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INTRODUCCION

Escherichia coli enterotoxigénica (ECET) es el mayor patégeno causante de la diarrea post-
destete (DPD) (Moredo et al., 2015). El uso abusivo de antibiéticos para hacer frente a esta
patologia, entre otras, y el creciente y amplio rango de resistencias (EFSA, 2013) llevaron a
la UE a prohibir su uso como promotores del crecimiento en el 2006.

Existen diversas estrategias alternativas para optimizar la salud intestinal del lechén.
Nuestro interés se centra en el uso de acidos organicos, por su actividad antibacteriana
(Heo et al., 2013) y proteccion hacia patégenos (den Besten et al., 2013). En el presente
trabajo, se han valorado dos sales sddicas: butirato sodico, con beneficios sobre el tracto
gastrointestinal (Mazzoni et al., 2008; den Besten et al., 2013) y modulador de la respuesta
inmune (Weber y Kerr, 2008; Melo et al., 2016); y heptanoato sédico, con actividad
bactericida (Grilli et al., 2012; Bhattarai et al., 2007). Nuestro objetivo fue el de valorar su
eficacia frente a ECET K88 utilizando un modelo experimental de colibacilosis post-destete.

MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron 72 lechones machos (Large White x Landrace) destetados a 21 dias (5,4+0,73
kg peso vivo) procedentes de una granja comercial y de madres sin vacunar frente a E. coli.
Los animales se distribuyeron en 3 salas con 8 corrales (3 animales/corral) entre los que se
adjudicaron 3 dietas (n = 8): (i) dieta base (CTR); (ii) dieta base con GUSTOR BP70® (BUT;
3 kglt); y (iii) dieta base con HEPT'ON® (HPT; 3 kg/t). Los aditivos contenian butirato y
heptanoato en su forma de sal sédica (al 70%) protegidos con grasa vegetal (NOREL S.A.).
Tras una semana de adaptacion, se realizé una doble inoculacion oral con ECET K88 en
dias consecutivos (3x10° y 3x10'° ufc). Se registré el consumo y el peso de los animales y
se evaluaron los parametros clinicos de consistencia fecal y temperatura rectal. A dia 4y 8
post-inoculacién (Pl) se extrajo sangre de un animal por corral para evaluar la respuesta
inflamatoria (factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y proteina de fase aguda mayor porcina
(PigMAP)) y tras su sacrificio se muestred contenido de estémago, duodeno, ileon y colon
proximal a fin de determinar el pH y productos de la fermentaciéon (amoniaco, acidos grasos
de cadena corta (AGCC) y é&cido lactico). Se hicieron recuentos de enterobacterias,
coliformes y del patégeno en digesta de ileon y colon y también en raspados de la mucosa
ileal. Asimismo, se obtuvieron muestras de tejido ileal para el analisis histomorfométrico.
Se utilizé el programa R v1.9 para el andlisis estadistico. Se realiz6 el analisis de la varianza
en las medidas puntuales siguiendo un modelo lineal de dos factores (tratamiento y sala)
con el paquete stats, mientras que las medidas repetidas (consistencia fecal y temperatura
rectal) siguieron un modelo lineal mixto con interaccion (tratamiento y tiempo) con el paquete
nlme. La significacién se establecié a a<0,05 y la tendencia a a<0,10. En caso de efecto
significativo (P<0,05), se realiz6 la correccion de Tukey con el paquete stats para medidas
puntuales o con el paquete multcomp para medidas repetidas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la adaptacién los animales presentaron un buen estado de salud. La inoculaciéon
produjo un cuadro clinico leve que remitié de forma espontanea.

La inoculacion resultd en una caida del consumo a dia 2 Pl y la aparicion de hipotermia y
empeoramiento de la consistencia fecal (P<0,001) sin diferencias al anadir las sales acidas.
Con respecto a la fermentacion, no se apreciaron diferencias entre tratamientos en la
concentracion de amoniaco ni en el pH. Cuando se evalué la permanencia de ambos
aditivos a lo largo de tracto digestivo, el acido heptanoico fue detectado en el estdmago de
la mayoria de los animales tratados con HPT (13/15) y también en dos casos excepcionales
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de los CTR (1/15) y BUT (1/15) (P<0,001). A nivel de duodeno también prevalecié en
animales con HPT (11/14) (P<0,001) y fue detectado en dos animales aislados con CTR
(1/14) y BUT (1/15) (P<0,001). En los tramos posteriores, ileon y colon, no se pudo detectar
acido heptanoico en ningun animal. En paralelo, el acido butirico se encontré en el
estdbmago en un mayor numero de animales tratados con BUT (11/15) frente a los CTR
(6/15) y HPT (2/15) (P=0,005). En duodeno no se detectd en ninguno de ellos y en ileon sélo
apareci6 de forma anecddtica en un lechon del BUT a dia 8 PI (1/7). En colon, la
concentracion de acido butirico no se vio afectada por los tratamientos (11,57, 9,92 y 8,35
mmol/kg MF para CTR, BUT y HPT, respectivamente; P=0,580).

En la Figura 1 se muestra la evolucion del &cido lactico y del total de AGCCs a lo largo del
tracto digestivo. Llama la atencion la importante actividad fermentativa detectada en el
estomago, con rangos de los acidos acético y lactico entre 3,3 y 22,1 mmol/kg MF y 2,1y
86,1 mmol/kg MF, respectivamente. La adicion de butirato fue capaz de reducir la
concentracion de acido lactico en estdmago a dia 8 PI (P=0,016) y también disminuirla del
total de AGCCs en colon (P=0,023). Por otro lado, el h eptanoato modificé el perfil de
fermentacion gastrica reduciendo numéricamente (P=0,124) la proporcion de animales con
acido propiodnico detectable (6/15 vs. 11/15y 11/15 para HPT, CTR y BUT, respectivamente)
y de acido valérico (P=0,044) (1/15 vs. 6/15, 7/15 para HPT, CTR y BUT, respectivamente).
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Figura 1. Concentracién de: (a) acido lactico;, y (b) AGCCs (mmol/kg de materia fresca
(MF)), en estébmago, duodeno, ileon y colon a dias 4 y 8 PI. Fraccién: Numero de animales con
acido cuantificable/numero total de animales muestreados. *P<0,05.

En cuanto al analisis microbiolégico (Tabla 1), se observaron mayores recuentos de
enterobacterias y coliformes en los animales tratados con BUT y HPT en los raspados de
mucosa ileal a dia 4 PI (P=0,016 y P=0,003, respectivamente) y tendencias en la digesta
ileal a dia 8 Pl (P=0,107 y P=0,062, respectivamente). No obstante, estas diferencias no se
apreciaron en digesta coélica y la cuantificacién por gPCR de ECET K88 tampoco mostrd
mayor adherencia en mucosa ileal en los tratamientos frente el grupo CTR (P=0,358).

El estudio histomorfométrico no mostré diferencias significativas entre dietas a pesar del
incremento de las poblaciones de enterobacterias y coliformes observadas, lo que sugiere
que, a pesar de una mayor presencia del patégeno, no hubo dafio epitelial ni cambios en la
respuesta inflamatoria local. Tampoco se registraron cambios en la respuesta inflamatoria
sistémica analizada como niveles plasmaticos de TNF-alfa y PigMAP.
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Tabla 1. Recuentos de enterobacterias y coliformes (log ufc/g de materia fresca) en
raspados de mucosa ileal, digesta ileal y digesta codlica a dia 4 y 8 post-inoculacion (Pl).

Parametro Dia CTR BUT HPT RSE* P
Mucosa .\ terias 4P 4,97° 6,15° 6,13° 0,812 0,016
ileal 8 PI 5,35 5,88 5,29 0,784 0,282
Coliformes 4 P 4,30° 5,88° 5,46° 0,776 0,003
8 PI 4,74 5,16 4,62 1,155 0,624
Digesta g o1 torias 4 P! 7,98 9,11 8,96 1,641 0,349
ileal 8Pl 6,36 7,14 6,84 0,697 0,107
Coliformes 4P 7,24 8,50 8,29 1,340 0,159
8 PI 6,08 6,90 6,65 0,659 0,062
Digesta o cterias 4P 7,95 8,67 8,77 1,160 0,325
colica 8 PI 6,89 7,23 6,92 1,008 0,757
Coliformes 4P 7,44 7,78 8,13 1,029 0,428
8 Pl 6,24 6,78 6,61 0,968 0,535

*Error estandar residual (Residual Standard Error en inglés).

En resumen, con el modelo experimental presentado, los aditivos no fueron capaces de
mitigar los efectos negativos de ECET K88 sobre los parametros clinicos o productivos. Los
animales tratados aumentaron los recuentos de enterobacterias y coliformes en ileon, pero
sin alteraciones en la arquitectura del tejido intestinal ni en la respuesta inflamatoria. Ambas
sales acidas demostraron tener un impacto en la fermentacion gastrica que podria estar
detras de los efectos beneficiosos descritos por otros autores para este tipo de aditivos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
e den Besten, G. et al. 2013. J. Lipid. Res. 54:2325-37. ¢ Bhattarai, H.D. et al. 2007. J.
Environ. Biol. 28:857-63. « EFSA & ECDC. 2015. EFSA J. 13:4036. e Grilli, E. et al. 2012. J.
App. Microbiol. 114:308-17.  Heo, J.M. et al. 2013. J. Anim. Physiol. Anim. Nutr. 97:207-37.
e Mazzoni, M. et al. 2008. J. Nutr. 138:1426-31. ¢ Melo, A.D.B. et al. 2016. Genet. Mol. Res.
15:gmr15048875. « Moredo, F.A. et al. 2015. Foodborne Pathog. Dis. 12:704-12. « Weber,
T.E. & Kerr, B.J. 2008. J. Anim. Sci. 86:442-50.

Agradecimientos: Financiado por Norel S.A. dentro del proyecto “PORCDIGEST”
subvencionado por el CDTI y el Ministerio de Ciencia e Innovacién del Gobierno de Espania.

EVALUATION OF THE EFFICACY OF SODIUM BUTYRATE OR HEPTANOATE IN
FRONT OF AN ESCHERICHIA COLI (ETEC) K88 ORAL CHALLENGE IN PIGLETS

ABSTRACT: Two new protected forms of sodium butyrate or sodium heptanoate (NOREL
S.A.) were tested against an ETEC K88 oral challenge in weanlings. 72 piglets were
distributed into 24 pens and 3 diets: plain diet (CTR); with GUSTOR-BP70® (BUT); or with
HEPT'ON® (HPT) at 3 kg/t each. Animal performance and clinical parameters were
monitored before (7 days) and after inoculation (PI) (8 days). In addition, microbial counts,
fermentation, histomorphometry and immune response were analyzed on days 4 and 8PI.
Inoculation promoted a moderate diarrhea and reduced feed consumption with no significant
differences between diets. Enterobacteria and coliforms were increased in ileum with both
salts on day 4Pl (P<0.05) although ileal histomorphometry and inflammatory (TNF-alpha,
PigMAP) response remained unaffected. Besides this both acids shaped gastric
fermentation, BUT reduced lactic acid concentration on day 8PI (P=0,016) and HPT modified
fermentation pattern. Under our experimental model, the tested additives were not able to
reduce the impairment of the ETEC K88 challenge in performance and diarrhea prevalence,
however it was recorded a significant impact on stomach with reductions in its fermentative
activity (BUT) and modulation of its profile (HPT). This gastric impact could be behind the
beneficial effects reported by other authors for these additives.
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