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Efecto de los antibioticos y glutamina en la microbioma intestinal y eficiencia
alimenticia en lechones estresados por el destete y transporte hacia la granja porcina

Ruth Eunice Centeno Martinez

Resumen. El estrés por destete y traslado hacia la granja porcina provoca el padecimiento
de enfermedades gastrointestinales en lechones, afectando su crecimiento y desarrollo
futuro. EI uso de antibidticos ayuda a mejorar la salud intestinal. No obstante, estos
compuestos provocan que las bacterias desarrollen genes de resistencia, impulsando la
busqueda de sustitutos para control de estos organismos. Para este estudio, se utilizé la
glutamina como un nuevo sustituto. Se evaluaron tres tratamientos: antibiético, glutamina
y sin tratamiento para conocer su efecto en la microbioma intestinal. Se sacrifico un lechén
por corral en los dias 0, 13 y 33 post-destete en verano 2016 y primavera 2017. Se recolectd
secrecion del ileon y se extrajo ADN bacteriano utilizando como indicador el gen 16S rRNA
y se realizo la identificacion taxondmica de las bacterias encontradas. Se observé que los
antibidticos y glutamina no afectan la composicion bacteriana en el ileon en los dias
evaluados. Se evidencié un cambio en la composicion bacteriana en los lechones sin
tratamiento como resultado de la sucesion microbiana que ocurre en el animal. No se
observé un cambio en la riqueza y abundancia bacteriana en la época del verano 2016,
mientras que en primavera 2017, la glutamina y antibi6tico provocaron un cambio en dichas
variables. Finalmente, se identificé que el género Clostridium sensu stricto ayuda en la
eficiencia alimenticia del animal, pero el género Butyricicoccus y bacterias de la familia
Enterobacteriaceae pueden afectar de forma negativa la eficiencia alimenticia.

Palabras clave: 16S rRNA, poblacion alfa, salud intestinal, sucesion microbiana.

Abstract. Stress triggered by weaning and transport causes gastrointestinal diseases in
piglets, affecting their growth and future development. The use of antibiotics improves
intestinal health. Nevertheless, the constant use of these compounds aids bacteria in the
development of resistance genes, thrusting the search for substitutes for the control of these
organisms. For this research, glutamine was used as a new substitute. Several dietary
treatments were evaluated: antibiotics, glutamine, and no treatment to know the effects of
each on the intestinal microbiome. One piglet was slaughtered per pen on days 0, 13, and
33 after weaning during summer 2016 and spring 2017. Secretion from the ileum was
gathered and bacterial DNA was extracted using the gene 16S rRNA, and a taxonomic
identification of the bacteria found was executed. It was observed that the antibiotics and
the glutamine do not affect the bacterial composition inside the ileum in the days studied.
However, a change was evidenced in the bacterial composition in piglets without treatment
as a result of microbial succession taking place in the animal. A change in the microbial
richness and abundance was not evidenced during summer 2016; during spring 2017,
glutamine and antibiotics produced a change in said variables. Finally, it was identified that
the genus Clostridium sensu stricto help in the animal’s feed efficiency, but the genus
Butyricicoccus and bacteria of the family Enterobactetiaceae can negatively affect feed
efficienty.

Key words: 16S rRNA, alpha diversity, intestinal health, microbial sucession.
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1. INTRODUCCION

En la industria porcina, el estrés ocasionado por el destete, representa una etapa crucial para
el lechon, debido a que impacta directamente en la morfologia, estructura, fisiologia y
respuesta inmune del intestino. Esto conlleva a una deficiencia en el crecimiento, ingesta,
morbilidad y como consecuencia maxima, la muerte (Campbell et al. 2013). En la industria
en Estados Unidos de Ameérica, cuando los lechones son destetados, son movilizados a
nuevas granjas donde continuaran con el proceso de engorde. El estrés de transporte,
sumado con el estrés del destete, produce deshidratacion y pérdida de peso cuando estos
son transportados mas de seis horas (Sutherland et al. 2014).

Un estudio realizado por Moeser et al. (2007), notificé que el destete causa dafios muy
marcados en la funcion de la barrera intestinal, provocando un incremento en la
permeabilidad del intestino en el yeyuno y colon en comparacion con lechones que no
fueron destetados. El estudio realizado por Pearce et al. (2013) demostré que el estrés por
fluctuaciones de temperatura al momento del transporte, promueve el incremento de la
impermeabilidad intestinal (sindrome de “Leaky gut”), aumentando la susceptibilidad del
lechdn a ser infectado por las toxinas de agentes patogenos.

Para mantener la salud de la microbioma y funcion de la barrera intestinal afectada por el
estrés del destete y transporte, se opta como principal recurso el uso de antibidticos
profilacticos y terapéuticos (Barton 2014). EI modo de accién de estos compuestos, se basa
en la disminucién de la carga bacteriana, ayuda en la absorcion de nutrientes y beneficia a
las bacterias no antagonistas (Butaye et al. 2003; Looft 2012)

La utilizaciéon de antibioticos en la dieta de los lechones, actualmente, representa una
alarmante situacion para el consumidor. La resistencia a los antibidticos, no solamente
afecta en la produccion, sino puede provocar un impacto en la salud humana. El desarrollo
de efecto esté relacionado a que puede existir transferencia de organismos resistentes y
genes asociados, a través de la ingesta de productos contaminados (Barton 2014) a otros
organismo. Como consiguiente, nuevas enmiendas alimenticias se estan estudiando y
evaluando con el objetivo de obtener el mismo resultado comparado con el uso de
antibioticos.

Existen diferentes enmiendas alimenticias que pueden causar el mismo efecto que los
antibidticos en la microbiota intestinal. El estudio realizado por Wang et al. (2008)
comprobd que la suplementacion con glutamina mejora la morfologia intestinal en lechones
destetados. Asi mismo, Jiang et al. (2009) demostr6 que la glutamina incrementa la salud
intestinal, la funcion inmune, previene un dafio en el intestino, mejora la actividad
antibacterial y aumenta la absorcion de nutrientes.



La glutamina es considerada como la mayor fuente de energia para la proliferacion y
diferenciacion de las células epiteliales del intestino (Newsholme et al. 2003). A demas
ayuda en el aumento de la expresion de proteinas presentes en las uniones estrechas del
epitelio intestinal que tiene funcion disminuir la permeabilidad de la barrera intestinal,
evitando asi, el ingreso de macromoléculas presentes en el lumen, las cuales podrian
ocasionar una infeccion en el huésped (Blikslager et al. 2007).

El estudio de la microbioma intestinal se puede enfocar en cinco criterios. Uno de los cuales
se basa en el estudio de una comunidad microbiana intestinal estable y normal, (Bischoff
2011). La presencia de bacterias en el intestino es de suma importancia para la salud y
desarrollo del lechdn, ya que ayuda en el estimulo y desarrollo del sistema inmune del
mismo (Isaacson y Kim 2012), degradacion de nutrientes y produccion de energia en el
sistema gastrointestinal y los pone a disposicion del huésped (Looft 2012).

Para realizar este estudio, es necesario el analisis de ADN bacteriano, especialmente, la
amplificacion y secuenciacion del gen 16s rRNA. El gen 16s rRNA, es una herramienta
molecular que permite la determinacion filogenética de bacterias, debido a que es un gen
que esta presente, de forma universal, en bacterias y ha sufrido modificaciones leves en la
secuencia genética a través del tiempo (Patel 2001). Ademas, la utilizacion de este gen
permite la identificacion a nivel de género en bacterias aproximadamente mas del 90% de
las veces (Drancourt et al. 2000).

En el &rea de la nutricién porcina, el cuidado de la microbiota intestinal puede tener un
impacto en la eficiencia alimenticia del animal. Gracias a la aplicacion del método de
amplificacion y secuenciacion del gen 16s rRNA, la identificacion de la composicion
bacteriana en el intestino ha tomado importancia en la nutricién animal. Se ha demostrado
que existe una relacion entre el género bacteriano y el crecimiento del animal, como, por
ejemplo: la produccidn enzimas digestivas que ayudan en la digestibilidad de la fibra cruda.
(Flint y Bayer 2008; Pedersen et al. 2013; Niu et al. 2015; McCormack 2017)

Para esta investigacion, se establecieron los siguientes objetivos:

+ Determinar el efecto de los tres tratamientos: glutamina, antibioticos y no
antibidticos, en la microbioma intestinal de los lechones después de haber
destetados y transportados hacia la granja porcina.

+ Determinar el cambio en la poblacion alfa bajo el efecto de los tres tratamientos:
glutamina, antibidticos y no antibioticos, en la microbioma intestinal de los lechones
destetados y transportados hacia la granja porcina.

* Determinar si la composicion de la microbioma intestinal, bajo el efecto de los
tratamientos, posee un grado de correlacion entre la eficiencia alimenticia en los
lechones destetados y transportados hacia la granja porcina.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio.

El estudio se llevd acabo en el departamento de Ciencias Animales de la Universidad de
Purdue, ubicada en la ciudad de West Lafayette, en el estado de Indiana, Estados Unidos,
durante el periodo de enero-abril del 2018. La primera parte del estudio comprendio en la
aplicacion de tres tratamientos dietéticos: glutamina, antibiéticos y no antibidticos, en la
dieta de los lechones ubicados en la granja porcina en la Universidad de Purdue.

La segunda parte del estudio consistio en el andlisis, a nivel molecular, de las muestras de
ileon colectada de los lechones bajo los diferentes tratamientos. Esta actividad se llevd
acabo en el laboratorio de “Food Animal Microbiome” en el departamento de Ciencias
Animales de la Universidad de Purdue. Seguido a este analisis, las muestras obtenidas se
enviaron al departamento de Gendmica ubicada en la Universidad de Purdue, para continuar
con el proceso de secuenciacion de las muestras.

Metodologia.

La primera parte del estudio fue desarrollado y liderado por el Dr. Jay Johnson y su
estudiante de doctorado Allan Duttlinger. En base a la informacion proporcionada por Allan
Duttlinger, el experimento se realizd en dos temporadas: verano (julio 2016) y primavera
(abril 2017) y en cada temporada se evaluaron 120 lechones.

El estudio se enfocd en analizar el efecto del estrés en el lechon provocado por el destete y
transporte. Los lechones se destetaron a los 19 dias de edad durante el verano 2016 y
primavera 2017. Para simular el efecto del estrés provocado por el transporte cuando son
movilizados de una granja a otra para proseguir con el proceso de engorde, los lechones
destetados fueron transportados en tréiler por carreteras y caminos por aproximadamente
12 horas. El recorrido inici6 en la granja porcina de la Universidad de Purdue, West
Lafayette, Indiana y culmino en la seccion de guarderia en la Universidad de Purdue. Esta
actividad se realizd de la misma forma en cada temporada (verano, 2016 y primavera,
2017).

Luego de ser transportados en remolque, los lechones fueron divididos en 30 grupos, ocho
lechones por corral; cada corral fue suplementado con un tratamiento dietético diferente.
Esta division se realizo de la misma forma en cada temporada (Cuadro 1).



El disefio de este experimento se da de la siguiente forma:

Cuadro 1. Distribucién de los lechones en corrales durante las temporadas de verano 2016
y primavera 2017 en la granja porcina de la Universidad de Purdue, Estados Unidos.

Temporada Dieta n Dias con el tratamiento
Verano Antibioticos 10 corrales de 8 lechones 14

Verano No Antibioticos 10 corrales de 8 lechones 14

Verano Glutamina 10 corrales de 8 lechones 14
Primavera Antibioticos 10 corrales de 8 lechones 14
Primavera No Antibioticos 10 corrales de 8 lechones 14
Primavera Glutamina 10 corrales de 8 lechones 14

Dietas.

El estudio utilizé tres tratamientos dietéticos que se suministraron a las dietas de lechones
destetados durante 14 dias. Luego de este periodo, se retird cada uno de los tratamientos y
los lechones se alimentaron con una dieta libre de antibidticos durante tres semanas,
siguiendo el esquema nutricional para cada etapa de crecimiento utilizado en la granja
porcina de la Universidad de Purdue (Cuadro 2).

Cuadro 2. Composicion de los tratamientos dietéticos utilizados en las temporadas de
verano 2016 y primavera 2017 en la granja porcina de la Universidad de Purdue, Estados
Unidos.

Dieta Compuesto

Antibioticos Clortetraciclina (441 mg/kg) + Tiamulina (38.6 mg/kg)
No antibidticos No antibidticos

Glutamina L-Glutamina al 0.20%

Eficiencia alimenticia.

Para esta variable, se utilizo un cociente “Gain to Feed ratio, G:F” el cual indica la cantidad
de alimento necesario que el animal debe recibir (Koch et al. 1963). Se establecio como
unidad experimental cada corral y se midié el cociente de eficiencia alimenticia
semanalmente, durante cinco semanas. Los datos de la eficiencia alimenticia se recolectaron
durante el desarrollo de la primera etapa del estudio, con la ayuda del Dr. Jay Johnson y
Allan Duttlinger.

Recoleccion de muestras de ileon de lechones.

Para el analisis molecular del estudio, se cosechd de cada corral un lechén al dia 13 y 33
post-destete y transporte, obteniendo por cada temporada (verano 2016 y primavera 2017),
un total de 60 muestras de ileon de lechdn. Se colect6 al final de las dos temporadas 120
muestras de ileon de lechones (Cuadro 3).



Cuadro 3. Recoleccion de muestras de ileon de lechén en la temporada de verano 2016 y
primavera 2017, en la granja porcina de la Universidad de Purdue, Estados Unidos.

Lechones
Tratamiento Corrales cosechados Diade cosecha  Temporada
Antibiotico 10 10 13y 33 Verano y Primavera
Glutamina 10 10 13y 33 Verano y Primavera
No Antibiotico 10 10 13y 33 Verano y Primavera|

Como parte del estudio, luego que los lechones se transportaron en remolque durante
aproximadamente 12 horas, estos se cosecharon 24 horas post-transporte sin haber recibido
ningun tratamiento. Esta actividad se realiz6 en ambas temporadas con el objetivo de extraer
muestras de ileon de cuando el lechon se encuentra bajo el efecto directo del estrés
ocasionado por el destete y transporte.

La recoleccion de muestra de ileon de lechones se realiz6 en ambas temporadas. Se cosecho
seis lechones en la temporada de verano 2016, y seis lechones en la temporada de primavera
2017, para un total de 12 muestras de lechones transportados por 12 horas en camion.

Luego de recolectar cada una de las muestras, estas se almacenaron en un congelador -80°C
para evitar que las bacterias continuaran creciendo, afectando en la composicion microbiana
de las mismas.

Extraccion y cuantificacion de ADN.

El ADN se extrajo de las muestras de ileon provenientes de los lechones utilizando el kit
“Dneasy PowerLyzer PowerSoil” producido por la empresa Qiagen. Este protocolo utiliza
como método de extraccion de ADN una solucién de detergente anidnico compuesto de
sodio dodecil sulfato (SDS), el cual se encarga de romper los &cidos grasos y lipidos que se
encuentran en la membrana celular de varios organismos, permitiendo la salida de la
informacion genética (MoBio 2016).

Luego de la extraccion, se almacend las muestras a 4°C. Seguido a este paso, se cuantifico
la concentracion de ADN extraido para cada una de las muestras utilizando los equipos
“Nanodrop 2000/2000c¢ Spectrophotometers” y “Quibit 4 Flurometer”. Se utilizd dos
equipos distintos para verificar si la lectura de la concentracion medida era acertada y
similar en ambos resultados y asi evitar una lectura erronea que podria perjudicar los
resultados al momento de ser enviados para la secuenciacion.

Preparacion de biblioteca del indice 16s.

Las muestras de ADN, por haber sido extraias del ileon del lechon, no solamente presenta
ADN de bacterias, sino que puede existir contaminacién por otras fuentes de ADN. Para
evitar esta problematica, el experimentd se enfoco en la amplificacion del gen 16s rRNA
Unicamente encontrado en bacterias, el cual es un gen que se encuentra muy conservado y
de facil amplificacion por lo que permite una facil deteccion de este tipo de
microorganismos. Para la preparacion del indice usando el gen 16S rRNA, se utilizo el
protocolo de Kozich (2013) (16S Sequencing with the lllumina MiSeq Personal).
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Preparacion de muestras para PCR.

Las muestras de ADN luego de pasar por el proceso de cuantificacion y en referencia al
resultado obtenido, se diluy6 su contenido 10 veces de la siguiente forma: 18 pL agua, 2
uL de ADN y se obtuvo un volumen final de 20 pL.

Preparacion de cebadores.

El proceso de amplificacion del gen 16s rRNA, requiere de cebadores especificos para dicha
secuencia genética que permita que solo se amplifique la region genética deseada. Se utilizo
las secuencias genéticas proporcionadas en el protocolo “16S Sequencing with the Illumina
MiSeq Personal Sequencer” para el disefio de los cebadores, teniendo como resultado los
cebadores sentido A501-A508 y los cebadores anti sentido B701-B712. Posterior a este
paso, se diluyo cada uno de los cebadores 10 veces, tomando 90 uL de agua y 10 uL de los
cebadores y se almacend los platos a 4°C para su posterior uso.

PCR.
El objetivo del PCR se basa en la amplificacion de un segmento especifico de ADN, para
este estudid, la amplificacion se enfoc6 en el gen 16s rRNA. Se utilizd el equipo
“Mastercycler” para realizar dicha actividad, con un total de 35 ciclos. Se utiliz6 el
protocolo propuesto por Kozich (2013) y se ajusto de la siguiente manera:
+ 35ciclos total.
Temperatura de inicio de desnaturalizacion 95°C por dos minutos.
Temperatura de desnaturalizacion 95°C por 20 segundos.
Temperatura de hibridacion de cebadores 55°C por 15 segundos.
Temperatura de elongacién 72°C 5 minutos.
Temperatura de elongacidn final 72°C por 10 minutos.
Temperatura de enfriado de muestras 4°C.

> % » » » »

Se utilizé una comunidad de bacterias conocida (Comunidad Mock) como el control
positivo y agua como control negativo y asi se logro verificar si el proceso de amplificacion
se realizo de forma correcta. La preparacion de la reaccion (20 pL volumen final) para PCR
se realiz6 de la siguiente forma:

+ Seagregaron 17 pL de “AccuPrime Pfs SuperMix” en un tubo “Ependorff”

+ Seagregaron 1 puL de cebador sentido

* Seagrego 1 uL de cebador anti sentido

* Seagrego6 1 uL de muestra de ADN diluido 10 veces.

+ Se mezcl6 la mezcla completa usando el vortex por cinco segundos.

Elaboracion del gel de electroforesis.
El producto obtenido del método de PCR, se evalu6 por medio de la elaboracion de un gel
de electroforesis. Para el desarrollo de esta etapa, se seleccioné ocho muestras del plato de
PCR, maés los controles positivo y negativo para corroborar si la amplificacion del gen 16S
rRNA fue exitoso. El gel se corrio por 45 minutos. La preparacion del gel se preparo de la
siguiente forma:
* Se tomaron 60 mL de agua “TAE” (Tris acetato y EDTA) 1X y se vertio en frasco
de vidrio.
*  Sepeso 0.5 gr de Agarosa al 1% y se mezclo con agua “TAE” en el frasco de vidrio.



Se coloco en el microondas por un minuto con el objetivo de que toda la Agarosa
de diluyera completamente en el agua.

Se dejo enfriar el contenido a temperatura ambiente.

Se agregaron 6 pL. de “SYBR Green”, sustancia que se adhiere a las cadenas de
ADN vy facilita su observacion.

Las muestras del producto de PCR mas los controles positivo y negativo se prepararon,
antes de colocarlas en el gel, de la siguiente forma:

*~

*~

Se colocaron 4 pL “loading dye” en una tira de cinta de plastico.

Se tomaron 2 uLL ADN (producto de PCR) y se mezclé con el “loading dye”
pipeteando veces.

Se mezclaron 4 uL “loading dye” y un uL escalera para PCR, el cual sirvid de
referencia para conocer el numero de pares de base y concentracion de las muestras
al finalizar el corrido del gel.

Normalizacion del producto del PCR.

La concentracion de ADN representa un aspecto importante al momento de enviar las
muestras a secuenciar, por lo que se normalizé la concentracion de cada una de las muestras
a una misma cantidad para evitar que un fragmento de ADN, por su mayor concentracion,
tenga mayor secuenciacion que un fragmento de ADN con menor concentracién. Para este
procedimiento, se utilizé el “SequalPrep Normalization Kit” y el protocolo “Illumina
MISep Personal Sequencer” (Kozich 2013).

Para la realizacion de este paso, se modificd el volumen a usar establecido:

a)

Fijacion de ADN

Se transfirieron 8 pL (en el protocolo establece utilizar 18 uL) de cada producto
obtenido en el PCR a un plato de 96 muestras, provisto en el kit.

Se agregaron 8 pL (en el protocolo establece utilizar 18 pL) de bafer de enlace, este
bafer permitira que el ADN se adhiera a las paredes del tubo. Seguido a esto, se
mezclé usando el vértex por 10 segundos y se centrifug6 por 30 segundos.

Se incubd el plato a temperatura ambiente por 60 minutos.

Lavado de ADN

Se retir6 todo el contenido de los tubos, evitando roce las paredes del mismo con las
pipetas.

Se agregaron 50 pL de bufer de lavado, se mezcld y aspird nuevamente para remover
todo residuo del bufer en el tubo.

Elucion

Se agregaron 20 pL de bufer de elucion y se mezcld evitando la formacion de
burbujas.

Se incubd el plato por cinco minutos a temperatura ambiente.

Coctel de muestras para secuenciacion

Para mezclado las muestras, se tomaron 5 uLL de cada una de ellas y se coloco en un
solo tubo.

El volumen restante, se refrigerdé a 4°C para su posterior uso.



Control de la calidad del Biblioteca de indice 16s.

El control de calidad del coctel de muestras obtenido del proceso de normalizacion es un
factor importante en el protocolo debido a que permite conocer si la cantidad de ADN
presente es necesaria para la secuenciacion. Para el desarrollo de este paso, se utilizé el
protocolo de “Illumina MISep Personal Sequencer” elaborado por Kozich (2013).

a) “Agilent BioAnalyzer Trace”
Para esta etapa, se envio el producto obtenido del PCR al departamento de
Genomica en la Universidad de Purdue.

b) Cuantificacion de la libreria “Kapa Q-PCR”
Se utiliz6 el “KAPA SYBR@ FAST Q-PCR Master Mix” para la preparacion de la
reaccion del Q-PCR y se sigui6 el protocolo “Illumina MISeq Personal Sequencer”.

Con los datos obtenidos de cada analisis, se compard los resultados y se verificé si el
fragmento amplificado del gen 16s rRNA mostrd la longitud deseada para su posterior
secuenciacion.

Secuenciacion de la biblioteca 16s.

Luego de haber hecho un control de calidad de la biblioteca de los indices 16s, el coctel
preparado se envio al departamento de Gendmica en la Universidad de Purdue para
secuenciacion. Los cebadores utilizados en la etapa de amplificacion (PCR), poseen un
codigo de barra el cual es Unico para cada muestra de ADN. Esto permitio facilitar la
identificacion taxonomica del ADN bacteriano de cada muestra, de acuerdo a la secuencia
genética encontrada al momento de hacer el andlisis estadistico.

Anélisis de ADN.

El resultado obtenido de la secuenciacion, se introdujo al programa estadistico “Mothur”,
el cual compard las secuencias genéticas encontradas en las muestras con una base de datos
de la secuencia genética de cada bacteria que ha sido descrita. Esto permitié conocer la
composicién bacteriana que se encuentra en cada muestra. Con los documentos generados
en “Mothur”, toda la informacién se introdujo en otro programa estadistico llamado “R
Studio” version 1.1.442, donde se analiz6 y grafico el resultado de cada uno de los andlisis
desarrollados.

Variables medidas

Las variables analizadas se obtuvieron tomando los documentos generados sobre el analisis
de la composicion bacteriana en las muestras del ileon de los lechones usando los programas
estadisticos “Mothur” y “R Studio”; las variables medidas fueron:

Tabla OTU (Unidad taxondmica operativa).

La Unidad Taxondmica Operativa se refiere a la unidad de objeto de estudio, en la cual se
agrupa las secuencias genéticas obtenidas de las muestras de ADN analizadas, que poseen
97% de similitud entre ellas (Stackebrandt 2001). Para esta investigacion, se asume que
cada OTU encontrada indica la presencia de un género especifico de bacteria en la muestra
y este grupo esta compuesto por mas de una secuencia genética analizada.



El anélisis de las OTU tomaré en cuenta el valor F calculado, el cual permite conocer el
valor estimado de la variancia poblacional que existe entre las medias de los grupos
evaluados. Para este célculo se toma en cuenta la diversidad alfa, beta, la riqueza y
abundancia de cada muestra. Cuando el nimero obtenido de F es mayor, esto indica que las
medias muestrales de los grupos son diferentes, por lo tanto, hay mayor grado de variancia
(Pardo 2000).

Con la informacion obtenida de la secuenciacion, se realizé un grafico de Escalamiento
Multimensional No Métrico (NMDS). Este grafico permite conocer la distancia o forma de
agrupamiento de las muestras, dentro de un plano, en base a las coordinadas proporcionadas
por el software estadistico “Mothur” (Holland 2008). Los puntos que se observaron en el
gréafico representa cada una de las muestras evaluadas.

Este grafico se elaboré usando la informacién de la tabla OTU, obtenida mediante la
aplicacion del método de Bray-Curtis. EI objetivo de este grafico es visualizar los cambios
en la comunidad bacteriana a través del tiempo. Se aplico el método Bray-Curtis, debido a
que permite cuantificar la diferencia o distancia en una matriz, entre cada una de las
muestras (Somerfield 2008) .

Para conocer el nimero de OTU en las muestras y la forma de como de distribuyen las
secuencias genéticas que conforman cada OTU, se establecié un nimero estandar de
secuencias genéticas a analizar para cada muestra, en este caso, 4,890 secuencias genéticas
pertenecientes a bacterias. Este paso se realizé debido a que, en el proceso de analisis, se
observo una alta variabilidad en el nimero de secuencias genéticas obtenidas en cada
muestra, lo cual podria afectar el resultado final del andlisis porque el programa podria
incluir mas secuencias genéticas de una sola muestra y dejando a un lado las muestras con
menor cantidad de secuencias genéticas.

Poblacién alfa.

La poblacion alfa forma parte de los componentes entre los cuales la diversidad taxonémica
global puede ser dividida. La composicion de esta poblacién puede ser divida en dos grupos
de acuerdo a su rigueza y abundancia. La riqueza de la poblacion alfa se basa en el numero
de especies que se encuentran en una comunidad o muestra, mientras que la abundancia, se
basa en la medida de la distribucion de la abundancia relativa de cada una de las especies
encontradas en la comunidad o muestra (Olszewski 2004).

Anélisis estadistico.

Luego de obtener la tabla OTU vy la tabla de la poblacién alfa, se prosiguié con los analisis
estadisticos con el objetivo de conocer la composicion bacteriana presente en las muestras
de ileon de lechon y determinar si existe cambio significativo en dicha comunidad entre
cada tratamiento (glutamina, antibidtico y no antibi6tico), los analisis estadisticos fueron:

Test PERMANOVA.

El test permite conocer la diferencia composicion bacteriana en las muestras de ileon de
lechdn entre cada tratamiento, utilizando una probabilidad de g<0.1, utilizando el método
de Tasa de Descubrimientos Fasos (FDR). Este analisis se caracteriza por ser menos



conservativo en la correccion de comparaciones multiples que el utilizado tradicionalmente.
Al tener mayor nimero de pruebas multiples, aumenta la probabilidad de cometer el error
Tipo 1, por lo que permiti6 controlar la proporcion de pruebas tomadas como nulas (error
Tipo 1) (Correa 2010).

Test ANOVA.

Este test permitio conocer la poblacion alfa, indicando la riqueza y abundancia en cada
OTU (Unidad Taxondémica Operativa) en cada tratamiento, utilizando una probabilidad de
P<0.05. Para el andlisis de la riqueza de la poblacion alfa, se hara uso del método estadistico
Chao el cual se encarga de estimar el niUmero de especies que hay en la muestra, para este
experimento, se enfocd el andlisis a nivel de Género (Gotelli y Chao 2013).

Para el analisis de la abundancia, se utilizd el método estadistico Shannon, que indica el
promedio del grado de incertidumbre que existe en la determinacion a que grupo o especie
pertenecerd el individuo (bacteria en este caso) cuando es escogido al azar dentro de la
muestra (Pla 2006).

Test Metastats.

Esta es una prueba t, no paramétrica para comunidades microbianas, utilizando una
conexion de pruebas mdaltiples y el método de Tasa de descubrimiento falsa, con una
probabilidad de g<0.1 y permitié conocer la diferencia que existe en las OTU evaluadas a
nivel taxondmico, especificamente a nivel de Género. Con la informacion obtenida, se sumé
los promedios de abundancia y se filtré usando un rango mayor a 0.001, en cada una de las
comparaciones entre tratamientos y dias y se filtr6 usando una probabilidad de q<0.1. Esto
permitié obtener aquellas OTU que fueron relativamente abundantes y estadisticamente
diferentes en los tratamientos.

Test de Correlacion.

Se aplicé el método de Spearman con el objetivo de determinar la correlacion que existe
entre los datos de eficiencia alimenticia obtenidos en la investigacion del Dr. Jay Johnson
y los datos obtenidos de las composiciones microbianas encontradas en cada tratamiento,
utilizando una probabilidad de g<0.1.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Visualizacion del patron de agrupamiento de las muestras de ileon.

Con los resultados obtenidos del método Bray-Curtis y el grafico NMDS, se observo que
en la temporada de verano 2016, las muestras pertenecientes a los tratamientos con
antibidticos y glutamina, presentaron un patrén similar de agrupamiento en los dias 13 y 33
(Figura 1), por lo que puede indicar una similitud en la composicion bacteriana. Mientras
que el grupo control presentd una alta dispersion, sin patron de agrupamiento entre las
muestras (Figura 1) a través del tiempo indicando una mayor variabilidad en las
composiciones bacterianas a través del tiempo.

En latemporada de primavera 2017, las muestras tratadas con glutamina a través del tiempo,
presentaron un patron similar de agrupamiento y poca distancia entre las mismas, en el dia
13 y 33 (Figura 1), indicando una similitud en la composicién bacteriana de las muestras.
Sin embargo, en las muestras pertenecientes al grupo control y antibi6ticos, se observé una
mayor dispersion y sin patron de agrupamiento claro, en los dias 13 y 33 (Figura 1),
indicando que también existe una variabilidad en la composicion.

En un estudio realizado por Isaacson y Kim (2012), se demostré que la composicion
microbiana del intestino en los animales sin haber sido sometidos a un tratamiento, tiende
a cambiar y variar en la época del crecimiento y desarrollo del lechén y se le denomina
como sucesién microbiana. Este fendmeno ocurre con mayor frecuencia desde el
nacimiento hasta el destete, mostrando un aumento en la riqueza y abundancia de la
composicién bacteriana. Posteriormente continua en aumento en los dias 21 al 42 post-
destete del lechdn (Riis 2016). Asi mismo, la sucesién microbiana puede ser afectado por
del ambiente donde se encuentre y de la edad del lechon (Konstantinov et al. 2004)

La presencia de glutamina también puede afectar la composicion bacteriana. En el estudio
de Yang (2014), demostré que el 40% de la composicion bacteriana presente en el ileon de
los lechones prefiere el uso de glutamina para promover su crecimiento, indicando la razén
por la cual el comportamiento similar de las muestras bajo este tratamiento a traves del
tiempo.

Looft (2014) en su investigacion sobre el uso de antibi6ticos argumentd que la riqueza y
abundancia de las composiciones bacterianas del intestino, especificamente en el ileon, se
reducen bajo la presencia de antibidticos, por ende, existe una disminucién en la
composicion bacteriana. Esta reduccion es provocada por la habilidad que tiene dichos
compuestos de eliminar bacterias benéficas o patégenas reduciendo su poblacién (Hardy
2002).
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Figura 1. Grafico NMDS, utilizando el método Bray-Curtis donde se observa la distancia y
patrones de agrupamiento de las muestras presentes en los tratamientos antibiotico, control
y glutamina, en las temporadas de verano 2016 y primavera 2017.

Anélisis de nimero de OTUs, verano 2016.

Para este estudio, se analiz6 el nimero aproximado de OTU encontrados en cada
tratamiento. Al observar los resultados del analisis PERMANOVA sobre la composicion
de las OTU a través del tiempo, se observo el nimero aproximado de OTU pertenecientes
al grupo control, es significativamente diferente (q<0.1) en los dias 0-13, 0-33 y 13-33
(Cuadro 4).

El valor F calculado permite conocer el valor estimado de variacion que existe entre las
medias de las muestras. Para esta temporada se observo que aquellas muestras
pertenecientes al grupo control que son significativamente diferentes, posee un valor F
mayor que uno, indicando una alta variabilidad en las medias de las muestras evaluadas
(Cuadro 4).

Mientras que el nimero de OTU para los tratamientos con antibioticos y glutamina, en los
dias 13 y 33, no son significativamente distintos (q>0.1) (Cuadro 4) y se asume que no
existié una variacion en el nimero de bacterias encontradas en los tratamientos. Asi mismo
se observéd que el valor F calculado para estos tratamientos un poco mayor a uno, por lo que
la variabilidad en las muestras es menor.

Un estudio realizado por Ren et al. (2014) en ratones, evidenci6 el mismo comportamiento
en la composicion bacteriana del ileon, donde la poblacion bacteriana, bajo el efecto de
glutamina, fue menor que la poblacion bacteriana sin tratamiento. La presencia de
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glutamina en el medio, genera un cambio en el metabolismo de las bacterias para obtener
dichos compuestos, como aminoacidos y asimilacion de nitrogeno, lo que provoca un
cambio en la actividad y nimero de cierto microrganismos presentes en el ileon
(Forchhammer 2007; Dai et al. 2013).

En el segundo analisis, diferente tratamiento y mismo dia, se observo que el nimero de
OTU de cada muestra, no presento diferencia significativa (g>0.1) (Cuadro 5) entre los tres
tratamientos evaluados. Por lo tanto, no se evidencié un cambio significativo en la
composicion o numero de bacterias en las muestras bajo los tres tratamientos. No obstante,
el valor F para la comparacién A vs C y A vs GLN, presentan una alta variacion en las
medias de las muestras evaluadas, aunque estadisticamente no son diferentes (q>0.1).

Este efecto en la no variacion de la composicion bacteriana en las muestras con glutamina
puede estar relacionado con la forma de como afecta en los procesos de metabolizacion
productos necesarios para el crecimiento de las bacterias (Forchhammer 2007; Dai et al.
2013).

La no variacion en la poblacion bacteriana del ileon bajo el tratamiento con antibidticos se
debe a que puede existir una reduccién en la composicion bacteriana en el intestino (Butaye
et al. 2003). Estos compuestos pueden inhibir el crecimiento mediante la modificacion del
proceso metabolico de carbohidratos y proteinas, destruccion de la membrana celular e
interrumpir con el proceso de sintesis de acidos nucleicos (Hardy 2002; Gresse et al. 2017).

Cuadro 4. Comparacién de OTU presente en los dias 0, 13 y 33 post-destete, bajo el efecto
de los tratamientos dietéticos, durante la temporada de verano 2016.

NUmero de OTUs PERMANOVA
TRT/ Dia A C GLN Comp TRT Valor F Valorg
Dia 0 836.782¥ 13vs33 A 1.07¢ 0.476

Dia 13 773.89%¥ 870.536¥ 680.954%¥ 0vs 13 C 3.36f 0.045*
Dia 33 589.50%* 757.225% 745.362* 0vs33 C 2.12¢ 0.045*
13vs33 C 4.27% 0.028*
13vs33 GLN 1.60% 0.140
A=Antibi6tico, GLN=Glutamina, C=Control, TRT=Tratamiento, Comp=Comparacion.
*Sumatoria de las OTU en cada tratamiento.
£Estimado de cuan diferente son las medias de las muestras analizadas.
“Probabilidad (q<0.1) en la comparacion de las OTU en cada tratamiento.
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Cuadro 5. Comparacion de OTU presentes en los tres tratamientos dietéticos al dia 13 y 33
post-destete y transporte durante la temporada de verano 2016.

Numero de OTUs PERMANOVA
Dia/TRT D13 D33 Comp Dia Valor F Valor g
Antibidtico  773.89*  589.51¥ AvsC 13 1.33¢ 0.350
Control 870.54* 757.23* AvVsGLN 13 1.40% 0.351
Glutamina  680.95¥ 745.36¥ CvsGLN 13 1.32¢ 0.350
AvsC 33 2.24% 0.116
A vs GLN 33 2.83¢ 0.117
C vs GLN 33 1.19% 0.380
A=Antibiotico, GLN=Glutamina, C=Control, TRT=Tratamiento, Comp=Comparacion.
Valor g=0<0.1

¥Sumatoria de las OTU en cada tratamiento.
£Estimado de cuan diferente son las medias de las muestras analizadas.

Analisis de la composicion de OTUs, primavera 2017.

Se realizd el mismo procedimiento que en la temporada de verano 2016. Segun los
resultados de analisis PERMANOVA, no se observé diferencia significativa en el nimero
de OTU (>0.1) encontrados en las muestras bajo el efecto de los tratamientos
comparandolos el mismo dia (Cuadro 6). Esto indica que no hubo variacion en la
composicion bacteriana en los tratamientos. No obstante, el valor F calculado mostré una
alta variabilidad en la media de las muestras de A vs GLN y A vs C, aunque no fueron
estadisticamente diferentes (q>0.1).

Mientras que, en la misma temporada, se evidencio que en las muestras pertenecientes al
grupo control, existio una diferencia significativa (g<0.1) en el nimero de OTU en las
muestras a través del tiempo. Esto indic6 que en los dias 0, 13 y 33 hubo variacion en Co
nimero de bacterias en las muestras (q<0.1) (Cuadro 7). El valor F calculado para estos
dias fue mayor que uno, indicando que las composiciones bacterianas en los dias evaluados
son diferentes.

El efecto de antibiotico y glutamina que produjo la no variacion en la composicion de las
OTU en las muestras, puede estar relacionado con cambios en el metabolismo como
resultado de la forma de absorcion de nutrientes, aminoacidos y compuestos importantes
para el crecimiento de las bacterias, generando una disminucion en la poblacion.
(Forchhammer 2007; Gresse et al. 2017).

La variacion en el numero de bacterias (composicién bacteriana de OTU) en la muestra sin

tratamiento a través del tiempo, puede ser el resultado del efecto de la sucesion microbiana
(Riis 2016) del lechdn después de ser destetado.
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Cuadro 6. Comparacion de OTU presentes en los tres tratamientos dietéticos al dia 13 y 33
post-destete y transporte durante la temporada de primavera 2017.

Numero de OTUs PERMANOVA

Dia/TRT D13 D33 Comp Dia  Valor F Valor g
Antibidtico ~ 941.38*  621.78* AvsC 13 1.15% 0.38
Control 1055.13¥  701.42¥ AvsGLN 13 1.04% 0.39
Glutamina  1176.68*  729.60* CvsGLN 13 1.08¢ 0.38
AvsC 33 3.43¢ 0.12
A vs GLN 33 2.15% 0.24
CvsGLN 33 1.38¢ 0.35

A=Antibiotico, GLN=Glutamina, C=Control, Comp=Comparacion, TRT=Tratamiento

Valor g=0<0.1

¥Sumatoria de las OTU en cada tratamiento.
£Estimado de cuan diferente son las medias de las muestras analizadas.

Cuadro 7. Comparacion de OTU presentes en los dias 0, 13 y 33 post-destete, bajo el efecto
de los tratamientos dietéticos, durante la temporada de primavera 2017.

Nuamero de OTUs PERMANOVA
TRT/ Dia A C GLN Comp TRT Valor F Valorg
Dia 0 637.69* 13vs33 A 1.81%  0.140
Dia 13 041.37% 941.78* 1,176.68* 0vs 13 C 2.45¢ 0.045*
Dia 33 621.78* 621.78¥ 72960 Ovs33 C 2.44%  0.045*

13vs33 C 0.60% 0.816
13vs33 GLN 0.90f 0.528

A=Antibiético, GLN=Glutamina, C=Control, TRT=Tratamiento, Comp=Comparacion.
¥Sumatoria de las OTU en cada tratamiento.

£Estimado de cuan diferente son las medias de las muestras analizadas.

“Probabilidad (q<0.1) en la comparacion de las OTU en cada tratamiento.

Poblacion alfa verano 2016.

Analisis de la riqueza.

Para este analisis, se utilizaron las 4,890 secuencias genéticas estandarizadas para cada
muestra y se asumié que cada secuencia representa una bacteria. Posteriormente, se realizé
el analisis de riqueza de la poblacion, el cual indico la diversidad de especies de bacterias
encontrados en las muestras.

El analisis de la riqueza utilizando el método Chao no present6 diferencia significativa

(P>0.05) en la diversidad de bacterias entre los tratamientos y dias evaluados en la
temporada de verano 2016 (Cuadro 8).
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Este efecto puede estar relacionado a que la presencia de antibidtico y glutamina en las
muestras. Estos afectan la composicidn bacteriana en el intestino, ya sea por control directo
sobre microorganismo patégenos o modificando el metabolismo de obtencidn de nutrientes
necesarios para su crecimiento (Hardy 2002; Dai et al. 2013). Esto puede indicar la razon
de la disminucion en el ndimero de especies en la muestra 0 una variacion no
estadisticamente representativa en las muestras.

Cuadro 8. Analisis de la riqueza de la composicion bacteriana presente en la poblacién alfa
entre tratamiento y dias en la temporada del verano 2016.

Dia/Tratamiento Control Glutamina Antibidtico
0 139.463¥

13 87.053¥ 85.119* 85.989*
33 108.175* 82.818* 84.215¥
Variable Valor P

Tratamiento 0.113

Dia 0.064

Valor p= Probabilidad (P<0.05)
*Promedio del valor estimado del nimero especies de bacterias en el tratamiento.

Analisis de la abundancia.

Para este analisis, se utilizé las 4,890 secuencias genéticas estandarizadas para cada muestra
y se asumio que cada secuencia genética representa una bacteria. Al analizar la abundancia
relativa o cantidad de especies encontradas en la poblacion alfa, utilizando el método
Shannon, se observo una diferencia significativa (P<0.05) en la abundancia relativa de
bacterias pertenecientes a una especie entre los dias evaluados en la temporada de verano
2016 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Anadlisis de la abundancia relativa de la composicidn bacteriana presente en la
poblacion alfa entre tratamiento y dias en la temporada del verano 2016.

Dia/Tratamiento Control Glutamina Antibiotico
0 2.755%

13 2.427% 2.393% 2.297%
33 2.012¥ 2.270% 2.209¥
Variable Valor P

Tratamiento 0.717

Dia 0.035*

“Probabilidad (P<0.05).
*Promedio de la abundancia relativa de bacterias pertenecientes a una especie en los
tratamientos.
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Para conocer la comparacion en la cual se mostré un cambio en la abundancia relativa de
dichas bacterias, se aplicé el método de Tukey. Se observd una tendencia a ser diferente,
estadisticamente significativa (P=0.055) entre los dias 0 y 33 en la temporada de verano
2016 (Cuadro 10).

Cuadro 10. Analisis de Tukey sobre la abundancia relativa de la composicion bacteriana
presente en la poblacion alfa entre tratamiento y dias en la temporada del verano 2016.

Abundancia Analisis de Tukey
Tratamiento Indice Shannon Comparacion Valor P
Control 2.253% A-Control 0.694
Glutamina 2.331% GLN-Control 0.924
Antibiotico 2.399% GLN-A 0.910
Dia
0 2.755% 13-0 0.306
13 2.372¢ 33-0 0.055
33 2.164* 33-13 0.317

A=Antibidtico, GLN=Glutamina

*Probabilidad (P<0.05)

*Promedio de la abundancia relativa de bacterias pertenecientes a una especie en el
tratamiento.

El cambio en la abundancia del nimero de bacterias que pertenecen a una especie dentro
de la misma muestra, en los dias 0-33, puede estar ligado con la sucesion microbiana que
ocurre a través del tiempo y que es afectado por el ambiente en el que se encuentra el lechon
y la edad del mismo (Riis 2016). Ademas, esta sucesion puede ser afectado por cambios en
la dieta, estrés ocasionado por el destete u otros factores fisiologicos (Pajarillo et al. 2014).
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Poblacion alfa primavera 2017.

Analisis de la riqueza.

Hubo diferencia significativa (P<0.05) utilizando el método Chao en la riqueza de las
especies presentes en la poblacion alfa de la temporada primavera 2017 entre los dias
evaluados (Cuadro 11).

Cuadro 11. Andlisis de la rigueza en el nimero de especies bacterianas presente en la
poblacidn alfa entre tratamiento y dias en la temporada de primavera 2017.

Dia/Tratamiento Control Glutamina Antibidtico
0 106.281¥

13 117.236¥ 117.667¥ 94.137¥
33 70.142¥ 81.066* 69.087¥
Variable Valor P

Tratamiento 0.292

Dia 0.002*

*Probabilidad (P<0.05)
*Promedio del valor estimado del niimero especies de bacterias en el tratamiento.

Por medio de la aplicacion del método de Tukey, se determind que la diferencia significa
(P<0.05) se encuentra entre los dias 13 y 33 (Cuadro 12).

Cuadro 12. Analisis de Tukey sobre riqueza en el nimero de especies bacterianas presente
en la poblacion alfa entre tratamiento y dias en la temporada de primavera 2017.

Riqueza Analisis de Tukey
Tratamiento indice Chao Comparacion Valor P
Control 97.887* A-Control 0.454
Glutamina 99.367* GLN-Control 0.913
Antibidtico 81.611% GLN-A 0.292
Dia
0 106.281% 13-0 0.925
13 109.680* 33-0 0.172
33 73.431% 33-13 0.001*

A= Antibiotico, GLN= Glutamina
*Probabilidad (P<0.05)
*Promedio del valor estimado del nimero especies de bacterias en el tratamiento.

En los dias 13 y 33, el cambio en el numero de especies encontradas en las muestras puede
estar influenciado por el efecto de la sucesion microbiana (Riis 2016) o por el mismo el
mismo resultado obtenido de la riqueza en la temporada de verano 2016 (Cuadro 9), el cual
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indicd una disminucién, en este caso, una diferencia estadisticamente representativa
(P<0.05) en la riqueza de la poblacién alfa en muestras con los tratamientos dietéticos con
glutamina y antibidticos.

Abundancia de la Poblacion alfa primavera 2017.

Al analizar la abundancia relativa del nimero de bacterias pertenecientes a una especie,
utilizando el método Shannon, se observd que existe una diferencia significativa (P<0.05)
entre los tratamiento y dias evaluados (Gréafico 13).

Por medio del método de Tukey, se observo que la diferencia significativa en la abundancia
relativa del numero de bacterias se da entre glutamina y antibi6tico en los dias 13 y 33,
indicando una disminucion en el nimero de bacterias pertenecientes a una especie en los
tratamientos (Gréfico 14), mismo resultado obtenido del anélisis de la riqueza. Este patron
muestra que con la disminucion en el numero de bacterias (riqueza) en el dia 13-33, también
existié una reduccion en la abundancia relativa en las muestras.

Cuadro 13. Analisis de la abundancia relativa de la composicién bacteriana presente en la
poblacidn alfa entre tratamiento y dias en la temporada de primavera 2017.

Dia/Tratamiento Control Glutamina Antibiotico

0 2.054%

13 2.645% 2.724% 2.268*
33 1.915* 1.978* 1.599*
Variable Valor P

Tratamiento 0.039*

Dia 5.760E-06*

*Probabilidad (P<0.05).
*Promedio de la abundancia relativa de bacterias pertenecientes a una especie.
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Cuadro 14. Anélisis de Tukey sobre la abundancia composicidn bacteriana presente en la
poblacidn alfa entre tratamiento y dias en la temporada de primavera 2017.

Abundancia Analisis de Tukey
Tratamiento indice Shannon Comparacion Valor P
Control 2.205% A-Control 0.215
Glutamina 2.351¥ GLN-Control 0.549
Antibidtico 1.934¥ GLN-A 0.032*
Dia
0 2.054% 13-0 0.059
13 2.546* 33-0 0.679
33 1.830¥ 33-13 4.23E-06*

A= Antibiotico, GLN= Glutamina.
*Probabilidad (P<0.05)
*Promedio de la abundancia relativa de bacterias pertenecientes a una especie.

Se puede relacionar el cambio significativo en la composicién bacteriana bajo el efecto de
la glutamina y antibioticos por la disminucion en la carga microbiana que pueden provocar
estos compuesto como resultado del cambio en los procesos metabolicos para obtencién de
nutrientes (Hardy 2002; Dai et al. 2013).

Analisis taxonémico a nivel de Género.

Se analizé los resultados de los cambios en la riqueza y abundancia de la poblacion alfa. Se
utilizo el test de Metastats con el objetivo de indicar la diferencia significativa (q<0.1) en
las OTU a nivel de Género encontradas en cada tratamiento.

Segln lo observado en los resultados del analisis de OTU para ambas temporadas, se
destaco aquellas 20 bacterias con mayor abundancia en las muestras bajo el efecto de los
tres tratamientos en los tres dias evaluados. Dentro de este grupo se observo que
Lactobacillus, Clostridium sensu stricto y Streptococcus, fueron las bacterias donde hubo
mayor variacién en su abundancia a través del tiempo (Figura 2). Este mismo resultado fue
encontrado en otra investigacion donde se observo que estos tres géneros pertenecientes al
grupo filogenético de Firmicutes, tiene mayor dominancia en el ileon de los lechones
destetados (Dowd et al. 2008).
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Figura 2. Comportamiento a través del tiempo de los 20 grupos de bacterias, a nivel de
género, con mayor abundancia relativa presentes los tratamientos con antibidticos,
glutamina y control, evaluados en la temporada de primavera 2017 y verano 2016.

En latemporada de verano 2016 y primavera 2017, se observé un aumento en la abundancia
de Lactobacillus (Figura 2, color verde oscuro) en las muestras bajo los tres tratamientos
del dia 0 al 13 pero una disminucion del dia 13 al 33. La presencia de esta bacteria post-
destete, ayuda a reparar aspectos del aparato gastrointestinal de los lechones debido a sus
efectos como probiético, previniendo el desarrollo de otras infecciones bacterianas en esta
etapa critica del lechdn (Pascual et al. 2008; Kim y Isaacson 2015; Li et al. 2017) .

En ambas temporadas también se observo un incremento en la abundancia de Clostriduim
sensu stricto (Figura 2, color azul) del dia 0 al 13 y para ambas temporadas se mantuvo
estable del dia 13 al 33 en los tres tratamientos. Este género, también conocido como
Clostridium, se caracteriza por metabolizar carbohidratos, alcoholes, amino acidos, purines,
esteroides y posee propiedades nutricionales, por la presencia de acido butirico, en las
células del epitelio, evitando el efecto de organismo patégenos en el intestino (Vos et al.
2009; Meimandipour et al. 2010). Ademas, existe una especie en especifico dentro de este
grupo que puede ser utilizado como probidtico, conocida como Clostridium butyricum.

Dentro de los 20 grupos con mayor abundancia relativa a nivel de género, se observé para
ambas temporadas un incremento de Streptococcus (Figura 2, color morado) del dia 0 al 33,
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en los tres tratamientos. Segun Li et al. (2017), la presencia de esta bacteria forma parte de
la bacteria comensal del intestino del animal.

Segun lo observado, Streptococcus se convirtio en una de las bacterias dominantes post-
destete por su aumento a través del tiempo, no obstante, su presencia es un potencial riesgo
para la salud de la barrera intestinal del lechon (Su et al. 2008). EI aumento de esta bacteria
post-destete estd ligado al pH bajo del estdmago antes del destete, el cual controla la
proliferacion de bacterias potencialmente dafiinas para el lechon (Su y Zhu 2006)

Se analizd los resultados obtenidos del test Metastats para conocer la diversidad bacteriana
a nivel de género presente en las muestras evaluadas. Se sumé las medias que indican la
cantidad de esta bacteria presente en la muestra y se filtro utilizando la probabilidad de
0<0.1 y una media arriba de 0.001. Esto se realiz6 con el objetivo de mostrar lo grupos de
bacterias mas abundantes y que son estadisticamente diferentes al transcurrir el tiempo.

Segun Isaacson y Kim (2012), en su estudio demostraron que el intestino esta compuesto
en un 90% de bacterias pertenecientes al Filo: Firmicutes y Bacteroides. Mientras que la
composicion bacteriana del ileon, presentd por arriba del 40% la presencia de filo
Proteobacteria, concordando con los resultados en el experimento (Cuadro 15y 16).

Cuadro 15. Identificacion taxonomica de OTU presentes en lechones sin tratamiento en la
temporada de primavera 2017.

Dia Filo Género*

Actinobacteria Bifidobacteria y Coriobacteriaceae no clasificado
Bacteroides  Bacteroides
Protobacteria Helicobacter

Lactobacillus, Blautia, Megasphaera, Romboutsia,
13-0 Firmicutes Lactobacillales no clasificado, Acidaminococcus y Turicibacter.

Actinobacteria Olsenella, Bifidobacterium y Actinomyces
Bacteroides  Prevotella y Porphyromonadaceae no clasificada
Terrisporobacter, Veillonella, Megasphaera, Mitsoukella,

Acidaminooccus, Sharpea, Lactococcus, Clostridium 1V,
33-13 Firmicutes Dialister y Romboutsia.

¥ Género bacteriano estadisticamente diferente en los dias evaluados (g<0.1) y con
abundancia en la muestra mayor de 0.001.
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Cuadro 16. Identificacion taxonémica de OTU presentes en lechones sin tratamiento en la
temporada de verano 2016.

Dia Filo Género*

Actinobacteria Rothia y Bifidobacterium
Bacteroides  Bactetoides

Fusobacteria  Fusobacterium y Leptotrichiaceae no clasificado
Protobacteria Moraxella y Neisseria
Lactobacillus, Clostridium sensu stricto, Blautia,
Peptostreptococcus, Aerococcaceae no clasificado,
Clostridiales no clasificados y Phascolartobacterium,
13-0 Firmicutes Romboutsia, Lacnospiraceae no clasificado
Actinobacteria Olsenella, Bifidobacterium y Actinomyces

Bacteroides  Prevotella y Porphyromonadaceae no clasificada
Terrisporobacter, Veillonella, Megasphaera, Mitsoukella,
Acidaminooccus, Sharpea, Lactococcus, Clostridium 1V,
33-13 Firmicutes Dialister y Romboutsia.

¥ Género bacteriano estadisticamente diferente en los dias evaluados (g<0.1) y con
abundancia en la muestra mayor de 0.001.

En la temporada de primavera 2017, las muestras tratadas con antibiotico Clortetraciclina
(441 mgl/kg), se observd que los grupos filogenético Firmicutes, Proteobacteria y
Actinobacteria (Cuadro 17) mostraron mayor abundancia (>0.001) y diferencia estadistica
a través del tiempo (g<0.1). Mientras que en la temporada de verano 2016, ningun género
bacteriano fue estadisticamente diferente a través del tiempo (g>0.1) ni mostré una
abundancia en la muestra mayor a 0.001.

El antibidtico Clortetraciclina pertenece al grupo de los Antibidticos Promotores de
Crecimiento (AGPs) y se caracterizan por afectar la poblacion microbiana del intestino. El
efecto de este compuesto se observa mayormente en el intestino delgado, especificamente
en el ileon, lo cual provoca un cambio en la composicion microbiana del ileon (Coiler et al.
2003; Rettedal et al. 2009).

Segun Gresse et al. (2017), en su investigacion, se observd que los lechones al ser
destetados a las tres semanas y alimentados con una dieta base y 2.73 gr de Clortetraciclina,
se manifestd una mayor presencia de bacterias pertenecientes al Filo Firmicutes, esto
concuerda con los resultados obtenidos para este experimento donde predomina este grupo
filogenético.
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Cuadro 17. Identificacion taxondémica de OTU presentes en lechones tratados con
antibidticos en la temporada de primavera 2017.

Temporada Dia Filo Género*

Actinobacteria Kitasatospora y Bifidobacteria
Protobacteria Helicobacter

Lactobacillus, Terrisporobacter, Veillonella,
Romboutsia, Shapea, Dialister, Clostridium sensu
stricto, Clostridiaceae no clasificado,

Primavera 33-13 Firmicutes Veillonellaceae no clasificado y Mitsoukella.

¥ Género bacteriano estadisticamente diferente en los dias evaluados (g<0.1) y con
abundancia en la muestra mayor de 0.001.

Para la temporada de primavera 2017, se observé que el filo de Firmicutes, Actinobacteria
y Proteobacteria predominan mayormente en el ileon bajo el tratamiento de glutamina
(Cuadro 18), mostrando que son estadisticamente diferente las composiciones al transcurrir
el tiempo (g<0.1). No obstante, en la temporada de verano 2016, el unico filo con mayor
abundancia y diferente estadisticamente fue Firmicutes. La glutamina es un metabolito de
suma importancia para la fisiologia de las bacterias, debido a que su disponibilidad esta
relacionada con la respuesta celular, en presencia de nitrogeno, de las bacterias (Isaacson y
Kim 2012).

Ademas se observd la presencia del grupo filogenético de las Proteobacterias (Cuadro 18),
han desarrollado un mecanismo diferente para utilizar la glutamina como un agente de
monitoreo del estado de nitrdgeno metabolizable (Forchhammer 2007).

Cuadro 18. Identificacion taxonémica de OTU presentes en lechones tratados con
Glutamina en ambas temporadas.

Temporada Dia Filo Género*

Actinobacteria Olsenella y Bifidobacterium.
Proteobacteria Enterobactericeae no clasificada.

Streptococcus, Megasphaera, Mitsuokella,
Dialister, Lachnospiracieae, Acidaminococcus,
Primavera 33-13 Firmicutes Romboutsia, Terrisporobacter y Veillonellaceae.
Verano  33-13 Firmicutes Veillonella y Romboutsia.
¥ Género bacteriano estadisticamente diferente en los dias evaluados (g<0.1) y con
abundancia en la muestra mayor de 0.001.

Analisis de Eficiencia Alimenticia.
Se recolectaron datos de eficiencia alimenticia (“Gain to Feed Ratio”, G: F) de los lechones
evaluados en la granja porcina ubicada en la Universidad de Purdue, West Lafayette,
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Indiana, Estados Unidos (Cuadro 19). El resultado mostré que aquellos lechones que su G:F
fue cercano a 1.00, lograron obtener mayor peso (Ib) por una libra de alimento ingerido.

Cuadro 19. Resultados de eficiencia alimenticia de lechones bajo los tratamientos dietético
y cosechados al dia 13 y 33 post-destete, en las temporadas de verano 2016 y primavera

2017.
VERANO 2016 PRIMAVERA 2017

ID Dia Tratamiento G:F ID Dia Tratamiento G:F

1 13 Glutamina 0.65 61 13 Glutamina 0.63
2 13 Antibidtico 0.74 62 13 Antibidtico 0.90
3 13 Control 0.64 63 13 Control 0.61
4 13 Control 0.76 64 13 Control 0.77
5 13 Glutamina 0.70 65 13 Glutamina 0.81
6 13 Antibidtico 0.69 66 13 Antibidtico 0.81
7 13 Antibidtico 0.73 67 13 Antibidtico 0.89
9 13 Control 0.64 68 13 Glutamina 0.76
10 13 Control 0.65 69 13 Control 0.70
11 13 Antibidtico 0.64 70 13 Control 0.66
12 13 Glutamina 0.65 71 13 Antibiético 0.78
13 13 Control 0.69 72 13 Glutamina 0.83
14 13 Glutamina 0.73 73 13 Control 0.77
15 13 Antibidtico 0.78 74 13 Glutamina 0.74
16 13 Glutamina 0.77 75 13 Antibidtico 0.84
17 13 Control 0.70 76 13 Glutamina 0.65
18 13 Antibidtico 0.79 78 13 Antibidtico 0.78
19 13 Antibidtico 0.79 79 13 Antibidtico 0.68
20 13 Control 0.71 80 13 Control 0.76
21 13 Glutamina 0.80 81 13 Glutamina 0.74
22 13 Control 0.71 82 13 Control 0.75
24 13 Glutamina 0.72 83 13 Antibiético 0.65
25 13 Control 0.87 84 13 Glutamina 0.79
27 13 Antibidtico 0.82 85 13 Control 0.66
28 13 Antibidtico 0.63 86 13 Glutamina 0.67
29 13 Glutamina 0.74 87 13 Antibidtico 0.67
30 13 Control 0.79 88 13 Antibidtico 0.68
33 33 Control 0.69 89 13 Glutamina 0.75
35 33 Glutamina 0.74 90 13 Control 0.77
36 33 Antibidtico 0.76 91 33 Glutamina 0.77
37 33 Antibidtico 0.83 92 33 Antibidtico 0.51
38 33 Glutamina 0.61 93 33 Control 0.70

25



40 33 Control 0.70 94 33 Control 0.65

41 33 Antibidtico 0.68 95 33 Glutamina 0.72
42 33 Glutamina 0.79 97 33 Antibidtico 0.63
44 33 Glutamina 0.61 98 33 Glutamina 0.67
46 33 Glutamina 0.62 99 33 Control 0.77
47 33 Control 0.66 100 33 Control 0.72
48 33 Antibidtico 0.72 101 33 Antibidtico 0.64
49 33 Antibidtico 0.70 102 33 Glutamina 0.71
50 33 Control 0.72 103 33 Control 0.79
51 33 Glutamina 0.67 104 33 Glutamina 0.75
52 33 Control 0.66 105 33 Antibidtico 0.68
53 33 Antibiotico 0.71 106 33 Glutamina 0.71
54 33 Glutamina 0.79 107 33 Control 0.73
55 33 Control 0.68 108 33 Antibiotico 0.82
56 33 Glutamina 0.73 109 33 Antibiotico 0.73
58 33 Antibidtico 0.75 110 33 Control 0.80
59 33 Glutamina 0.76 111 33 Glutamina 0.79
60 33 Control 0.73 112 33 Control 0.75

113 33 Antibiotico 0.76

114 33 Glutamina 0.77

115 33 Control 0.90

117 33 Antibiotico 0.90

118 33 Antibiotico 0.82

119 33 Glutamina 0.81

120 33 Control 0.85

ID=Numero de identidad del lechén, G:F= “Gain to Feed ratio”.

Se analiz6 la correlacion que existe entre la “Gain to Feed ratio” y OTU utilizando el
método Spearman. Se observé que la Unica OTU que posee un efecto positivo en la
eficiencia alimenticia del lechon (rho = 0.48, q<0.1) es Clostridium sensu stricto en el grupo
Control. No obstante, la presencia de bacterias pertenecientes a la familia de
Enterobacteriaceae que no lograron ser identificadas encontradas en el grupo control y
Butyricicoccus (Cuadro 20) presente en el grupo de lechones tratados con glutamina,
muestran un efecto negativo en la eficiencia alimenticia del animal (rho=-0.70 y rho=-0.52).

Esto puede suponer que al aumentar la presencia de Clostridium sensu stricto en el ileon
del lechdn, puede existir un aumento en la eficiencia alimenticia del animal, por
consiguiente, un mayor crecimiento y desarrollo, como resultado del efecto de especies que
pueden ser utilizadas como prebidticos, por ejemplo: Clostridium butyricum Mientras que
la presencia de Enterobactericeae no clasificada y Butyricicoccus en el ileon del animal,
puede provocar una disminucion en la eficiencia alimenticia y crecimiento del mismo.

26



El género Clostridium tiene aproximadamente 168 especies, de estas 77 especies se agrupan
dentro del género Clostridium sensu stricto y se caracterizan por tener similitud en la
secuencia genética del gen 16S rRNA. Este grupo estd compuesto por organismos benéficos
como patogenos para las personas y los animales (\Vos et al. 2009).

Dentro de los organismos benéficos, se encuentran especies que utilizan mecanismo de
produccion de acido acético y butirico. En el primer caso, la creacion de este acido inhibe
el crecimiento de microrganismos patdgenos atravesando la membrana celular,
posteriormente, se disocia y acidifica el citoplasma del patégeno, provocando la muerte. En
el segundo caso, la presencia de acido butirico posee caracteristicas antimicrobiales y anti
inflamatorias provocando un efecto positivo en las células del ileon y yeyuno
(HUVEPHARMA 2015).

Estudios han demostrado que la presencia de estas especies benéficas dentro del género
Clostridium sensu stricto, ayudan en la expresion de proteinas que combaten el efecto de la
inflamacidn en el intestino y mejora el crecimiento, la funcion inmune y beneficia el balance
de la microbioma intestinal en aves (Gao et al. 2011; Yang et al. 2012).

Las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, se caracteriza por contener
especies relacionadas con patogenidad, grado de virulencia, resistencia a antibioticos o
metabolismo en los lechones (Schierack et al. 2007), por lo que la presencia de estos
microorganismos afecto en el rendimiento del lechdn post-destete.

La presencia del genero Butyricicoccus en los lechones tratados con glutamina, presento
una relacion negativa con el efecto que puede tener la presencia de esta bacteria en el ileon
del lechdn con la eficiencia alimenticia del animal. Se desconoce la razon por la cual este
género obtuvo un efecto negativo en la eficiencia alimenticia, debido a que estudios
anteriores demostraron que la especie Butyricicoccus pullicaecorum que actla como
probiotico, ya que mejora la funcion de la barrera epitelial gastrointestinal y mejor6 la
eficiencia alimenticia en aves (Seal et al. 2013; Eeckhaut et al. 2016)

Cuadro 20. Identificacion taxondmica de los OTU correlacionados con el “Gain to Feed
ratio”.

OTU Qval rho TRT Filo Familia Género
17 0.046 -0.49 Ctn Firmicutes Lactobacillales  Lactobacillus
19 0.016 0.48 Ctn Firmicutes Clostridiales Clostridium sensu stricto

Pasteurellaceae no
36 0.098 -0.47 GLN Proteobacteria Pasteurellales clasificada
Enterobacteriaceae
41 0.006 -0.70 Ctn Proteobacteria Enterobacteriales no clasificada
Veillonellaceae
76 0.095 -0.51 GLN Firmicutes Selenomonadales no clasificada
| 0.088 -0.52 GLN Firmicutes Clostridiales Butyricicoccus

OTU= Unidad TaxonOomica Operacional, Qval= Valor g (g<0.1), rho= Grado de
correlacion, TRT= Tratamiento
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4. CONCLUSIONES

La presencia de antibidticos y glutamina en la dieta de los lechones post destete y
transporte, no mostro un cambio significativo en la composicion microbiana del ileon,
mientras que, al no ser tratados con ningun aditivo, existe una diferencia significativa
en la composicion bacteriana a través del tiempo, provocado por la sucesién microbiana
del intestino del animal.

En la época de primavera, la poblacion alfa de los lechones tratados con antibiético y
glutamina fue estadisticamente diferente en los dias 13 y 33. Mientras que, en verano,
ambos tratamientos fueron estadisticamente similares, la Unica variacion en la
composicion se observé en los lechones sin tratamiento a traves del tiempo.

La presencia del género Clostridium sensu stricto, present6 un grado de relacion en la
mejora de la eficiencia alimenticia del lechdn. Mientras que la presencia de bacterias
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, encontradas en el grupo control, y
Butyricicoccus, encontrado en el grupo de glutamina, estan relacionado con un efecto
negativo o disminucién en la eficiencia alimenticia del lechdn post-destete y luego de
ser trasladados hacia la granja.
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5. RECOMENDACIONES

+ Al solo obtener muestras del ileon de los lechones, no es posible extrapolar los
resultados obtenidos para todo el intestino del animal. Se recomienda recolectar
muestras del yeyuno, duodeno y ciego y realizar el mismo procedimiento y la
aplicacién de los mismos tratamientos, con el objetivo de poder visualizar el efecto de
los tratamientos en la composicion bacteriana del intestino en general.

+ La unidad experimental de este estudio se basé en el corral, el cual estaba compuesto
de 8 lechones. Se recomienda que, para el analisis de correlacion sobre la eficiencia
alimenticia y composicion bacteriana del ileon del lechén, tomar muestras individuales
de los animales y asi poder determinar si el tratamiento causa un cambio en la
composicidn bacteriana o si esta relacionado con factores fisioldgicos de cada animal.

+ Para un estudio méas detallado sobre el efecto de la glutamina en los lechones post-
destete, se recomienda recolectar muestras de heces para medir la cantidad de
glutamina que fue desechada y poder determinar cuanta cantidad del compuesto fue
aprovechada por el animal.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Visualizacion de la variabilidad de medias evaluadas sobre la composicion

bacteriana de las muestras bajo los tratamientos dietéticos en los dias 0, 13 y 33 en ambas
temporadas.
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Anexo 2. Visualizacion de la variabilidad de medias evaluadas sobre la composicién

bacteriana a través del tiempo y bajo el efecto de los tratamientos dietéticos en ambas
temporadas.
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