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RESUMEN

El normal funcionamiento del tracto gastrointestinal es crucial para los procesos
fisioldgicos y metabdlicos de los cerdos, dependiendo ampliamente de la microbiota
presente. El estrés del destete altera dicha microbiota, generando desordenes fisiologicos y
metabdlicos, afectando indicadores productivos. Dada la creciente restriccion de
antibioticos, para contrarrestar estos efectos, se estudian los probidticos como una
alternativa viable a este problema. El objetivo de este trabajo fue evaluar cambios en la
microbiota intestinal, pardmetros productivos y sanitarios en cerdos en recria al
suplementar Lactobacillus salivarius DSPV014C. Para ello, se realiz6 un estudio con 20
lechones en dos grupos, GP: suplementando L. salivarius y GC: sin suplemento. Durante 6
semanas se muestredé materia fecal para evaluar poblaciones microbianas y determinar la
dindmica poblacional de la microbiota predominante. Ademas, se calcularon indices de
diversidad, homogeneidad y riqueza. Semanalmente, se determinaron aumento medio
diario, consumo medio diario y conversion alimenticia (CA); y a través de analisis de
sangre se evaluaron hemograma y concentracion de indicadores sanguineos. Finalizado el
estudio se muestred el intestino para evaluar altura de vellosidades (V), profundidad de
criptas (C) y su relacién V/C. En el GP, L. salivarius fue recuperado desde la semana 1,
demostrando su capacidad de alcanzar el intestino. La modulacion de la microbiota difirio,
viéndose un perfil distinto entre grupos al finalizar el estudio y los indices de diversidad y
riqueza presentaron mayores valores en GP. La CA fue mejor para el GP como asi también
los valores de V y la relacion V/C. En conclusion, la suplementacion con L. salivarius
DSPV014C mejor6 el desempefio productivo de los cerdos del GP, lo que se explicaria por
un incremento en la capacidad de digestion y absorcion dadas por una mayor longitud de
vellosidades intestinales y una modulacion diferencial de la microbiota intestinal, con

mayores indices de riqueza y diversidad.

Palabras clave: probidticos, microbiota intestinal, conversion alimenticia, cerdos, bacterias

acido lacticas.
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ABSTRACT

The proper functioning of the gastrointestinal tract (GIT) is crucial for normal physiological
and metabolic functions in pigs and is largely dependent on the GIT microbiota. Weaning
stress alters microbiota balance generating physiological and metabolic disorders affecting
growth performance. Given the increasing restriction of the use of antibiotics to counteract
these effects, probiotics are being studied as a viable alternative to this problem. In order to
evaluate performance, health parameters and changes in the intestinal microbiota in
weanling pigs when supplemented with Lactobacillus salivarius DSPV014C, a study with
20 piglets was carried out. There were two groups, GP: supplemented with L. salivarius
and GC: without supplementation. Over 6 weeks, feces were sampled to evaluate microbial
populations and determine the microbial population dynamic. In addition, diversity,
homogeneity and richness indexes were calculated. Average daily gain, average daily feed
intake and feed ratio (FR) were weekly determined; also, through blood tests, hemogram
and concentration of blood indicators were evaluated. Once the study was completed, the
intestine was sampled to evaluate height of villi (V), depth of crypts (C) and their V/C ratio.
In the GP, L. salivarius was recovered from week 1, demonstrating its ability to reach the
intestine. The modulation of the microbiota differed, and it showed different profiles
between groups at the end of the study, and the diversity and richness indexes presented
higher values in GP. The CA was better in GP as well as the V values and the V/C ratio. In
conclusion, the supplementation with L. salivarius DSPV014C improved the performance
of the GP pigs, which would be explained by an increase in the digestion and absorption
capacity given by a greater length of intestinal villi and a differential modulation of the

intestinal microbiota, with higher indexes of richness and diversity.

Key words: pigs, probiotics, intestinal microbiota, feed ratio, lactic acid bacteria.
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1. INTRODUCCION



1.1 Produccidn porcina internacional y nacional

A escala internacional, en el Gltimo decenio se registraron grandes cambios en el
consumo de carnes, tanto en los kg per capita como en el tipo. En este sentido, en 2019 la
carne mas consumida fue la de pollo, seguida por la de cerdo, luego la bovina y por Gltimo
la de oveja y cabra (Whitton et al., 2021). En Argentina para el mismo periodo, el
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca reportd que las toneladas de carne de cerdo
producidas aumentaron més del doble. Esto fue traccionado principalmente por un aumento
del consumo interno (en 2010 se registré un consumo per capita de 8,06 kg vs 15,64 kg en
el 2020), y en los ultimos afios por un incremento de las exportaciones (MAGyP, 2020).

Segun el informe de perspectivas agricolas que publica la OCDE-FAQ (2022), para el
2031 la oferta mundial de carne se incrementara para cubrir la demanda, alcanzando las 377
millones de toneladas (Mt). Esta expansion estara traccionada por un aumento en el nimero
de cabezas de ganado en conjunto con una mejora de la productividad. Se prevé que, en los
proximos 10 afios, el consumo mundial de carne de cerdo aumentard a 129 Mt y
representara un tercio del total de carnes consumidas.

El mismo documento pronostica un aumento constante de la produccion mundial de
cerdo hasta el 2031, a pesar de que el brote de Peste Porcina Africana (PPA) seguira
afectando a muchos paises en los primeros afios de las perspectivas, se espera que para el
2023 China alcance los niveles de produccién anteriores a la PPA. Sin embargo, se prevé
que en la Unién Europea la produccion disminuya, por un lado, por la menor demanda de
importaciones por parte de China. Y por otro, porque la preocupacién ambiental y el
bienestar animal limitaran la demanda interna. En relacion a esto, las politicas de bienestar
animal establecidas en paises desarrollados podrian afectar la intensificacion de algunos
sistemas ganaderos (en especial aves de corral y cerdos). En vista de ello la Comision
Europea presentd en mayo del 2020, en el marco del Acuerdo Verde, la estrategia “De la
granja a la mesa” y la “Estrategia de biodiversidad” que, entre otros puntos, propone
aumentar los objetivos de bienestar animal y reducir el uso de drogas veterinarias,
principalmente antimicrobianos (ATM) (USDA-GAIN, 2021).



1.2 Uso de antimicrobianos en la produccion animal

En los cerdos, el buen funcionamiento del tracto gastrointestinal (TGI) es de gran
importancia para el metabolismo, la fisiologia, el estatus sanitario y el desempefio
productivo, en cualquiera de sus estadios de crecimiento y desarrollo (Pluske et al., 2017).
El intestino es una de las principales barreras de defensa de los animales ante la presion
microbiana del ambiente, especialmente ante la invasion de patdgenos presentes en el
lumen gastrointestinal (Veizaj-Delia & Pirushi 2012). A su vez, regula la absorcion de
nutrientes, agua y electrolitos (Fouhse et al., 2016).

El TGl de lechones nonatos es estéril o libre de microorganismos (MO). Al
nacimiento los animales quedan expuestos a bacterias presentes en la vagina de la madre y
luego a MO de las heces y el ambiente. La composicién de la microbiota gastrointestinal no
es estatica y evoluciona constantemente a través del tiempo, dandose una sucesion de MO
que culmina en una comunidad en equilibro o “climax” (Palmer et al., 2007). Cuando la
simbiosis cerdo-MO esta balanceada el TGI estd saludable y funciona correctamente
(Willing et al., 2012).

En las granjas de cerdos de manejo intensivo, es normal que el destete de los lechones
se realice entre los 15 y 28 dias de vida con el objetivo de incrementar la productividad por
cerda y tener un peso uniforme a la venta (Smith et al., 2008). El destete a edades
tempranas, genera un enorme estrés en los cerdos (Fouhse et al., 2016). La separacion de
los lechones de su madre, el cambio de ambiente, la variacion de temperatura y la mezcla
de distintas camadas, entre otros factores, conducen a un estrés social y ambiental. Al
mismo tiempo, los animales atraviesan un estrés nutricional, ya que pasan de consumir
leche materna casi exclusivamente a alimentarse de una dieta generalmente sélida y seca
con una composicion muy diferente. Durante los primeros dias luego del destete se suele
observar también una disminucion del consumo, que si bien es variable en cuanto a su
duracion, se estima que al final de la primera semana posdestete el consumo de energia
metabolizable de los lechones representa entre el 60-70 % del consumo predestete y puede
llevar hasta 2 semanas alcanzar niveles de consumo de energia metabolizables similares a
este Gltimo (Le Dividich & Seve, 2000). Como consecuencia de lo dicho, a las 24 horas
posdestete (aproximadamente) se producen marcados cambios en la estructura y la funcion

del intestino delgado, que pueden comprender desde una disminucion en el largo de las



vellosidades, un aumento de la profundidad de las criptas, hasta una reduccion en la
actividad de enzimas digestivas, generando efectos perjudiciales sobre la barrera intestinal
(Pluske et al., 1995; Campbell et al., 2013). Cuando las funciones de dicha barrera se
alteran, aumenta la permeabilidad de las membranas a toxinas, bacterias y antigenos
asociados a los alimentos que pueden atravesar el epitelio dando como resultado
inflamacién, mala absorcion y diarreas (Campbell et al., 2013). Esto ultimo puede verse
acentuado por una perturbacion de la microbiota intestinal, conduciendo frecuentemente a
la proliferacion de bacterias enterotoxigénicas, principalmente Escherichia coli (Pluske et
al., 1995; Fouhse et al., 2016). La combinacion de todos estos efectos puede producir
pérdidas de peso, disminucién en la tasa de crecimiento, e inclusive ocasionar la muerte de
los animales (Pluske et al., 1995; Liao & Nyachoti, 2017).

El uso de ATM ha sido parte del manejo integral de las granjas porcinas modernas
desde principios de 1950 (Liao & Nyachoti, 2017). En medicina veterinaria los ATM son
utilizados principalmente de dos maneras: terapéutica o profilactica. La primera
corresponde al tratamiento de determinadas enfermedades, ya sea a un animal en particular
0 a un lote cuando se tiene la certeza de que todos han sido expuestos al agente infeccioso.
La segunda se utiliza para la prevencion de enfermedades en forma individual o grupal. A
este Gltimo se suma el empleo de ATM en dosis subterapéuticas como antibidticos
promotores de crecimiento (APC) con el fin de estabilizar la microbiota intestinal y mejorar
la productividad de cerdos en crecimiento (Errecalde, 2004; Liao & Nyachoti, 2017).

Tanto el uso indiscriminado de ATM para el tratamiento de enfermedades como asi
también su empleo con el propdsito de optimizar la produccion, proporcionan un ambiente
favorable para la seleccion, propagacion y persistencia de bacterias resistentes a ATM
capaces de causar enfermedades en animales y humanos (Aarestrup, 2004).

Como consecuencia, el uso de APC en produccién animal esta siendo evaluado cada
vez con mas detalle en distintos paises. Suecia fue el primer pais en excluirlos en 1986,
Dinamarca los suprimio en el 2000, mientras que en toda la UE se prohibieron a principios
de 2006 (Maron et al., 2013). Estados Unidos, siguiendo las acciones de la UE, ha
comenzado a dirigirse hacia una regulacion o a la prohibicion total en el uso de APC en la
produccion animal (Liao & Nyachoti, 2017). En Argentina en enero de 2019, el SENASA



prohibié el uso de colistina y sus sales en la preparacion de alimentos para ganado
(Resolucion 22/2019).

El aumento de la resistencia a ATM es considerado una creciente amenaza para la
salud publica mundial (Tang, 2017). En este sentido la mejor manera de enfrentar el desafio
de la generacion de resistencias a ATM, es a través del enfoque de “Una sola salud”,
concepto que reconoce las relaciones entre las personas, los animales, las plantas y el
ambiente en el que existen y realiza un analisis colaborativo, multisectorial y

transdiciplinario (Swedres-Svarm, 2018).

1.3 Alternativa al uso de antimicrobianos: probidticos

Considerando todo lo dicho, el uso de probidticos surge como una alternativa
profilactica para el mantenimiento del balance microbioldgico intestinal. En un trabajo
conjunto entre la FAO y la OMS se define a los probidticos como “MO vivos que
suministrados en cantidades adecuadas confieren beneficios en la salud del huésped” (FAO/
OMS, 2001).

Para que un MO sea considerado probidtico, ademéas de no ser patogénico, debera ser
capaz de sobrevivir al pH estomacal y a las sales biliares, poder adherirse a células del
tejido objetivo, tener altas tasas de crecimiento y excretar metabolitos con efectos
supresores sobre MO patdgenos. A su vez debera ser posible su cultivo en gran escala por
métodos simples y reproducibles, y tendra que permanecer estable y viable en el alimento
(Wang et al., 2009; Singh et al., 2011; NRC, 2012; Yadav et al., 2016).

Los probidticos pueden dividirse en tres categorias principales: levaduras, Bacillus y
bacterias acido lacticas (BAL) (NRC, 2012).

Si bien, en produccidn porcina, se han utilizado diferentes MO como probiéticos, las
BAL parecieran ser las que muestran mayor aptitud (Messaoudi et al., 2013; Zimmermman
et al., 2016; Dowarah et al., 2018). Muchos estudios han demostrado sus efectos positivos
sobre la salud intestinal de diferentes especies animales (Corr et al., 2007; Walsh et al.,
2008) y en la regulacién del sistema inmune en cerdos (Zhang et al., 2011).

Diferentes autores han registrado que las BAL probiodticas pueden limitar la
proliferacion de bacterias patdgenas mediante la exclusion competitiva a través de

mecanismos que incluyen la produccion de sustancias inhibitorias como bacteriocinas,
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etanol, diacetil, diéxido de carbono, perdxido de hidrégeno y &cidos organicos (&cido
lactico, acético y acidos grasos de cadena corta). Estos Gltimos actGan reduciendo el pH
intracelular e inhibiendo el transporte activo que elimina el exceso interno de protones,
aumentando el consumo de ATP vy, por ende, causando el agotamiento energético de los
patdgenos afectados (Vieco-Saiz et al., 2019).

Los patdgenos o bacterias zoondticas mas cominmente encontrados en granjas de
produccién animal son Escherichia coli, Salmonella enterica, Campylobacter jejuni, Vibrio
anguillarum, Clostridium perfringens, Aeromonas salmonicida, Pseudomonas spp., y
Edwardsiella spp. Al respecto, Messaoudi et al. reportaron en 2012 que la cepa
Lactobacillus salivarius SMXD51 (aislada del ciego de pollos) produce un componente que
inhibe el crecimiento tanto de bacterias Gram positivas como Gram negativas, en especial
Campylobacter jejuni. Otro estudio indica una reduccion en el recuento de E. coli y
Clostridia en materia fecal (MF) cuando se suplementd con cepas de Lactobacillus
acidophillus y Pediococcus acidilactici a cerdos en diferentes etapas de crecimiento
(Dowarah et al., 2017).

Por otro lado, aproximadamente el 80 % de los estudios donde se suministrd una cepa
probidtica, independientemente del tipo de MO, detectaron una reduccion de la incidencia
de diarreas en lechones (Liao & Nyachoti, 2017). En concordancia, Thu et al. (2011)
hallaron una menor incidencia de diarreas al comparar un grupo de lechones que, durante el
posdestete, consumieron metabolitos provenientes de distintas cepas de Lactobacillus
plantarum versus un control negativo.

Como consecuencia del uso de BAL como suplemento, muchos estudios reportan una
mejora sobre la funcion e integridad de la barrera intestinal. Esto se asocia, entre otras
cosas, con una mejora en la absorcion del alimento ingerido y la ganancia de peso
posdestete (Loh et al.,, 2002; Hedemann et al., 2003). Tal es el caso de cerdos
suplementados con una cepa de Lactobacillus rhamnosus, los que mostraron una mayor
longitud de las vellosidades intestinales respecto al grupo control (Shonyela et al., 2020).

Otros autores observaron mejoras en la conversion alimenticia (CA) por parte de
cerdos que consumieron BAL (Dowarah et al., 2018). Este parametro relaciona el alimento
entregado a un animal con el cambio en su peso corporal en un tiempo determinado. Es una

medicion importante para juzgar el desempefio productivo de los animales y por ende



evaluar el rendimiento econémico en una granja porcina (Wenk et al., 1980). Vieco-Saiz et
al. (2019) reportaron en una revision bibliogréafica que las BAL probioticas pueden mejorar
todo el proceso digestivo, ya sea incrementando la utilizacion metabdlica de los nutrientes,
produciendo enzimas digestivas (amilasas, quitinasas, lipasas, fitasas, proteasas) o
simplemente produciendo &cidos grasos volatiles y vitaminas del complejo B, lo que tiene
efectos directos sobre la CA. Sumado a lo anterior, un meta-analisis de articulos cientificos
publicados entre 1980 y 2015, que ponen a prueba distintas cepas probioticas en cerdos,
muestra que la suplementacion con BAL probioticas aumenta la ganancia media diaria (g/d)

y mejora la CA de los cerdos (Zimmermman et al., 2016).

1.4 Lactobacillus salivarius DSPV014C

Dentro del filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales, familia
Lactobacillaceae, se encuentran los géneros Lactobacillus, Paralactobacillus vy
Pediococcus (De Vos et al., 2011). Los Lactobacillus son bacterias caracterizadas por ser
Gram positivas, no poseen motilidad, no forman esporas, son tolerantes a acidos y producen
mayoritariamente acido lactico como producto final de la fermentacion de carbohidratos
(Cho et al., 2009).

Recientemente Zheng et al., (2020) propusieron reclasificar el género Lactobacillus
en 25 nuevos géneros. Entre ellos se encuentra Ligilactobacillus, descripto por dichos
autores como un lactobacillus con un modo de vida asociado al huésped. La mayoria de las
especies de Ligilactobacillus fueron aisladas de animales y humanos y estan adaptadas a
vertebrados. Varias cepas de este género expresan ureasa, enzima considerada como una de
las herramientas bacterianas para soportar la acidez gastrica del huésped. Ademas, se
encuentran comunmente en alimentos fermentados y son utilizadas comercialmente como
cepas probioticas.

Dentro de este grupo se encuentra Lactobacillus salivarius (Rogosa et al., 1953)
reclasificada por Zheng et al. (2020) como Ligilactobacillus salivarius. Esta especie ha sido
aislada tanto de la boca como del TGl de humanos, gatos, hamsteres, pollos y cerdos,
quedando demostrado que no esta adaptada a un huésped en especifico (Zheng et al., 2020).

L. salivarius DSPV014C fue aislada en el Departamento de Salud Publica Veterinaria

de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral (DSPV
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FCV-UNL). A partir de un proyecto de investigacion orientado a la basqueda de bacterias
con caracteristicas probidticas, se aislaron de una porcion de intestino de cerdo 65 cepas de
BAL, de las cuales solo 14 mostraron ser potenciales candidatos. Realizadas las siguientes
evaluaciones in vitro: pruebas de agregacion (permiten inferir sobre la capacidad de las
bacterias de adherirse al epitelio), autoagregacion (evalla el agrupamiento de células de la
misma cepa) y coagregacion (determina el agrupamiento de células bacterianas
genéticamente diferentes); produccion de sustancias inhibidoras y evaluaciones de
crecimiento a diferentes pH y a distintas concentraciones de bilis, se determind que la cepa
de L. salivarius DSPV014C cumple con las caracteristicas buscadas para proponerla como
cepa potencialmente probiética (Bertozzi, 2012).

1.5 Hipdtesis

La suplementacién con L. salivarius DSPV014C mejora el desempefio productivo y
la sanidad de los cerdos de recria, mediante la estabilizacion de la microbiota del TGI, la

modificacion de la morfologia intestinal y la disminucion de la incidencia de diarreas.

1.6 Objetivo general

Evaluar el impacto de la suplementacion con L. salivarius DSPV014C sobre la
microbiota intestinal, su efecto sobre el estado sanitario y el medio interno y el desempefio

productivo de cerdos en etapa de recria.

1.7 Obijetivos especificos

e Analizar los cambios en la diversidad y abundancia de la microbiota intestinal en el
tiempo.

e Evaluar parametros hematoldgicos y las concentraciones de calcio, fdsforo,
fosfatasa alcalina, colesterol y triglicéridos en sangre.

e Contrastar la incidencia de diarrea entre los grupos experimentales.

e Comparar la morfologia intestinal de los lechones en ambos grupos experimentales.

e Determinar la influencia del probidtico sobre indicadores productivos.



2. MATERIALES Y METODOS



2.1 Ensayo in vivo con cerdos

El estudio se realiz6 en la Unidad Demostrativa Porcina de la Estacion Experimental
INTA Pergamino (ruta 32 km 4,5, 33° 56" S -60° 33' W).

El protocolo experimental disefiado para este trabajo fue aprobado por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires (2019/61).

Los animales se alojaron, de a pares, en jaulas con piso de slat plastico de 0,82 m?,
con comederos tipo tolva y chupetes de altura regulable. La temperatura ambiente se
mantuvo en 24+ 3° C. Para esto, cada jaula contd con una ldmpara infrarroja con encendido
automatico por debajo de los 24° C. Ademas, el galpon experimental estuvo equipado con
dos cafiones calefactores a gas con encendido automatico y cortinas laterales manuales para

manejar la ventilacion (Figura 1).
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Figura 1. Galpon de ensayos seccion Porcinos, EEA INTA Pergamino

Se trabajoé con un total de 20 lechones (10 machos quirdrgicamente castrados y 10
hembras) de genética comercial, seleccionados del destete de 4 cerdas. El destete se realizd

a los 28 dias de vida promedio, en este momento todos los lechones fueron pesados
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individualmente, desparasitados (0,2 cc de ivermectina) y vacunados contra circovirus y
micoplasma. Los animales permanecieron en estudio durante 6 semanas, hasta finalizar la
etapa de recria (70 dias de vida).

Todos los animales consumieron una dieta formulada en base a maiz, harina de soja 'y
premezcla comercial, en un programa de 3 fases alimenticias (Cuadro 1). Estas fueron
ajustadas segun requerimientos nutricionales (NRC 2012), los que se modifican a medida
que los cerdos crecen. Todas las fases estuvieron libres de APC. El programa de
alimentacion se determind segun las recomendaciones comerciales de las premezclas,
suministrandose por animal: 4 kg de fase 2, 13 kg de fase 3 y fase 4 desde el fin de fase 3

hasta concluir el experimento.

Cuadro 1. Aporte nutricional de cada fase de alimentacién

Nutriente Fase 2 Fase 3 Fase 4

Materia seca % 89 90 89

Proteina cruda % 20 20 21

EM Kcal 3500 3306 3235
Lisina total % NE 1,40 1,42
Lisina digestible % NE 1,23 1,23
Metionina total % NE 0,54 0,44
Metionina digestible % NE 0,49 0,39
Triptéfano total % NE 0,28 0,27
Triptofano digestible % NE 0,23 0,22
Treonina total % NE 0,96 0,94
Treonina digestible % NE 0,81 0,76
Valina total % NE 0,90 0,97
Grasa cruda % 55 6,16 3,13
Fibra cruda % 2,5 2,83 3,50
Calcio % 0,40 0,69 0,58
Fdsforo total % 0,58 0,64 0,63
Fosforo disponible % NE 0,41 0,38

EM: energia metabolizable. NE: no especificado por el proveedor.

2.2 Marcacion y produccién del probiético

La cepa utilizada fue L. salivarius DSPV014C (Numero de Genbank: GQ231447).
Para posibilitar su monitoreo en la MF, se produjo una mutante resistente a rifampicina.
Para tal fin se hicieron cultivos seriados en el medio MRS (De Man et al., 1960) (Oxoid,

Basingstoke, Reino Unido) con una concentracion inicial de rifampicina de 0,1 pg/ml hasta
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una concentracion final de 100 pg/ml (Demeckové et al., 2002; Ehrmann et al., 2002;
Zimmermann, 2020).

La mutante resistente derivada del proceso se multiplicé en caldo MRS durante 24 h a
37° C (Zimmermann, 2020). A partir de este indculo, se sembré la cepa en un biorreactor
(BIOSTAT® A Sartorius). Como medio de cultivo se utilizé permeado de suero (60 g/l)
suplementado con sulfato de manganeso (0,003 g/l), sulfato de magnesio (0,02 g/l), extracto
de levadura (40 g/lI) y Tween 80 (1 ml/l). La biomasa generada se centrifugé a 17° C
durante periodos de 10 min a 5000 g (Thermo Scientific™ Sorvall™ RC 6 Plus).
Finalizado este paso, se descart6 el sobrenadante y el pellet recuperado se lavé dos veces
consecutivas con solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS) (NaCl 138 mM, KCI 3
mM, Na;HPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,5 mM) (Fusari, 2020). Luego del dltimo lavado, se
desechd el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendié en 400 ml de leche descremada
al 6 % (P/V), concentrando la biomasa 10X, respecto del volumen en el bioreactor.
Finalmente la resuspension se congeld a -80° C durante 24 h y se liofiliz6 a 0,044 mbar

durante 48 h a -54° C. El li6filo se conservé a -20° C hasta su uso.

2.3 Disefio experimental

El resultado del pesaje al momento del destete dio un peso promedio de 8,95+ 1,33
kg. Debido a dicha variabilidad los animales se distribuyeron en 5 bloques, siguiendo un
disefio en bloques completos aleatorizados. Dentro de cada bloque, los lechones fueron
asignados al azar de a pares (un macho y una hembra) a dos grupos: control (GC) y
probiético (GP), quedando constituido cada uno por 10 animales.

El peso promedio inicial para el GC fue de 8,90+ 1,44 kg y para el GP de 8,99+ 1,29
kg. Para corroborar que no hubiera diferencias entre grupos, se realizd una prueba T de
student para muestras independientes (p= 0,8848).

Cada par de animales fue alojado en una jaula como se indica en la Figura 2, de esta
manera cada jaula con dos animales determina la unidad experimental. La disposicion de
los grupos en el galpén no pudo hacerse en forma aleatoria debido a que fue necesario
procurar una distancia minima entre ambos para evitar la contaminacion del GC con la cepa
en estudio. Al mismo tiempo, para disminuir la probabilidad de contaminacion se instalaron

bandejas con cal a la entrada del galpdn y entre grupos para la desinfeccion del calzado, se
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utilizaron guantes descartables y se limpi6 con alcohol 70 % v/v todas las superficies de la

ropa que pudieran haber estado en contacto con los animales.

Con el fin de suministrar una concentracion diaria similar de la cepa bacteriana a cada

animal, fue necesario realizar evaluaciones semanales de la viabilidad del in6culo. Para ello

se realizaron recuentos en placa en medio LAMVAB con rifampicina (100 pug/ml) a 37° C

en anaerobiosis, durante 96 h. En el Cuadro 2 se indican la concentracion semanal del

liéfilo y la cantidad suministrados por cerdo. El GP recibi6 una dosis diaria igual o superior

a 9,81 log de unidad formadora de colonias (UFC) del in6culo (nunca superé los 10,66 log

UFC), con este fin el liofilo se resuspendio en agua estéril destilada y se administro a los

animales oralmente con una jeringa, siempre a la misma hora (Figura 3).

GC |GC|GC GP |GP |GP
23| @3 |23 23|93 | ¥4
GC |GC GP|GP
?d3 | ¢d Q3 | ¥4

Figura 2. Disposicién de los grupos en las jaulas experimentales dentro del galpon.

GC: grupo control. GP: grupo probiético.

Figura 3. Suministro de Lactobacillus salivarius DSPV014C a lechones
en etapa de recria.
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Cuadro 2. Lidfilo de L. salivarius entregado por animal durante todas las semanas del experimento

Semana 1 2 3 4 5 6
ggﬂg‘;ﬂgam” (logfg | 999 9,90 1111 1111 11,03 1018
g/animal 0,99 0,99 0,90 0,96 0,96 1,00
ml/animal 5 5 5 10 10 10
log/animal 9,81 9,81 1003 1066 1063 10,18

Concentracién del liéfilo expresado en logaritmos/gramo. g/animal: gramos del li6filo entregados por animal por dia en
cada semana. ml/animal: volumen final expresado en ml que se le suministr6 a cada animal. Log/animal: logaritmos de L.
salivarius que recibié cada animal por dia en las respectivas semanas.

2.4 Medicién de variables

Las diversas muestras recolectadas durante el ensayo fueron procesadas en el
Laboratorio de Anélisis de Alimentos del Instituto de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Litoral (LAA-ICiVet, UNL), ubicado en la ciudad de Esperanza,
Santa Fe y en la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacia de la Universidad Nacional
de Rosario (FCByF-UNR).

2.4.1 Microbiota

Para realizar los analisis de la microbiota se eligieron al azar seis animales de cada
grupo, a los que se les extrajo semanalmente una muestra de MF mediante masaje rectal o
defecacion espontanea. Las muestras se colocaron en bolsas y se mantuvieron refrigeradas,
por no mas de 6 h, hasta su procesamiento. La recoleccion fue en las semanas 0, 1, 2, 3, 4, 5
y 6, correspondiendo la semana O al comienzo del experimento, previo al inicio de la

suplementacién.

2.4.1.1 Recuento de poblaciones microbianas

A fin de efectuar los recuentos microbioldgicos, de cada muestra de MF se tom6 1 gy
se realizaron diluciones decimales seriadas en Ringer % (Biokar, Beauvais, Francia) para
sembrar en placas de Petri. En el Cuadro 3 se especifican los MO monitoreados, los medios
de cultivo utilizados y las condiciones de incubacion para cada especie (Fusari, 2020;
Zimmermann, 2020).
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Cumplidos los tiempos de incubacion se procedié a contar las UFC. Las colonias que
se suponian eran Campylobacter termotolerantes fueron observadas al microscopio de
contraste de fases y confirmadas a partir de un fresco (Zimmermann, 2020).

Por otra parte, se calculé la relacidn entre los recuentos de las poblaciones de BAL y
E. coli, Campylobacter spp. y levaduras. También se obtuvo la relacion entre L. salivarius
DSPV014C y BAL. A continuacion, se muestran las formulas utilizadas para obtener cada

relacion:

Recuento L.salivarius
Recuento BAL

Relacién L.salivarius /BAL =

Recuento BAL

Recuento E.coli

Relacion BAL/E.coli =

Recuento BAL

Recuento Levaduras

Relacion BAL/Levaduras =

Recuento BAL

Recuento Campylobacter spp.

Relacion BAL/Campylebacter spp.=

Cuadro 3. Condiciones de incubacién para el recuento de especies microbianas

Microorganismo Medl_o de Temperatura (°C) Tiempo Condicion
cultivo (h)
BAL totales MRS 37 96 Anaerobiosis
LAMVAB +
L. salivarius DSPV014C rifampicina (100 37 96 Anaerobiosis
pg/ml)
E. Coli TBX 44 24 Aerobiosis
Campylobacter mCCDA 42 48 Microaerofilia
termotolerantes
Cloranfenicol
glucosa agar
Levaduras suplementado con 37 48 Aerobiosis
pluripeptona (5 g/l)
y dextrosa (20 g/l)

BAL: bacteria acido lacticas totales. MRS: De Man, Rogosa y Sharpe (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). LAMVAB:
Lactobacillus Anaerobic MRS with Vancomycin and Bromocresol Green (Hartemink et al. 1997). TBX: Tryptone Bile X-
glucuronide Agar (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). mCCDA: agar modificado con carbén vegetal, cefoperazona y
deoxicolato. Microaerofilia: 85% de N2, 10% de Oz y 5% de COs..
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2.4.1.2 Dinamica poblacional de la microbiota predominante

Con el objetivo de evaluar los cambios en la diversidad y abundancia de la microbiota
intestinal en el tiempo, a partir de cada muestra de MF se realizd un andlisis por
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE del inglés: “Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis™). Para ello, se tomaron 0,2 g de MF, se depositaron en tubos
eppendorff con 1 ml de solucion PBS y se mantuvieron a -20° C hasta el procesamiento.

2.4.1.2.1 Extraccion de ADN gendmico presente en la materia fecal

La extraccion de ADN de las muestras se realizd mediante el kit comercial Wizard®
Genomic Purification DNA Kit (Promega, Madison, Estados Unidos), siguiendo las
especificaciones para aislamiento de ADN gendmico de bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Luego del aislamiento, se cuantificd la concentracion de ADN en cada muestra
utilizando el equipo Take3 y software Gen5 para Windows version 2.01 en un lector
multimodal de microplacas (Sinergy HT, Bio-Tek, Winooski, Estados Unidos). A partir de
los valores de concentracion inicial obtenidos se realizaron las diluciones necesarias para

Ilevar a todas las muestras a una concentracion final de ADN de 40 ng/ul.

2.4.1.2.2 Amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La amplificacion de la region codificante del gen 16S del ADNr se realiz6 utilizando
los primers especificos universales GC-HDA1l y HDA2 (Cuadro 4), que permiten
amplificar la regién V3 del gen del ADNr 16S (200 pb) (Li et al., 2003). La mezcla de
reaccion utilizada fue la siguiente: dNTPs: 10,4 ul; agua: 20,4 ul; primers (10 pmol/ pl):
2,4 ul de cada uno; Taq polimerasa (5 U/ul): 0,38 pl; cloruro de magnesio (25 mM/ ul): 1,3
uly ADN molde 2,7 pul.

Para llevar a cabo la técnica se utilizé un termociclador Touch Thermal Cycler T960
(Heal Force, Shanghai, China). EI programa de amplificacion se encuentra especificado en
el Cuadro 5. Para descartar la presencia de contaminaciones, se empled un control negativo
sin ADN.
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Cuadro 4. Secuencia de primers utilizados para amplificar el ADN bacteriano presente en la materia fecal de
los cerdos.

Primer Sentido Secuencia

5’- CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA
CG-HDA1 | Forward CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3’

HDA2 Reverse > GTATTACCGCGGCTGCTGGCA C-3

Cuadro 5. Programa utilizado para la amplificacion por PCR de la regién codificante del gen 16S del ADNr

Fase Tiempo T(CC) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 4m 30s 94 1
Desnaturalizacion 30s 94

Hibridacion 30s 58 35
Elongacion Im 68

Elongacion final 7m 68 1

Tiempo medido en minutos (m) y segundos (s). T (° C): temperatura medida en ° C.

Con el fin de evidenciar que la amplificacion del gen objetivo haya sido adecuada, se
realizd una electroforesis en gel de los productos de PCR. Se utilizé un gel de agarosa al
2% en tampdén TBE 1X (TRIS-Borato-EDTA). En cada pocillo del gel se sembraron 1,8 ul
del producto de PCR de cada muestra y 1,2 ul de buffer de carga con colorante fluorescente
GEL RED a una concentracion final del 0,01 % (v/v) (Biotium, Freemont, Estados Unidos).
Se utilizd un marcador de peso molecular comercial 100 pb DNA Ladder (Pb-I Productos
Bio-l6gicos, Buenos Aires, Argentina), del que se sembraron 1,8 ul con 1,2 ul del buffer de
carga. La electroforesis se hizo a 80 V por 40 min y se empleé TBE 1X como tamp6n de
corrida. Al finalizar el tiempo indicado, el gel se observé con luz UV en un transluminador
(Labnet, Woodbridge, Estados Unidos).

2.4.1.2.3 Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

Para realizar la separacion del ADN presente en los productos de PCR de cada
muestra se utilizo la técnica DGGE usando el equipo D-Code Universal Mutation Detection
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, Estados Unidos). Se emplearon geles de 16 x 16 x 0,1 cm
de poliacrilamida 8 % p/v con gradiente desnaturalizante urea-formamida 40 %- 60 %. Las
condiciones de electroforesis fueron de 60° C y 130 V durante 4 horas (Simpson et al.,
2000; Zimmerman 2020).
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En cada pocillo del gel se sembraron 10 pl de muestra y 10 pl de buffer de carga.
Para normalizar los geles, y poder compararlos, se utiliz6 como marcador molecular una
mezcla de amplicones de las cepas bacterianas E. coli Nissle, L. salivarius DSPV014C y
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis.

Cumplido el tiempo de la electroforesis los geles se tifieron sumergiéndolos en
solucion de 250 ml de buffer TAE 1X con SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad, Estados
Unidos) al 1% (v/v) durante 15 min; y a continuacion, se colocaron por el mismo tiempo en
una solucion de lavado compuesta por 250 ml de buffer TAE 1X. Luego se observaron en
un transluminador de luz azul Safe Imager Blue-Light (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Estados Unidos) y se fotografiaron. Los archivos TIFF de las imagenes se analizaron con el
Software BioNumerics version 6.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica) para la
construccién de dendrogramas basados en el método del grupo de pares no ponderado con
el promedio aritmético (UPGMA). Ademas, con el fin de caracterizar el ecosistema
microbiano presente en la MF de los cerdos, se calcularon el indice de diversidad de
Shannon, el indice de homogeneidad de Pielou y el indice de riqueza de Margalef.

Las bandas observables en el transluminador se cortaron con un bisturi. Los
fragmentos cortados se sumergieron en 50 ul agua estéril bidestilada durante 24 h a 4° C
para separar el amplicon del gel. Luego se tomaron 2 ul para reamplificar el segmento
aislado mediante PCR utilizando las mismas condiciones y primers que en el punto
2.4.1.2.2. Los productos de dicha PCR se purificaron con el kit PURO ADN-Clean Up (PB-
L Productos Bio-Légicos, Bs As, Argentina) y fueron secuenciados por la empresa
MACROGEN (Seul, Corea del Sur). El anélisis de las secuencias resultantes se realiz con
la plataforma BLAST para nucleétidos, que permite comparar dichas secuencias con las

registradas en la base de datos del GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

2.4.2 Score fecal

El estado de salud de los animales se monitored diariamente, prestando especial
atencion al score fecal de cada cerdo. Este se determind mediante una escala visual de 0 a 3
en base a su consistencia (Loh et al., 2002). Siendo 0: heces en forma de pellet, 1: heces en

forma de semi pellet, 2: heces blandas y 3: heces acuosas.
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2.4.3 Analisis en sangre

Para tomar las muestras de sangre se eligieron al azar 8 lechones por grupo. A cada
animal se le extrajo semanalmente 5 ml de sangre por puncion de la vena cava, utilizando
agujas hipodérmicas de 40/8.

A cuatro muestras se les incorpord inmediatamente a su obtencion &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante (GT — Lab, Rosario, Argentina) y
se mantuvieron refrigeradas hasta su procesamiento (no mas de 6 h). Las cuatro muestras
restantes se dejaron a temperatura ambiente para la formacion del coagulo.

El primer muestreo se realizé en la semana 0, antes de comenzar a suministrar la cepa

en estudio al GP, repitiéndose en las semanas 1, 2, 3, 4,5y 6.

2.4.3.1 Eritrograma y leucograma

Para evaluar los pardmetros sanguineos de los cerdos, a partir de una alicuota de cada
muestra con EDTA se realizO un hemograma utilizando un contador hematoldgico
automatizado Mindray con software para muestras porcinas (Mindray BC-3000Plus,
Nanshan, China). Los resultados del eritrograma permitieron analizar recuentos de:
glébulos rojos (GR) (cel/ul), hemoglobina (Hgb) (g/dl), hematocrito (Hto) (%), volumen
corpuscular medio (VCM) (fl), hemoglobina corpuscular media (HCM) (pg) vy
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) (g/dl). A partir del leucograma
se obtuvieron los recuentos de: globulos blancos (GB) (cel/ul), células polimorfonucleares
(PMN) (cel/ul) y células mononucleares (MN) (cel/ul).

Paralelamente, mediante un frotis teflido con Giemsa y su posterior observacion al
microscopio, se identificaron y contaron diferentes tipos de leucocitos. Con esta técnica se
obtuvo la formula leucocitaria relativa (FLR), la que al ser contrastada con el recuento de
GB permitio realizar el célculo de la férmula leucocitaria absoluta (FLA) de las diferentes
lineas celulares. De esta forma se definieron los valores (cel/ul) de linfocitos, monocitos,
neutrofilos, eosinofilos y basofilos. Asimismo, se calculd la relacion entre la poblacion de
neutrofilos y linfocitos (Indice N/L).

El resultado obtenido de cada parametro fue contrastado con su respectivo rango de

valores normales en cerdos (Schalm’s Veterinary Hematology 2010).
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2.4.3.2 Bioguimica sanguinea

Las muestras sin EDTA y el resto de las muestras con EDTA (excedente del
hemograma) fueron centrifugadas a 3500 g por 15 minutos con el fin de separar el coagulo
del suero y el plasma de las células respectivamente. El plasma y el suero fueron
almacenados a -20° C hasta su procesamiento.

Sobre el plasma se determind la concentracion de: calcio (mg/dl) a través el método
colorimétrico con Arsenazo Il (Calcio Plus, GT Laboratorio S.R.L., Santa Fe Argentina);
fosfatasa alcalina (U/I), con el método cinético a 405 nm segun DGKC/SSCC (Fosfatasa
alcalina Liquid Plus, GT Laboratorio S.R.L., Santa Fe Argentina); triglicéridos (mg/dl),
mediante el método GPO/PAP (Trigliceridos Liquid Plus, GT Laboratorio S.R.L., Santa Fe
Argentina) y colesterol (mg/dl) con el método CHOD/P AP (Colesterol Liquid Plus, GT
Laboratorio S.R.L., Santa Fe Argentina). A partir del suero se determind la concentracion
de fosforo inorganico (mg/dl), utilizando el método directo U.V. (Fésforo Inorganico UV,
GT Laboratorio S.R.L., Santa Fe Argentina). Todas las determinaciones realizadas se
hicieron sobre las muestras correspondientes a las semanas 0, 1, 3 y 6 de ambos grupos.

Los valores encontrados se compararon con los rangos normales indicados para la

especie porcina (Egeli et al., 1998; Perri et al., 2017).

2.4.4 Morfologia intestinal

Al finalizar el experimento se eligieron al azar tres animales de cada grupo
experimental, que fueron sacrificados para realizar extraccion de tejidos. La faena se realiz6
en un frigorifico habilitado por SENASA ubicado en la localidad de San Andrés de Giles,
provincia de Buenos Aires (34° 42' S, -59° 28' W).

Se tomaron muestras de los diferentes segmentos del intestino delgado: duodeno,
yeyuno e ileon. Se cortaron trozos de aproximadamente 2 cm de largo, los que fueron
abiertos para exponer las vellosidades y fijados en formol tamponado al 10% (v/v).

Las muestras fueron enviadas al Servicio de Histotecnologia del Area Morfologia de
la FCByF-UNR donde se realiz6 el procedimiento habitual de técnica histoldgica para

inclusion en parafina y se hicieron cortes de 5 P de grosor. Estos se tifieron con la técnica
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de hematoxilina-eosina (Garcia del Moral, 1993). De cada muestra se realizaron 3 cortes no
contiguos.

Cada corte fue analizado mediante un microscopio binocular con iluminacién LED
(Zeiss, modelo Axio Lab Al) y fotografiado (Zeiss, modelo Axiocam ERc 5s).

A partir de las fotografias se midio la altura de las vellosidades (V) y la profundidad
de las criptas (C), estas solo fueron medidas cuando la vellosidad estuvo bien orientada y se
podia apreciar su respectiva cripta. De cada corte se midieron las 10 vellosidades mas
largas desde la punta hasta la apertura de la cripta; y sus respectivas criptas, desde su
apertura hasta su base (Nabuurs, et al. 1993 y Pluske, et al. 1996). Dichas mediciones se
realizaron con el programa Zen 2.6 (blue edition). A partir de los valores obtenidos, se

calcul6 también la relacién V/C.

2.4.5 Indicadores productivos

A fin de evaluar el desempefio productivo de los cerdos se registrd, semanalmente, el
peso individual y se midié el consumo de alimento por jaula, determindandolo como la
diferencia entre el alimento entregado y el rechazado. A partir de estos datos y mediante las
férmulas que se indican a continuacion se calcul6: la ganancia de peso media diaria
(GMD), el consumo de alimento medio diario (CMD) y la conversion alimenticia global
(CA). El célculo de la CA en forma individual no fue posible ya que los animales se
manejaron de a pares. Sin embargo, se considerd conveniente obtener un dato estimativo de
una de las variables mas importantes de la produccion. Para ello fue necesario calcular el
consumo total de alimento y el aumento de peso total, es decir, los kg acumulados durante

todo el experimento.

peso final — peso inicial

GMD =
ne de dias transcurridos

alimento entregado — alimento rechazado

CMD =
ne de dias transcurridos
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consume total de alimento (kg)

aumento de peso total (kg)

2.5 Analisis estadistico

Para evaluar los recuentos de poblaciones microbianas a través del tiempo, los
andlisis se realizaron en cada grupo por separado mediante modelos lineales mixtos.
Cuando no se cumplieron los supuestos de los errores se modeld la estructura de la
varianza-covarianza de los errores considerando las semanas. Para evaluar si hubo
diferencias, en el recuento de poblaciones microbianas entre grupos, en cada semana se
realiz6 una prueba t-student para muestras independientes.

Los indices de diversidad de Shannon, Homogeneidad de Pielou y Riqueza de
Margalef se analizaron mediante un analisis de la varianza, considerando las medidas
repetidas en el tiempo, utilizando modelos lineales mixtos. Las medias ajustadas se
compararon mediante la prueba de Fisher (a= 0,05).

La evaluacién del score fecal en ambos grupos se realizé mediante el célculo de las
frecuencias relativas de cada score y se analizd su distribucion mediante un test Chi
cuadrado. Ademas, se analizaron graficamente las distribuciones de las frecuencias
absolutas semanales de cada score fecal para ambos grupos.

Los recuentos obtenidos del eritrograma y leucograma como asi también los valores
de calcio, fésforo inoganico, fosfatasa alcalina, triglicéridos y colesterol fueron analizados
por grupo a través de modelos lineales mixtos, considerando las medidas repetidas en el
tiempo y ajustando la matriz de varianza-covarianza de los errores cuando correspondio.
Ademas, se realiz6 una prueba t-student para muestras independientes con el fin de
identificar diferencias entre grupos para cada momento. Para basofilos y eosindfilos se hizo
un analisis descriptivo para indicar media, error estandar y mediana. Adicionalmente se
realizd para cada semana una prueba de Wilcoxon para muestras independientes con el
objetivo de determinar diferencias significativas entre grupos.

Las diferencias entre las variables AMD, CMD vy evolucion del PV entre grupos se
evaluaron en un andlisis de la varianza, considerando las medidas repetidas en el tiempo,
mediante modelos lineales mixtos. Las medias ajustadas se compararon mediante la prueba

de Fisher (a= 0,05). Por otro lado, el peso vivo final (PVf) se evalu6 mediante una t-
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student para muestras independientes y para la CA, el consumo total y el aumento de peso
total se realiz6 una prueba de Wilcoxon para muestras independientes.

Las mediciones de vellosidades intestinales fueron analizadas mediante una t-student
para muestras independientes.

En todos los casos se utilizé InfoStat (Di Rienzo et al., 2012).

23



3.RESULTADQOS
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3.1 Microbiota

3.1.1 Recuento de poblaciones microbianas

Los recuentos de las poblaciones microbianas estudiadas en la MF de los lechones a
lo largo del experimento se pueden apreciar en el Cuadro 6. Alli se observa que en el GC
los valores de L. salivarius DSPV014C fueron, en todos los muestreos, inferiores al limite
de deteccion (2 log UFC/g MF). Este resultado coincide con el obtenido para el GP en la
semana 0. Sin embargo, en este Ultimo grupo, cuando se analizan las semanas siguientes
puede verse que el inoculo fue recuperado en concentraciones superiores a 2,98 log UFC/g
MF y dicha concentracidn se modifico a lo largo del tiempo (p= 0,0314).

En cuanto a las deméas poblaciones examinadas, puede notarse que tanto para el GC
como para el GP los recuentos variaron en el tiempo (p< 0,05). Cuando se comparan ambos
grupos en cada semana, los recuentos de Levaduras y E. coli no muestran diferencias
significativas en ningin momento. Por el contrario, para BAL hubo diferencias entre
grupos en la semana 1 (p= 0,0200) y para Campylobacter spp. en la semana 3 (p= 0,0467).

Como producto de los recuentos mencionados fue posible calcular las relaciones que
se presentan en el Cuadro 7. Dado que todas las poblaciones variaron en el tiempo también
lo hicieron las distintas relaciones medidas entre MO (p< 0,05), a excepcion de la relacion
L. salivarius DSPV014C /BAL que se mantuvo estable (p= 0,0721). Los valores de la cepa
en estudio se mantuvieron entre 0,36 y 0,56 con respecto al total de BAL.

En el GC la relacion BAL/ E. coli fue mayor a uno en todas las semanas, asumiendo
valores entre 1,03 y 2,93. Por otro lado en el GP el valor minimo se dio en la semana 0 y
fue de 0,91, en las siguientes semanas (coincidiendo con el inicio de la administracion
diaria de L. salivarius DSPV014C) las relaciones fueron mayores a uno alcanzando su
maximo en la semana 3 (3,46). Para la relacion BAL/ Levaduras se obtuvieron valores entre
1,52 y 3,57, y entre 1,84 y 3,53 para el GC y GP respectivamente. En esta relaciéon se
encontraron diferencias significativas entre grupos Unicamente en la semana 1 (p= 0,0358).

En cuanto a la relacion BAL/ Campylobacter spp. hubo diferencias entre grupos en la
semana 3 (p= 0,0215) y los valores extremos fueron 1,18 y 2,63 para el GC, y 1,18 y 3,22
para el GP.
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Cuadro 6. Recuento semanal de poblaciones microbianas expresado en log de las UFC por gramo de materia

fecal (log UFC/g MF)

Semana _valor
0 1 2 3 4 5 6 P
L. salivarius log (UFC/g MF)
GC <LD
4,06+ 3,72+ 3,76+ 4,04+ 4,39+ 2,08+
GP <LD " 3240  027b  007b  045ab  018a  0s1p 20314
BAL totales log (UFC/g MF)
765:  823:022 7.86% 811+ 8,55+ 8.58= 8.34%
GC 022 a abA  022ab  022ab  022b  022b  024p 2042
7,54+ 9,02+ 7,05+ 8,17+ 8,67+ 7.02+ 8,33+
GP 055a 009bB  013a  010a  01la  040a  015a  ~0.0001
ovalor | 08478 00200 07134 07891 05656 02275 _ 0,3860
Levaduras log (UFC/g MF)
435% 5.43% 3.83% 2.55% 2.08% 254t 244t
GC 018a  015b  022a  036cd  02lc  028cd  016d  ~0.0001
p 4,06+ 5,01+ 4,24+ 2,81+ 3,02+ 2,88+ 2575 00002
038ab  036a  025a  05lbc  049bc  040bc  0.36c !
ovalor | 05074 03175 02441 06846 0939 05032 0,7362
E. coli log (UFC/g MF)
7.48% 6.37% 4,06+ 3.02% 5.18% 432+ 3.82¢
GC 043a  043ab  043cd  043e  043bc  043cd  043de ~0.0001
8,37+ 742+ 4,46+ 2,50+ 3,02+ 4,58+ 477+
GP 050a  050a  050b  050c  050bc  050b  050p  ~0.0001
pvalor | 00604 01507 03963 04467 _ 00928 07075 _ 0,3371
Campylobacter termotolerantes log (UFC/g MF)
6.53% 5,15+ 441+ 310+ 352+ 410+ 3.45%
GC 034a  034b  034bc 034dA 034cd  034c  034cd 00001
6,45+ 5,46+ 4,61+ 416+ 3,83+ 2,80+ 342+
GP 045a  045ab  045bc  045cB  045cd  045d  045¢d  ~0.0001
ovalor | 08263 07060 06153 _ 00467 _ 05654 00670 09632

Valores expresados en media + error estandar. GC: grupo control; GP: grupo probi6tico. LD: limite de deteccion 2 log
(UFC/g MF). Letras minusculas distintas indican diferencias significativas en el tiempo dentro de cada grupo (p< 0,05).
Letras mayusculas indican diferencias significativas entre grupos en cada semana (p< 0,05).
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Cuadro 7. Relaciones entre poblaciones microbianas muestreadas en materia fecal de lechones

Semana
0 1 2 3 4 5 6 p- valor
Relacion L. salivarius DSPV014C/BAL

0,45+ 047+ 046+ 047+ 056+ 0,36+

GP - 0,03 0,03 0,01 0,05 0,04 0,06 0,0721

Relacion BAL/ E. coli

1,03+ 1,34+ 1,64+ 2,03+ 172+ 210+ 222+

GC 005a  013b  012b  040c  016b  026bc  045pc  ~0.0001
0,91+ 1,25+ 182+ 346+ 2,41+ 1,85+ 215+

GP 008a  011b  01lbc  042d  032cd  022bc  051bcd  ~0:0001
o-valor | 02414 06248 02980 03857 00878 04826  0,0282

Relacion BAL/ Levaduras

1,78+ 1,52+ 210+ 348+ 205+ 357+ 3,25+

GC 012ab 005bA  016a 043¢  023¢c  039¢c 043¢  ~0.0001
1,00+ 1,84+ 1,01+ 281+ 328+ 302+ 3,53+

GP 014a 012aB  010b  041b  051b  040b  043p 0006
o-valor | 05550 00358 03493 02957 05717 03476 0,6427

Relacion BAL/Campylobacter spp

1,18+ 1,68+ 182+ 2,63+ 246+ 221+ 258+

GC 005a  016b  012b 011cA 012bc  028bc  058bc  ~0.0001
1,18+ 1,74+ 176+ 205+018 251+ 322+ 2,75+

GP 010a  017b  01lb bcB  04lbed  046d  044cd  ~0.0001
o-valor | 00764 07954 07156 _ 00215 _ 00012 _ 00897 08151

Valores expresados en media + error estdndar. GC: grupo control; GP: grupo probidtico. Letras minusculas distintas
indican diferencias significativas en el tiempo dentro de cada grupo (p< 0,05). Letras mayusculas indican diferencias
significativas entre grupos en cada semana (p< 0,05).

3.1.2 Dinamica poblacional de la microbiota predominante

3.1.2.1 Perfil obtenido a partir de la DGGE

La Figura 4 muestra el dendrograma obtenido a partir de la DGGE para los cerdos en
la semana 0. En este caso pueden verse dos clusters principales con un 15 % de similitud,
encontrandose dentro de ellos muestras pertenecientes a animales tanto del GC como del
GP, por lo que puede decirse que no se diferencian entre grupos. Los patrones obtenidos

presentaron entre 4 y 15 bandas por calle.
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Figura 4. Dendrograma de los perfiles DGGE de la microbiota predominante en la materia fecal de los cerdos

en la semana 0.
C: Grupo Control. P: Grupo Probiético.

Para la semana 3 (Figura 5), no se ven agrupamientos que formen clusters principales.
Para este momento se encontraron entre 3 y 12 bandas por calle, siendo las muestras del

GC las que tuvieron menor nimero de bandas (GC: entre 3y 8 vs GP: entre 9 y 12).
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Figura 5. Dendrograma de los perfiles DGGE de la microbiota predominante en la materia fecal de los cerdos

en la semana 3.
C: Grupo Control. P: Grupo Probiético.

En el dendrograma correspondiente a la Gltima semana (Figura 6), se observa un
cluster principal, con una similitud del 18 %, uno de ellos est4 conformado por una sola
muestra del GC, el otro conforma un nuevo cluster con un 24 % de similitud, que a su vez,

vuelve a separarse en dos. Los grupos experimentales estuvieron repartidos sin seguir un
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patron visible, por lo que no puede establecerse una diferencia entre grupos a partir de este
dendrograma.

Al ver los resultados de todas las semanas en conjunto para cada grupo experimental
(Figuras 7 y 8) podria decirse que la evolucion de la microbiota en ambos grupos fue
diferente a lo largo del tiempo. Por un lado, la diferenciacion no fue tan marcada en el GC,
si bien hay varios clusters bien marcados, dentro de ellos se agrupan muestras de distintas
semanas. Por el otro lado, el dendrograma que agrupa todas las semanas del GP (Figura 8),
muestra 2 clusters con una similitud del 14 %. El primero, con un 15 % de similitud, agrupa
las semanas 0 y 3. El segundo contiene todas las muestras de la semana 6, con un 20 % de

similitud entre si.
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Figura 6. Dendrograma de los perfiles DGGE de la microbiota predominante en la materia fecal de los cerdos
en la semana 6.
C: Grupo Control. P: Grupo Probiético.
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Figura 7. Dendrograma de los perfiles DGGE de la microbiota predominante en la materia fecal de los cerdos

del Grupo Control para las semanas 0, 3y 6.
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Los resultados de diversidad, homogeneidad y riqueza del microbioma de la MF de
los cerdos se presentan en el cuadro 8. Para los indices de Shannon y Margalef la
interaccidn entre grupo y semana resulto significativa (Cuadro 8).

En cuanto a la diversidad, en el GC el indice promedio se mantiene constante a través
de las semanas. Sin embargo, en el GP hay un aumento significativo en la semana 3. A su
vez, en dicha semana, el indice para el GP presentd un aumento significativo respecto al
GC (2,02 vs 1,43).

Con relacion al indice de Margalef, al comparar entre semanas, en el GC se produce
un aumento significativo de la riqueza microbiana en la semana 6. Respecto al GP el indice
promedio se mantuvo constante a lo largo de todas las semanas. Adicionalmente, se
observo que el indice promedio en la semana 3, es significativamente mayor para el GP
(1,67 vs 0,96).

Finalmente, para el indice de Pielou la interaccion result6 no significativa.

Cuadro 8. indices de diversidad, homogeneidad y riqueza del microbioma de la materia fecal de cerdos en
etapa de recria

Indice Grupo Semana p-valor
0 3 6 Semana*Grupo
. . GC 1,42+0,12b 1,43+0,12b 1,77+0,12ab
Diversidad de Shannon 0,0119**
GP 1,69+0,13b 2,02£0,15a 1,54+0,12b
H idad de Piel GC 0,74+ 0,03 0,85+ 0,03 0,82+ 0,03 0.1462
mogenei i ,
omogeneidad de Fielod GP 078+004  0,87+004 0,74+ 0,03
. GC 1,29+ 0,15bc 0,96+ 0,15c¢ 1,81+ 0,15a
Riqueza de Margalef 0,0665*
GP 151+ 0,17ab 1,67+0,19ab 1,73+ 0,15a

Valores expresados en media + error estandar. GC: grupo control; GP: grupo probidtico. Letras distintas indican
diferencias significativas (p< 0,05). * p< 0,10; **p< 0,05

3.1.2.2 Caracterizacion taxondmica de la microbiota presente en la materia fecal

Del total de las secuencias identificadas, 19 correspondieron a bacterias no
cultivables. En cuanto a phylum, las coincidencias fueron de un 76 % Firmicutes, 16 %
Bacteroidetes, 4 % Synergistetes y el 4 % restante Proteobacterias. Dentro de
Bacteroidetes, el 100 % se correspondi6 con la clase Bacteroidia, orden Bacteroidales, y en
este ultimo, el 33 % concuerda con MO de la familia Porphyromonadaceae y el 67 % a
Prevotellaceae. El orden Firmicutes fue el que presenté mayor variabilidad, habiendo 2
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clases diferentes, el 21 % representado por Bacilli (donde el 100 % de las familias
encontradas fueron Lactobacillaceae) y el 79 % por Clostridia (Figura 9).

Synergistetes

0,
Pmteolmrcterias-,4 /o

4%

Figura 9. Distribucion porcentual de A: phylum, B: clases (dentro de Firmicutes), C: dérdenes (dentro de
Clostridia) y D: familias (dentro de Clostridiales) encontrados en la materia fecal de cerdos en etapa de
recria.

En los cuadros 9, 10 y 11 se presentan los resultados de la secuenciacion del ADN
aislado de la MF de los lechones.

Las muestras pertenecientes a la semana 0 (Cuadro 9) tuvieron un porcentaje de
similitud con secuencias del Genbank de entre 86,27 % y 95,98 %, estando presentes los
phylum Firmicutes y Bacteroidetes. EI primero fue el de mayor aparicién (banda 2, 3, 6, 10
y 11) y dentro de éste la clase Clostridia orden Clostridiales fueron predominante. Las
especies de mayor similitud con las secuencias del Genbank correspondieron a las familias
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Eubacteriaceae y Clostridiaceae. En el mismo
phylum, hubo una coincidencia para la clase Bacilli, orden Lactobacillales, familia
Lactobacillaceae. Por otro lado, la especie correspondiente a la banda 5 coincide con el
phylum Bacteroidetes y pertenece a la clase Bacteroidia, orden Bacteroidales, familia
Porphyromonadaceae.

32



Cuadro 9. Porcentaje de identidad de secuencias parciales del gen 16S ARNr presente en la materia fecal de
lechones en la semana 0, comparadas con las secuencias presentes en la base de datos del NCBI

Banda Grupo Phylum Especie relacionada Identidad (%) N° NCBI
1 GP Firmicutes Uncultured Rur_nlnoc_occaceae bact_erlum clone 9077 91.76 % KP109112.1
uncultured Oscillospiraceae bacterium
) GP Bacteroidetes Uncultured Barnesiella sp. clone 10995 91,76 % KP102100.1
GP Firmicutes Uncultured Lachnospiraceae bacterium clone 6856 86.27 % KP107837.1
3 GP Firmicutes Uncultured Garciella sp. clone 6924 87,66 % KP107893.1
GP Firmicutes Uncultured Blautia sp. clone 14726 86,27 % KP103465.1
Uncultured bacterium isolate DGGE gel band
4 GP GC30_b15 16S ribosomal RNA gene, partial 93,18 % KJ630789.1
sequence
5 GP Bacteroidetes ;Jlngcgltured Porphyromonadaceae bacterium clone 91.46 % KP105533.1
6 GP Firmicutes Lactiplantibacillus plantarum strain 8P-A3 89,47 % CP046726.1
. Uncultured Bacteroidetes bacterium clone o
, GP Bacteroidetes Grapl_Lb2d_C5 95,98 % KP716742.1
) Uncultured Bacteroidetes bacterium clone 0
GP Bacteroidetes Grapl_Lb2a_H3 95,40 % KP716743.1
8 GC Uncultured bacterium clone 16S(V3-V4)-241 91,84 % MH196810.1
9 GC L_Jncultured prokaryote clone Otu03271 16S 94.34 % MG855307 1
ribosomal RNA gene
10 GC Firmicutes Uncultured Clostridium sp. clone 18070 85,82 % KP104383.1
GC  Firmicutes Uncultured Coprococcus sp. clone 7053 85,82 % KP107983.1
1 GC  Firmicutes Uncultured Thermoanaerobacterales bacterium 9474 % HQ416826.1

clone OTU70_1

GP: grupo probidticos, GC: grupo control. NCBI: National Center for Biotechnology Information.

Para la semana 3, el porcentaje de similitud estuvo entre 85,71 % y 100 %. Dentro del

phylum Firmicutes (bandas 13, 14 y 18), hubo similitudes con especies pertenecientes a la

clase Clostridia, orden Clostridiales, familias Ruminococcaceae y Clostridiaceae; y a la

clase Bacilli, orden Lactobacillales, familia Lactobacillaceae. Ademas, se encontré una

especie perteneciente al phylum Bacteroidetes (Banda 22), clase Bacteroidia, orden

Bacteroidales, familia Prevotellaceae. La banda 12 tuvo similitud con una especie

perteneciente al phylum Proteobacteria, clase Deltaprotobacteria (Cuadro 10).

Las muestras correspondientes a la ltima semana experimental (Cuadro 11) tuvieron

un porcentaje de similitud de entre 87,31 % y 97,56 % respecto a las secuencias registradas

en el Genbank. Habiendo coincidencias con los phylum Firmicutes (bandas: 23, 24, 27, 30,

31y 34) y Synergistetes.
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Cuadro 10. Porcentaje de identidad de secuencias parciales del gen 16S ARNr presente en la materia fecal de
lechones en la semana 3, comparadas con las secuencias presentes en la base de datos del NCBI

Banda Grupo Phylum Especie relacionada Identidad (%) N°NCBI
11 GP Uncultured bacterium gene 92,00 % LC196362
12 GP  Proteobacteria  Uncultured delta proteobacterium clone tgr_wlfz-430 92,75 % KT322610.1
13 GP  Firmicutes Uncultured lactobacillus sp. Clone 1090 93,26 % KP102068.1
14 GP  Firmicutes Uncultured ruminococcaceae bacterium clone 8943 86,00 % KP109030.1
15 GP  Firmicutes Uncultured anaerovorax sp. Clone 13854 85,71 % KP103171.1

GP Uncultured bacterium clone 95,39 % KY285818.1
16 GP Uncultured bacterium clone RL246_AAI75E11 92,76 % DQ793684.1
17 GP Uncultured bacterium clone 02B01 93,38 % GQ132747.1
18 GP  Firmicutes Uncultured clostridium sp. Clone 7046 100,00 %  KP107978.1

GP  Firmicutes Uncultured ethanoligenens sp. Clone 5643 100,00 %  KP106880.1
19 GC Uncultured bacterium clone 1108 91,46 % KU506322.1
20 GC Uncultured bacterium clone NCD2700H06C1 100,00 %  JF221760

GC Sludge granule bacterium 5 94,00 % EF190024.1
21 GC Uncultured bacterium isolate DGGE GEL BAND 22 92,00 % DQ660942.1
22 GC Bacteroidetes  Uncultured prevotella sp. Clone 2667 91,28 % KP105135.1

GP: grupo probidticos, GC: grupo control. NCBI: National Center for Biotechnology Information.

Cuadro 11. Porcentaje de identidad de secuencias parciales del gen 16S ARNTr presente en la materia fecal de
lechones en la semana 6, comparadas con las secuencias presentes en la base de datos del NCBI

Banda Grupo Phylum Especie relacionada Identidad (%0) N° NCBI
23 GP  Firmicutes éJennc(;JngJZr?glggostrld|ales Family IV bacterium clone 91,67 % KY665342 1
24 GP  Firmicutes Uncultured Lactobacillus sp. clone 1090 93,18 % KP102068.1
25 GP uncultured bacterium partial 16S rRNA gene 89,44 % LR638837.1
2% GP ﬁggg;%;?thﬁggéﬁr: clone E416QYJ01FMJ5R 16S 89.93 % HQ294353.1
27 GP  Firmicutes Uncultured Acetivibrio sp. clone denovo211272 96,20 % KY664368.1
28 P Uncultured bacterium clone OTU_3981 97,26 % KX971535.1

Uncultured bacterium clone DF2287 93,90 % GU610464.1
29 GC Uncultured bacterium clone T1_1 189 90,70 % JQ135070.1
30 GC Firmicutes Uncultured Clostridium sp. clone zeo13 98,03 % KF530899.1
31 GC Firmicutes Uncultured Ruminococcaceae bacterium clone 6208 87,31 % KP107345.1
32 GC  Firmicutes Uncultured Prevotella sp. clone 2335 91.23 % KP104870.1
33 GC g_rll_cdj(l)tlu(;gg.bacterium partial 16S rRNA gene, 90.79 % LT007929.1
34 GC Firmicutes Uncultured Lactobacillus sp. clone DA DC 1387 91.12 % ON028231.1
35 GC Synergistetes  Uncultured Thermovirga sp. clone R1_D54_S20_G02 92,86 % MN270920
36 GC Uncultured bacterium clone GDIC2IK01EZ1YF 97,56 % JF648315.1

GP: grupo probidticos, GC: grupo control. NCBI: National Center for Biotechnology Information.

34



3.2 Score fecal

El Cuadro 12 muestra los resultados del andlisis del score fecal de los lechones
durante todo el ensayo. Alli se indica que el score fecal es independiente del grupo, es decir
que la distribucién de las frecuencias de cada score fecal fue similar en ambos grupos. Se
destaca que el 94,5 % de las observaciones en el GC y el 95,5 % en el GP corresponden al
score fecal 0 y el score fecal 3 representa el 0,7 % enel GCy 0 % en el GP.

Cuadro 12. Distribucidn de frecuencias relativas del score fecal para cada grupo

Score fecal GC (%) GP (%) p-valor
0 94,5 95,5
1 3,0 3,0
5 18 15 0,3786
3 0,7 0

GC: grupo control. GP: grupo probi6tico. Probabilidad asociada < 0,05 indica diferencias significativas entre grupos.

Por otro lado, cuando se analiza la distribucién de las observaciones de cada score
fecal por semana diferenciado por grupo (Figura 10), puede notarse que el score fecal 3
(heces acuosas) se presentd solamente en las semanas 1 y 2 en el GC. Ademas, en dichas

semanas se agruparon la mayoria de los registros del score fecal 1 y 2 para ambos grupos.

80

60

40

-

N° de observaciones

20

GC GP GC GP GC GP GC GP GC GP GC GP
1 2 3 4 5 6

Semana

Figura 10. Namero de observaciones segun score fecal y tratamiento en cada semana para el grupo control
(GC) y el grupo probiético (GP).

Escala visual de 0 a 3 en base a la consistencia de la materia fecal. 0: heces en forma de pellet, 1: heces en forma de semi
pellet, 2: heces blandas y 3: heces acuosas (Loh et al., 2002).
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3.3 Analisis en sangre
3.3.1 Eritrogramay leucograma

Los resultados del eritrograma se presentan en la Figura 11. En ambos grupos los
recuentos de GR se mantuvieron dentro del rango de valores normales en porcinos durante
todo el estudio (excepto en la semana O para el GC, donde el valor obtenido fue mayor al
limite superior). En el GC los datos fueron similares en las distintas semanas (p> 0,05) v,
por el contrario, en el GP hubo variaciones a lo largo del tiempo (p= 0,0009). La semana 5
fue la Unica que mostrd diferencias al comparar ambos grupos (p= 0,0087), siendo mayor
el valor encontrado en el GC.

Los datos obtenidos para Hgh muestran que hubo variaciones a lo largo del tiempo
para los dos grupos (p< 0,05) y la Unica diferencia entre ambos también se dio en la
semana 5 (p=0,0478) siendo el GC superior. Ademas, los valores estuvieron dentro de los
rangos normales en la semana 3 y 6 para el GP y a partir de la tercera semana para el GC
(Figura 11).

Para Hto no se observaron diferencias entre grupos en ningin momento (p> 0,05).
Sin embargo, cuando se analizd cada grupo por separado, si se vieron diferencias a lo largo
del tiempo (GC: p= 0,0202 y GP: p= 0,0007). Los valores de Hto en ambos grupos sélo
estuvieron fuera del rango normal indicado para cerdos en la semana 1.

Los valores de VCM variaron en el tiempo (GC: p<0,0001 y GP: p=0,0015)
pudiendo inferir que el comportamiento de ambos fue similar ya que no hubo diferencias
entre grupos en ninguna semana. Este parametro coincidi6 con valores normales a partir de
la semana 3 para el GP y semana 4 para el GC.

La HCM y la CHCM siempre estuvieron por debajo del valor minimo normal
indicado para dichos parametros. Ademas, no se encontraron diferencias entre grupos para
ninguna de las dos variables. En HCM hubo variaciones en el tiempo tanto para el GC
como para el GP (p< 0,0001 y p= 0,0023 respectivamente). En cuanto a CHCM solo hubo
variaciones en el tiempo en el GC (p< 0,0001).

En relacién al analisis del leucograma, se encontré que la poblacion de GB tanto en el
GC como en el GP sufri6 modificaciones en el tiempo (GC: p= 0,0005 y GP: p= 0,0026),
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hallandose los mayores valores en las semanas 5y 6 en el GC y en la semana 2 en el GP.
Sélo en la semana 0 hubo diferencias entre grupos (p= 0,0038).

Las células PMN en su conjunto se comportaron de manera constante a lo largo de las
semanas en ambos grupos (p> 0,05), y entre ellos no se diferenciaron en ningin momento
(p> 0,05). Por el contrario, las células MN si variaron en el tiempo (GC: p= 0,0162 y GP:
p= 0,0136) y al igual que los GB, mostraron diferencias significativas entre grupos en la
semana 0 (p=0,0451) (Figura 12). Cabe destacar que, para los 3 parametros mencionados,
las cifras encontradas estuvieron siempre dentro del rango de valores normales para la
especie (Schalm’s Veterinary Hematology 2010) excepto el GC en MN para la semana 6,

donde el valor fue mayor al limite superior.
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Figura 11. Evolucién semanal de pardmetros sanguineos obtenidos del eritrograma para cerdos del grupo
control (GC) y grupo probidtico (GP).

Valores expresados en Media+ E.E. Las lineas punteadas indican el rango de valores normales en porcinos (Schalm’s
Veterinary Hematology 2010). GR: gldbulos rojos. Hgh: hemoglobina. Hto: hematocrito. VCM: volumen corpuscular
medio. HCM: hemoglobina corpuscular media. CHCM: concentracion de hemoglobina corpuscular media. Letras
mindsculas distintas indican diferencias significativas en el tiempo dentro de cada grupo (p< 0,05) (negrita para GC,
normal GP). Letras mayusculas indican diferencias significativas entre grupos en cada semana (p< 0,05).
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Figura 12. Evolucién semanal de pardmetros sanguineos obtenidos del leucograma para cerdos del grupo
control (GC) y grupo probidtico (GP).

Valores expresados en Media+ E.E. Las lineas punteadas indican el rango de valores normales en porcinos (Schalm’s
Veterinary Hematology 2010). GB: glébulos blancos. PMN: células polimorfonuceares. MN: células mononucleares.
Letras minusculas distintas indican diferencias significativas en el tiempo dentro de cada grupo (p< 0,05) (negrita para
GC, normal GP). Letras mayusculas indican diferencias significativas entre grupos en cada semana (p< 0,05).

Sumado a lo anterior, en la Figura 13 se muestra el comportamiento de las distintas
lineas celulares. Alli puede notarse que el recuento de linfocitos presento diferencias entre
semanas tanto en el GC como en el GP (p= 0,0135 y p= 0,0121 respectivamente), pero en
ningn momento fueron estadisticamente diferentes entre ellos (p> 0,05). Asimismo, el GP
siempre estuvo dentro del rango de valores normales para dicho parametro (excepto en la
semana 6), mientras que el GC fue mayor al limite superior en las semanas 1, 5y 6. Los

valores de monocitos variaron en el tiempo solo en el GC (p=0,0066) y se observaron
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diferencias entre grupos para la semana 1 (p= 0,0029), donde el GC qued6 fuera del rango
de valores normales al presentar su valor mas bajo.

Los recuentos de neutrofilos, baséfilos y eosinofilos no mostraron cambios a lo largo
del tiempo y tampoco diferencias entre grupos. Las tres lineas celulares se encontraron
siempre dentro del rango esperado para cerdos. Si se analizan en detalle los valores de
baséfilos, puede notarse que para el GP durante todas las semanas la mediana fue de cero
cel/ul, lo mismo sucede en el GC, excepto en la semana 2, donde la mediana fue 97 cel/pl.
En cuanto a eosindfilos, puede decirse que la mayoria de los animales presentaron
recuentos inferiores a la media (excepto para el GC en la semana 5, que fue mayor), ya que
la mediana muestra menores valores.

En la Figura 13 también se muestra el indice N/L. Dado que no se encontraron
diferencias en los recuentos de neutréfilos y linfocitos, ni entre semanas ni entre grupos,

tampoco las hubo en dicho indicador.

3.3.2 Bioquimica sanguinea

Los resultados de los metabolitos medidos en suero y plasma en las semanas 0, 1, 3y
6 se encuentran graficados en la Figura 14. Como puede apreciarse alli, el calcio, el fosforo,
la fosfatasa alcalina, como asi también los triglicéridos se mantuvieron constantes en todo
el experimento (p> 0,05), y no se encontraron diferencias entre grupos en ninguno de los
momentos medidos. En cuanto a los resultados de colesterol, en el GC no hubo variacion en
el tiempo. Sin embargo, los valores hallados para el GP si mostraron diferencias en las
distintas semanas muestreadas (p= 0,0150), los valores fueron similares para las semanas O,
1y 6 diferenciandose la semana 3, momento en que se encontré el mayor valor promedio.
A su vez, se apreciaron diferencias entre grupos en las semanas 0 y 6 (p=0,0321), siendo
superior el GC en ambos momentos.

Cabe aclarar que los promedios de todas las variables medidas estuvieron dentro del
rango de valores normales propuesto para la especie porcina (Egeli et al., 1998; Perri et al.,
2017).
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Figura 13. Evolucion semanal de pardmetros sanguineos obtenidos del leucograma para cerdos del grupo
control (GC) y grupo probi6tico (GP).
Valores expresados en Mediat E.E. Para basofilos y eosinéfilos ademas, se presentan valores de mediana. Las lineas
punteadas indican el rango de valores normales en porcinos (Schalm’s Veterinary Hematology 2010). indice N/L: relacion
de neutrdfilos y linfocitos. Letras minGsculas distintas indican diferencias significativas en el tiempo dentro de cada grupo
(p< 0,05) (negrita para GC, normal GP). Letras mayusculas indican diferencias significativas entre grupos en cada semana
(p< 0,05).
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Figura 14. Evolucién semanal de los niveles de calcio, fosforo, fosfatasa alcalina, triglicéridos y colesterol en
sangre de cerdos del grupo control (GC) y grupo probiético (GP).

Valores expresados en Mediat E.E. Las lineas punteadas indican el rango de valores normales en porcinos (Perri et al.,
2017; Egeli et al., 1998). Letras minGsculas distintas indican diferencias significativas en el tiempo dentro de cada grupo
(p< 0,05) (negrita para GC, normal GP). Letras mayusculas indican diferencias significativas entre grupos en cada semana
(p< 0,05).

3.4 Indicadores productivos

En lo que respecta a la evolucién del PV en el tiempo (Figura 15) no se encontraron
diferencias significativas en la interaccion Semana*Grupo (p= 0,9677) ni en la
comparacion entre grupos (p= 0,0987). En este sentido, al contrastar PVf de ambos grupos
(GC= 73,5 kg y GP= 70,5 kg) tampoco se identificaron diferencias significativas (p=
0,4055).

Al evaluar CMD y GMD (Cuadro 13), la interacciébn Semana*Grupo resultd
significativa en ambos indicadores (p= 0,0324 y 0,0413 respectivamente). El CMD del GC
tendio a ser mayor durante todo el experimento, habiendo diferencias significativas con el
GP solo en las semanas 1, 3 y 6. En cuanto a la GMD, se encontré una diferencia en la

semana 4, momento en que el GP tuvo un valor superior al GC.
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Figura 15. Evolucién semanal del peso vivo promedio (+ error estandar) por unidad experimental.
GC: grupo control. GP: grupo probidtico.

Cuadro 13. Consumo medio diario y ganancia media diaria para el GP y GC en cada semana del estudio

Semana CMD (kg/dia/jaula) GMD (kg/dia/jaula)
GC GP EE. (semans*}/fa:gmiento) GC GP E.E. (seman;)*:?a:(t);miento)
1 0,69a 0,57b 0,03 054a 04la 0,1
2 1,29¢ 1,23c¢ 0,09 1,00b 0,83b 0,1
3 2,31e 1,72d 0,17 140c 1,27c 0,1
0,0324 0,0413
4 2,73e 249e 0,19 143c¢ 1,80d 0,1
5 2,54e 255e 0,05 1,78d 1,67d 0,1
6 3,27f 2,86e 0,08 1,97d 1,72d 0,1

Medias ajustadas. CMD: consumo medio diario expresado en kg por dia por jaula. GMD: ganancia media diaria expresada
en kg por dia por jaula. GC: grupo control; GP: grupo probidtico; E.E: error estandar. Las letras diferentes indican
diferencias significativas por fila (p< 0,05).

En el Cuadro 14 se puede apreciar que la CA promedio, arrojé un menor valor en el
GP respecto al GC (p=0,0476).

Cuadro 14. Conversion alimenticia para GC y GP

CA media Mediana p-valor
GC 157+ 0,024 157£0,04
GP 1,47+ 0,03 b 1,52 + 0,08 0,0476

GC: grupo control. GP: grupo probidtico. CA: conversion alimenticia expresada en kg de alimento consumido/kg de peso
aumentado. Valores expresados en medias * error estdndar y mediana + rango intercuartilico. Las letras diferentes indican
diferencias significativas (p< 0,05).
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El consumo total de alimento y el aumento de peso total no presentaron diferencias
entre grupos (GC: 87,32 kg vs GP: 77,45, p= 0,0556; GC; 55,70 kg vs GP: 52,52 kg, p=
0,2222 respectivamente) (Figura 16).

100

——

80

60 -

HH

kg/ jaula

40

204

%
Y2

GC GC

®
o
®

P

Aumento de peso
total

Consumo total

Figura 16. Consumo de alimento total y total de kilogramos ganados por jaula en todo el periodo
experimental. GC: grupo control. GP: grupo probiético.

3.5 Morfologia intestinal

En lo que respecta a la morfologia del intestino delgado de los cerdos bajo estudio, en
el Cuadro 15 se pueden apreciar los resultados obtenidos. Como se indica alli, las
vellosidades medidas en duodeno fueron de mayor longitud para el GP respecto al GC
(0,330 vs 0,250 mm). A pesar de que no se encontraron diferencias en la profundidad de las
criptas entre ambos grupos, la relacion V/C del GP resultdé mayor que la del GC (GP: 1,33
vs GC: 0,85 mm).

Los resultados hallados en yeyuno e ileon, muestran una tendencia a tener mayor
longitud de las vellosidades en el GP. La profundidad de las criptas y la relacién V/C fue
similar en ambos grupos.

En la figura 17 se muestran, a modo de ejemplo, algunas imagenes de los cortes de
intestino obtenidas para ambos grupos experimentales.
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Cuadro 15. Altura de vellosidades y profundidad de criptas en

etapa de recria

intestino delgado de lechones al finalizar la

GC GP p-valor
Duodeno
V (mm) 0,25+ 0,02 a 0,33+0,01b 0,0005**
C (mm) 0,29+ 0,02 0,27+ 0,02 0,4427
Relacién V/C 0,85+ 0,05 a 1,33t0,1b 0,0002**
Yeyuno
V (mm) 0,28+ 0,01a 0,31+0,01b 0,0681*
C (mm) 0,19+ 0,01 0,2+ 0,01 0,4240
Relacién V/C 1,64+ 0,07 1,76+ 0,20 0,5667
ileon
V (mm) 0,21+ 0,01a 0,24+ 0,01b 0,0941*
C (mm) 0,21+ 0,01 0,23+ 0,02 0,2631
Relacion V/C 1,07+ 0,06 1,16+ 0,11 0,4332

GC: grupo control. GP: grupo probiético. V: altura de vellosidades medidas en milimetros. C: profundidad de criptas
medidas en milimetros. Relacion V/C: relacion entre altura de vellosidades y profundidad de las criptas. Valores

expresados en medias + error estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (* p< 0,10; **p< 0,05).

Figura 17. Cortes histologicos de intestino de cerdos del grupo control (GC) y grupo probi6tico (GP)

tefiidos con hematoxilina-eosina. ) i
A) Duodeno GC; B) Duodeno GP; C) Yeyuno GC; D) Yeyuno GP; E) lleon GC; F) lleon GP.
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4 DISCUSION
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4.1 Microbiota
4.1.1 Recuento de poblaciones microbianas

El balance y la estabilidad de la microbiota intestinal son factores importantes en el
mantenimiento de la homeostasis del huésped. Las condiciones que predisponen a
enfermedades intestinales estan a menudo relacionadas con un disturbio en la comunidad
microbiana del intestino. Incluso en un animal saludable con su microbiota normal y en
equilibrio, se encuentran grupos menores de MO patdgenos y oportunistas, y su presencia
no significa necesariamente que vaya a desarrollarse alguna enfermedad, ya que sus efectos
patogénicos son controlados por el metabolismo de la microbiota equilibrada (Baidoo et al.,
2005; Liao & Nyachoti, 2017). Por ende, un estrés, como el generado por el destete de los
cerdos, ocasiona entre otras cosas un desbalance en dichas comunidades microbianas,
dando la oportunidad a los patégenos presentes de aumentar sus poblaciones, pudiendo
desarrollar enfermedades y efectos adversos sobre los animales.

Podria decirse entonces, que el estado de salud de un animal estd estrechamente
relacionado con el equilibrio entre MO benéficos y patégenos (Dowarah et al., 2016). En
muchos estudios se ha reportado que las BAL tienen la capacidad de inhibir patdégenos en el
TGI de distintas especies animales (Messaoudi et al., 2012; Dowarah et al., 2017; Vieco-
Saiz et al., 2019). En este sentido un estudio in vitro realizado con 13 cepas de BAL indico
que L. salivarius DSPV014C tuvo valores de autoagregacién que indicarian una alta
potencialidad de la cepa para adherirse a las paredes intestinales y alli competir con
diferentes patogenos por los sitios de fijacion (Bertozzi, 2012). Ademas, consider6 como
rapido el tiempo de coagregacion (30 min) con Salmonella dublin DSPV 595 y E. coli
DSPV 247T, indicando que dicha cepa podria tener actividad frente a patdgenos in vivo.
Sumado a lo anterior L. salivarius DSPV014C fue, del total de las cepas estudiadas por
Bertozzi (2012), una de las que gener0 mayor inhibicion en las especies de salmonella
utilizadas.

El hecho de que L. salivarius DSPV014C resistente a rifampicina haya sido
encontrado en el GP a partir de la semana 1 de estudio y en todas las siguientes, indica su
capacidad de resistir al medio acido estomacal y a la bilis, lo que concuerda con los

resultados que reporta Bertozzi en 2012. Sin embargo, a pesar de que la cepa fue capaz de

47



llegar al intestino, donde esta su sitio de accidn, no se vieron diferencias entre grupos en los
recuentos semanales de poblaciones de E. coli, como era de esperarse segtn lo observado in
vitro. Esto ultimo concuerda con un estudio realizado por Zhang et al. (2010), donde al
suministrar una cepa L. rhamnosus a un grupo de lechones en posdestete no se encontraron
diferencias en el recuento de bacterias coliformes. Sin embargo, luego de desafiar a los
animales con E. coli K88 las diferencias entre grupos en el recuento de coliformes se
hicieron evidentes.

Ante esta perspectiva, los recuentos similares de E. coli entre grupos en el presente
estudio podrian explicarse por el hecho de haber mantenido las condiciones de crianza
adecuadas para los cerdos durante todo el experimento, lo que ayuda a mantener la
microbiota intestinal balanceada y fomenta el buen estado sanitario (Blajman et al., 2017;
Zimmerman, 2020).

Los cerdos poseen una poblacion permanente de levaduras en el TGI (Canibe et al.
2001), y su suplementacién como probidticos ha sido reportada por varios autores. En una
revision bibliografica, Shurson (2017) enumera entre otros beneficios asociados al uso de
dichos MO en cerdos, una mejora en el balance de la microbiota en el TGI, la participacion
en la maduracion de tejidos del TGI, la modulacion de la respuesta inmune, la reduccion de
diarreas en el posdestete y mejoras en la tasa de crecimiento y la CA.

A pesar de que se conoce que las BAL producen &cidos organicos, principalmente
acido lactico (Jin et al.,, 2000), y se ha registrado que dicho producto estimula el
crecimiento de levaduras (Maribo et al., 2000), en este estudio no se observaron diferencias
entre grupos en el recuento de levaduras a partir de MF.

Normalmente el recuento de BAL totales en heces porcinas toma valores de entre 7,0
y 9,0 log UFC/gr de MF (Chang et al. 2001), lo que coincide con los valores encontrados
para ambos grupos en el presente estudio. Para esta poblacion microbiana, se vio una
diferencia en la semana 1, siendo mayor el recuento en el GP, coincidiendo con el inicio de
la suplementacion de L. salivarius. En las semanas subsiguientes los valores para ambos
grupos fueron similares, efecto que podria explicarse por una reduccién de otras BAL del
TGI, desplazadas por L. salivarius DSPV014C, permaneciendo estable la poblacion de
BAL totales (Zimmermann, 2020). Esto se sustenta, ademas, con los resultados obtenidos
de la relacion entre L. salivarius DSPV014C y BAL totales, que se mantuvo estable a partir
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de la segunda semana (p= 0,0721). En este sentido la diferencia encontrada en la semana 1
para la relacion BAL/Levaduras, en favor del GP, también se explicaria por el inicio de la
suplementacion con la cepa probidtica.

Campylobacter termotolerantes es un grupo de especies bacterianas patdgenas que
producen enfermedades de transmision alimentaria en humanos vy, asimismo, son
consideradas comensales en el TGl de animales de granja (Ruiz et al., 2020), a los que
también pueden causarles enfermedades. Por lo tanto, son considerados patogenos
oportunistas (Svartstrom et al., 2013; Ling et al. 2016). Los resultados de este estudio solo
mostraron diferencias entre grupos para la semana 3, donde el GP tuvo mayores recuentos
que el GC. En el resto de las semanas muestreadas los valores de ambos grupos fueron
similares, coincidiendo con lo encontrado por Wang et al. (2019) cuando suministraron L.
plantarum a lechones en postdestete. Por el contrario, Ruiz et al. (2020) en un estudio con
ratones encontraron diferencias en el recuento de Campylobacter termotoletantes en heces
luego de suministrar L. plantarum como probidtico. Cabe aclarar que estos Gltimos autores
realizaron un desafio sanitario con la especie patdgena en cuestion. En sintesis, la falta de
diferencias en el recuento de este MO, nuevamente podria explicarse por la buena
condicion sanitaria de los animales en todo el periodo experimental.

Por otro lado, se observaron variaciones semanales en el recuento de todas las
poblaciones microbianas estudiadas, que estarian dadas por cambios fisioldgicos propios
del crecimiento del cerdo, los que fueron acompafiados con un cambio en la alimentacion,

segun los requerimientos nutricionales (Stoppani et al. 2020).

4.1.2 Dinamica poblacional de la microbiota predominante

4.1.2.1 Perfil obtenido a partir de la DGGE

El analisis de los perfiles obtenidos a partir de la DGGE permitio observar una
diferencia entre los grupos experimentales en cuanto a la modulacion de la microbiota.
Cuando se observan los perfiles de cada grupo por separado teniendo en cuenta todas las
semanas, podria decirse que la evolucion de la microbiota en el GC no presentd un patron
marcado, algo que si puede notarse en el GP, donde si bien la semana 0 y la 3 estan en un

mismo cluster, las muestras de la semana 6 se encuentran separadas.
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A su vez, el GP presentd valores mayores para los indices de diversidad y riqueza en
la semana 3. Chen et al. (2017) indican que a pesar de la disminucién en la diversidad
microbiana del TGI después del destete, esta aumenta luego, mostrando incrementos hasta
la adultez de los cerdos. Distintos autores explican que valores altos de diversidad podrian
representar un beneficio para los cerdos en el posdetete dada la posible conexion entre la
diversidad de los ecosistemas y su habilidad para responder a las perturbaciones
(Hildebrand et al., 2013; Chen et al., 2017; Wang et al., 2019). En este sentido, el hecho de
que el GP haya mostrado una mayor diversidad que el GC, podria darle una ventaja, dado
que una alta diversidad bacteriana seria favorable para la salud en general y la
productividad de los animales al permitir mantener la resiliencia, resistencia y estabilidad
del microbioma luego de una situacion estresante. Ademas, un mayor valor en dicho indice

podria considerarse como signo de una microbiota con mayor madurez (Chen et al., 2017).

4.1.2.2 Caracterizacion taxondmica de la microbiota presente en la materia fecal

En general, la microbiota intestinal de los cerdos esta compuesta por Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacterias, Actinobacterias y Cyanobacteria; y la distribucion de los
distintos phylum es variable. Es decir, la disponibilidad de sustratos, las concentraciones de
oxigeno, el pH y las interacciones entre MO, forman en conjunto nichos divergentes en las
distintas secciones del TGI (Zhang et al., 2018). En este sentido, dado por su sensibilidad al
pH, en los segmentos del TGl medianamente acidos dominan los Firmicutes Gram
positivos, mientras que los Bacteroidetes lo hacen en pH cercano a la neutralidad (Duncan
et al., 2009). El marcado descenso en la concentracion de oxigeno en el intestino grueso da
como resultado una alta carga de MO anaerobios, como ser Bacteroides spp., Clostridium
spp. y otras especies dentro de la clase Clostridia (incluyendo Ruminococcus spp.,
Butyrovibrio spp., Fusobacterium spp., Eubacterium spp., y Peptostreptococcus spp.)
(Rastall, 2004; Albenberg et al., 2014). Por otro lado, los Lactobacillus y algunos
Clostridium que poseen la enzima hidrolasa de sales biliares (BSH) para desconjugar los
acidos biliares se asocian al intestino delgado, donde abundan estos compuestos
(Wahlstrom et al., 2016).

Los resultados de la secuenciacion de la microbiota presente en la MF de los cerdos

mostraron presencia de MO correspondientes a los phylum Firmicutes, Bacteroidetes,
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Proteobacteria y Synergistetes, siendo dominantes los dos primeros. Esto esta en
concordancia con lo hallado por otros autores (Eckburg et al., 2005; Kim et al., 2011; Mach
et al., 2015; Yang et al., 2020), quienes reportaron que mas del 90% de las secuencias
aisladas de lechones destetados correspondian a dichos phylum. Kim et al. (2011) atribuyen
estos resultados a las condiciones estrictas de anaerobiosis que se presentan en el colon y a
que la mayoria de los MO correspondientes a Firmicutes y Bacteroidetes son anaerobios.
Por otro lado, Deusch et al. (2015) indican que los Bacteroidetes se asocian a la conversion
de polisacaridos en oligosacéaridos y los Firmicutes tienen mayor relacion con los procesos
de absorcion y fermentacion de monosacéridos. De esta manera, Zimmermann (2020)
concluye que una comunidad microbiana que contenga dichos phylum podria darle una
ventaja al animal en el aprovechamiento de carbohidratos.

Dentro del phylum Bacteroidetes, se encontro en el GC tanto en la semana 3 como en
la 6 una banda compatible con la familia Prevotellaceae, con 91,28 % y 91,23 % de
coincidencia respectivamente con Prevotella sp. Dicha especie posee la capacidad de
producir enzimas (xilanasas, manasas y f-glucanasas) que degradan polisacaridos presentes
en las paredes celulares de los cereales (Mach et al., 2015), por lo que su presencia podria
estar explicada por la introduccion de una dieta sélida basada en cereales.

En ambos grupos experimentales, hubo coincidencias con MO del phylum
Firmicutes, con predominio de la clase Clostridia, y en general, relacionados con MO
conocidos por producir butirato, teniendo un rol particular en el manteniemiento y la
proteccion del epitelio del colon (Eckburg et al., 2005). La aparicién de Coprococcus sp. y
especies pertenecientes a las familias Ruminococcaceae y Lachnospiraceae, MO
predominantes en el intestino grueso, pueden asociarse con su gran capacidad para digerir
carbohidratos complejos y producir acidos grasos de cadena corta, los que reducen
directamente el crecimiento de Enterobacteriaceae por una disminucién del pH (Zhou et
al., 2015; Zhang et al., 2018).

La muestra ndmero 2, correspondiente a la semana 0, tuvo un 86,27 % de
coincidencia con dos MO del orden clostridiales, pudiendo entonces corresponderse con un
MO de la familia Lachnospiraceae o con Blautia sp. Esta ultima fue hallada en cerdos, y se
cree que, cuando su poblacion es abundante, podria tener un rol importante en la regulacion

de enfermedades metabolicas, inflamatorias y en la biotransformacion (Liu et al., 2021).
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Lactobacillus fue el Unico género encontrado dentro de la clase Bacilli, estando
presentes en todas las semanas para el GP y sélo en la semana 6 para el GC. Esto coincide
con lo enunciado por otros autores, quienes reportan que en lechones en posdestete,
Lactobacillaceae fue la familia predominante dentro del phylum Firmicutes (Janczyk et al.,
2007; Pieper et al., 2008; Aluthge et al., 2019)

La reducida proporcion de MO pertenecientes a Proteobacterias (donde, por ejemplo,
podemos encontrar E. coli) es un resultado esperable, ya que las especies facultativas
pueden representar el 0,1% en ambientes estrictamente anaerobios como lo es el colon
(Eckburg et al., 2005).

Cabe destacar, que la mayoria de las especies encontradas se corresponden con
aislamientos realizados en cerdos.

Teniendo en cuenta que el método de DGGE sélo detecta entre 0,1 a 1 % de la
composicion microbiana total presente en el TGI, esta técnica permiti6 complementar los
datos cuantitativos obtenidos de los recuentos en placa para conocer la microbiota

dominante en los cerdos bajo estudio (Pieper et al., 2009; Fusari, 2020).

4.2 Score fecal

En las granjas de produccién porcina se considera que la mayor mortandad de
animales es ocasionada por la incidencia de diarreas causadas mayormente por E. coli
enterotoxigénica (ETEC) y Salmonella (Liao & Nyachoti, 2017). Con respecto a esto,
Dowarah et al. (2017), reportaron una disminucién en la incidencia de diarrea en lechones
tratados con L. acidophilus. Sin embargo, Sayan et al. (2018) en un estudio donde
suministraron una cepa de L. salivarius vs un control negativo, solo encontraron diferencias
en el score fecal e incidencia de diarrea entre tratamientos luego de desafiar a ambos grupos
con E. coli F4, explicando dicho resultado por una modulacion de la microbiota intestinal
ligada al suministro del probidtico.

En el presente trabajo, los animales fueron monitoreados diariamente, observando y
reconociendo la presencia de enfermedades o cualquier evento que pudiera ocurrir. En este
sentido no se registraron afecciones de ningun tipo. En cuanto al score fecal no se

encontraron diferencias entre los grupos experimentales, y en ambos, la mayoria de las
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observaciones correspondieron al score fecal 0. Por otro lado, dada la ausencia de
diferencias significativas, puede decirse que la chance de tener un score fecal 0, 1, 2 0 3 es
independiente del grupo experimental.

Puesto que los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Sayan et al.
(2018) previo a realizar el desafio sanitario, y a que no se evidencié ningin sintoma de
enfermedad en los animales, estos podrian explicarse nuevamente, por la dptima condicion

sanitaria y de crianza que recibieron los cerdos durante todo el experimento.

4.3 Analisis en sangre
4.3.1 Eritrogramay leucograma

El perfil sanguineo y bioquimico puede proveer evidencia significativa sobre la salud
y el metabolismo de los animales (Perri et al., 2017; Dowarah et al., 2018). En este estudio,
los valores de las variables medidas en sangre, en general estuvieron dentro de los rangos
normales para cerdos en ambos grupos experimentales. Sin embargo, algunas no
presentaron dicho comportamiento. La Hgb, el VCM vy el Hto estuvieron por debajo del
valor minimo normal en los primeros muestreos, no obstante, con el correr de las semanas
fueron aumentando hasta quedar dentro del rango 6ptimo. Esto no sucedi6 con los valores
de HCM Y CHCM, que estuvieron debajo del nivel minimo durante todo el experimento.
Si bien estas variables podrian estar indicando anemia por deficiencia de hierro (Starzyfiski
et al., 2013) esto se descartd dado que el resto de los indicadores estuvieron dentro de los
valores normales. El hecho de que algunas variables se encuentran fuera de los rangos
normales, podria deberse a que éstos, en general, son establecidos para animales adultos
(Schalm’s Veterinary Hematology 2010) y que, ademas, la HCM y la CHCM aumentan con
la edad del cerdo (Friendship et al., 1984). Teniendo en cuenta esto, al comparar los valores
obtenidos con los publicados por Ventrella et al. (2017) para cerdos de la misma edad y
peso que en este estudio, hay una coincidencia para la primera semana de muestreo.

Algunos autores que estudiaron dichos parametros luego de suministrar una cepa
probidtica no encontraron diferencias (Chen et al. 2006; Herfel et al., 2013; Zhang et al.,
2014, Lan et al., 2016, Dlamini et al., 2017). En el presente trabajo, coincidiendo con lo

hallado por Fusari (2020), las variaciones observadas a lo largo del tiempo en los distintos
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indicadores no pudieron relacionarse con la suplementacién de L. salivarius dado que no se
encontraron diferencias entre grupos o estas fueron aisladas: los GR y la Hgb fueron
mayores para el GC en la semana 5.

En cuanto a los parametros del leucograma, los resultados hallados en la bibliografia
también son variables. Por un lado, algunos estudios indican una reduccién en el recuento
de linfocitos y células MN luego del suministro de L. reuteri (Fusari, 2020; Zimmerman,
2020). Burdick-Sanchez et al. (2018) en un estudio realizado con lechones suplementados
con un producto de la fermentacién de Saccharamyces cerevisiae y desafiados con
lipopolisacéridos provenientes de E. coli, reportan una reduccién de GB, neutrofilos,
linfocitos y en la relacién N/L en los animales tratados luego del desafio, lo que sugiere que
dichos cerdos tenian un sistema inmune mejor preparado y necesitaron menos células del
sistema inmune para sobrellevar la infeccion. Ademas, enuncian como una posible
explicacion de este hecho que la reduccion de GB en circulacion periférica es el resultado
de la translocacion de células de inmunidad al TGI dado por la estimulacion del probiético,
0 bien, es el resultado de una microbiota intestinal mas estable lo que iria de la mano de una
mejor salud intestinal y por ende una reduccion tanto de la inflamacién como de GB (Shen
et al., 2011; Burdick-Sanchez et al., 2018). Sin embargo, otros autores sefialan un aumento
en la concentracion de linfocitos en cerdos suplementados con probidtico bajo un desafio
sanitario y atribuyen este resultado a la capacidad de la cepa probiotica utilizada de
estimular el sistema inmune (Upadhaya et al., 2017).

Este estudio pretendié evaluar si L. salivarius es capaz de modificar caracteristicas en
la sangre de los cerdos. En este sentido, sdlo se encontraron diferencias entre grupos para
algunos parametros en momentos puntuales (GB: semana 0 y monocitos: semana 1), por lo
gue no podrian ser atribuibles al consumo de la cepa bacteriana utilizada. Ademas, todas las
variables correspondientes a la serie leucocitaria estuvieron dentro del rango normal para la
especie porcina. De esta forma los resultados coinciden con Lan et al. (2016) y Min et al.
(2019), quienes tampoco encontraron diferencias ni en GB ni en linfocitos al suplementar
con un probidtico multicepa, adjudicando dichos resultados a la ausencia de enfermedades
en los animales de ambos grupos, ya que generalmente los indicadores sanguineos que
muestran efectos inmunitarios no cambian en cerdos en Optimas condiciones sanitarias, de

alimentacion y alojamiento (Min et al., 2019).
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4.3.2 Bioguimica sanguinea

La especie animal, el sexo y particularmente la dieta estan involucrados y
frecuentemente relacionados en la regulacion del colesterol sérico (Wilson et al., 1972). En
diversas investigaciones se han reportado cambios en los niveles de colesterol en cerdos
luego de la suplementacién con probidticos. Por ejemplo, un estudio con cerdos
hipercolesterolémicos inducidos demostré que cuando los animales fueron suplementados
con una cepa de L. acidophilus por 15 dias, la reduccién del colesterol total en sangre fue
de 11,8 % respeto al control (De Rodas et al., 1996).

En el organismo, los niveles de colesterol son el resultado de mecanismos de
retroalimentacion entre las vias enddgenas y exdgenas de su metabolismo. De esta manera,
una reduccion en la entrada de colesterol intestinal dado por una inhibicion de su absorcion,
aumenta la actividad enzimatica para la sintesis de dicha molécula. Por el contrario, una
absorcién intestinal alta de colesterol inhibe la enzima precursora para su sintesis,
reduciendo su produccién en higado y aumentando las concentraciones plasmaticas
(Maldonado-Saavedra et al., 2012). Por otro lado, un 50 % del colesterol sintetizado en el
organismo es convertido en &cidos biliares, los que se eliminan por la bilis en forma de
sales biliares. Cumplida su funcién en el intestino las sales pierden sus aminoacidos,
regresando al higado los &cidos biliares. Cuando esta absorcion es buena, se inhibe su
sintesis de novo (Osio, 1992).

En este sentido se han propuesto distintos mecanismos por los cuales un probidtico
podria reducir la concentracion de colesterol. Una de ellas es la disminucién de la absorcion
en el intestino delgado dada por la incorporacion del colesterol en las membranas celulares
por parte del probidtico (Pigeon et al., 2002). Liong & Shah (2005) a partir de un estudio in
vitro, reportaron que L. acidophilus pudo remover el colesterol de su medio de cultivo, no
solo por asimilacion sino también fijandolo a la superficie celular, lo que fue evidenciado
tanto en células vivas como muertas.

Otro mecanismo propuesto implica la capacidad de ciertas cepas probioticas de
desconjugar enzimaticamente las sales biliares por medio de la enzima BSH. La actividad
de la BSH ha sido detectada tanto en Lactobacillus como en Bifidobacterias spp. (Liong &
Shah, 2005). Las sales biliares conjugadas se absorben con rapidez en el TGI debido a su

gran hidrofilicidad, mientras que las sales biliares libres son menos solubles y se absorben
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en menor proporcion lo que aumenta su excrecién en la MF. Esto incrementaria la
necesidad de sintesis de nuevas sales biliares y puesto que el colesterol es precursor para la
sintesis de novo de dichas sales, su demanda generaria un descenso de la concentracion de
colesterol en sangre (Lye et al., 2009).

En este estudio se encontraron diferencias entre grupos en los resultados de colesterol
en favor del GP. Los valores menores de la semana 6 podrian estar relacionados con el
consumo de L. salivarius, pero debido a que las diferencias también se observaron en la
semana 0, no podria aseverarse lo dicho anteriormente. Probablemente, la duracion del
estudio no fue suficiente para evidenciar el efecto de L. salivarius sobre la concentracion de

colesterol en sangre.

4.4 Indicadores productivos

Teniendo en cuenta que la alimentacion de los cerdos representa alrededor del 60 %
del total de los costos de produccion en las granjas de nuestro pais (Arrieta et al., 2015),
trabajar con una eficiencia alimenticia 6ptima es critico para lograr la mejor rentabilidad en
la produccién porcina (Patience, 2012). Para alcanzar dicho objetivo seria necesario
mejorar el uso de los nutrientes aportados por la dieta, lo que esta fuertemente asociado a la
salud del TGI (Liao & Nyachoti, 2017). Es decir, solo un TGI saludable puede tener una
mejor digestion del alimento y absorber una mayor cantidad de nutrientes a través del
epitelio (Ewing, 2008; Willing et al., 2012).

En coincidencia con los resultados reportados por Dowarah et al. (2017), en el
presente estudio no se encontraron diferencias en el PV entre grupos, pero si se hallaron
diferencias para GMD y CMD. La mayor GMD en la semana 4 para el GP coincide con lo
reportado por otros autores, quienes vieron una mayor GMD en lechones suplementados
con distintas cepas probioticas (L. acidophilus, P. acidilatici, L. reuteri y L. salivarius)
respecto a un control (Yu et al., 2008; Thu et al., 2011; Dowarah et al., 2017; Yang et al.,
2020).

Al mismo tiempo, y en concordancia con los resultados de este estudio, Dowarah et
al. (2017) y Suo et al., (2012) comunican un menor CMD por parte de los animales tratados
con las cepas probidticas durante la fase de recria. Y, por ende, reportan una mejora en la

CA de dichos grupos, suponiendo entonces que los animales suplementados con
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probidticos pudieron sobreponerse al estrés generado por el destete y mostraron mejores
valores en los parametros de crecimiento.

Segun los resultados obtenidos en esta investigacion, puede decirse que los cerdos del
GP alcanzaron un PVf similar al GC consumiendo menos alimento, por lo que se obtuvo
una mejora en la CA. Esto podria explicarse por la produccién de acido lactico y enzimas
proteoliticas por parte de las BAL suministradas como probidtico, la mayor concentracion
de &cidos organicos en TGI daria como resultado un menor pH, lo que puede asociarse a
una mejora en la digestion de nutrientes en el TGI (Canibe et al., 2001; Lyberg et al., 2006;
Yu et al., 2008; Giang et al., 2010). Sumado a lo dicho, Zhao & Kim (2015) hallaron que
los cerdos que consumieron L. reuteri y L. plantarum tuvieron una mejora en la
digestibilidad aparente tanto del nitrdgeno como de la energia bruta, atribuyendo estos
resultados a lo hallado por De Champs et al. (2003) quienes expresan que los Lactobacillus
pueden sobrevivir en TGl en humanos cuando son suministrados diariamente en
concentraciones de entre 10° y 10%° UFC. De esta manera, favorecen la exclusion de
patogenos del epitelio, el equilibrio de la microbiota y la digestibilidad de los nutrientes.
Ademas, un aumento en la cantidad de Lactobacillus podria incrementar la actividad de
ciertas enzimas, como la p-galactosidasa, que tienen un efecto positivo en la utilizacion de
los nutrientes por parte del huésped (Fuller, 1989).

En cuanto a la diferencia encontrada para la CA, algunos autores enuncian que los
compuestos que promueven el crecimiento se vuelven mas efectivos a medida que se
exacerban los desafios ambientales y nutricionales que enfrenta el animal (Madec et al.,
1998; Cromwell, 2000).

4.5 Morfologia intestinal

La mayor absorcion de nutrientes y, por ende, la obtencion de mejores resultados en
parametros de crecimiento podria estar explicado por un aumento en la longitud de las
vellosidades intestinales (Liu et al., 2014) y una mejora en la relacion V/C. Durante el
posdestete, en general, los animales experimentan una atrofia en la morfologia del intestino
delgado, es decir, un acortamiento de las vellosidades y una hiperplasia de las criptas, lo
que puede limitar la absorcion de nutrientes y la ganancia de peso en la etapa de recria
(Hedemann et al., 2003).
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En el presente estudio, la longitud de las vellosidades intestinales en todos los
segmentos muestreados fue mayor para el GP; y en duodeno, ademés, hubo una mejora en
la relacion V/C. Esto coincide con lo reportado por Sayan et al. (2018), quienes obtuvieron
mayores alturas en las vellosidades de los tres segmentos del intestino delgado al
suplementar cerdos con una cepa de L. salivarius, adjudicando este resultado a la capacidad
de los Lactobacillus de producir &cidos grasos de cadena corta que estimulan las células
epiteliales y los enterocitos, y permiten aumentar la altura de las vellosidades. Sin embargo,
Suo, et al., (2012) a pesar de observar mejoras en el largo de las vellosidades y la
profundidad de las criptas en todas las porciones de intestino, luego de suministrar L.
plantarum como cepa probiética, no pudieron asociarlo a una mayor concentracion de
acidos grasos de cadena corta, y enuncian que podria haber otros mecanismos por los que
los probidticos favorezcan dichos parametros. En este sentido explican que tanto
Lactobacillus spp. como Bifidobacterium spp. producen ciertos factores proteinicos que
tienen la capacidad de alterar directamente la permeabilidad de las membranas intestinales
(Madsen et al., 2001).

Por otro lado, una mejora en la relacion V/C para duodeno indicaria un aumento de la
superficie de absorciéon en una seccion del intestino donde ocurre una gran absorcion de
nutrientes (Moturi et al., 2021).
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5 CONCLUSIONES GENERALES
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L. salivarius DSPV014C resistente a rifampicina fue capaz de alcanzar el intestino,

donde ejerce su accion probidtica.

e L salivarius DSPV014C produjo una modulacion de la microbiota intestinal en el GP
diferente al GC, generando valores mayores para los indices de diversidad y riqueza en

el primer grupo.

e En ambos grupos hubo presencia de MO correspondientes a los phylum Firmicutes,

Bacteroidetes, Proteobacteria y Synergistetes, siendo dominantes los dos primeros.

e La suplementacion con L. salivarius DSPV014C mejoré la CA de los cerdos en etapa de

recria.

e EIl consumo de L. salivarius DSPV014C mejord la altura de las vellosidades intestinales

y la relacion V/C.

En conclusion, podria decirse que la suplementacion con L. salivarius DSPV014C
produjo una mejora en el desempefio productivo de los cerdos del GP, lo que se explicaria
por un incremento en la capacidad de digestion y absorcion dadas por una mayor longitud
de vellosidades intestinales y una modulacién diferencial de la microbiota intestinal, con
mayores indices de riqueza y diversidad.

Sin embargo, no pudieron demostrarse todos los aspectos planteados en la hipdtesis
propuesta, especialmente lo que confiere a la aparicidon de diarreas. Esto podria deberse a
que los animales se mantuvieron siempre en Optimas condiciones sanitarias. En este sentido
seria recomendable realizar estudios en condiciones de desafio para lograr validar los

efectos probidticos de L. salivarius DSPV014C.
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