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RESUMEN

El objetivo del estudio fue identificarla composicién del microbiomaintestinal enlechones lactantes tratados con un
consorcio bacteriano nativo y evaluar su efecto en la ganancia de peso y la incidencia de diarreas. El experimento se
realiz6 en 120 lechones de una granja porcinalocalizada en San Martin, distribuidos en tres grupos: Probiético (recibi6
1 ml de consorcio bacteriano nativo [3*108 UFC/ml]), Excipiente (1 ml de agua) y Control (sin intervencién). El periodo
deestudio fue de 15 dias. Para el andlisis metagen6mico, se seleccionaron cinco lechones por grupo, tomando muestras
del duodeno mediante hisopado. Laidentificacion del microbioma se realiz6 mediante PCR. En los lechones del grupo
Probidtico se identificaron géneros bacterianos como Lactobacillus, Actinobacillus, Alloprevotella, Clostridium sensu
stricto 1, entre otros. Los resultados mostraron que este grupo obtuvo mayor ganancia de peso (1.99 kg) y no presenté
casos dediarrea, a diferencia del grupo Excipiente. Se concluye quela administracidn del consorcio bacteriano nativo
fue beneficiosa al mejorar significativamente la ganancia de peso e inhibir la aparicién de diarreas en lechones
lactantes durante su etapa critica de desarrollo.
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ABSTRACT

The objective of this study was to identify the composition of the gut microbiome in suckling piglets treated with a
native bacterial consortium and evaluate its effect on weight gain and diarrhea incidence. The experiment was
conducted on 120 piglets from a pig farm located in San Martin, distributed into three groups: Probiotic (received 1 ml
of native bacterial consortium [3*10® CFU/ml]), Excipient (1 ml of water), and Control (no intervention). The study
period was 15 days. For metagenomic analysis, five piglets per group were selected, and duodenal samples were
swabbed. Microbiome identification was performed by PCR. Bacterial genera such as Lactobacillus, Actinobacillus,
Alloprevotella, and Clostridium sensu stricto 1, among others, were identified in the piglets in the Probiotic group. The
results showed that this group achieved greater weight gain (1.99 kg) and did not present any cases of diarrhea, unlike
the Excipient group. It is concluded that the administration of the native bacterial consortium was beneficial by
significantly improving weight gain and inhibiting the occurrence of diarrhea in suckling piglets during their critical
stage of development.
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1. INTRODUCCION

En los ultimosafios, el estudio de la metagen6micadel intestino animal, incluyendo datos de secuenciacion
metagendmicay del amplicon 16S, ha experimentado un crecimiento exponencial (1).La creciente presion
por optimizar la produccién de animales monogastricos ha llevado al uso frecuente e inapropiado de
antimicrobianos para mejorar el rendimiento del crecimiento y prevenir enfermedades, lo que ha
contribuido significativamente al aumento de la resistencia a los antimicrobianos (2).

Asimismo, la leche de cerda es la principal fuente de alimento para los lechones durante sus primeras tres
semanas de vida (3), no solo proporciona nutrientes esenciales y una amplia variedad de compuestos
bioactivos, sino que también constituye una fuente indispensable de bacterias comensales. De hecho, los
microorganismos presentes en la leche materna representan una fuente importante de bacterias
comensales para el intestino neonatal (4). Sharkar et al. (5) sugieren que las intervenciones maternas con
probidticos constituyen estrategias prometedoras para mejorar la respuesta inmunitaria de los lechones
mediante la modificacién del microbioma intestinal. Por tanto, preparar fisioldgicamente a los lechones
recién nacidos reviste gran importancia para la industria porcina, ya que podria reducir los costos
operativos y el uso de medicamentos, especialmente antibidticos, por parte de los productores porcinos
(6).

La diarrea del lech6n es una enfermedad gastrointestinal grave con una alta morbilidad y mortalidad que
causa un gran perjuicio econémico a la industria porcina (7). Por lo tanto, el microbioma intestinal puede

constituir un factor de relevancia respecto a la diarrea en lechones (8). Sin embargo, el conocimiento sobre
la variedad del microbioma intestinal en lechones recién nacidos es limitado (9).

Porotro lado, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa una seria amenaza para la salud de los
animales domésticos. En este contexto, los cerdos se consideran una fuente significativa de genes de
resistencia a los antimicrobianos (ARG) (10). Sin embargo, alin existe una marcada escasez de datos
cuantitativos a gran escala sobre la distribucion de los ARG en la industria porcina. Adema3s, las especies

bacterianas que albergan estos genes en el microbioma intestinal no han sido claramente identificadas
(11).

Dado el papel fundamental que desempeiia el microbiomaintestinal en lasalud, el desarrollo inmunolégico
y el rendimiento productivo de los animales monogastricos (12), el presente estudio se centr6 en
caracterizar molecularmente el microbioma intestinal porcino mediante técnicas independientes del
cultivo in vitro, especificamente a través del enfoque metagenémico. Ademas, se aislé y caracterizo
molecularmente las bacterias acido lacticas presentes en el intestino de lechones que recibieron la
administraciéon de un consorcio bacteriano.

2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en una granja porcina situada en el distrito de La Banda de Shilcayo, en la
provinciay departamento de San Martin. Los procedimientos del presente trabajo de investigacion fueron
aprobados por el Comité Institucional de Bioética para la Investigacion, Gestion de la Biodiversidad y
Bienestar Animal de la Universidad Nacional de San Martin. Se consideraron como variables principales al
consorcio bacteriano nativo, Microbioma intestinal, Ganancia de peso, Incidencia de diarreas, y como
variables secundarias, la alimentacién, manejo sanitario y, la instalacién de la granja.

Para identificar el microbioma intestinal, se seleccionaron 120 lechones lactantes con similares
caracteristicas de camada, edad y peso. Inicialmente se manejaron en conjunto, luego se dividieron
aleatoriamente en tres grupos de 40 lechones: Grupo Control (manejo estdndar con antibioéticos), Grupo
Excipiente (1 ml de agua potable) y Grupo Probiético (1 ml de consorcio bacteriano nativo [3x103
UFC/ml]). El tratamiento se administré por via oral desde el segundo dia al quinceavo dia de nacimiento.
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El consorcio bacteriano incluyé Lactobacillus jhonsoni, Pediococcus pentosaceus, Weissella sp. y
Lactobacillus plantarum, identificados molecularmente y proporcionados por el laboratorio de
Biotecnologia Molecular del Instituto 24 de Julio de Zarumilla - Tumbes, Pert.

El dia 15, se seleccionaron aleatoriamente cinco lechones por grupo para tomar muestras mediante
hisopado intestinal, bajo anestesia con ketamina (3 mg/kg) aplicada en la vena tibial medial. La cirugia se
realizé en lalinea alba, region mesogastrica, accediendo al duodeno. Las muestras fueron conservadas en
frascosestériles con ARN Later y procesadas en el laboratorio mencionado. Antes de la extraccién del ADN,
se esterilizaron los materiales en camara de flujo laminar conluz UV por 15 minutos. Se utiliz6 el kit de
extraccion de ADN metagendmico (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific), siguiendo el protocolo
correspondiente. Finalmente, se registrd la ganancia de peso y las incidencias en casos de diarrea.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Composicion del microbioma intestinal (bacteriano) a nivel de Filo

Tabla 1. Top filos mas abundantes (abundancia relativa porcentual = 3), del microbioma intestinal

Abundancia relativa (%)

Filo
Probidtico Excipiente Control
Actinobacteriota 3,31 5,2 7,01
Bacteroidota 7,63 - -
Firmicutes 67,12 83,41 83,84
Proteobacteria 19,42 9,49 7,15
100%
80%
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% 60% . Actinobacteriota
_G‘:E . Bacteroidota
(&) —
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Figura 1. Composicién del microbioma (Clasificacién taxonémica) intestinal (bacteriano) a nivel Filo (Grupal)

En la Tabla 1 y la Figura 1 se presenta la composiciéon microbiana intestinal a nivel de filo en los tres
tratamientos evaluados. Se observé que el filo Firmicutes predominé en los grupos Excipiente y Control,
con una presencia superior al 80%. En contraste, en el grupo Probi6tico, la abundancia de Firmicutes fue
notablemente menor, situdndose por debajo del 70%. Ademas, se detecté una mayor proporcion del filo
Proteobacteria en el grupo Probioético, alcanzando el 19,4%, en comparacion con los grupos Excipiente y
Control, donde su presencia fue considerablemente inferior. El filo Bacteroidota también mostré una mayor
abundancia en el grupo Probidtico, mientras que en los grupos Excipiente y Control se registré una mayor
prevalencia del filo Actinobacteriota.
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3.2. Variantes de Secuencia de Amplicon (ASV)
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Figura 2. Grafico de Variantes de Secuencia de Amplicén (ASV) a nivel grupal, del microbioma intestinal

La figura 2 muestra el nimero de ASVs fue muy superior en el filo Firmicutes, para todos los grupos en
estudio (Probidtico: >15000, Excipiente: > 25000 y Control: > 4500). El filo Proteobacteria fue el segundo,
en cuanto a presencia, en los tres grupos de estudio, pero muy por debajo del primer filo en mencion.

3.3. Composicion del microbioma intestinal (bacteriano) a nivel de género

Tabla 2. Top géneros mas abundantes (abundancia relativa porcentual = 1,5) del microbioma intestinal

Abundancia relativa (%)

Genero Probidtico Excipiente Control
Acidaminococcus -- -- 2,02
Actinobacillus 5,28 -- 1,96
Alkanindiges 2,4 -- --
Alloprevotella 5,84 - 1,61
Bifidobacterium -- -- 6,5
Clostridium_sensu_stricto_1 3,87 3,28 1,66
Corynebacterium -- 2,09 --
Jeotgalicoccus -- 5,49 --
Lactobacillus 52,89 63,9 49,25
Megasphaera - -- 5,64
Mitsuokella -- -- 6,06
Moraxella 3,26 2,35 4,31
Pseudomonas - 2,88 -
Romboutsia 1,61 -- 2,8
Serratia 3,52 -- --
Sharpea -- -- 7,73
Streptococcus -- -- 3,05
Turicibacter -- 2,04 --
Veillonella - 1,71 3,17
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Figura 3. Clasificacion taxonémica a nivel de género, del microbioma intestinal

Enla tabla 2 y figura 3, vemos la abundancia relativa de los microbios intestinales, a nivel de género, por
grupo de investigacién (Probiético, Excipiente y Control). Es notable la superioridad que existe en la
abundancia relativa del género Lactobacillus, en todos los grupos. Sin embargo, en el Grupo Control, su
abundancia estuvo por debajo del 50%, a diferencia del grupo Probidtico y Excipiente, donde present6 una

abundancia por encima del 50%.
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Figura 4. Nivel de familia (d: Dominio, p: Filo, c: Clase, o: Orden y f: Familia) del microbioma intestinal
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Figura 5. Diagrama de Venn - Euler

3.4. Microbioma niicleo a nivel de Género

La figura 4 indica mayorabundancia, en tanto la coloracién se torna de mayor claridad. Por el contrario, si
la categoria estudiada presenta una tonalidad mas oscura, indicara escasa o nula abundancia. Entonces,
podemos observar que el Filo Firmicutes presenta un comportamiento especial, porque las Bacilli -
Lactobacillales — Lactobacillaceae (perteneciente a su filo) presentan mayor abundancia en el grupo
Excipiente y en el grupo Control, respectivamente; y menor abundancia en el grupo Probiético; mientras
que las Negativicutes - Veillonellales y Selenomonadales - Selenomonadaceae, pertenecientes al mismo filo,
presentaron abundancia importante en el grupo Probiotico, mientras que en los grupos Excipiente y
Control, su presencia fue nula. Asi mismo, Actinobacteria - Corynebacteriales - Dietziaceae, pertenecientes
al filo Actinobacteriota, al igual que las Bacilli - Bacillales, del filo Firmicutes, mostraron ausencia en los
grupos Probidtico y Control, pero presencia en el grupo Excipiente.
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Con respecto a los géneros compartidos por los grupos estudiados (Probiotico, Excipiente y Control), la
figura 5 evidencia que los grupos Excipiente y Control fueron los géneros que mas compartieron con 19.
Los grupos Probidticoy Control sélo compartieron cinco géneros, mientras que los tres grupos llegaron a
compartir 13 géneros. No se encontraron géneros compartidos entre los grupos Probidticosy Excipiente.
La especificacion de los géneros compartidos, se muestran en la figura 6.

Los géneros que se identificaron y que conformaron el microbioma nudcleo (comunes entre los tres
tratamientos) fueron: Actinobacillus, Alloprevotella, Clostridium sensu stricto 1, Eikenella, Lactobacillus,
Moraxella, Prevotella, Romboutsia, Rothia, Serratia, Streptococcus, Turicibacter y Veillonella.

Cabe mencionar que se encontré un taxén no comun, cuya taxonomia fue: Dominio: Bacteria, Filum:
Firmicutes, Clase: Clostridia, Orden: Oscillospirales, Familia: Oscillospiraceae, Género: g UCG-005.

3.5. Evaluacion de la ganancia de peso en lechones lactantes administrados con un consorcio
bacteriano nativo

Tabla 3. Ganancia de peso obtenidas durante el periodo de investigacién, para los tres tratamientos

Tratamiento Ganancia Peso (kg). Ganancia Peso (kg). Ganancia Peso (kg).
Semana 1 Semana 2 Acumulada
Control 0,70 a 1,31 a 2,01 a
Probidtico 0,69 a 1,30 a 1,99 a
Excipiente 0,56 b 1,13 b 1,69 b
Cv* 37,19 26,85 24,51
EE ** 0,04 0,05 0,07
p-valor *** 0,0258 0,0278 0,0039
Nota: * Coeficiente de variabilidad ** Error experimental  *** (abc): Diferentes superindices indica diferencia

significativa entre filas (p<0,05)

14
1.2
b
g2 10
o
0 Control
)
Dc‘» 0.8 Probidtico
~ a .
Excipiente
a
0.6
b
0.4
Semana 1 Semana 2
Gananciade peso
p <0.05
Figura 7. Comportamiento de las ganancias de peso obtenidas durante el periodo de investigacidn, para los tres

tratamientos

La tabla 3 muestra la ganancia de peso, notdndose que la curva fue superior en los grupos Probioticoy
Control (p < 0.05), tanto semanalmente o acumulada. Asi mismo en la figura 7 se evidencia que, para todos
los grupos, la ganancia de peso fue mayor en la segunda semana.

3.6.Evaluaciondela incidencia de diarreas en lechones lactantes administrados con un consorcio
bacteriano nativo
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Figura 8. Casos presentados de diarreas en lechones, por grupo estudiado (tratamiento)

La figura 8 evidencia que los lechones a los que se les aplicé el consorcio bacteriano (Probiético) no
presentaron casos de diarrea, a diferencia del grupo Excipiente, que presenté ocho casos diarreicos, y el
grupo Control, que presentd siete casos.

Discusion

Los filos mas predominantes identificados fueron Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria y
Actinobacteriota (Figura 1). Estos hallazgos coinciden con estudios previos, comolosde Zhang et al. (13)y
Xuetal. (14), que tambiénreportaron la prevalenciade estos filos en porcinos, destacando al filo Firmicutes
como el mas abundante. Esta predominancia podria atribuirse a que, después del nacimiento, la dieta de
las cerdas lactantes, rica en carbohidratos y proteinas altamente digeribles, favorece el crecimiento de
Firmicutes y otros filos con alta capacidad para descomponer carbohidratos. Especificamente, se ha
sugerido que estas bacterias fermentadoras de carbohidratos, presentes antes del nacimiento, obtienen
una ventaja adicional en esta etapa (13), como resultado, su posicién dominante dentro del microbiotase
incrementa ain mas (15). Ademas, looft et al. (16), sefialan que, el microbiota central de los cerdos
domésticos esta dominado por Firmicutesy Bacteroidetes, como consecuenciade procesos evolutivos. Las
variaciones en las abundancias relativas de los filos observados podrian deberse a que la administracidon
oral de probidticos contribuye a la restauracién del microbiota disbiética y a la prevencion de ciertos
trastornos digestivos (17).

En el experimento, se observé que el género Lactobacillus fue el mas predominante, esto podria explicarse
por su alta representatividad y abundancia en el microbioma intestinal de lechones lactantes, como lo
sefialan Xuet al. (18). Ademas, el uso del probidtico contribuy6 a su persistencia, dado que Lactobacilluses
un habitante natural del microbiomaintestinal y posee una moderada a fuerte capacidad de adherencia a
la mucosa intestinal, lo que a su vez fortalece la inmunidad intestinal (19).

Asimismo, se observd una mayor presencia de las Veillonellales y Selenomonadaceae (pertenecientes al
filo Firmicutes) en el grupo probidtico (Figura 4). Esto podria estar relacionado con factores nutricionales
especificosde la dieta, como labaja disponibilidad de fésforo.Se ha reportado que, estos microorganismos
podrian contribuir a la degradacién del fitato en animales alimentados con dietas bajas en fésforo. Es decir,
una dieta reducida en este mineral esencial en cerdos desencadena respuestas compensatorias mediadas
por la microbiota, que incluyen la escision del fitato y la liberaciéon de fésforo, aumentando asi la
disponibilidad de este mineral tanto para el huésped como para el microbiota intestinal (20).
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CONCLUSION

El microbioma intestinal en lechones lactantes administrados con un consorcio bacteriano nativo
(Probiético), estuvo conformado por bacterias del género Lactobacillus, Actinobacillus, Alkanindiges,
Alloprevotella, Clostridium sensu stricto 1, Moraxella, Romboutsia y Serratia.

La ganancia de peso, en lechones lactantes administrados con un consorcio bacteriano nativo (Probiotico),
fue mayor, significativamente, que el obtenido en lechones suministrados con excipiente (agua potable).
Esta superioridad se mantuvo alo largo de todo el periodo de experimentacion.

No se registr6 incidencia de diarreas, en lechones lactantes administrados con un consorcio bacteriano
nativo (Probiotico), a diferencia de los lechones del grupo Control (7 casos) y de los del grupo Excipiente
(8 casos).
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