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|. RESUMEN

Durante el verano en el norte de México se alcanzan temperaturas
superiores a 45°C, en esta condicion los animales presentan estrés por calor (EC),
caracterizado por baja produccion, cambios en la fisiologia e incluso dafio al
epitelio intestinal. ElI uso de probidticos podria mejorar la salud intestinal de los
cerdos en EC. Se realizaron dos experimentos para evaluar el efecto de la
suplementacién conBacillus subtilis.Experimento 1, se emplearon ocho cerdos
canulados en ileon suplementados con 2.16 x 10® UFC de B. subtilisen la
temperatura intestinal y microbiota de intestino delgado a los 0, 2 y 8 dias de
exposicion a EC respectivamente. La temperatura ambiental en EC fue 35.0 £ 5
°C. La temperatura intestinal de los cerdos en EC se increment6 0.78 °C
(P<0.001). La suplementacion con B. subtilis no tuvo efecto en la temperatura
intestinal de los cerdos en EC (P=0.211). Los cerdos suplementados con B.
subtilis incrementaron su poblacion de E. coli (P<0.05), pero no se afectd la
poblacion de Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium y Clostridium (P>0.10). En
conclusion la suplementacion con B. subtilis no modificé la temperatura intestinal
de los cerdos en EC, y a excepcion de E. coli, tampoco afecté a la microbiota
intestinal. Experimento 2, se evalu6 el efecto de suplementar con 8.16 x 10t° UFC
de B. subtilisen la produccién, microbiota e integridad del epitelio intestinal de
cerdos en EC. Se emplearon 14 cerdos (20 kg PV), divididos en dos tratamientos:
1) Testigo, dieta a base de trigo-pasta de soya; 2) EC, suplementados conB.
subtilis. La suplementacion no mejor6é los parametros productivos (P>0.10). Los
cerdos suplementados mostraron una tendencia a reducir la poblacién de E. coli,
(P=0.093), e incrementaron su poblacion de Bifidobacterium (P=0.068). La altura
de las vellosidades de duodeno e ileon se incrementd (P<0.002) en los cerdos
suplementados con B. subtilis. Aunque B. subtilis no mejoré los parametros
productivos de los cerdos en EC, si ayudo6 a controlar el crecimiento de bacterias
nocivas (E. coli), y favoreci6 el crecimiento de bacterias benéficas

(Bifidobacterium); ademas, mejoro las condiciones de las vellosidades intestinales.

Palabras clave: estrés calorico, probioticos, Bacillus subtilis.
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ll. INTRODUCCION

En el norte de México se concentra la mayor produccion intensiva de
cerdos, ganado de carne y varias de las cuencas lecheras mas importantes del
pais. Lamentablemente la produccion animal en esta region decae hasta un 40%
durante los meses de verano cuando se registran temperaturas que superan los
40°Csegun el Servicio Meteoroldgico Nacional (http://smn.cna.gob.mx/, 2017) y
Anzures et al., (2015).Esta temperatura es mas alta a la temperatura de confort de

los animales, quienes en consecuencia padecen estrés por calor.

El estrés por calor se define como la serie de alteraciones fisioldgicas,
metabdlicas, inmunoldgicas y de conducta que sufren los animales cuando se
exponen a temperatura y humedad relativa elevadas (Horowitz et al., 2004), que
afectan su salud y produccién en diferente medida, dependiendo de la intensidad
del mismo. Incrementos en la frecuencia cardiaca y la tasa respiratoria (Christison
y Johnson, 1972; Collier et al., 1982; Hanh et al., 1999), ademas de, reduccion
marcada en el consumo de alimento (Aberle et al., 1974; Huynh et al., 2005) son
los principales efectos fisiolégicos y de conducta del estrés por calor. La mayoria
de esos estudios se realizaron con animales bajo condiciones en las que la
temperatura maxima no rebaso los 35° C, la que esconsiderablemente inferior a la
registrada cada verano en el norte de México. Por ejemplo, en condiciones
experimentalesde produccion durante el verano en el valle de Mexicali, los cerdos
incrementaron hasta dos veces la frecuencia cardiaca y respiratoria, en
comparacion con cerdos alojados en condiciones de confort, ademas de un

incremento de hastal.2° C en la temperatura corporal (Cota et al., 2013).

La reduccién en el consumo de alimento esta intimamente ligada con las
pérdidas econdmicas asociadas al estrés por calor. Huynh et al. (2005) indican
que el consumo en cerdos de 60 kg de peso, disminuye linealmente a partir de
gue la temperatura ambiental alcanza los 23°C. Le Dividich et al. (1998)

observaron una disminucién en el consumo voluntario de alimento de 40 a 80 g/d
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por cada grado centigrado de incremento en la temperatura ambiental. Quiniou et
al. (2000) desarrollaron una ecuacion con la cual se calcula que cerdos de 45y 75
kg peso reducen su consumo voluntario en 48 y 77 g/d, respectivamente, por cada
grado de incremento en la temperatura ambiental, de 19 a 29°C. Segun
estaecuacion, el consumo voluntario de alimento que tendrian cerdos de 60 kg de
peso en el valle de Mexicali a 40 y 45°C seria de 776 y 560 g/d, respectivamente.
Sin embargo, en un estudio realizado en la unidad experimental del ICA- UABC
Mexicali durante el verano, con temperaturas de hasta 45°C, se observd un
consumo superior al kilogramo de alimento por animal al dia (Morales et al., 2014).
La diferencia entre el valor estimado con la ecuacion de Quiniou et al. (2000) y el
observado indica que el animal realiza modificaciones en su fisiologia durante la
etapa de aclimatacion, lo cual se refleja en un consumo superior al estimado.
Ademas, Le Bellego et al. (2012) observaron que la reduccion en el consumo de
alimento debido al estrés por calor se asocia al calor generado por la digestion y el

metabolismo de los nutrientes de los alimentos.

La digestion de los alimentos y el metabolismo de los nutrientes generan
calor (incremento calérico) debido a que la totalidad de las reacciones
involucradas en estos procesos son de naturaleza exotérmica (Baumgard y
Rhoads, 2013). Cuando los animales se alojan bajo condiciones de termo-
neutralidad, el incremento cal6rico se emplea para mantener la temperatura
corporal. Es probable que cuando la temperatura ambiental supera a la corporal, el
animal trata de disipar el calor y reducir los efectos negativos del estrés
modificando la expresion de las proteinas involucradas en el metabolismo de

energia, sintesis de grasa y sintesis proteica.

La exposicion de cerdos a ambientes con temperatura elevada afecta su
capacidad para regular su temperatura corporal. Estudios recientes muestran que
la temperatura corporal se incrementa hasta 2 °C, en comparacién con animales
alojados en condiciones de termo-neutralidad (Morales et al., 2013); y aun mas, la

temperatura intestinal se eleva alrededor de 1.5 °C durante la exposicion de los
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cerdos a temperatura ambiental elevada (Arce et al., 2013); en consecuencia la
fisiologia intestinal de los cerdos podria verse afectada. De hecho, algunos
autores (Yu et al., 2010; Pearce et al., 2013) reportan dafios en el epitelio intestinal
de cerdos expuestos de forma aguda (primeros dos dias) a temperatura ambiental
elevada, sugiriendo afectaciones en la capacidad de absorcién de nutrientesasi
como predisposicion a infecciones y diarreas. Se desconoce el efecto que el calor
pueda provocar en la microbiologia intestinal asi como en su integridad y

funcionamiento.

De acuerdo con la FAO, los probioticos se definen como "microorganismos
vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio
para la salud (FAO / OMS, 2001). Estos productos también pueden mejorar la
salud intestinal de los cerdos (Kenny et al., 2011; Cho et al., 2011). Los probi6ticos
incluyen una gran variedad de microorganismos de diferentes géneros como
Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces, entre otros, y entre los
beneficios que ofrecen esta el control del crecimiento de bacterias nocivas en
intestino a través de la produccion de metabolitos como enzimas y antibioticos;
ademas, algunos probidticos ayudan a mejorar la digestion del alimento y
producen otros compuestos como vitaminas del complejo B que favorecen la
utilizacion de nutrientes (Resta, 2009). El uso de probioticosse ha extendido a la
produccion de alimentos de origen animal, particularmente en cerdos se han
empleado microorganismos como Saccharomyces cerevisiaey varias especies de
Bacillus(Kumar et al.,, 2012). El creciente interés en los probidticos se debe
esencialmente al problema de la resistencia microbiana a los antibiéticos y tras su
prohibiciébn en la produccién animal, los probiéticos se consideran un medio
alternativo para reducir la infeccion por patégenos y mejorar la salud animal
especialmente al momento del destete (Butaye et al., 2003). Sin embargo, todavia
hay una necesidad de aclarar la eficacia probiotica en los cerdos, y los

mecanismos subyacentes mediante el cual actian.

En general, se ha sugerido el uso de probidticos en animales en

condiciones susceptibles a enfermedades, en recién nacidos, al momento del

9
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destete 0 en animales en recuperacion después de problemas digestivos (Link y
Kovac; 2006), tomando en cuenta los reportes de dafio al epitelio intestinal de los
cerdos en condiciones de estrés por calor, la administracion de algun probidtico

podria tener un efecto positivo en su salud intestinal.

Actualmente son numerosos los estudios asociados al suministrode
probioticos que se han realizado a nivel mundial en cerdos (Dowarah et al., 2017),
sin embargo, son diversos los resultados en cuanto a la respuesta generada a los
pardmetros productivos, por lo que se considera fundamental generar nuevos
estudios que complementen y respalden esta informacion para tener mayor

confiabilidad en el uso de estos productos.

En afios recientes debido al calentamiento global, se estan llevando a cabo
una gran variedad de estudios acerca del impacto del estrés por calor en los
animales, no solamente a nivel de produccion, sino también para conocer su
efecto a nivel fisiolégico con el afan de establecer nuevas medidas de manejo de

los animales para aminorar el problema.

10
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IV. MARCO TEORICO

4.1.Escenario de cambio climatico de México

El sector productivo de México es eje de la economia y bienestar social. De
acuerdo con el decreto en que se aprueba el Programa Especial de Cambio
Climatico 2014-2018, se deben generar estrategias que reduzcan lavulnerabilidad
y garanticen su productividad y competitividad del sector productivo. Se ha
evaluado la vulnerabilidad de diversos sectores bajo escenarios de cambio
climaticodurante las dos ultimas décadas en México. Estos estudios coinciden en
proyectar, que para el afio 2100 (promedio 2075 a 2099), habra un incremento de
mas de 4°C en la temperatura ambiental de la zona fronteriza con Estados Unidos,
y de alrededor de 2.5y 3.5°C en el resto del pais. Por lo anterior, el Impacto del
cambio climatico en el sector agropecuario de la region seria muy importante y
podria provocar severas pérdidas en la productividad del sector (Diario Oficial de
la Federacion, 2014).

Como puede apreciarse en la Figural, en los proximos afios el norte del
pais podria presentar un aumento de 2°C de temperatura, mientras que en la
mayoria del territorio los cambios se proyectan en un rango de 1°C a 1.5°C, con
excepcion de ciertas areas en las zonas peninsulares, en las que los cambios
serian menores, llegando a un aumento maximo de 1°C(Diario Oficial de la
Federacion, 2014).

Ante estos eventos, el sector pecuario debe desarrollar estrategias que
permitan la mitigacion y adaptacion a esos cambios. Estudios realizados con
animales bajo condiciones de estrés por calor, permitirian un mejor entendimiento

a los efectos que pueda generar este cambio en la produccion animal.

11
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Figura 1.Cambios en el promedio de la temperatura anual para el futuro (2015-
2039)(Diario Oficial de la Federacién, 2014).

4.2 Estrés

Segun Dobson y Smith (2000), el estrés ocurrepor la incapacidad de un
animal para hacer frente a su medio, fenbmeno que a menudo se refleja en una
falla para lograr el potencial genético. El estrés representa la reaccion del
organismofrente a estimulos que alteran el equilibrio fisiolégico normal o la
homeostasis, a menudo con efectos perjudiciales (David et al., 1990), siendo este
a su vez un fenémeno complejo que altera las respuestas fisioldgicas, psicologicas
y de comportamiento de un animal (Sharma et al., 1999). Por otra parte,
Ramendra et al.(2016), lo definen como una reaccion de reflejo de los animales en
ambientes hostiles y que causa consecuencias desfavorables que van desde el

malestar hasta la muerte.

Los estresores pueden ser ambientales (calor y frio extremos), nutricionales
(privacion de alimento/agua), sociales y psicolégicos (miedo/restriccion), internos
(enfermedad/patdégenos/toxinas) y fisioldégicos (gestacion/lactancia). La reaccién
de un animal a factores estresantes depende de la duracion y la intensidad de los
estresores, la experiencia previa del animal con los factores estresantes, su

estado fisiolégico y las restricciones ambientales inmediatas (Ganaie, 2012).

12



e

4.2.1Estrés por calor

La temperatura es uno de los factores de estrés mas desafiantes,queafecta
la salud humana y animal. Aunque los seres humanos tienen la capacidad de
soportar grandes variaciones en la temperatura ambiental, un aumento
relativamente pequefio de la temperatura interna puede provocar lesiones e
incluso la muerte (Crandall y Gonzalez 2010). Cuando la temperatura ambiente y
otras condiciones ambientales crean una situacion que esta por debajo o por
encima de los valores umbral respectivos, la eficiencia se ve comprometida porque
los nutrientes son desviados para mantener la eutermia (temperatura fisiolégica)
ya que preservar una temperatura corporal segura se convierte en la mas alta

prioridad sobrela sintesis del producto (leche o carne; Baumgard y Rhoads, 2013).

Los medios primarios no evaporativos de enfriamiento (conduccion,
conveccién y radiacién) se vuelven menos eficaces conforme se incrementa la
temperatura ambiental, entonces el animal se vuelve cada vez mas dependiente
del sudor y el jadeo para aliviar el estrés por calor (Kimothi y Ghosh, 2005). Se
han observado una serie importante de respuestas fisioldgicas cuandolos
animales se exponen a temperatura y humedad relativa elevadas; incremento en
la sudoracion, frecuencia respiratoria alta, vasodilatacion con aumento del flujo
sanguineo a la superficie de la piel, incremento en la temperatura rectal,
disminucién de la ingesta de alimento, incremento en los requerimientos de
energia de mantenimiento, etc. todas estas respuestas seasociancon el impacto
negativo del estrés por calor en la produccion y reproduccion en animales de
granja (Ganaie, 2012; Bunglavan y Chaturvedi, 2013).

4.2.2Efectos del estrés por calor en produccién animal

Los efectos perjudiciales del estrés por calor sobre el bienestar y la
produccion de los animales probablemente se convertiran en un problema si el
clima de la tierra continda calentandose como se mencioné anteriormente. Hoy en

dia, es preocupante el estrés inducido en ambientesmuy célidos como el que se

13
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observa en zonas tropicales, subtropicales y aridasdebido a su impacto perjudicial,
especialmente en animales de alto rendimiento (Slimen et al., 2016).

La industria porcina es afectada severamente por el estrés por calor;
estudios hechos en Estados Unidos demuestran que en ese pais se pierden mas
de $ 300 millones de ddlares anuales, y las pérdidas mundiales estan en los miles
de millones (St-Pierre et al., 2003). Parte de la pérdida econdmica se debe al
aumento de la morbilidad, mortalidad (especialmente en el peso de mercado de
los cerdos), el crecimiento subdptimo, el uso ineficaz de nutrientes, el bajo
rendimiento de las cerdas, la disminucion del valor de la canal (canales con alto
contenido de grasa) y problemas por procesamiento de la canal (St-Pierre et al.,
2003). El hecho de que los cerdos criados bajo condiciones de estrés por calor
hayan reducido la masa muscular y aumentado el tejido adiposo se ha
documentado con frecuencia durante los ultimos afios (Close et al., 1971, Collin et
al., 2001).

Aparte de los efectos directos sobre el metabolismo vy fisiologia del animal,
gran parte de los efectos perjudiciales del cambio climatico en la produccién
animal global estarda mediada indirectamente por la disponibilidad y calidad de los
alimentos y el aumento de la susceptibilidad a parasitos y enfermedades
transmitidas por vectores (Baumgard et al., 2013). Es probable que el cambio
climatico limite la disponibilidad de pasto y forraje para el ganado debido a la
disminucién del rendimiento producido por el calor, la sequia y al elevado nivel de
CO;, (Baumgard et al., 2012). Ademas, se prevé que el calentamiento global
afectela biodiversidad y la distribucién de la microbiota, lo que probablemente
aumentara la aparicibn de agentes zoondticos y brotes de enfermedades

infecciosas (Sachan y Singh, 2010).

Por consiguiente, el estrés por calor podria convertirse en uno de los
problemas mas costosos y ciertamente uno de los principales obstaculos para los

productores de animales en los paises en desarrollo (Baumgard et al., 2013).
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4.2.3 Efecto del estrés por calor en el epitelio intestinal

El dafio influido a los animales que padecen estrés por calor puede
comprometer la integridad de la mucosa gastrointestinal, misma que protege al
ambiente interno del organismo de las bacterias y endotoxinas bacterianas
(Moseley y Gisolfi 1993). En general, se ha reportado que la respuesta al estrés
por calor disminuye la funcion de esta barrera protectora, dando lugar al aumento
de la permeabilidad intestinal y la difusion de componentes bacterianos toxicos

desde el lumen del intestino hacia la sangre (Lambert, 2009).

El estrés por calor altera la homeostasis epitelial en la mucosa intestinal por
inhibicion de la mitosis y la induccién de apoptosis en la cripta (Varedi et al., 2001,
Prosser et al., 2004). Ademas, este tipo de estrés causa varios cambios en el
tracto gastrointestinal, los cuales incluyen dafio notable en la superficie delas
vellosidades intestinales, asi como reduccion en la altura de las vellosidades y
profundidad de criptasde mucosa intestinal, lo que en consecuencia reduce su
capacidad de absorcién de nutrientes, tal como lo reportaron Yu et al. (2010) en

los cerdosy Soleimani et al. (2010) en aves.
4.2.4 Efecto del estrés por calor en la microbiota intestinal

El tracto gastrointestinal de los mamiferos esta habitado por mas de 400
especies de bacteriasy el numero total de microbios es de aproximadamente
10*que es aproximadamente 10 veces mas que las células de su tejido (Hooper y
Gordon, 2001; Hooper 2004; Kelly et al., 2007). Por lo anterior, la diversidad
genética de la microbiota en el tracto gastrointestinal es inmensa y tiene el
potencial de proporcionar numerosas actividades biolégicas de las que el huésped
carece (Isaacson y Bum, 2012). La microbiota gastrointestinal forma un complejo
sistema ecoldgico que ejerce funciones especificas troficas, metabdlicas vy
protectoras para el huésped (Guarner y Malagelada, 2003). La biodiversidad y la

estabilidad de este ecosistema benefician no solo la utilizacion de nutrientes en los
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animales, sino también el estado de salud y rendimiento en el crecimiento
(Jensen, 1998).

Algunos estudios han demostrado que las condiciones estresantes y
cambios nutricionales podrian alterar la poblacién microbiana gastrointestinal, lo
gue conduce a efectos perjudiciales en el huésped (Fuller, 1989; Lv et al., 2015).
El estrés compromete la microbiota intestinal ydisminuye la capacidad de
respuesta inmune del organismo y el sistema de defensa antioxidante en cerdos
destetados (Morrow-Tesch et al., 1994; Gruenwald et al., 2002). Debido a que la
estabilidad de la microbiota intestinal determina la capacidad del organismo para
tolerar el estrés (Berg et al., 1999), se espera que modulando la microbiota
intestinal, se podria ofrecer una enfoque terapéutico novedoso y no invasivo para
promover el bienestar del huésped mediante la prevencion y el tratamiento de los

efectos adversos del estrés térmico en el intestino (Moore et al., 2014).
4.3 Probidticos: Concepto

Se han propuesto varias definiciones para el término "probidtico”, cuyo
origen se atribuye a Parker (1974) que los define como «organismos y sustancias
que contribuyen al equilibrio microbiano intestinal». Sin embargo, el concepto de
manipulacion de la microbiotafue apreciado por primera vez por Metchnikoff
(1912), quien considerd que el consumo de yogur por los campesinos bulgaros les
conferiaun largo periodo de vida. Aunque no se ha demostrado la existencia de un
vinculo entre la longevidad y la ingestion de leche fermentada, algunos autores
han afirmado que su valor terapéutico esta relacionado con las bacterias viables,
en particular Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus (Sissons,
1989). Por otro lado, en literatura mas reciente la definicibn mas aceptada es
"microorganismos vivos, que cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren beneficios para la salud del huésped” (FAO/OMS, 2002). Esta definicion
implica que se debe demostrar un efecto para la salud por parte del
probiotico(Patil et al,2015).
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4.3.1 Microorganismos probiéticos comunmente usados

Un elevado numero de cepas de microorganismos se estan utilizando como
probioticos con diferente eficacia; algunos de ellos pueden proporcionar ciertos
beneficios para el huésped mientras que otros no (Weichselbaum, 2009). Las
especies de probidticos mas comunmente usadas son cepas de bacterias lacticas
como Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus. Estas especies pueden
resistir el acido gastrico y biliar ademastener la capacidad de colonizar el intestino
0 presentarantagonismo con microorganismos potencialmente patdgenos
(Verdenelli et al., 2009). Los microorganismos mas utilizados como probidticos en
produccion animal son Lactobacillus- acidophilus, casei, brevis, fermentum,
gallinarum, plantarum, gasseri, johnnsonii, reuteri, salivaris, Bifidobacterium-
bifidum, lactis, Saccharomyces- cerevisiae, boulardii, Aspergillus- oryzae, Bacillus-
cereus, Coagulans, licheniformis, subtilis, Enterococcus- faecium vy

Pediococcuspentosaceus (Ohashi y Ushida, 2009).
4.3.2 Modo de accion

La microbiotaintestinal normal tiene un papel de apoyo en la proteccion
contraenfermedades y en la digestion de los alimentos. Sin embargo, las
condiciones estresantes puedenfavorecer el crecimiento de organismos
patégenos(Patil et al. 2015). De acuerdo con Escalante (2001), los probidticos

producen sus efectos benéficos a través de uno de los siguientes mecanismos:

a) Reduccion del pH intestinal debido a los acidos excretados por los
microorganismos probioticos, lo que evita la proliferacién de los patégenos.

b) Efecto competitivo de los probi6ticos que puede deberse a la ocupacion de
los lugares de colonizacién.

c) Capacidad de secrecion de antibidticos naturales por los lactobacilos y
bacterias bifidogénicas, que pueden tener un amplio espectro de actividad,
entre ellos: lactocinas, helveticinas, lactacinas, curvacinas, nicinas y

bifidocinas.
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4.3.3 Uso y funcién de probidticos en cerdos

El aumento en la presion para que los productores ganaderos reduzcan al
minimo el uso de antibiéticos como promotores del crecimiento en la produccién
animal provoca una preocupacion mundial que ocurre por el desarrollo de la
resistencia bacteriana a antibiéticos (FAO/OMS, 2002). En consecuencia, se esta
trabajando para encontrar alternativas viables al uso de antibidticos, lo que podria
mejorar los mecanismos naturales de defensa de los animales y reducir el uso
masivo de los antibiéticos (Bach, 2001; Smith et al., 2002). Tradicionalmente, los
antibiéticos se han administrado ampliamente en la produccién de cerdos para
resolver problemas posteriores al destete (Kong et al., 2009). Autores como Jacela
et al. (2010) mencionan que la suplementacién de microorganismos benéficos en
el tracto gastrointestinal es una alternativa potencial para eliminar
microorganismos potencialmente dafinos. En animales sanos, se mantiene un
delicado equilibrio entre microorganismos benéficos y dafinos, sin embargo,
durante periodos de estrés, el equilibrio puede afectarsey conducir a un rapido
crecimiento de microorganismos patdégenos. Lo anterior, resultaria en mal
desemperfio o enfermedades en el animal (Jacela et al., 2010). En este contexto,
los probidticos han sido objeto de investigacibnparareemplazar el uso de
antibidticos como promotores del crecimiento,siendo un desafio importante para
los productores el criar lechones sanos sin suplementar antibiéticos(Dowarah et
al., 2017).

En diversos trabajos como los de Huang et al., (2004) y Lee et al., (2012),
mencionan que el uso de probidticos en la produccion de cerdos ayuda
amanteneruna buena salud intestinal al estimular el crecimiento de microbiota
sana, previniendo la colonizacion intestinal de patdgenos entéricos;asi también se
reduce la emision de gases nocivos fecales (Hong et al., 2002);produccion de
sustancias antimicrobianas, mejora la capacidad digestiva y la respuesta inmune
mediada por anticuerpos(Wang et al., 2012; Hou et al, 2015).Algunos

microorganismosdel género Bacillusse han empleado como probidticos,y han
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demostrado que su inclusion en la dieta reducela morbilidad y la mortalidad en
lechones recién destetados, mejorando los parametros de desempefio de los
cerdos de engorday la calidad de la canal(Alexopouloset al., 2004%).La mayoria de
esos estudios, revelan un resultado benéficoconla administracion de probiéticos en
lechones, mejorando el nimero de bacterias benéficas y disminuyendo la carga de
patogenos; ademas desupapel importante en la estimulacion de la respuesta
inmune celular, mostrando altas actividades de IgM e IgA hacia patégenos
disminuyendo la infeccion o un alivio parcial de la diarrea (Gaggiaet al., 2010 y
Deng et al., 2013).

4.3.4 Uso de Bacillussubtiliscomo probiético en cerdos y otras especies

Bacillus subtilis ha sido evaluado como probidtico para su uso en cerdos y
otras especies como pollos de engorde, gallinas de postura y peces; mostrando
algunos beneficios para aves comoaumentar las tasas de crecimiento
(Afsharmanesh y Sadaghi, 2014),mejora en la digestibilidad ileal aparente de
aminodcidos, reduccion de la gravedad de las lesiones intestinales y namero de
células patdgenas en el TGI, reconstitucion de la estructura normal de las
vellosidades intestinales que han sido afectadas por enteritis necrética causada
por Clostridium perfringens (Jayaraman et al., 2013) y del mismo modo, una
reduccion en la coccidiosis (Giannenas et al. 2012), consideradas como
enfermedades importantes en aves de corral debido a las altas pérdidas
econdémicas que provoca en la industria (McDevitt et al, 2006, Hermans y Morgan,
2007). En el caso de gallinas ponedoras, se ha encontrado un efecto en la
reduccion del colesterol en la yema de huevo (Kurtoglu et al., 2004).

Los resultados encontrados en cerdos con el uso de Bacillus subtilis han
sido entre otros, un aumento de peso en hasta un 8% y la eficiencia en el uso de
los alimentos hasta un 10% en cerdos productores y finalizadores, mejora el
metabolismo de los lipidos en la grasa subcutanea mediante la regulacién de la
microbiota intestinal (Alexopoulos et al., 2004?%; Cui et al., 2013), cerdas gestantes

de dos semanas antes de la fecha de parto esperada y durante la lactancia
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tuvieron un mayor rendimiento de la camada, reduccion de diarrea en los
lechones, redujo la mortalidad antes del destete y aument6 el peso corporal al
destete (Alexopoulos et al. 2004°). La disminucién de la pérdida de peso en cerdas
durante la lactancia y la produccién de leche con mayor contenido de grasa y
proteinas fueron razonessugeridas para mejorar la salud y el rendimiento de los
lechones.Alexopoulos et al., (2004%), y Link y Kovac (2006) han demostrado que
en lechones, la ingestion de esporas de Bacillus subtilis aumenta el rendimiento

del crecimiento, la conversion alimenticia y la calidad de la carne de los cerdos.

En algunas especies de peces, mejora la respuesta inmune y resistencia
ante infecciones, aumenta el crecimiento, produccién y supervivencia de larvas,
reduce el recuento de patdégenos (Ghosh et al., 2008) (Keysami et al., 2007). De
manera similar, Liu et al. (2010) informé que el desarrollo de larvas de camarén (L.
vannamei), la metamorfosis, la inmunoestimulacion y la respuesta al estrés se
acelero significativamente después de la adicién de B. subtilis al agua de cria de

larvas.

El uso de especies de Bacillus como probidticos ha aumentado
rapidamente, demostrando que éste es capaz de estimular la respuesta inmune,
las actividades antimicrobianas y la exclusion competitiva de otros
microorganismos (Cutting, 2011). Teniendo en cuenta que en condiciones de
estrés por calor el tracto gastrointestinal sufre dafios que comprometen su
integridad y funcion (Pearce et al., 2013), y probablemente la composicion de su
microbiota, el uso de Bacillussubtilis podria conferir la ventaja de ejercer una

simbiosis Unica en cerdos en crecimiento.
4.3.5 Caracteristicas microbiologicas del Bacillus subtilis

Desde el punto de vista microbiolégico los Bacillus son microorganismos
grampositivos, formadores de esporas, comunmente asociados con el suelo, el
agua y el aire,que normalmente son introducidos al tracto intestinal como resultado

de una ingestion involuntaria de alimentos con estas bacterias (Gaggiaet al.,
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2010). Los Bacillusson bacterias anaerobias estrictas o facultativas, productoras
de sustancias antimicrobianas, asi como de enzimas hidrolasas. Entre las
especies de mayor importancia, como probidticos pertenecientes a este género,
estan B. cereus, B. licheniformis, B. subtilis y B. natto (Guillot, 2000; y Bortolozo
Kira, 2002). Otros de los elementos que caracteriza a Bacillus sp. es la produccién
de enzimas hidroliticas que ayudan a mejorar la utilizacion de los alimentos.
Dentro de estas se encuentran las proteasas, amilasas y glicosidasas, que
descomponen las complejas moléculas de los alimentos y las transforman en
nutrientes mas simples. Estos compuestos se absorben rapidamente por el animal
o pueden ser empleados por otras bacterias benéficas para el establecimiento de

una microbiota intestinal balanceada (Milian et al., 2008).

B. subtilis es un microorganismo autdctono del suelo que a diferencia de
Escherichia coli, prospera en la naturaleza, donde se encuentra ampliamente
distribuido en muy diversos hébitats y los cuales ha colonizado eficientemente
debido a sus cualidades, como capacidad para formar esporas en diversas
condiciones de estrés, crecer en un intervalo amplio de temperaturas (desde 15
hasta 55 °C), presentar motilidad, aerotaxis y velocidades de crecimiento altas,
sobrevivir en concentraciones salinas (hasta el 7% de NacCl), producir una amplia
variedad de antibidticos y enzimas hidroliticas extracelulares (Nakamura et al.,
1999).Su ciclo de vida, estudiado en el laboratorio, comprende una fase vegetativa
muy similar al crecimiento de otras bacterias, sin embargo bajo condiciones de
limitacién de nutrientes, de densidad de poblacién o de respuesta a condiciones
de estrés, se generan una serie de sefiales que modulan el inicio de la
esporulaciéon (Espinosa, 2005).Las esporas que son termoestables tienen un
namero de ventajas sobre otras bacterias no esporo formadoras tales como
Lactobacilluses decir, que el producto puede ser almacenado a temperatura
ambiente en una forma desecada sin ningun efecto deletéreo sobre su viabilidad.
Una segunda ventaja es que la espora es capaz de sobrevivir al pH bajo de la
barrera gastrica (Barbosa et al., 2005; Spinosa et al., 2000); asi que en principio

una dosis especifica de esporas puede almacenarse indefinidamente sin
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refrigeracion y estas al ser ingeridas llegaran al intestino delgado intacto (Cutting,
2011).

B. subtilis ademas tiene la capacidad de adaptarse al ecosistema intestinal
(Jensen et al., 2003; Tam et al., 2006), y puede tener un efecto potenciador del
crecimiento del huésped basados en la produccion de enzimas que mejoran la

digestibilidad de la alimentacion(Leser et al., 2008).
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V. HIPOTESIS

La suplementacién conB. subtilispuede mejorar el comportamiento
productivo, la estabilidad de la microbiota intestinal e integridad del epitelio del

intestino delgado de cerdos en crecimiento en condiciones de estrés por calor.
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VI. OBJETIVO GENERAL

Evaluarla suplementacion deuna cepa deB. subtilisoriginaria de intestino
delgado de cerdos en estrés por calor cronico sobre el comportamiento
productivo,estabilidad de la microbiotaintestinal eintegridad del epitelio de intestino

delgado de cerdos en crecimiento en condiciones de estrés por calor.

Objetivos especificos

e Determinar si el estrés por calor modifica la composicion de la flora

intestinal de cerdos en crecimiento.

e Comprobar si existe un efecto probiético de B. subtilis al ser adicionado en

dietas para cerdos en crecimiento.

e Evaluar el efecto de Bacillus subtilis, sobre la temperatura intestinal y la
microbiota de intestino delgado de cerdos en crecimiento a los 2 y 8 dias de

exposicion a estrés por calor.

e Evaluar el efecto deBacillus subtilis,aislado de intestino delgado de cerdos
adaptados al EC, en el comportamiento productivo, estabilidad de la
microbiota e integridad del epitelio intestinal de cerdos en crecimiento bajo

condiciones de estrés por calor.
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VII. EXPERIMENTO 1.

Efecto de la suplementacidén conB. subtilisen la temperatura intestinaly
composicion de la microbiotade intestino delgado de cerdos en crecimiento

en condiciones de estrés por calor
7.1 Objetivo

Evaluar el efecto de Bacillus subtilis, sobre la temperatura intestinal y la
microbiota de intestino delgado de cerdos en crecimiento a los 2 y 8 dias de

exposicion a estrés por calor.
7.2 Materiales y métodos

El experimento se llevé a cabo durante el verano de 2016, el trabajo con los
cerdos se realizé en la Unidad de Fisiologia y Metabolismo de Cerdos; y los
andlisis de muestras en el Laboratorio de Nutrigendémica del Instituto de Ciencias
Agricolas de la Universidad Autonoma de Baja California, en Mexicali, B.C.,

México.

Para el manejo y alojamiento de los animales,en la unidad de Fisiologia y
Metabolismo de Cerdos,se cuenta con dos salas con jaulas individuales de piso
elevado y plastificado de 1.2 x 1.2 m,equipadas con comederos de
aceroinoxidable y bebederos tipo chup6n.Una de las salasposee un equipo de aire
acondicionado (sala de confort), en donde es posibleajustar el termostato para
mantener la temperatura ambiental a la temperatura de confort de los
cerdos(24°C); la otra sala,no posee equipo de aire acondicionado (sala de estrés
por calor), la temperatura en esta sala refleja las variacionesdiurnas de

temperatura ambiental que ocurren enlos dias en que se realiza el experimento.

Antes del inicio del experimento se seleccionaron de la granja porcina del
ICA, ocho cerdos, seis hembras y dos machos de cruce LandracexYorkshire x
Duroccon un peso promedio inicial de 18 = 2 kg de peso vivo. Los cerdos fueron

adaptados quirurgicamente con una canula tipo “T” en ileon terminal, y para su
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recuperacion de la cirugia se les mantuvo un periodo de recuperacion de diez dias

en condiciones de confort (aire acondicionado encendido a 24 °C).

El periodo experimentaltuvo una duracion de 15 dias, en los primeros siete
dias se mantuvieron las condiciones de confort térmico (24 °C), el octavo dia en la
mafiana se apago el aire acondicionado de la sala y los animales estuvieron
sujetos a las variaciones diurnas de temperatura ambiente que ocurrieron de
manera natural en los dias de experimentacion, esta segunda etapa se considero

el periodo deestrés por calor, y concluyéel dia quince.

El trabajoconsisti6 de dos tratamientos con 4 réplicas (cerdos) por
tratamiento. En el tratamiento uno (T1) o grupo testigo,los cerdos fueron
alimentados con la dieta a base trigo adicionada con vitaminas y minerales; en el
tratamiento dos (T2) o grupo experimental, los cerdos recibieron el mismo alimento

que en T1, pero fueron suplementadoscon Bacillus subtilis.

La alimentacion de los cerdos se restringié durante todo el experimento a
1.2 kg de alimento al dia, dividido en dos raciones iguales de 600 gr ofrecido a
las0700 y 1900 horas.Para la suplementacion de B. subtilis a los cerdos del T2 se
les administraron 20 ml de medio de cultivo de esta bacteria sobre el alimento
recién ofrecido tanto en la mafiana como en la tarde; al mismo tiempo los cerdos
del T1 recibieron el mismo volumen de medio de cultivo estéril.La dosis
administrada de B. subtilisfue equivalente a 2.16 x 102 UFC por dia, similar a la
que ya habia sido reportada en la literatura (Baker et al., 2013).La dieta ofrecida
fue formulada para cubrir los requerimientos de nutrientes para mantenimiento de
los cerdos de acuerdo con su edad y peso (NRC, 2012), tal como se muestra en el
Cuadrol.Se ofrecio agua potable a voluntad.

A través de la canula ileal de cada cerdo se introdujo un termografo
(Thermotracker BT,iButtonLink Technology, Whitewater, WI) colocado dentro de
una pequefia bolsa de nylon y atado al tapon de la canula. Los termografos fueron

programados para realizarlecturas de la temperatura intestinal cada 15 minutos.
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Asi mismo, se coloc6 un higrotermografo (Thermotracker Higro) dentro de la sala

en donde se alojaron los animales para registrar la temperatura ambiental y
humedad relativa cada 15 minutos, los resultados obtenidos de temperatura (en
grados Fahrenheit) y humedad ambiental seemplearon para calcular el indice de
calor dentro de cada una de las salas, de acuerdo con la formula propuesta por
Steadman (1979) y modificada por Rothfusz (1990).

ITH = -42.379 + 2.0490T + 10.143RH - 0.22476TRH - 6.8378 x 1073 Tf2 -
5.4817x102RH? + 1.2287x10° T°RH + 8.5282x10*RH? Tf - 1.99x10° Tf°RH?

(ITH, indice de temperatura-humedad; T, temperatura en grados Fahrenheit; RH,
humedad relativa expresada en porcentaje).

Cuadro 1. Composicion dela dieta experimental.

Ingrediente ar/kg
Trigo 639.0
Soya 303.0
Carbonato de Calcio 12.5
Ortofosfato 10.0
Sal comun 3.5
Premezcla de vitaminas y minerales 2.0
Aceite 30.0
Total 1000

7.2.1 Preparacion del suplemento de B. subtilis

La cepa de B. subtilisutilizadafue aislada e identificada previamente del
contenido intestinal de cerdos que estuvieron sometidos y adaptados a
condiciones de estrés por calor durante varias semanas en un experimento
anterior. La identificacion se realizémediante una prueba de PCR punto final con
oligonucledtidos universales 16s,los productos de PCR se enviaron a secuenciar
para su identificacién con oligonucleétidos especificos de B. subtilisy compararcon

el GenBank.

Una alicuota de 200 pl de cultivo puro de B. subtilis fue sembrado en 200 mi

de medio de cultivo liquido LB durante 12 horas a 37 °C.De este medio se
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guardaron 30 alicuotas de 1.0 ml del cultivo a -81° C, del cual también se ley6 su
absorbancia a 540 nm mediante espectrofotometria.A continuacion, la
concentracion de microorganismos se determiné sembrando 100 ul del cultivo
diluido 1:10,000 en 8 cajas de medio LB agar, durante 12 horas a 37°C. Al finalizar
esta incubacion se realizo el conteo de UFC por caja, mismo que se multiplicé por
su factor de dilucidén. Con este resultado se estimoé el niumero promedio de UFC de

B. subtilispor ml de medio de cultivo que se emplearia en el experimento.

En cada dia del experimento se sembrd una alicuota de medio de cultivo de
B. subtilis durante 12 horas (toda la noche) para ser suministradas al dia siguiente.
La cantidad de microorganismos fue corroborada de forma que al momento de su
administracion el medio de cultivo tuviera la absorbancia a 540 nm equivalente a
1.08 x 10® UFC por ml.

Todos los dias al momento de servir el alimento se esparcieron sobre el
mismo ya fueran 20 ml demedio de cultivo liquido con B. subtilispara los animales
del T2 (mafana y tarde), o bien medio de cultivo estéril para el grupo testigo.En
total, la cantidad de microorganismos suministrada por dia a los cerdos del T2
equivalian a 2.16 x 10 UFC de B. subtilis.

7.2.2Toma de muestras de contenido ileal

En el Gltimo dia de confort y en los dias 2 y 8 de exposicién a estrés por calor
se colecté el contenido ileal de los cerdos durante un periodo de 12 h
consecutivas, comprendido de las 0700 a las 1900 h. La colecta del material se
realizd colocando bolsas de plastico en la salida del barril de la canula durante 15
minutos o hasta que se llenaron, y sustituyéndolas por bolsas nuevas. Todo el
material colectado de un mismo animal se vacié en un recipiente, fue mezclado y
conservado en congelacion para analisis de composicion de la microbiota

intestinal.
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7.2.3Extraccion de ADN de muestras de contenido ileal

El contenido ileal colectado durante el trabajo de campo fue homogenizado
y se formaron alicuotas de 2 ml en tubos eppendorf. De estas muestras se realizo
la extraccion de ADN gendmico para los andlisis de PCR cuantitativo, como se

describe a continuacion.

De las alicuotas de contenido intestinal de los cerdos se tom6 1 ml de cada
muestra, mismas que fueron centrifugadas por 2 mina 4000 g. Del producto de

centrifugacion se retiraron 100 pl de sobrenadante.

A los 100 pl de muestra se agregd 1 ml de DNAzol (Invitrogen, USA) y se
mezclé por inversion y luego se incub6é durante 10 minutos a temperatura
ambiente con la finalidad de lisar las células bacterianas.A continuacion las
muestras se centrifugaron a 4000g durante 2 min y se recuperé el sobrenadante.
Se precipitd con 500 pl de etanol al 100% y se mezcl6 por inversion durante 3 min
a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugdéa 4000 g por 2 min y se
retird el sobrenadante, el pellet que quedo fue lavado con 800 pl de etanol al 75%,
mezclandolo por inversion por 1 min, se realizéuna segunda centrifugacion a
4000g durante 2 min retirando de nuevo el sobrenadante y dejando secar la
pastilla de DNA por 5 minutos.La pastilla de DNA fueresuspendidaen agua libre de
nucleasas(de 20 pl a 50 pl). Para corroborar el resultado se corrié la muestra en

una prueba de electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %.

7.2.4Determinaciéon de las variaciones en la microbiota intestinal

La abundancia de ADN de microorganismos de los géneros Bacillus,
Lactobacillus, E. coli, Bifidobacterium, Salmonella, Clostridium, Shigella y
Klebsiella en los dO, d2 y d8 de exposicion al estrés por calor se estimdé mediante
ensayos de PCR cuantitativo (qQPCR). Con este fin se empled el ADN gendmico
purificado en las muestras de contenido intestinal y se emplearon oligonucleétidos
especificos para cada género bacteriano, asi también se emplearon

oligonucledtidos universales para bacterias totales 16S. En el Cuadro 2 se
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presentan los oligonucledtidosutilizados.El analisis de qPCR se llevo a cabo con 1
Ml de ADN de cada muestra (concentracion de 50 ng/upl), 1 pl de los
oligonucledétdos especificos para cada género bacteriano, se agregaron 12.5ul de
SYBR GreenSupermix (Maxima TM SYBR Green-rox gqPCR Master 2X,
Fermentas, Inc. USA,; esta mezcla tiene la enzima ADN polimerasa, un buffer de
MgCI2 y el Flururo SYBRGreen). Finalmente la reaccion fue completada en un
volumen de 25l con agua libre de nucleasas. Las reacciones de gPCR se llevaron
a cabo en un termociclador Chromo 4 Real-Time PCR detector de Bio-Rad y se

realizaron de acuerdo con el programa presentado en el Cuadro3.

Cuadro 2.Secuencias de oligonucleétidos empleados para el andlisis de composicién
microbioldgica de contenido intestinal de cerdos en crecimiento en condiciones de estrés
por calor.

Secuencia Referencia

Bacillus sp
Sentido ACGCCGTAAACGATGAGT Han et al.. 2012
Antisentido GTGTGTAGCCCAGGTCATAA v
Escherichia coli
Sentido AGAAGCTTGCTCTTTGCTGA Lee et al. 2010
Antisentido CTTTGGTCTTGCGACGTTAT B
Lactobacillus sp.
Sentido CGATGAGTGCTAGGTGTTGGA

. . Fu et al., 2006
Antisentido CAAGATGTCAAGACCTGGTAAG
Bifidobacterium sp.
Sentido GATTCTGGCTCAGGATGAACG Kaufmann et al., 1997
Antisentido CGGGTGCT(A/G/CIT)CCCACTTTCATG
Salmonella sp.
Sentido GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA
Antisentido TCATCGCACCGTCAAAGGAACC Rahn etal,, 1992
Clostridium perfringens
Sentido ATGCAAGTCGAGCGA(G/T)G _
Antisentido TATGCGGTATTAATCT((C/T))CCTTT Rinttila et al., 2004
Shigella spp
Sentido CCTTGACCGCCTTTCCGATA Kong et al., 2002
Antisentido CAGCCACCCTCTGAGGTACT B
Klebsiella ssp
Sentido CGCGTACTATACGCCATGAACGTA Brisse y Verhoef 2001
Antisentido ACCGTTGATCACTTCGGTCAGG
Totales
Sentido TCCTACGGGAGGCAGCAGT Nadkarni et al.. 2002
Antisentido GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT B
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Cuadro 3.Condiciones de amplificacion para las muestras de qPCR.

Etapa Tiempo Temperatura (°C) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 3 min 95
Desnaturalizaciéon 30 seg 95

. L 39
Alineacion 30 seg 58 ciclos
Elongacion 1 min 72
Elongacion final 5 seg 65-95
Incubacion Indefinido 10

7.2.5 Determinacion de la presencia de genes de antibidticos en B. subtilis

La presencia de ARN de productos antimicrobianos (Subtilosina, Subtilisina,
Iturina A, Fegycina FND, Bacilomycina y Surfactina)se estim6é mediante ensayos
de PCR punto final (PCR). Con este fin se empleé el ADN gendmico purificado de
la cepa de B. subtilis utilizada en el experimento y se emplearon oligonucleétidos
especificos para cada producto. En el Cuadro 4 se presentan los oligonucleétidos
utilizados.Las reacciones de PCR con volumen final de 50 pl se prepararon en
microtubos de 0.2 ml, de la siguiente manera: 40.5 ul de agua libre de nucleasas;
1 I DNTP’s (10 uM); 5 ul buffer 5X para PCR, 1ul de oligonucleétido antisentido y
1 ul de oligo sentido (10 uM), 0.5 ul de enzima ADN polimerasa (5 U/ul) y1 ul de
ADN genomico. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador
(Thermal cycler T100 de BIO-RAD), con el programa siguiente: las temperaturas
de amplificacion empleadas fueron de 52 a 58 °C, dependiendo de la temperatura
de desnaturalizacion (TM) de los oligonucledétidos especificos para cada fragmento
amplificado. Todas las reacciones de PCR fueron realizadas con 35 ciclos de
amplificacion. Una vez terminada la amplificacion, se verificé el producto de PCR
mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 2 % con 3 ul de
producto de PCR y 2 pl de buffer de corrida. Lo anteriorse realizé de acuerdo con

el programa presentado en el Cuadro5.
7.2.6 Analisis estadistico

Los resultados de temperatura se compararon mediante analisis de

varianza en el programa Statistix 9.0. Los resultados de cuantificacion de DNA se
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analizaron siguiendo la metodologia de 2-DDCt descrita por Livak y Schmittgen
(2001); de acuerdo con estos autores, los valores de Ct de cada muestra fueron
corregidos con el Ct de los amplificados con el oligonucledtido de bacterias totales
16S para realizar el andlisis estadistico. Se contrasto el efecto de la
suplementacién o no con B. subtilis en los dO, d2 y d8 de exposicion a estrés por

calor. Las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0.05.

Cuadro 4.Secuencias de oligonucleétidos empleados para el andlisis de la presencia de
genes de antibiéticos en cepa de B. subtilis

. Tamafio de .
Secuencia Referencia
fragmento
Subtilisin
Sentido CTTAAACGTCAGAGGCGGAG 704 pb Cao et al., 2002
Antisentido ATTGTGCAGCTGCTTGTACG
Subtilosin
Sentido TCGGTTTGTAAACTTCAACTGC 334 pb Cao et al., 2002
Antisentido GTCCACTAGACAAGCGGCTC
Bacillomycin
Sentido CTGGAAGAGATGCCGCTTAC 850 pb Cao et al., 2002
Antisentido AAGAGTGCGTTTTCTTCGGA
Iturin ituA
Sentido TGCCAGACAGTATGAGGCAG 885 pb Joshi y Gardener (2006)
Antisentido CATGCCGTATCCACTGTGAC
Fengycin fenD
Sentido CCTGCAGAAGGAGAAGTGAAG 293 pb Joshi y Gardener (2006)
Antisentido TGCTCATCGTCTTCCGTTTC
Surfactin
Sentido GTTCTCGCAGTCCAGCAGAAG 308 pb Joshi y Gardener (2006)
Antisentido GCCGAGCGTATCCGTACCGAG

Cuadro 5.Condiciones de amplificacién para las muestras de PCR.

Etapa Tiempo Temperatura (°C) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 5 min 94
Desnaturalizacion 30 seg 94 35
Alineacién 45 seg 52-58 ciclos
Elongacion 1 min 72
Elongacion final 7 min 72
Incubacion Indefinido 10
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7.3 Resultados y discusion

Durante el periodo experimental se registraron las variaciones diurnas de
temperatura ambiental y humedad relativa dentro de la sala en que fueron
alojados los cerdos (Figura2 y 3). La temperatura ambiental durante el periodo de
confort fue de 25.1 = 2.1 °C, mientras que en el periodo de estrés por calor la
temperatura ambiental fue en promedio de 35.0 + 4.9 °C. El horario en que se
registro la mayor temperatura fue de 1000 a 1900 h, en ese periodo la temperatura
ambiental fue superior a 35 °C con un promedio de 40.3°C. Por otra parte, la
humedad relativa present6 valores promedio en confort y estrés por calor de 60.3
+10.6 % y 51.3 + 14.7 % respectivamente, con los valores maximos entre 0700 y
0900 horas. El indice de calor (Figura 4), en la sala de confort se mantuvo en un
promedio de 80, pero en estrés por calor fue superior a 90 entre las 2200 y 0700
h, y superior a 100 entre 0800 y 2100 h, considerados respectivamentecomo de
cuidado extremo y peligroso(NOAA, 2017).Las diferencias ambientales bajo los
escenarios en que fueron expuestos los cerdos evidencian que estos se
encontraban en condiciones de estrés por calor, teniendo en cuenta que la
temperatura de confort para cerdos en crecimiento oscila alrededor de los 24 °C
(Quiniou et al., 2001).
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Figura 2. Promedio de la temperatura ambiental a lo largo del dia durante los periodosde
confort o estrés por calor.

33



90.0
80.0

© 70.0 ?C
>

3 50.0 NN\ e

%

t

©

S 40.0 N

3 30.0

€2

30.0

I 10.0

0.0
eNeolNeolNolololNolNololololNolNolololNolNololNollololloloRNe)
OO0 0000000000000 00 0000000
O A4 N M T WO OMMND0VDOO AN ML OO OANM
O 0O 0O 000D 0D 0D 0D 0O d A ddA A d A dd 4 N NN N

Hora del dia

—Confort ——Estrés por calor
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Figura 4.Variacion promedio a lo largo del dia en el indice de calordurante los periodos
de confort o estrés por calor.

En la Figura 5 se presentan los promedios de temperatura intestinal de los
cerdos en los periodos de confort y estrés por calor, registrados cada 15 min, alo
largo del dia(24 horas),ya fueran suplementados o no con B. subtilis. Se observo

un incremento promedio de 0.78 °C en la temperatura intestinal de los cerdos en
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estrés por calor con relacion a cuando se mantuvieron en condicion de confort

(P<0.001). Ademas, durante las horas mas calidas del dia se observd un
incremento de hasta 1.5 °C en la temperatura intestinal de los cerdos en estrés por
calor. Sin embargo, durante el periodo de estrés por calor no se observo efecto de
la suplementacion con B. subtilis en la temperatura intestinal de los cerdos
(P=0.211)(Cuadro6).Aunque los cerdos son capaces de mantener su temperatura
corporal relativamente constante dentro de cierto rango de condiciones de carga
térmica del cuerpo (Adair y Black, 2003), variables ambientales como temperatura
ambiental, radiacion, humedad y velocidad del aire podrian afectar la produccion y
disipacion de calor corporal en animales sanos, lo que aplica también al
incremento de la temperatura intestinal en los cerdos durante el periodo de estrés
por calor. Autores como Arce et al., (2013) mostraronresultados similares, en
donde la temperatura intestinal se eleva en alrededor 1.5 °C durante la exposicion
de cerdos a temperatura ambiental elevada; en consecuencia, se especula que la

fisiologia intestinal de los cerdos podria verse afectada.
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Figura 5.Temperatura intestinal de los cerdos durante el periodo de confort, o en el
periodo que fueron alimentados con la dieta testigo o suplementados con B. subtilis.

Cuadro 6. Temperatura intestinal de los cerdos durante el periodo de confort, o en el

periodo que fueron alimentados con la dieta testigo o suplementados con B. subtilis en
estrés por calor.
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Confort Estrés por calor Contrastes Pa=
Sin B. subtilis  Sin B. subtilis Con B. subtilis C1 Cc2 C3 C4
Media 39.86 40.54 40.49
EE 0.066 0.066 0.046 0.000 0.000 0.000 0.211

a Contrastes: C1: Con B. subtilis VS Sin B. subtilis
C2: Confort VS Estrés por calor
C3: Confort sin B. subtilis VS Estrés por calor con B. subtilis
C4: Estrés por calor sin B. subtilis VS Estrés por calor con B. subtilis

En la Figura6 se muestran los resultados de andlisis de abundancia de
microorganismos en intestino delgado de cerdos en confort (d0), y al d2 y d8 de
exposicion a estrés por calor consumiendo la dieta testigo o la dieta suplementada
con B. subtilis. En los animales suplementados con B. subtilis se incremento cinco
veces la poblacién de E. coli al d2 (P=0.050) y diez veces en el d8 (P=0.006) de
exposicion a estrés por calor. En los animales no suplementados, no hubo
diferencias en la variacion de E.coli a los dias 2 y 8 de EC (P=0.288) y (P=0.461)
respectivamente. No se observaron cambios en la poblacion del resto de los
microorganismos analizados por efecto del estrés por calor, ni por la

suplementacion con B. subtilis (P>0.10).

Algunos estudios han demostrado que las condiciones estresantes y
cambios nutricionales podrian alterar la poblacién microbiana gastrointestinal, lo
que conduce a efectos perjudiciales en el huésped (Fuller, 1989; Lv et al., 2015).
Por ejemplo, se ha detallado que el estrés compromete la microbiota intestinal y
como resultado, disminuye la capacidad de respuesta inmune del organismo vy el
sistema de defensa antioxidante en cerdos destetados (Morrow-Tesch et al., 1994;
Gruenwald et al., 2002). Debido a que la estabilidad de la microbiota intestinal
determina la capacidad del organismo para tolerar el estrés (Berg et al., 1999), se
espera que modulando la poblacion microbiana intestinal, se pueda ofrecer un
enfoque terapéutico novedoso y no invasivo para promover el bienestar de los
cerdos mediante la prevencion y el tratamiento de los efectos adversos del estrés

térmico en el intestino.
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Figura 6. Variaciones en la abundancia relativa al dia 0 de microorganismos intestinales
analizados en cerdos alimentados con la dieta testigo o con la suplementacién de B.
subtilis en los dias 2 y 8 de exposicién al estrés por calor.

De acuerdo con Alexopoulos et al. (2004%), se hipotetizé que el uso de un
microorganismo que ha sido probado como probiético podria ayudar a mantener la
salud intestinal y estimular el crecimiento de otros microorganismos benéficos,
previniendo la colonizacion de patégenos entéricos, sin embargo los resultados de
este trabajo no mostraron el efecto esperado en la condicion de estrés por calor en

gue se encontraban los cerdos.

E. coli es habitante normal del tracto gastrointestinal,ademas de otros
microorganismos que colonizan rapidamente desdeuna etapa temprana en los
cerdos, tales comoLactobacillus, Streptococcus, Clostridium y
Bifidobacterium(Jensen et al., 2001). Segun Hartl y Dykhuizen (1984) Escherichia
coli son en su mayoria bacterias comensales en el tracto gastrointestinal y se
observan tanto en cerdos sanos como enfermos (Schierack et al., 2006), por lo
gue algunas cepas de esta bacteria que se asocian a menudo con enfermedades
en cerdos, puede diferir geograficamente (Vu-Khac et al., 2007) y el grado de
patogenicidad puede no ser idéntico incluso dentro de la misma cepa (Zhang et
al., 2007). Lo anteriorhace pensar que no necesariamente el cambio en la

poblacién E. coli en el presente trabajo sea perjudicial para el cerdo, ademas de
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que los cerdos que mostraron este aumento de E. coli, no presentaron ningun

sintoma de enfermedad asociada con este microorganismo.

Se ha descrito que la capacidad de union de algunas bacterias ha sido
probada in vitro e in vivo,los resultados sugieren que el patdégeno se desplaza por
la competencia que ejercen bacterias benéficas por sitios receptores bacterianos,
por la sintesis de sustancias similares a antibioticos y/o la escasez de sustratos
esenciales (Verschuere et al., 2000). Por lo anteriorse puede pensar que la adicion
de B. subtilis no tuvo suficiente competitividad o adhesion en la mucosa intestinal
bajo las condiciones de estrés por las temperaturas elevadas del periodo
experimental. Estudios como los de Zareie et al., (2006) muestran que en modelos
de estrés animal, el tratamiento con probidtico en ratas anul6 completamente la
adhesion bacteriana inducida por el estrés a la mucosa intestinal y la translocacion
de bacterias a ganglios linfaticos mesentéricos. Esa adhesion no es especifica, por
lo que intervienen factores fisico-quimicos o especificos en la superficie de las
bacterias y moléculas receptoras adherentes sobre las células epiteliales
(Salminen et al., 1996).

El establecimiento de la microbiota intestinal esta influenciado por muchos
factores como el pH intestinal, la secrecién de moco, el peristaltismo y el tiempo
de transito a lo largo del tracto gastrointestinal (Hao y Lee, 2004; O'Sulllivan et al.,
2005). Los estudios in vitro de Berthold-Pluta et al., (2015) afirman que las células
de Bacillus sp. se puede defender del estrés gastrointestinal y adherirse al epitelio.
Sin embargo, la microbiota intestinal comensal posee actividad inhibidora contra
ellos. Por lo anterior después de 8 dias de exposicién a estrés por calor, es
probable que B. subtilisno hubiera logrado establecerse e incrementar su
poblacién de forma significativa en intestino, por lo que no se detectaron cambios

en su poblacibnmediante la técnica empleada (Figura 6).

Los cuadros 7, 8 y 9 muestran los promedios del Ct de amplificacion de
ADN de los microorganismos intestinales analizados en los cerdos por dia de

muestreo y por grupo tratado. El Ct, del inglés cycle threshold, equivale al nimero
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de ciclos necesarios paraque cada curva de amplificacién (en nuestro caso de

cada género o especie bacteriana), alcance un umbral en la sefial de
fluorescencia. La importancia de este es, que la comparacion de los Ct entre las
muestras nos permite calcular la diferencia en la cantidad inicialde las moléculas
del ADN especifico que se desea evaluar, mientrasmayor cantidad del ADN blanco
haya en una muestra, menor el numerode ciclos (Ct) que se requiere para
alcanzar este umbral. Entonces, el Ct es unvalor inversamente proporcional a la
cantidad inicial del ADN blanco y a partirde este valor se pudo calcular la cantidad

de ADNespecifico de cada especie en las muestras (Aguilera et al., 2014).

Cuadro 7. Promedio del Ctde amplificacion de ADN de microorganismos intestinales
relativo a producto amplificado de bacterias totales (RNA ribosomal 16S) analizados en
cerdos alimentados con la dieta testigo o con la suplementacion de B. subtilis en los dias
0, 2y 8 de exposicion al estrés por calor.

Dia Contrastes Pa=

Bacteria Tratamiento 0 2 8 EE C1 C2 C3 C4

Sin B. subtilis 8.18 7.01 7.37
Con B. subtilis  9.01 6.77 5.68

E. coli 1.07 0.288 0.461 0.050 0.006

. Sin B. subtilis  1.33 1.16 1.88
Bacillus sp. Con B. subtilis 158 0.89 2.00 1.38 0.907 0.694 0.621 0.766

: Sin B. subtilis 5.92 458 6.46
Lactobacillus sp. Con B. subtilis  5.85 4.99 555 0.92 0.164 0.566 0.364 0.747

- . Sin B. subtilis  6.79 6.99 8.98
Bifidobacterium sp. Con B. subtilis  6.97 551 8.19 1.53 0.898 0.171 0.354 0.438

- Sin B. subtilis 13.63 14.44 12.56
Clostridium sp. Con B. subtilis 14.13 13.88 13.56 1.14 0.489 0.359 0.827 0.620

Sin B. subtilis n.d” nd. n.d.

Shigella sp. Con B.subtilis nd. nd.  n.d.

Sin B. subtilis n.d. n.d. n.d.

Klebsiella sp. ConB.subtilis nd. nd. n.d.

a Contrastes: C1 : dia 0 VS dia 2 sin B. subtilis
C2: dia 0 VS dia 8 sin B. subtilis
C3: dia 0 VS dia 2 con B. subtilis
C4: dia 0 VS dia 8 con B. subtilis

’n.d. No detectado
Cuadro 8. Promedio del Ct de amplificacion de ADN de microorganismos intestinales
analizados en cerdos al dia 0 (confort) y en los dias 2 y 8 de exposicién al estrés por
calor.
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. Dia Contrastes Pa=
Bacteria
0 2 8 EE Cl C2 C3 C4
E.coli 8.60 6.89 6.53 0.75 0.009 0.035 0.012 0.639
Bacillus sp. 1.45 1.03 194 090 0971 0641 0598 0.325
Lactobacillus sp. 5.88 4,78 6.00 062 0374 0.092 0.851 0.064
Bifidobacterium sp. 6.88 6.25 859 104 0557 055 0.115 0.035
Clostridium sp. 13.88 14.16 13.06 0.77 0685 0.723 0.297 0.168

a Contrastes:

Cl:dia0VvSdia2y8

C2:dia0OVSdiaZ2
C3:dia0 VS dia 8
C4: dia2 VS dia 8

Cuadro 9.Promedio del Ct de amplificacion de ADN de microorganismos intestinales
analizados en cerdos alimentados con la dieta testigo o con la suplementacién de B.

subtilis.
Bacteria Tratamiento Media EE Valor de P

E_col Sin B. subitilis 7.524 0504 0613
Con B. subtilis 7.158

Bacillus Sin B. subtilis - 1.460 o, 0.962
Con B. subtilis 1.495

Lactobacillus Sin B. subilis 5.653 0.388 0.734
Con B. subtilis 5.465

Bifidobacterium > B Subtiis - 7.590 g £/ 0.456
Con B. subtilis 6.894

Clostridium Sin B. subtilis 13548 ) /o, 0.633
Con B. subtilis 13.859

El antagonismo bacteriano es un fendmeno comun en la naturaleza; por lo

tanto, las interacciones microbianas juegan un papel fundamental en el equilibrio

entre microorganismos benéficos y potencialmente patdégenos (Balcazar et al.,

2004). Ese equilibrio también puede afectarse por sustancias antimicrobianas que

inhiben el crecimiento de otros microorganismos. B. subtilis produce un amplio

espectro de péptidos bioactivos con gran

potencial

para aplicaciones

biotecnoldgicas y biofarmacéuticas tales como surfactina, subtilina, fengicina y los
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compuestos de iturina y las bacillomicinas, que son antibioticos con potentes

actividades antimicrobianas (Bland 1996; Fouad et al., 2017). Se realiz6 una
prueba de PCR para identificar la presencia de los genes para la sintesis de los
antibioticos descritos anteriormente en el B. subtilisempleado en el presente
experimento (Figura7). De acuerdo con el tamafio del producto amplificado se
identifico la presencia de los genes de Subtilosina (334pb), Subtilisina(704 pb)e
lturina A(885 pb), mientras que no se observo amplificacion especifica para
Fengicina FND(293 pb), Bacilomicina (850 pb)y Surfactina (308 pb). Se puede
especular que la presencia de estos antibiéticos influyera en la poblacion de otros
microorganismos, y en que algunos como E. colituvieranmayor oportunidad de
prevalecer en el intestino. Shelburne et al., (2007)y Sutyak et al. (2008)menciona
que subtilosina es altamente estable bajo tensiones de calor y pH y exhibe un
efecto bactericida en una amplia gama de bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas, sin embargo se necesitan mas estudios al respecto.

Fengycin FND
Bacilomycin

Subtilisin
Surfactin
Bacillus
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Figura 7. Fragmentos de ADN, amplificados por PCR punto final.

Los resultados de este trabajo también mostraron gran variacionentre

muestras, éste pudo ser otro aspecto a considerar a la hora de generar respuestas
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gue permitan establecer de manera mas clara la interaccion de B. subtilisy otras

especies bacterianas que comprenden la microbiota intestinal del cerdo.

Los cambios ambientales y nutricionales pueden alterar drasticamente la
poblacion microbiana gastrointestinal (Burkholder et al., 2008). Ademas, el tracto
gastrointestinal es particularmente sensible a los factores estresantes, lo que
puede causar una variedad de cambios incluyendo la alteracion de la microbiota
protectora normal (Lv et al., 2015). Por lo tanto, la perturbacion inducida por la
elevada temperaturaen la microbiota intestinal normal pudo no haber tenido el
mismo efecto en todos los cerdos.Alejos et al. (2014)mencionaronque para realizar
el ensayo de PCR en tiempo real es muy importante contar con ADN de buena
calidad, en el presente trabajo algunos cerdos mostraron contenido intestinal muy
viscoso, por lo que la extraccion de ADN se dificulté y posiblemente estas
muestrashayan influenciado en el resultado de abundancia en la presencia de las

bacterias en estudio.

Hemos mencionado que el estrés por calor pone en peligro la salud humana
y compromete la produccién animal. Sin embargo, a pesar de los avances en la
comprension de las enfermedades relacionadas con el estrés por calor, aun no
hay tratamiento contra aspectos especificos de su fisiopatologia, y los protocolos
se basan mayormente en mantener a los organismos en ambientes frescosy bien
hidratados (Leon y Helwig, 2010). Por lo tanto, una mejor comprension de las
consecuencias bioldgicas del estrés por calor es un requisito previo para
desarrollar estrategias de reduccion de los efectos negativos y asi prevenir la
pérdida de eficiencia animal en épocas muy calidas (Stowell et al., 2009).Aunque
no se observo incremento en la poblacion de microorganismos benéficos después
de la administracion de B. subtilis,se sugiere continuar con la investigacion al
respecto debido a que no se descarta que este microorganismo por si solo o en
combinacion con otros pudiera tener un efecto benéfico importante y proteger al
intestino de los efectos del estrés por calor. Se proponen como posibles

alternativas en la administracion de B. subtilis, su uso en conjunto con aditivos

42



e

alimenticios como algunos &cidos, que tienen una actividad antibacteriana en el

intestino y mejora el rendimiento productivo de los cerdos(Papatsiros et al., 2011).

Considerando que en este primer experimento, la dosis usada no tuvo un
cambio significativo en la mayoria de bacterias, tanto benéficas como patégenas,
se plantea el aumento de la cantidad de B. subtilis a suministrar en animales en
crecimiento en el siguiente experimento. Teniendo en cuenta que una dosis Optima
podriaproducir efectos benéficos, pero que cantidades muy altas del
microorganismo también puedentener efectos negativos deteriorando la inmunidad
de los cerdos (Wang et al., 2011).
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VIII.LEXPERIMENTO 2.

Efecto de la suplementacion con B. subtilisen el comportamiento productivo,
composicion de la microbiota y estructura del epitelio intestinal de cerdos en

estrés por calor

8.10bjetivo

Evaluar el efecto deBacillus subtilis,aislado de intestino delgado de cerdos
adaptados al EC, en el comportamiento productivo, estabilidad de la microbiota e
integridad del epitelio intestinal de cerdos en crecimiento bajo condiciones de

estrés por calor.
8.2 Materiales y métodos

El trabajo de campo de este experimento se llevé a cabo durante el verano
de 2016 en la Unidad de Fisiologia y Metabolismo de Cerdos, ylos andlisis de
muestras en el Laboratorio de Nutrigendmica del ICA-UABC, en Mexicali, B.C.,

México.

Se emplearon 14 cerdos, seis hembras y ocho machos de raza cruzada de
Landracex Yorkshire x Duroc, provenientes de la granja experimental porcina del
ICA, con un peso vivo promedio inicial de 25 + 2 kg. Los cerdos fueron alojados
dentro de una sala carente de aire acondicionado, por tanto la temperatura dentro
de ésta reflejaba las variacionesdiurnas de temperatura ambiental durante la etapa
en que se realizd el experimento. Todos los cerdos fueron alimentados ad libitum
con la misma dieta que para el experimento 1 (Cuadro 1); el agua potable también

se ofrecio a libre acceso.

Elexperimento tuvo una duracion de 21 dias y consistiben dos
tratamientoscon 7 réplicas (cerdos) cada uno. En el tratamiento uno (T1, grupo
testigo) los cerdos fueron alimentados Unicamente con la dieta experimental; en el
tratamiento dos (T2), los cerdos recibieron el mismo alimento que en T1, pero
adicionado con 8.16x10™ UFC de B. subtilispor dia.El medio de cultivo deB.
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subtilisse administrd diariamente con el alimento en dos raciones (0700 y 1900 h),
30 ml por racién, esparcido en el alimento, de forma similar a como se describe en

el Experimento 1.

Los cerdos tuvieron un periodo de siete dias antes del comienzo del
experimento para adaptarse a la dieta y al manejo. Con la finalidad de analizar su
comportamiento productivo, los cerdos fueron pesados semanalmente y se
determind su ganancia diaria de peso; ademas se registré el alimento ofrecido y
rechazado para determinar las variables de consumo diario de alimento y

conversion alimenticia.

Dentro de la sala en donde se alojo a los animales se colocé un
higrotermografo (Thermotracker Higro) para registrar la temperatura ambiental y
humedad relativa cada 15 minutos, asi como para calcular el indice de calor
dentro dela sala (Steadman, 1979; Rothfusz, 1990).

8.2.1 Colecta de muestras de contenido ileal

Al final del experimento sesacrificaron cuatro cerdos por tratamiento en el
taller de carnes de este instituto. Durante el sacrificio se colectaron muestras de
contenido ileal de los cerdos en tubos conicos de 50 ml. Una alicuota de 1 ml del
material colectado fueempleada para la extraccion de ADN genémico y mediante
analisis de gPCR se determiné la variacion en la poblacion de Bacillus sp,
Escherichia coli, Lactobacillus sp, Bifidobacterium sp., Salmonella sp., Clostridium
perfringens, Shigella sp., y Klebsiella sp.en intestino delgado de los cerdos en
estrés por calor que recibieron o no la suplementacion con B. subtilis. La
metodologia empleada en este procedimiento fue la misma que se describi6 en el

Experimento 1.

8.2.2 Colecta de muestras para andlisis histologico de epitelio intestinal

Una vez sacrificados los cerdos, se tomaron muestras de aproximadamente

10 cm de cada seccion de intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon), de las
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cuales un fragmento se cortd longitudinalmente y otro transversalmente, y se
depositaron en frascos de 50 ml con solucion buffer de formaldehido al 10 %.La
morfologia del epitelio intestinal fue analizada empleando el método descrito por
Moeser et al., (2012). La estructura de la mucosa se observo en un microscopio
BH2 Olympus (Olympus Tokio, Japan), empleando el objetivo de 10x. Se
fotografiaron los campos en que se observaran las vellosidades bien orientadas y
se midieron altura de vellosidades y profundidad de las criptas de al menos 10
vellosidades; empleando un sistema de andlisis de imagenes (Imageld) y
expresada en micrémetros. Este procedimiento fue llevado a cabo por la M.C.
Nydia Corina Vasquez Aguilar en el Laboratorio de Histologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.
8.2.3 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos para las variables productivas, microbiota
intestinal y caracteristicas histologicas del epitelio intestinal se analizaron
mediante analisis de varianza para un disefio de bloques completos al azar
utilizando el programa Statistix 9.0. Las diferencias estadisticas se consideraron

significativas cuando P< 0.05, y tendencias cuando 0.05 < P < 0.10.

Los resultados de cuantificacion de DNA se analizaron siguiendo la
metodologia de 2P descrita por Livak y Schmittigen (2001). De acuerdo con
esos autores, los valores de Ct de cada muestra fueron corregidos con el Ct de los
amplificados con el oligonucle6tido de bacterias totales 16S para realizar el

analisis estadistico.

8.3 Resultados y discusion

La temperatura ambiental en que se alojaron los animales fue en promedio
30.5 °C (Figura8), teniendo como maxima35.6 °C y minima26.4 °C; con una
humedad relativa promedio de 52.7%, maxima de 75.1% (Figura 9); el horario en
gue se present6 la mayor temperatura ambiental fue de las 1300 a 1800 horas y la

mayor humedad relativa fue 0600 a 0800 horas. El indice de calor (Figura 10),
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durante el periodo experimental tuvo un promedio de 90, se mantuvo por encima
de este valor entre las 1000 y 2100 h, considerados como de cuidado extremo y
peligroso (NOAA, 2017). Generalmente se ha encontrado un rango de temperatura
ambiental de 18 a 22°C para tener un rendimiento productivo 6ptimo de cerdos de
crecimiento-finalizacion (Huynh et al., 2005; Quiniou et al., 2001). Debido a que los
cerdos tienen una capacidad limitada para perder calor por evaporacion de agua
de la piel (Ingram, 1965), cuando la temperatura ambientales mas alta, el cerdo
ya puede mostrar un aumento de la frecuencia respiratoria, temperatura rectal y
disminucién de la ingesta voluntaria de alimento (Quiniou et al., 2000). Si la
temperatura ambiental excede el punto por encima del cual se puede mantener el
equilibrio entre la produccion de calor y la pérdida de calor, la pérdida de calor por
evaporacion es maxima y la evaporacion respiratoria ser4 inadecuada e
insuficiente para mantener la temperatura corporal constante (Huynh et al., 2005).
Bajo tales condiciones, los animales estan por encima de la zona termoneutral.
Por lo tantolas diferencias en las condiciones ambientales en donde fueron
alojados los cerdos durante el experimento efectivamente demuestran que
estuvieron en condiciones de estrés por calor, lo que podria modificar su fisiologia
y ademas, como lo mencionaHuynh et al.,, (2005) tales efectos serian mas
pronunciados cuando se une una humedad relativa elevada con

temperaturaambiental alta.
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Figura 8. Variacién promedio de la temperatura ambiental a lo largo del dia durante el
periodo de estrés por calor.
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Figura 9.Variacién promedio de la Humedad relativa a lo largo del dia durante el periodo
de estrés por calor.

100.0
_ 95.0
o
8900
_O \
©
k=
80.0
75.0
eNeolNeolNolololololololololNoNololNolNololollololololo
0000000000000 000000 Q0 Qo0
O d N M T OMM~NMNOVDODO AN ML OM~NMNOOOAHAANM
O 0O 00000000 d A ddA dAdA d d +dd N NN N
Hora del dia

Figura 10.Variacién promedio a lo largo del dia en el indice de calordurante el periodo
experimental.

Los resultados del comportamiento productivo se muestran en el
Cuadrol0.No se observo efecto dela suplementacion conBacillus subitilisen la
ganancia diaria de peso (GDP, P = 0.8714), consumo diario de alimento (CDA,P =
0.7368) y conversion alimenticia (CA,P = 0.5137) de los cerdos durante el periodo

completo de 21 dias de exposicion al estrés por calor. Cuando se analizo el efecto
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de manera semanal tampoco se observo una mejora en la respuesta productiva de

los cerdos.

Cuadro 10. Parametros productivos de los cerdos en estrés por calor alimentados con
una dieta testigo o suplementada con B. subtilis (GDP, ganancia diaria de peso; CDA,
consumo diario de alimento; CA, conversion alimenticia).

Grupo Testigo Grupo Con B. subtilis EE Valor de P

SEMANA 1

CDA 1.058 1.0682 0.0717 0.9217
GDP 0.7126 0.7914 0.0631 0.3945
CA 1.5642 1.3613 0.1341 0.3053
SEMANA 2

CDA 1.2483 1.1535 0.0847 0.4430
GDP 0.711 0.6537 0.0525 0.4546
CA 1.765 1.7861 0.0775 0.8498
SEMANA 3

CDA 1.2276 1.2201 0.1134 0.9630
GDP 0.6249 0.6432 0.0952 0.8939
CA 2.3568 2.0658 0.3385 0.5536
GLOBAL

CDA 1.1777 1.1472 0.0627 0.7368
GDP 0.6826 0.6962 0.0582 0.8714
CA 1.751 1.6814 0.0734 0.5137

CDA= Consumo diario de alimento
GDP= Ganancia diaria de peso
CA= Conversion alimenticia

Resultados similares fueron reportados por Kritas y Morrison (2005),y
Sheng et al., (2015), quienes observaron gque la suplementacién conBacillus
subitiliscon 1012UFC/0.45 kg de producto y 1x10°UFC/g de alimento
respectivamente, no presentd efectos significativos en el comportamiento
productivo de cerdos en crecimiento. Sin embargo, se esperaba que la adicion del
bacilo provocara una mejora significativa en los paradmetros productivos dado que
existen diversos trabajos que lo reportan como los de Link y Kovac (2006) y
Alexopoulos et al., (2004)con 3.2 x10°UFC/gy 1.28 x 10°esporas/g alimento

respectivamente. Es importante hacer notar que a diferencia de los trabajos en
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donde se presentan resultados importantes, esos se hicieron bajo condiciones
ambientales distintas a las que ocurren en este experimento; en donde la

temperatura ambiental en que se alojaron los animales fue elevada.

Collin et al., (2001") demostraron que el consumo voluntario de alimento se
reduce por el aumento en la temperatura ambiente,esa reduccion en el consumo
es la principal responsable de la reduccién en el rendimiento productivo de los
cerdos. Debido que todos los animales en este experimento se encontraban en
estrés por calor, el consumo de alimento fue similar en ambos grupos
(suplementados o no con B. subtilis), como consecuencia tampoco se observo

diferencia en la ganancia de peso ni conversion alimenticia.

No solo la temperatura ambiental elevada afecta el rendimiento productivo
de los animales, se espera que los efectos del estrés por calor en los cerdos sean
mas pronunciados cuando la humedad relativa es mas alta, como lo menciona
Huynh et al.(2005). Con humedad relativa de hasta 75% duranteel periodo
experimental, se puede pensar que los cerdos tuvieran dificultades para disipar

calor y mantener sutemperatura corporal constante (Huynh et al. 2005).

Los resultados en parametros productivos con la adicion de B. subtilisno
estuvieron en linea con las expectativas. Aunque hemos mencionado trabajos que
muestran resultados a favor de la adicion de B. subtilis en comportamiento
productivo, otros estudios no lograron encontrar efectos positivos y sus
discrepancias pueden ser atribuidas a infinidad de factores, tales comodiferencias
en la cepa administrada, variacion en la dosificacién del probidtico, estado de
salud en los animales, higiene de la granja, edad de los cerdos, la composicién de
la dieta, forma de alimento,e interacciones con otros aditivos alimentarios(Lee et
al., 2014; y Lan et al., 2016).

En la Figurallse presentan las modificaciones en la poblacion de Bacillus
sp., Lactobacillus sp., E. coli y Bifidobacterium sp. en intestino delgado de los

cerdos en estrés por calor que recibieron la dieta suplementada con B. subtilis en
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comparacién con aquellos que recibieron la dieta testigo. No se observaron
cambios en la poblacién de Bacillus ni de Lactobacillus (P>0.10). Sin embargo, los
cerdos que recibieron la suplementacion con B. subtilis mostraron una tendencia a
reducir a solamente el 12 % la poblacion de E. colioriginal, en comparacion a la
poblacion de este microorganismo observada en los cerdos que consumieron la
dieta testigo (P=0.093). Ademas, la poblacién de Bifidobacteriumtendié a
incrementar 15 veces (P=0.068) en los cerdos que recibieron la suplementacion
con B. subtilis, en comparacion los que solamente recibieron la dieta testigo.
Algunos autores han mencionado el efecto benéfico de suplementar cerdos con B.
subtilis, sobre todo en lo que se refiere a que éste microorganismo pudiera
favorecer el crecimiento de bacterias benéficas como Bifidobacterium y a controlar
el crecimiento de otros microorganismos no deseables como E. coli, y Salmonella
(Lee et al., 2014).

Bacillus Lactobacillus E. coli Bifidobacterium

1.2 1.20 1.2 18
P=0.250 P=0.876 P=0.093 P=0.068
1.0 1.15 1.0 15

0.8 1.10 0.8 12

Testigo
0.6 1.05 0.6 9

04 1.00 0.4 6 u B. subtilis
0.2 0.95 0.2 3

0.0 0.90 0.0

Figura 11.variaciones relativas en la microbiota intestinal de cerdos en EC alimentados
con la dieta testigo o con suplementacion de B. subtilis.

Aungue el mecanismo detallado a través del cual se observé una tendencia
ala disminucion de E. coli en el contenido ileal por administracion de B. subtilis
sigue siendo desconocido en este estudio. Algunas posibilidades se indican a
partir de trabajos Guo et al. (2006), en donde informan que B. subtilis suprimio el
crecimiento de las bacterias patdégenas, incluyendo Salmonella typhimurium, E.
coli y Staphylococcus aureus,posiblemente a través de la produccién de algunos

metabolitos que inhiben patdgenos como la bacteriocina y enzimas como la
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subtilisina, producidos por B. subtilis (Cladera-Olivera et al., 2004)y cuyo gen se

detect6 en la cepa de B. subtilis utilizada en este trabajo (Figura7). De acuerdo
con lo anterior, podriamos especular que se cre6 un ambiente positivo para que
bacterias benéficas como Bifidobacterium sp., colonizaran la mucosa intestinal y
bloguearan los sitios de adhesion para patégenos, un mecanismo conocido como
exclusion competitiva (Escalante, 2001). Por lo tanto, algunos agentes
antibacterianos producidos porB. subtilis podrian estar asociados con la supresién

de E. coli en el intestino.

Cuadro 11.Promedio del Ct de amplificacion de ADN de microorganismos intestinales
relativo a producto amplificado de bacterias totales (RNA ribosomal 16S) analizados en
cerdos alimentados con la dieta testigo o con la suplementacion de B. subtilisen
condiciones de estrés por calor.

Bacteria Tratamiento Media EE Valor de P

E coli Sin B. subtilis 9.313 1.096 0.093

Con B. subtilis 12.403

Bacillus SinB. subtilis  0.965 0.557 0.950

Con B. subtilis 1.967

Lactobacillus Sin B. subtilis  4.635 0.906 0.876

Con B. subtilis 4.427

Bifidobacterium N B-subtilis 1112, 5o, 0.068

Con B. subtilis 7.140

Anteriormente se menciond que la microbiotapuede estar sujeta a
numerosos cambios en el organismo,dentro de los cuales esta el estrés por calor.
Sin embargo, se necesitan mas trabajosde investigacion para tener una mejor
comprension de cdmo se comporta la poblacion intestinal en el animal bajo estas

condiciones, y cdmo sus funciones contribuyen a la salud y bienestar del huésped.

Hasta la fecha, hay poca informaciondisponible acerca de la microbiota en
el tracto gastrointestinal del cerdo (Isaacson y Kim,2012), cuando se adicionan
microorganismos funcionales como B. subtilis, por lo que indagarla causa o efecto

vinculados a los cambios en los diferentes microorganismos, tendria unaaplicacion
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directa enla produccion animal y podria ser la base de nuevas practicas de

produccion en cerdos.

En el Cuadrol2se presentan los resultados de mediciones de altura de
vellosidades intestinales y profundidad de criptas, asi como la relacion entre estos
parametros de los cerdos en estrés por calorque consumieron la dieta testigo y
delos que fueronsuplementados con B. subtilis, analizados en cortes histolégicos.
Se observo un incremento significativo en la altura de las vellosidades de duodeno
e ileon (P<0.002) de los cerdos que recibieron la suplementacién con B. subtilis,
asi como una mayor relaciéon entre altura de vellosidades y profundidad de criptas
en ileon de los cerdos suplementados con B. subtilis (P=0.009).

Se ha mencionado que en su necesidad de disipar calor, en los animales en
estrés por calorse reduce el flujo sanguineo al intestino a través de la reorientacion
de la sangre hacia la periferia lo que resulta en la privacion local de oxigeno y
energia en tracto gastrointestinal (Cronje, 2007). En estas circunstancias se
puedenafectarlas vellosidades intestinales y, en consecuencia reducirse la

capacidad de absorcion de nutrientes (Yu et al., 2010).

Se ha observado que cuando los cerdos se someten a incremento repentino
en la temperatura ambiental (respuesta de estrés por calor agudo), se presenta
dafio severo y pérdida de la integridad de la mucosa intestinal (Pearce et al.,
2013), lo que en consecuencia podria predisponerlos a infecciones ydiarreas. Sin
embargo, poco se conoce acerca de lo que ocurre en cerdos que son expuestos a
incrementos naturales en la temperatura ambiente. Los cambios en la morfologia
del intestino delgado, en particular, el aumento de la altura de las vellosidades
delos cerdos suplementados con B. subtilis en este experimento(Cuadrol2),
pueden indicar una mejora en la salud intestinal ysu capacidad de digestion y
absorcion. Lo anterior podria ser importanteparacontrarrestar y prevenir los

efectos del estrés por calor en el epitelio intestinal (Zhang y Xu, 2003).
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Los resultados de este trabajo son consistentes conlos estudios de Ashraf
et al.(2013) en aves y Moore et al.(2014)en ratas. Esos autores mencionan que el
tratamiento con probidticos en animales enestrés por calorevitdé el efecto
traumético del calor en el intestino; posiblemente debido a que moléculas
inductoras(quorum-sensing molecule)de B. subtilispromueven la sintesis
deproteinas de choque térmico, que protegen a las células de epiteliointestinal

contra lesiones y la pérdida de la funcion de barrera (Fujiya et al., 2007).

Cuadro 12.Parametros histolégicos de vellosidades intestinales (micras), en las
diferentes secciones y en promedio de intestino delgado de cerdos en EC alimentados
con una dieta testigo o suplementados con B. subtilis

Variable Seccién Sin B. subtilis Con B. subtilis Valor de P
Duodeno 175.27 187.74 0.166
. . Yeyuno 169.71 180.51 0.340
Profundidad de cripta |} 50 142.31 142.86 0.949
Promedio 162.43 170.38 0.1841
Duodeno 387.38 435.72 0.002
: Yeyuno 418.00 433.60 0.340
Altura de la vellosidad | 50 339.89 393.71 0.001
Promedio 381.71 420.91 0.0001
Duodeno 2.290 2.370 0.486
Relacién Yeyuno 2.580 2.560 0.925
altura:profundidad  |legn 2.490 2.860 0.009
Promedio 2.4582 2.6018 0.0752
Duodeno 59.19 54.55 0.236
Ancho apical Yeyuno 69.76 74.90 0.728
lleén 50.83 54.04 0.409
Promedio 59.933 61.165 0.8169
Duodeno 91.32 87.65 0.555
: Yeyuno 91.78 92.26 0.955
Ancho medio ledn 79.93 83.91 0.464
Promedio 87.682 87.91 0.9488
Duodeno 122.34 106.76 0.032
. Yeyuno 124.14 118.9 0.593

Ancho posterior !

lleén 107.10 108.0 0.908
Promedio 117.86 111.25 0.1828
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Podemos especular que Bacillussubtilis puede proporcionar al cerdo la
capacidad de mantener la integridad yhomeostasis en la barrera intestinalpor
mediode la produccion desustancias antimicrobianas, formacion de biopelicula y
generacion de enzimas como glucosil hidrolasas(Larsen et al., 2014) producidas
por este microorganismo, sin embargo este estudio es una etapa necesaria en la
caracterizacion del uso de B. subtilis en vista de su aplicacion como probiético
para la alimentacién de cerdos, por lo que se necesitarian mas estudios al

respecto.
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IX. CONCLUSIONES

La temperatura intestinal de los cerdos en estrés por calor puede
incrementarse hasta 1.5 °C. En esa condicion la suplementacién con2.16 x 102
UFC deB. subtilisno afectala poblacién de los microorganismos intestinales
estudiados con respecto a la poblacion observada en condicibn de confort, a
excepcion de E. coli que se incrementd en los dias 2 y 8 de exposicion al estrés

por calor.

Aungue la suplementacion con 8.16x10" UFC de B. subtilis no mejoro los
parametros productivos de los cerdos en EC, si ayudd a controlar el crecimiento
de E. coli, considerada como una bacteria nociva en intestino delgado;al mismo
tiempo que incrementd el crecimiento de Bifidobacterium, un microorganismo
benéfico.Ademas, esta suplementacion con B. subtilismejoré las caracteristicas
histologicas del epitelio intestinal. Estos resultados sustentan la hipo6tesis de que
suplementar con B. subtilis pudiera tener un efecto probiético en cerdos en estrés

por calor.
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X. ANEXOS

La dosis de B. subtilis fue determinada mediante siembra de la bacteria en
placas con medio LB y conteo posterior de UFC; de una dilucion previa de la
bacteria 1: 10,000. En varias placas se colocan individualmente de 3 a 4 perlas de
vidrio y sobre estas se agregan 100 ul de medio de cultivo en la dilucion
mencionada, se esparcen sobre el agar solido que contiene la caja, se retiran las
perlas y se dejan incubando las cajas a 37°C durante 10 horas. Posterior a la
incubacion se hace el conteo de UFC por cada caja para poder sacar un promedio
entre estas. La concentracion se determina mediante la formula.

Concentracion= UFC X Factor de dilucién

Ya que el resultado es producto de 100 pl de cultivo, este se multiplica por
el numero de veces necesario para llegar a la cantidad de dosis en ml de medio a
proporcionar en relacion a un promedio de UFC que se suministro de distintas
referencias bibliograficas en donde se utilizé B. subtilis. La determinacion de la
curva de crecimiento de la cepa de B. subtilis utilizadase realizé mediante una
alicuota de 200 ul de cultivo en una diluciéon 1:10,000 de B. subtilis sembrado en
200 ml de medio de cultivo liquido LB a 37 °C. De este medio se retiran cada hora
1600 ul y se colocan en una cubeta rectangular del cual se ley6 su absorbancia a
540 nm mediante espectrofotometria. Se toma como testigo o base cero la lectura

de la cubeta con medio LB.
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