos, la cual fue similar a
la abundancia observada en los cerdos en condiciones termoneutrales

alimentados con la dieta base (P = 0.530).

Independientemente de la dieta recibida, el estrés por calor redujo al 56% la
abundancia relativa del ADN de microorganismos del género Bifidobacterium
sp. en intestino delgado, en comparacion con su abundancia en los cerdos que
permanecieron en condiciones termoneutrales (P = 0.047). Al comparar la
abundancia relativa de ADN de esta especie en cerdos en estrés por calor que
recibieron el probidtico, ésta también fue menor, y representd Unicamente el
44% de la abundancia observada en los cerdos en condiciones termoneutrales
alimentados don la dieta base (P = 0.023).

A pesar de su alta variacion entre los cerdos, la abundancia relativa de ADN
de microorganismos de la especie de Escherichia coli en intestino delgado
tendi6 a incrementarse 170% aproximadamente, cuando los cerdos se
encontraron en condiciones de estrés por calor recibiendo la dieta base, en
comparacion con los cerdos que se mantuvieron en condicién termoneutral (P
= 0.086). Sin embargo, la suplementacion con el probiotico a los cerdos en

estrés por calor no redujo la abundancia relativa de ADN de esta especie a

29



niveles cercanos a los observados en los cerdos en condicién termoneutral (P
= 0.284).

El estrés por calor incremento seis veces la abundancia de ADN de Bacillus
sp. (P < 0.001) en comparacion con los cerdos que se encontraban en
termoneutralidad. Ademas, de acuerdo con el disefio del experimento, la
suplementacién con el probiotico a cerdos en estrés por calor también
incrementd por mas de 15 veces la abundancia de ADN de este género
bacteriano en el intestino de los cerdos en comparacion con los cerdos
mantenidos en condicién termoneutral (P < 0.001); asi también su abundancia
fue 2.5 veces mayor a la observada en los cerdos en estrés por calor que
recibieron la dieta base (P = 0.006).
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Figura 2. Cambios relativos en la poblacion de Lactobacillus, Bifidobacterium,
E. coli, y Bacillus en intestino de cerdos alimentados con una dieta adicionada
con un probidtico a base de Bacillus subtilis. (Abundancia de ADN especifico
de cada organismo en relacion al ADN de bacterias totales analizado por
gPCR).
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X. DISCUSION

Actualmente la produccién porcina presenta desafios importantes, debido a la
influencia de multiples factores en su eficiencia productiva, tales como
alimentacion, genero, raza, temporada y otros factores que pueden estresar a
los animales (Cross et al., 2020). Se ha mencionado que las condiciones
ambientales como las que ocurren en ciertas regiones del mundo durante el
verano, cuando la temperatura ambiental supera la temperatura de confort de
los cerdos, puede observarse reduccién en el consumo de alimento y
parametros productivos de los animales, asi como también en su fisiologia
(Collin et al., 2001).

En consecuencia, en este instituto se observd en estudios previos que
dependiendo de la temperatura ambiente, la temperatura intestinal de cerdos
criados en condiciones de estrés por calor se puede incrementar hasta 2.0 °C
(Morales et al., 2013). Lo anterior podria afectar directamente la microbiota
intestinal de los cerdos (Cervantes et al., 2016). Por otra parte, es conocido
que para subsanar el incremento en su temperatura corporal y para favorecer
la pérdida de calor, los cerdos desvian su circulacién sanguinea hacia tejidos
periféricos como la piel, lo que resulta en una reduccion en el aporte de
oxigeno y nutrientes a intestino delgado; ademas, se incrementa la produccion
de radicales libres por las células del epitelio intestinal lo que deteriora las
condiciones del epitelio (Lambert, 2004; Pearce et al., 2013). En resumen, el
dafio intestinal causado por el estrés por calor en cerdos comprende efectos
muy variados, entre los que destacan dafio a las vellosidades, estrés oxidativo,
disfuncion de la barrera intestinal, respuesta inflamatoria incrementada, y

disbiosis de la microbiota intestinal (Xia et al., 2022).
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Actualmente, se estan explorando diversas alternativas para contrarrestar los
efectos nocivos del estrés por calor en la salud y bienestar de los animales en
produccion. Entre estas alternativas se menciona que los probidticos tienen
multiples efectos benéficos para los organismos que los consumen, uno de
ellos es su capacidad para favorecer la diversidad y el crecimiento de
microorganismos benéficos en el tracto gastrointestinal (Cho et al., 2011). Por
lo anterior, la propuesta de este trabajo fue suplementar la dieta de cerdos en
crecimiento en condiciones de estrés por calor con un probiotico de Bacillus
sp., y verificar si éste tiene algun efecto sobre la microbiota intestinal,
particularmente en la poblacién de E. coli, Bifidobacterium sp, y Lactobacillus

Sp. en intestino delgado.

En el presente estudio se observo que la abundancia relativa de Lactobacillus
se redujo en los cerdos que fueron mantenidos en condiciones de estrés por
calor, pero que tras la adicion del probiotico a la dieta, la abundancia relativa
de este microorganismo no fue diferente a la abundancia relativa que tenian
los cerdos cuando se alojaron en condiciones termoneutrales. En
consecuencia, podemos recordar algunos resultados de trabajos en donde se
demuestra el beneficio de incrementar la poblacion de Lactobacillus en
intestino. Por ejemplo, Shin et al. (2019) realizaron un estudio en el que
utilizaron un probidtico a base de Lactobacillus plantarum en cerditos
destetados, y observaron que este probiético tenia un efecto importante
incrementando la diversidad de la microbiota intestinal; y que ello se asocia
con una menor inflamacion de intestino delgado, ademas de que promovio una
mas rapida la madurez del intestino en lechones al destete. En otro estudio en
donde utilizaron Lactobacillus acidophilus y Bacillus subtilis encontraron que
la combinacion de ambos microorganismos mejoraba el comportamiento
productivo de los cerdos destetados, redujo la incidencia de diarreas y
atenuaba el dafio a vellosidades (Xie et al., 2022). Estos son efectos benéficos

gue podriamos esperar en el comportamiento productivo, salud y bienestar de
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los cerdos en EC tras la administracion del probiético a base de B. subtilis, y

gue pudieran seguir siendo analizados en estudios posteriores.

En otras especies se han observado resultados similares. Por ejemplo, en
aves en estrés por calor a las que se suplement6 con un probidtico a base de
dos especies de Bacillus y Lactobacillus, presentaron un incremento en la
poblacion de Lactobacillus y Bifidobacterium en intestino delgado (Song et al.,
2014). Esos autores indicaron que la suplementacion con Bacillus que son
bacterias consumidoras de oxigeno en intestino, tienen efecto benéfico al
propiciar el crecimiento de bacterias anaerdbicas benéficas (Lactobacillus y
Bifidobacterium), lo que ademas crea un ambiente acido que previene del

crecimiento de patdgenos oportunistas (Rodriguez-Cabezas et al., 2010).

Por otra parte, en el presente estudio también se observé una reduccién en la
abundancia relativa de microorganismos del género Bifidobacterium en los
cerdos en estrés por calor comparados con los cerdos que permanecieron en
condiciones termoneutrales. La abundancia de microorganismos de esta
especie también fue menor en los animales que en estrés por calor recibieron
la dieta enriquecida con el probiético. Comparando estos resultados con
trabajos anteriores llevados a cabo en el ICA, Brassea (2018) no observo
cambio en la abundancia de Bifidobacterium en contenido intestinal (yeyuno e
ileon) de cerditos en destete bajo condiciones termoneutrales utilizando como
probiético una cepa nativa de B. subtilis. Sin embargo, en cerdos en
crecimiento criados en estrés por calor, Suarez (2018) observé una tendencia
a incrementar la poblacion de Bifidobacterium, cuando se adicionaba la cepa
nativa de B. subtilis a la dieta de los animales. En ese ultimo caso, aunque no
mejoraron los parametros productivos de los cerdos, si se observé una mejora
en la altura de vellosidades intestinales, que fue asociado parcialmente al
incremento de microorganismos benéficos (Lactobacillus y Bifidobacterium) y
control del crecimiento de bacterias nocivas (E. coli) en el intestino de los

cerdos a consecuencia de la administracion del probiético. Es muy probable
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tras las condiciones de estrés por calor y la administracién del probiotico
ocurrieran cambios en la interaccion de los microorganismos en el intestino de
los cerdos, especificamente con bifidobacterias, las cuales podrian deberse a
la cepa especifica de probidtico utilizada, a la presencia o ausencia de otros
microorganismos, asi como a otras condiciones de manejo que aun no han

sido analizadas.

En relacién a la abundancia relativa de E. coli en el contenido intestinal de los
cerdos en estrés por calor del presente estudio, se observd que éstos
incrementaron 2.5 veces la abundancia de esta especie en intestino; pero que
tras la adicion del probidtico la abundancia de E. coli se redujo y fue similar a
la observada en los cerdos en condiciones termoneutrales. Como se
menciond, otros trabajos en el ICA demostraron una reduccion en la poblacion
relativa de E. coli en intestino delgado cuando cerdos en estrés por calor fueron
suplementados con B. subtilis (Brassea, 2018; Suéarez, 2018). Anteriormente
también se habia indicado que uno de los beneficios del uso de probidticos en
la alimentacion de cerdos es su capacidad para reducir la abundancia de E.
coli en intestino, especialmente de cepas enterotoxigénicas, es decir, aquellas
con capacidad de provocar diarreas (Dubreuil, 2017; Lan et al., 2017). Lo
anterior es de primordial importancia en animales sujetos a estrés, y en este
estudio podria asociarse a una mayor capacidad de los cerdos en estrés por
calor para responder efectivamente ante agentes patégenos y otros factores

adversos.

Finalmente, es de esperar que los efectos positivos observados en la
microbiota intestinal de los cerdos en estrés por calor del presente estudio tras
la administracion del probidtico a base de B. subtilis, hayan tenido
repercusiones importantes en la homeostasis intestinal tanto a nivel de
mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal, reduccion de la
respuesta inflamatoria, e incremento en el consumo de alimento, absorcion de

nutrientes, y eficiencia productiva de los cerdos; tal como varios autores han
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descrito para el uso de probitticos (El Hage et al., 2017; Mun et al., 2021; Ali
et al., 2023). Sin embargo, aun se requieren mas estudios que permitan
explorar si el uso de éste u otros probidticos podrian tener mas efectos
importantes en la produccién y bienestar de cerdos expuestos a condiciones

de estrés por calor.

36



XI. CONCLUSION

La adicidn de un probiotico a base de Bacillus subtilis a la dieta de cerdos en
crecimiento criados en condiciones de estrés por calor, modifica la abundancia
de los microorganismos Escherichia coli, Bifidobacterium y Lactobacillus, en el
intestino delgado, y pudiera asociarse con efectos benéficos en la salud

intestinal, absorcién de nutrientes y parametros productivos de los cerdos.
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