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RESUMEN

Se condujeron tres experimentos, donde se evalu6 el comportamiento productivo de lechones
al destete en respuesta a la adicion de diversas actividades enzimaticas exogenas en la dieta,
se evaluo la incidencia de diarreas y se determind el metabolismo de la energia en cerdos,
conforme un Disefio de Bloques Completos al Azar. En el Exp 1 se usaron 552 cerdos de
6.1+1.36kg y 20+0.83d. Los Tratamientos fueron el arreglo factorial de dos niveles de a-
Amilasa, Serina-Proteasa, B-Glucanasa, Pectinasa y Hemicelulasa (EEX) y dos de pasta de
soya (SOY) para obtener un total de cuatro Tratamientos. En el Exp 2 se usaron 588 lechones,
durante 42 dias posdestete de 24+1.5d y 6.6+1.26kg. Los Tratamientos fueron: 1) dieta basal
sin antibioticos (CN); 2) CN+0.440 kg/Tm de Muramidasa (M35); 3) CN+0.620 kg/Tm de
Muramidasa (M50); 4) CN+antibi6ticos, todos los Tratamientos tenian EEX. En el Exp 3, se
usaron 32 machos castrados provenientes del experimento 2, de 31.9+3.68kg y 82+9.8d,
durante 11d. Los Tratamientos fueron dos; CN y M50. En el Exp. 1, los lechones con las
dietas EEX ganaron mas peso (P<0.02) y fueron mas eficientes (P<0.07). Exp. 2, la dieta
Control Negativo (CN) fue inferior a M35 y M50 en consumo (P<0.03) y ganancia de peso
(P<0.04). En el Exp 3, la Energia Neta fue mas alta en los cerdos que consumieron M50 en
la dieta (P<0.07). La adicién de EEX dio una ventaja temporal (7d) y con M35 y M50 se
mejoro el consumo y la ganancia diaria de peso al tiempo de disminuir las diarreas, lo que es

congruente con la eficiencia de utilizacion de la energia.

Palabras clave: cerdos, enzimas exdgenas, Muramidasa.
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ABSTRACT

Productive performance, incidence of diarrhea and metabolism of the energy were evaluated
in three experiments, with the addition of various exogenous enzymes, according to a
Random Complete Block Design. In Exp 1, 552 pigs were used for 42 days post-weaning,
the average age and weight was 6.1+1.36kg and 20+0.83d, Treatments resulting from the
addition or not of an o -Amylase, Serine-Protease, f-Glucanase, Pectinase and Hemicellulase
(EEX), and two strategies of inclusion of Soybean meal in the diet (SOY), the Treatments
were four. In Exp 2, 588 piglets were used for 42 days after weaning. The average age and
weight was 24+1.5d and 6.6£1.26 kg. The Treatments were four: 1) basal diet without
antibiotics (NC); 2) NC+0.440 kg/ Mt of Muramidase (M35); 3) NC+0.620 kg/ Mt of
Muramidase (M50); 4) NC+antibiotics (PC) all Treatments had EEX. In Exp 3, 32 males
from experiment two were used, weight and age were 31.9+£3.68kg and 82+9.8d, during 11d.
The Treatments were two; NC and M50. In Exp 1, the piglets that consumed the diet with
enzymes gained more weight (P<0.02), and were more efficient (P<0.07). In Exp 2,
differences were found due to the Treatment effect (P<0.01); NC was lower than M35 and
M50 in average daily feed intake(P<0.03) and average daily gain (P<0.04). In Exp 3, Net
Energy was higher in the pigs that consumed M50 in the diet ( P<0.07). The addition of EEX
gave a temporary advantage (7d) in feed intake and body weight gain, with M35 and M50 in
the diet improved feed intake at the time of decrease prevalence of diarrhea, which is
consistent with the efficient of energy utilization.

Keywords: pigs, exogenous enzymes, Muramidase
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INTRODUCCION

El destete es uno de los eventos de estrés mas criticos en la vida de los cerdos por la
separacion de los lechones de su madre y la necesidad de suplir su nutricién con medios
diferentes a la leche materna (Williams, 2003). La leche, contiene alrededor de 20% de
materia seca, que a su vez se compone del 40% de grasa (altamente digestible), 25% de
lactosa y no contiene almiddn; en cambio, el alimento sdlido es una mezcla de proteinas de
origen animal y vegetal, polisacaridos no amilaceos, compuestos antinutricionales y almidéon
proveniente principalmente de granos de cereales que contienen aproximadamente 90% de
materia seca (Mavromichalis, 2006). El cambio a un nuevo alimento, con base en almidén
(granos de cereales), proteinas complejas de origen vegetal (pasta de soya), polisacaridos no
amilaceos y compuestos antinutricionales como los fitatos, tienen como consecuencia un bajo
consumo de alimento (Wilson y Leibholz, 1981; Pluske et al, 1997; Williams, 2003),
situacion que complica la maduracién digestiva, al ser la presencia de alimento un factor que
promueve el desarrollo de la mucosa intestinal y estimula la produccién de enzimas
digestivas propias del animal (Kelly et al, 1991; Nufies et al, 1996; Pluske et al, 1997). Se
ha estimado que solo la mitad de los cerdos consumen alimento dentro de las primeras 8
horas posteriores al destete y un 10% no consumen nada hasta después de las 48 horas
(Brooks et al, 2001; Bruinix, et al, 2002), siendo los lechones pequefios o aquellos con un
menor aporte de leche los mejor preparados al destete (Bruinix et al, 2002) debido a la
necesidad de una fuente de alimentacion adicional durante lactacion.

Con el cambio de sustratos, el lechdn queda expuesto a una variedad nueva de antigenos
dietarios y ambientales, lo que demanda la adaptacion fisioldgica del animal a la composicion

de la dieta (Howard y Yudkin 1963; Corring et al, 1978; Desnuelle et al, 1992). Al mismo
1



tiempo, el sistema inmune gastrointestinal lleva acabo la presentacion, diferenciacion y
procesamiento de antigenos dietarios y un fallo en este sistema induce la activacion del
sistema inmune innato (Duchmann et al, 1997); activacion, que tiene un costo energético
(Suradhat, 2006) y compromete el crecimiento de los lechones, al redistribuir la energia
originalmente destinada para el crecimiento a los mecanismo de mantenimiento y defensa
(Koong et al, 2018).

Una forma de complementar la insuficiencia endégena es con la adicion de actividades
enzimaticas exogenas (de Lange et al, 2010; Adeola y Cowieson, 2011). Actualmente existe
una gran cantidad de complejos enzimaticos que en lechones al destete, se justifica su uso
para complementar su incapacidad digestiva (Kim et al, 2001; Adeola y Cowieson, 2011),
mejorar la digestibilidad de nutrientes (Bedford y Schulze, 1998) favorecer el
comportamiento productivo (Zuo et al, 2015; Jones et al, 2018), y aportar beneficios en salud
intestinal (Yi et al, 2013) al tiempo de reducir los sustratos que podrian fomentar el
crecimiento de bacterias patogenas (Montagne et al, 2004; Brufau, 2014). Por ejemplo, la a-
amilasa hace posible la hidrolisis del almidén, que de no ser digerido se convertiria en una
de las principales causas de la pérdida de estabilidad osmoética en el intestino, dando origen
al fenémeno de diarrea (Kim et al, 2008; Heo et al, 2012). Las Carbohidrasas favorecen la
reduccién de la viscosidad de la digesta en el intestino delgado, por la hidrélisis de
polisacaridos no amilaceos (Vahjen et al, 2007; Kim et al, 2012). La adicién de proteasas
puede contribuir con la reduccion de metabolitos nitrogenados (nitrégeno amoniacal y
aminas biogénicas) asociados a la irritacion de membranas, que estan en funcion de la
proteina no digerida de la dieta (Kim et al, 2012; Heo et al, 2009). La adicién de fitasa se

justifica por la presencia de fitatos existentes en los ingredientes de origen vegetal, que por
2



su capacidad de quelacion forman complejos insolubles con minerales de carga positiva y
proteinas, lo que interfiere en su absorcion. (Cromwel et al, 1992; Adeola et al, 1995).

Por otro lado, recientemente se ha identificado una Muramidasa que podria restar importancia
a los restos de la pared celular de las bacterias en el intestino (Cohn et al, 2018). Muramidasa
es una enzima que hidroliza el enlace R-1,4 entre el &cido N-acetilmurdmico y N-
acetilglucosamina de los restos o fracciones del peptidoglucano (Lichtenberg et al, 2017);
componente estructural de la pared celular bacteriana (Jolles y Jolles, 1984; Fleming, 1922),
que en el animal, induce la estimulacion del sistema inmune al actuar como un antigeno
(Dziarski, 1991; Kimpe et al, 1995).

El trabajo que se presenta a continuacion se condujo con la hipétesis general de que la adicion
de diversas enzimas exdgenas con actividades complementarias como: a-Amilasa, Proteasa,
B-Glucanasa, Hemicelulasa, Pectinasa, Fitasa y Muramidasa, podrian mitigar el impacto de
los antigenos de origen alimentario que ademas de ser indigestibles para el lechon tienen
efectos potenciales de irritacion, provocando desafios en el periodo de transicion que

representa el destete.



1. REVISION DE LITERATURA

1.1 Destete

El destete, es considerado un punto critico en la vida de los cerdos, principalmente por la
separacion de los lechones de la madre, la adaptacion a un nuevo ambiente e instalaciones,
el establecimientos de jerarquias con lechones diferentes a los de su camada de origen y el
cambio de la leche materna por un alimento sélido (Hampson y Langford, 1986; Pluske,
1997). Esta confluencia de factores provoca que los lechones se enfrenten a un estrés social
y ambiental con efectos en el patrén de consumo de alimento, que resulta en pérdidas de
peso, cambios morfoldgicos, metabdlicos y enddcrinos en el lechon (Le Dividich y Séve,
2000; Heo et al, 2012).

1.2 Consumo voluntario de alimento

El consumo voluntario de alimento al momento del destete, y durante la primera semana
posdestete, es complicado para el animal (Bark et al, 1986). Los eventos de estrés por los que
estd pasando el lechén, mas la baja capacidad de consumo limitan a los cerdos para alcanzar
los niveles de energia consumidos antes de ser destetados (Pluske et al, 1997). En la Figura
1, se presenta el consumo de alimento de los lechones antes y después del destete, donde es
claro que el evento del destete suele ir acompafiado de la baja ingesta de alimento, y los
lechones estan lejos de alcanzar el consumo de Energia Metabolizable por kcal de peso
metabolico que estaban consumiendo antes de ser destetados, lo que les lleva entre 14 y 21

dias posdestete (Noblet y Etienne, 1986; Le Dividich y Herpin, 1994).
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Figura 1. Consumo de Energia Metabolizable en kcal/kg®"®/d en lechones; antes y después del destete.
Modificada de Le Dividich y Herpin (1994).

Los lechones entran en una condicion de ayuno, también conocida como anorexia transitoria
(Brooks et al, 2001), que podemos observar con mayor precision en la Figura 2, donde se
establecieron tres categorias en funcion de la oferta de alimento de preinicio y el consumo o
no de alimento sélido antes de ser destetados (sin alimento, no comedores, comedores).
Bruinix et al, (2002), demostraron que, los lechones a los que se les ofrecié alimento y lo
consumieron (comedores; linea gris), al ser destetados, la mitad de estos animales dejaron su
condicion de ayuno dentro de las primeras 4 horas posteriores al destete, y antes de 24 horas,
todos los lechones ya habian consumido alimento. En cambio, los lechones que no tuvieron

acceso al alimento solido (Sin alimento; linea anaranjada) cerca de un 10% no dejaron su
5



condicion de ayuno hasta casi las 50 horas, y los lechones que no consumieron alimento pero
que si se les ofrecid (no comedores; linea azul) les llevo hasta 80 horas posteriores al destete
para que todos los animales dejaran su condicion de ayuno. Lo que es critico para los
lechones, al ser la energia proveniente del alimento, la que da sustento al crecimiento (van

Milgen et al, 2001)

* No comedores.

* Comedorss.

Ceordos en ayuno, % del total

40 50 6C 70 g0
4 Horas posdestete

gura 2. Porcentaje de lechones que no consumieron alimento después del destete. Las categorias se
tablecieron en funcidn de la oferta de alimento de preinicio y el consumo o no, de alimento sélido antes de
r destetados; Sin alimento = lechones a los que no se les ofrecié alimento sélido. No comedores = lechones
n acceso al alimento sélido, pero no consumieron. Comedores = Lechones con acceso y consumo de alimento
lido. Modificada de Bruinix et al (2002).



1.3 Desarrollo de la actividad enzimatica endégena del lechén

El cambio de alimento al momento del destete provoca que la fisiologia digestiva del lechon
se vea comprometida transitoriamente (Lindemann et al, 1986; Cranwell, 1995). El sistema
enzimatico de los cerdos recién nacidos esta adaptado a su Unico alimento; la leche; la Figura
3, representa el cambio en el peso promedio del azucar hidrolizado por kilogramo de peso de
los lechones, se muestra la actividad de lactasa, maltasa y sacarasa, en lechones lactantes, y
observamos un incremento en la actividad de lactasa (enzima responsable de la hidrolisis del
principal azlcar de la leche; lactosa), conforme aumenta la edad de los lechones, hasta
alcanzar un pico maximo a los 21 dias, para comenzar a descender de la misma manera que
la curva de produccion de leche de la madre (Bailey et al, 1956; Kelly et al, 1991). Mientras

que la actividad de maltasa y sacarasa aumentan paulatinamente.
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Figura 3. Cambios en la hidrolisis de azucares por kilogramo de peso corporal, en
funcion de la edad. Modificada de Bailey et al (1956).



La actividad de Amilasa y Lipasa es baja al momento del nacimiento, la Figura 4, muestra
un aumento gradual de ambas actividades enziméticas en funcién del consumo de alimento
y la edad en semanas de lechones destetados a las 8 semanas de vida, y observamos como la
pendiente de la actividad de amilasa va aumentando ligeramente a partir de la primera semana
de vida, y no es hasta que el consumo de alimento es notorio que la pendiente llega a ser mas
marcada, alcanzando un pico méximo la quinta semana de vida para permanecer constante,
en cambio, la actividad de lipasa se nota a partir de la tercera semana de vida, y aumenta de
manera gradual hasta la Gltima semana (semana 8) del periodo experimental (Corring et al,
1978). La proteina de la leche, es hidrolizada por la renina que coagula a la caseina (proteina
mayoritaria de la leche), su descenso es entre el dia 5y 10 de vida (Foltmann et al, 1981),
para ser compensada por la pepsina; secretada por el pancreas en forma de zimogeno o
proenzima (pepsindgeno). La secrecion de pepsindgeno es baja la primera semana de vida y
aumenta de manera paulatina a partir de la segunda semana; su activacion depende del acido
gastrico (Rodwell et al, 2015), que se ve limitada por la baja capacidad de produccién que
tienen los lechones (Cranwell, 1985). Finalmente, el desarrollo de enzimas digestivas y la
produccidn de secreciones que contribuyen en los procesos digestivos se da en funcion de la

ingesta de alimento (Hartman et al, 1961; Cranwell y Hansky, 1980).
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Modificada de Kidder y Manners (1978).

1.4 Enzimas

Una enzima es un catalizador especifico, que en un sistema biolégico incrementa la velocidad

de una reaccion quimica (Fersht, 1985). Las moléculas sobre las cuéles actian las enzimas

se denominan sustratos y las moléculas resultantes; productos (Roskoski, 2001). Son

producidas mayoritariamente, por microorganismos; hongos, bacterias y levaduras

(Lichtenberg et al, 2017).
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1.5 Clasificacion de las Enzimas enddgenas.

Las enzimas enddgenas se clasifican en: Endopeptidasas y Exopeptidasas (Rodwell et al,
2015), las endopeptidasas (Tripsina, Quimotripsina A, B, C y Elastasa), hidrolizan enlaces
peptidicos internos entre aminoacidos especificos; son las primeras enzimas en actuar
(Charles et al, 1963). Las Exopeptidasas, catalizan la hidrolisis de enlaces peptidicos, a partir
de los extremos y se clasifican en Carboxipeptidasas; las que hidrolizan aminoacidos donde
se encuentra el grupo carboxilo, y Aminopeptidasas, que liberan aminoécidos por el grupo
amino terminal (Folk y Schirmer, 1963).

Las Endopeptidasas y Carboxipeptidasas se secretan en pancreas como precursores inactivos
“Zimogenos” mientras que las Aminopeptidasas estan asociadas a la mucosa intestinal
(Josefsson y Lindberg, 1965).

1.6 Nomenclatura

Las enzimas se denominan al afiadir el sufijo -asa al nombre de su sustrato, o0 a un descriptor
para el tipo de reaccion catalizada, por ejemplo, las enzimas que hidrolizan proteina,
proteasas (Rodwell et al., 2015). Otras como la pepsina y la tripsina no se refieren a su
sustrato (Lehninger et al, 1995).

Con el paso del tiempo, se dio lugar a la duplicacién de nombres a enzimas que mostraban
capacidades cataliticas similares. Por lo que se adopté un sistema de clasificacién
denominado “NUmero de Comision Enzimatica” (EC, por sus siglas en inglés) basado en el
tipo de reaccion quimica que cataliza cada enzima. Cada cddigo consiste en las dos letras EC
seguidas por 4 numeros separados por puntos (International Union of Biochemistry and
Molecular Biology, 2006). Por ejemplo, la enzima Muramidasa tiene el cédigo EC 3.2.1.17,

construido asi:
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* 3 por hidrolasa (enzima que usa el agua para catalizar algunas reacciones).

« 3.2 por hidrolasa, que actua sobre el enlace glucosidico.

« 3.2.1 por enzima catalizadoras de la hidrélisis de O- o S-glucosidos.

*3.2.1.17 Lisozima.

1.7 Enzimas exdgenas.

La adicion de actividades enziméticas en los alimentos para cerdos que complementen las
actividades propias del animal es lo que conocemos como enzimas exdgenas (Bedford y
Schulze, 1998), y se usan en primera instancia para mejorar la digestibilidad de los nutrientes,
al tiempo de disminuir los efectos de factores antinutricionales (de Lange et al, 2000). Con
las actividades enziméticas apropiadas se logra mejorar la respuesta en las variables
productivas (Li et al, 1996; Bedford, 2000), ademas de tener un impacto positivo en la salud
intestinal de los lechones, reduciendo productos de hidrélisis que contribuyen con el
desarrollo de microorganismos que llegan a ser patdgenos para el animal (Vahjen et al, 1998;
Pluske et al, 2002).

Las enzimas exdgenas se popularizaron desde los afios 80, principalmente para digerir fitatos
(Jongbloed et al, 1992). Durante los 90 se hicieron mas disponibles enzimas para
polisacaridos no amilaceos (Bedford y Schulze, 1998) y en este siglo surgieron enzimas
complementarias como la Serina Proteasa y la Amilasa (Adeola y Cowieson, 2011). En la
Gltima década aparecieron en el mercado otras enzimas como Muramidasa (Si Lhyam et al,

2012), desarrolladas para atacar restos de pared celular bacteriana (Lichtenberg et al, 2017).
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1.8 Otras enzimas

1.8.1 Muramidasa

La lisozima es una enzima que se encuentra de forma natural en diversos fluidos fisiologicos
como: lagrimas, secrecion mucosa, saliva y leche, es probablemente el agente antimicrobiano
natural més antiguo (Fleming, 1922). La Muramidasa utilizada en este trabajo, fue
seleccionada de entre mas de 50 Muramidasas diferentes, aislada del hongo Acremonium
alcalophilum (Cepa 114.92), su seleccién fue basada en soportar las condiciones del pH en
el estdbmago, estabilidad con pepsina y tener resistencia a altas temperaturas (Lichtenberg et
al, 2017). Muramidasa, EC 3.2.1.17, es una enzima glucosido hidrolasa capaz de provocar la
hidrélisis de los enlaces que conforman el peptidoglucano (Figura 6) principalmente de
bacterias muertas (Lichtenberg et al, 2017). En la Figura 7, se muestra la representacion
esquematica de la pared celular bacteriana, donde observamos en color morado el
peptidoglucano y nos damos cuenta de que lo podemos encontrar en diferentes proporciones

y ubicacion, tanto en bacterias gram positivas como en gram negativas.

CH,OH

O
H
H NH H NH H NH H  NH
co H,C-GH ¢O ¢O H,C-CH co
CH, coon ©CH, CH, coon CH,
N-acetilglucosamina N-acetiimuradmico N-acetilglucosamina N-acetilmuramico

Figura 6. Cadenas alternantes de N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina. Recuperado de
depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/4ParedPeriplasma_26631.pdf.
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Figura 7. Representacién esquematica de la pared celular bacteriana. Peptidoglucanos.
Kateryna, Kon. Recuperado de https://es.dreamstime.com/estructura-de-la-pared-celular-
grampositiva-de-las-bacterias-image84181826.

1.9 Capacidad de irritacion de los alimentos

El exponer a los lechones a nuevos sustratos causa que el sistema inmune gastrointestinal se
enfrente a nuevos antigenos dietarios (Pluske et al, 1997). Las células epiteliales,
componente principal del sistema inmune gastrointestinal son capaces de diferenciar los
antigenos dafiinos de los inocuos a través de sistemas de reconocimiento (Cario y Pudolske,
2000), que en el caso de los lechones recién destetados tiene que ser desarrollado al tener un
sistema inmune intestinal inmaduro. Se ha observado que conforme aumenta la edad del
cerdo, la produccion de anticuerpos en respuesta a los antigenos dietarios disminuye
(Duchmann et al, 1995), y los epitelios se estratifican y maduran en respuesta a el alimento
(Heo et al, 2012) todo esto indica que los lechones recién destetados son mas propensos a
fallos en el sistema de diferenciacion de antigenos y es mas comun que se induzcan

reacciones alérgicas a los componentes de la dieta o una inflamacion patoldgica en el
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intestino, que eventualmente genere tolerancia inmunoldgica o la manifestacion de la
inmunidad activa (Duchmann et al, 1995).

1.10 Costo de la inflamacion y la activacion del sistema inmune

La activacion de la respuesta inmune innata, como primera linea de defensa, desencadena la
produccion de citocinas proinflamatorias (Interleucina- 1; IL-1, Interleucina-6; IL-6, y Factor
de necrosis tumoral alfa; FNT-a) que actian como mediadores primarios del metabolismo
intermediario de carbohidratos, grasas y proteinas (Johnson, 1997; Webel et al, 1997). Las
citocinas proinflamatorias incrementan la degradacion de proteina muscular y estimulan la
fase aguda de sintesis proteica hepética (Haptoglobina y proteina C-reactiva). Ademas, IL-1
e IL-6 son capaces de inducir una respuesta febril como un mecanismo de defensa. En
humanos, se ha reportado que el aumento de 1°C en la temperatura corporal significa el
incremento de un 13% del trabajo del metabolismo basal (Dantzer, 2004), las células
demandan un aumento del consumo de oxigeno y glucosa hasta el doble de lo que
normalmente necesitan (Colditz, 2002) y los requerimientos de algunos aminoacidos como
glutamina se incrementan de 2 a 3 veces durante la proliferacion celular inducida por
antigenos (Wilmor y Shabert, 1998). En su conjunto la informacién anterior indica que la
inflamacién y la estimulacion del sistema inmune induce a una regulacion enzimatica que
deprime las actividades anabdlicas en favor de las catabdlicas para mantener el flujo de

nutrientes en sustento de la respuesta inmune (Spurlock, 1997).
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2. JUSTIFICACION
Al destete, el uso de ingredientes se ve restringido por factores antinutricionales, y la adicion
de actividades enziméticas exogenas, las que hidrolizan sustratos dietarios para
complementar la incapacidad enddgena y favorecen la posibilidad de usar ingredientes
altamente digestibles que terminan encareciendo la dieta, no necesariamente reducen las
agresiones al intestino. La aplicacién actual de las fitasas, enzimas contra PNA, Amilasa y
Proteasas es el resultado de la conveniencia de su uso y se ha generado mucha informacion
que soporta las practicas actuales, pero en el caso de Muramidasa con diferente modo de
accion sus beneficios no se explicarian por la simple liberacién de nutrientes. Por lo que se
abre la posibilidad de cosechar los beneficios de la adicion de enzimas mas alla de la

digestibilidad.
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3. HIPOTESIS
La adicion de actividades enziméticas exdgenas: p-Glucanasa, Pectinasa, Hemicelulasa, o-
Amilasa, Proteasa y Muramidasa podrd mejorar el comportamiento productivo de los

lechones al destete y la eficiencia de utilizacion de la energia.

4. OBJETIVOS

e Asociar los efectos de actividades enzimaticas exdgenas como: una B-Glucanasa,
Pectinasa, Hemicelulasa, a-Amilasa, y Proteasa (EEX), en su relacion con una
Muramidasa (MUR) para mejorar variables productivas como CDA, GDP y GxC
de los lechones al destete.

e Evaluacion del estado sanitario de los animales con la medicién de la expresion
de citocinas proinflamatorias como: TNF-a, IL-6, INFy e IL-10 y la prevalencia
de diarreas.

e Determinacién de la eficiencia de utilizacion de la energia en cerdos alimentados
con la adicién o no de MUR a través de los sistemas de medicion de Energia

Digestible, Metabolizable y Neta.
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5. MATERIAL Y METODOS

El manejo de los animales y los procedimientos experimentales, se realizaron observando los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio (DOF, 2001), y el

Manual de Buenas Précticas de Produccion en Granjas Porcicolas.

5.1 Sitio experimental

El trabajo se condujo en las instalaciones del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria
de Fisiologia y Mejoramiento Animal, INIFAP, ubicado en el Municipio de Coldn, Estado
de Querétaro, México (20°41'42” N y 100°00'54” O; 20°69'28” N y 100°01'40” O a 1969
msnm). La temperatura promedio durante el experimento fue de 19.25°C con una minimay

méaxima registradas de 4.5y 31°C y 22.8% de humedad relativa promedio.

El trabajo consto de 3 experimentos. Experimento 1 (Exp 1), con una duracion de 42 dias. Se
usaron un total de 552 lechones provenientes de cuatro bloques (grupos consecutivos de
produccidn) divididos en 92 Unidades experimentales (UE, la unidad experimental fue un
corral, conformado con 6 lechones); se tuvieron 20 UE para el primer bloque y 24 UE para
los 3 bloques posteriores (con una mezcla equilibrada entre hembras y machos por
Tratamiento; 3 machos y 3 hembras por UE). La edad y peso promedio de los cerdos al inicio

del experimento (al destete) fue de 6.1 + 1.36 kg de peso y 20 + 0.83 dias de edad.

El Experimento 2 (Exp 2), también con una duracion de 42 dias. Incluy6 un total de 588
lechones divididos en 100 UE, resultando en un total de 25 repeticiones por Tratamiento

(provenientes de 5 grupos consecutivos de partos). Cada UE consistio en un corral con5a 7
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lechones (sexo equilibrado entre Tratamientos. La edad y el peso de los lechones al inicio del

experimento fue de 24 + 1.5 dias y 6.6 + 1.26 kg.

Para el Experimento 3 (Exp 3), al finalizar la sexta semana del Exp 2, aproximadamente a
los 63 dias de edad, se seleccionaron un total de 32 machos castrados, que se dividieron en 8
bloques (4 cerdos por blogue), resultando en un total de 16 repeticiones por Tratamiento. Su
seleccion fue con base al peso final del Exp 2, y Tratamiento asignado, para formar bloques
con un peso Yy variacion similar. La edad y peso promedio de los cerdos al inicio del Exp 2
fue de 82 + 9.8 dias y 31.9 + 3.68 kg. Los cerdos se trasladaron de la granja a la unidad
metabdlica 8 dias previos al inicio del Experimento, para la adaptacion al manejo ambiental,

instalaciones y alimento. El periodo experimental tuvo una duracién de 6 dias por bloque.

5.2  Variables productivas

Para el Exp 1y 2, diariamente se registro el alimento ofrecido y al finalizar la semana se
pesaron los remanentes del comedero para estimar por diferencia el consumo diario de
alimento (CDA); al inicio del periodo experimental y al finalizar cada semana se pesaron 1os
lechones individualmente para estimar la ganancia diaria de peso (GDP) y la eficiencia
alimenticia se calculé como la ganancia en funcién del consumo (GxC). Se llevé una bitacora
en donde diariamente se anotd la consistencia de las heces por corral, usando una escala
subjetiva del 1 al 5 (Pérez et al, 2012) para el experimento uno y del 0 al 3 para el experimento
dos (Comunicacion personal de Pérez, 2018) en donde: 0 = firmes, 1 = blandas, 2 = diarrea

leve, y 3 = diarrea severa (Figura 8).
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Figura 8. Escala subjetiva para la calificacién de la consistencia de heces (Exp 2) del 0
al 3, en donde: 0 = firmes, 1 = blandas, 2 = diarrea leve, y 3 = diarrea severa.
Pérez, C.E, 2018. DSM Nutritional products France, comunicacién personal.
Village Neuf, France.

5.3 Manejo

Todos los lechones se identificaron al nacimiento mediante muescas en las orejas y no
tuvieron acceso a alimento predestete. El pesaje de los lechones se realiz6 un dia antes del
destete como procedimiento de aleatorizacién a los Tratamientos en funcién de camada de

origen, sexo y peso corporal, conforme a un Disefio de Bloques Completos al Azar.

Ambos experimentos (1 y 2), se dividieron en dos etapas de 21 dias cada una, con la finalidad
de crear dos situaciones de estrés, una al momento del destete y la otra por el cambio de
alojamiento, manejo ambiental y alimentacién. Durante los primeros 21 dias, los lechones se
alojaron en la sala de destete, un edificio cerrado con ambiente controlado mediante un

calentador de gas y ventilacion natural. El edificio cuenta con 24 jaulas elevadas de piso de
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rejilla de plastico con una superficie efectiva de 1.36 m2. Cada jaula esta provista de un
bebedero de pivote y un comedero con 7 bocas de alimentacion. Al destete, los lechones se
recibieron con el termostato fijo a un minimo de 30° C y se redujo gradualmente en 4°C por
semana. De la cuarta hasta la sexta semana los lechones se alojaron en un edificio tipo frente
abierto, sin méas control ambiental que el uso de cortinas. El edificio cuenta con 24 corrales
con piso sélido de concreto, con una superficie efectiva de 5.40 m2. Cada corral tiene un
comedero humedo con tolva que incluye un bebedero de pivote en el plato de consumo y un
bebedero de pivote adicional en la parte opuesta del comedero. La identidad de las UE se

mantuvo durante toda la evaluacion.

En el Exp 2, al destete (dia 0), a los 5, 6, 8, 9, 22 y 23 dias después del destete se tomaron
muestras de sangre de 3 cerdos al azar por UE (60 cerdos por Tratamiento), para la
determinacion de las citocinas (IL-6, IL-10, IFNy y TNFa) y detectar la respuesta de
inmunomodulacion a los retos impuestos por el destete (dia 0), por la ingesta significativa de
alimento (dias 5y 6), 24 horas después del cambio de Fase 1 a la Fase 2 (dia8y 9) y de la
Fase 2 a la Fase 3 del alimento (dia 22 y 23). Las muestras fueron colectadas de la vena cava
en tubos Vacutainer BD de 6mL (tapon rojo sin coagulante) e inmediatamente se colocaron
en una hielera. Para la obtencion del suero, la sangre fue centrifugada a 3,500 rpm durante 5

min a 4°C, todas las muestras fueron almacenadas a -20°C para su posterior analisis.

En el Exp 3, los animales se trasladaron de la granja a la unidad metabdlica (dentro del mismo
Instituto) se recibieron 8 dias antes del inicio del experimento, y la evaluacion tuvo una
duracion de seis dias. Los cerdos fueron alojados en jaulas individuales, con piso de rejilla

de plastico y una superficie efectiva de 0.80 m?. Cada jaula esta provista de un comedero y
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un bebedero de pivote. En la parte inferior, cuenta con una malla que retiene las heces y
debajo una charola de aluminio con embudo que permite la colecta de orina. Los cerdos se
pesaron al inicio y al finalizar el periodo experimental. Se alimentaron una vez al dia (0800h);
de acuerdo con su peso metabdlico (550 kcal EM/kg®®®). Cada dia se registré el alimento
ofrecido, y se retiraron los sobrantes del dia anterior, los cuales se secaron en una estufa de

aire forzado para finalmente estimar el consumo de materia seca.

Al inicio y al finalizar el periodo experimental, se afiadié 0xido férrico (3g/kg) al alimento
para determinar la colecta de heces, que se realizaba una vez al dia (por la mafiana). Cada
dia, las heces colectadas se almacenaban a -20°C, y al terminar el periodo experimental, se
descongelaron y homogenizaron para secarlas parcialmente en una estufa de aire forzado a
55°C, una vez secas, se molieron en un equipo Thomas Wiley hasta pasar por una criba de 1
mm, para obtener el 10% del peso total como muestra final. La orina se colect6 una vez al
dia, en cubetas de plastico situadas por debajo de la jaula, que contenian 40 mL de una
solucion 6N de HCI, para evitar la pérdida de amoniaco por volatizacion. Este sistema de
recoleccion incluia un colador sobre la cubeta con fibra de vidrio y manta de cielo, para
prevenir la contaminacion con alimento y heces. Todos los dias, en una bitacora se anoto la
cantidad de orina colectada, y se tomo una alicuota del 5% que se mantuvo a -20°C hasta el
analisis.

Durante el periodo experimental y por cuestiones de metodologia (minimo 60 kg por Camara
respiratoria; CR), para detectar el consumo de Oz y la excrecion de CO», se alojaron dos
cerdos por camara respiratoria (CR), cada uno con comedero y bebedero independiente. Las

CR permanecieron a una temperatura promedio de 25.1 + 1.53 °C, con iluminacién las 24
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horas. La produccidon de calor se midié de manera continua durante 120 horas, méas 12 horas
para calcular la produccion de calor en ayunas (PCA). Las mediciones se basaron en el
consumo de Oz (Sensor List 9985 33C.csv), y la produccion de CO2. Las muestras de orina

para determinar PCA se colectaron y analizaron por separado.

5.4 Alimento

Para los 3 experimentos, las dietas fueron formuladas a partir del analisis de la materia prima,
mediante programacion lineal a costo minimo (Nutrion®), todo el alimento se elabor6 en
forma de harina. Los principales ingredientes fueron granos de cereales (maiz y sorgo), pastas

de oleaginosas (soya y canola), suero de leche y harina de pescado.

En todas las Fases de alimentacion, por la adicion de fitasa, la concentracion de P digestible
para la formulacién se redujo en 0.1 unidades porcentuales y por el nivel de fésforo total
resultante, las concentraciones de calcio se ajustaron para una relacion Ca:P entre 1y 1.15.

El resto de los nutrientes cumplié con los requerimientos o recomendaciones del NRC 2012.

5.8 Analisis de muestras

El analisis de materia seca (MS) y proteina cruda (PC) para el alimento, heces y orina (Exp.
3), se determind de acuerdo con los métodos 934.01 y 976.05 de la AOAC (2000). El calor
de combustién se obtuvo por medio de una bomba calorimétrica adiabatica (modelo 1281,
Parr, Moline, IL). En la orina, se determiné el contenido de nitrogeno (método 976.05;
AOAC, 2000) y para la determinacion de energia la orina se liofiliz6 para someterla al estudio

del calor de combustion con los procedimientos de (Le Bellego et al, 2018).
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5.5 Experimento 1

El programa de alimentacion consistid en tres Fases (Cuadro 1): Fase 1, con una duracion de
7 dias a partir del destete; Fase 2, durante 2 semanas y Fase 3 por los Gltimos 21 dias de la
evaluacion. El experimento se condujo conforme a un Disefio de Bloques Completos al Azar,
en el que los Tratamientos fueron un arreglo factorial (2 x 2), resultado de 2 estrategias de
inclusion de pasta de soya en la dieta: Fase 1, 12 0 24%; Fase 2, 16 0 32%; y Fase 3, 20 0
32%. Los factores son la adicion de pasta de soya a dos niveles (bajo y alto), y la inclusion
de enzimas exdgenas en la dieta a dos niveles (con y sin enzimas), para obtener un total de

cuatro Tratamientos.

En el Cuadro 1, se detallan las dietas experimentales, algunos de sus nutrientes calculados se
muestran en el Cuadro 2. Los niveles calculados de Energia Metabolizable (EM) fueron 3.45,
3.42 y 3.35 Mcal/kg de alimento para las Fases 1 a 3; los niveles de lisina digestible
(digestibilidad ileal estandarizada) se establecieron en Fasel; 1.38 %; Fase2; 1.32 % y Fase3

en 1.28%.
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Cuadro 1. Dietas experimentales. Exp. 1*

Ingredientes kg/t Fase 1 Fase 2 Fase 3

Nivel de pasta de soya, % 12.00 24.00 16.00 31.70 20.00 32.00
Sorgo, grano (8.5%) 26.90 23.48 30.43 21.25 43.33 37.00
Maiz, amarillo (8%) 28.00 24.00 28.00 28.00 20.00 20.00
Soya, pasta (47%) 12.00 24.00 16.00 31.70 20.00 32.00
Leche, suero 16.20 16.20 8.00 8.00
Pescado, harina 7.00 7.00 7.00
Canola, pasta (36%) 3.00 3.00 4.00 4.00 5.00 5.00
Canola, aceite 3.50 5.10 3.50 3.50
Sebo 2.20 2.60
Fosfato, mono y dicélcico 0.55 1.24 0.57 1.23 0.24 0.91
L-Lisina-HCI 0.69 0.70 0.55 0.45 0.43 0.44
Calcio, carbonato 0.53 0.75 0.49 0.72 0.54 0.78
Sal 0.40 0.40 0.40 0.40 0.36 0.36
L-Treonina 0.24 0.23 0.18 0.11 0.14 0.13
DL-Metionina 0.20 0.23 0.12 0.10 0.08 0.10
Dartamox premix®? 0.10 0.10 0.10 0.10
Denagard CTC®® 0.20 0.20
L-Valina 0.10 0.10
Minerales traza, premezcla® 0.10 0.10 0.08 0.08 0.09 0.10
Vitaminas, premezcla® 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
L-Isoleucina 0.08 0.08 0.08
Colina - HCI, 60% 0.07 0.07 0.07 0.07 0.10 0.10
L-Triptéfano 0.06 0.04 0.05 0.01 0.01

Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

* Todas las dietas incluyeron 0.20 kg/t de Ronozyme® Hiphos (GT). DSM Nutricional Products
Meéxico. Las enzimas que se incluyeron para establecer los Tratamientos fueron: Ronozyme® VP,
0.30 kg/t; Ronozyme® ProAct, 0.20 kg/t y Ronozyme® HiStarch, 0.15 kg/t. DSM Nutricional
Products México. Las enzimas para los Tratamientos se agregaron a expensas de sorgo.

* Amoxicilina Trihidratada (200 ppm), Animal Care Products, S.A. de C.V.
° Fumarato hidrogenado de tiamulina (100 ppm) y Clortetraciclina (300 ppm), Denagard CTC®,

Elanco Animal Health.

¢La premezcla de minerales aportd los siguientes elementos, en mg/kg de premezcla: Co (carbonato),
0.60; Cu (sulfato), 12; Fe (sulfato), 100; I (EDDI), 0.80; Mn (sulfato), 33; Se, 0.25 (Selenito de

sodio); Zn, 120 (Sulfato).

dLa premezcla de vitaminas aporto las siguientes concentraciones por kg de premezcla: Vitamina A,
13,300 UI; Vitamina D3, 3,700 Ul; Vitamina E, 160 mg; Vitamina K, 9.38 mg; Biotina, 0.67 mg;
Cianocobalamina, 0.07 mg; Acido félico, 5.30 mg; Niacina, 66.70 mg; Acido pantoténico, 46.70
mg; Piridoxina, 6.67 mg; Riboflavina 12.00 mg; Tiamina, 4.00 mg; Acido ascorbico, 266.70 mg.
DSM Nutricional Products México.
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Cuadro 2. Analisis calculado de algunos nutrientes en las dietas basales experimentales, por
Fase de alimentacion.

Fase de alimentacion Fase 1 Fase 2 Fase 3
Nivel de pasta de soya, % 12.00 24.00 16.00 31.70 20.00 32.00
EM, Mcal/kg 3.43 3.48 3.42 3.42 3.35 3.35
EN, Mcal/kg 2.55 2.55 2.54 2.46 2.48 2.43
Proteina cruda, % 18.69 19.33 20.02 21.99 21.43  22.16
Lisina total, % 1.55 1.58 1.51 1.56 1.49 1.52
Lisina digestible, # % 1.38 1.38 1.32 1.32 1.28 1.28
Treonina digestible, 2% 0.87 0.87 0.83 0.83 0.82 0.82
Calcio total, % 0.68 0.68 0.65 0.65 0.60 0.60
Fosforo total, % 0.61 0.61 0.60 0.60 0.53 0.53
Fosforo digestible, % 0.40 0.40 0.37 0.37 0.27 0.27

2 Digestibilidad ileal estandarizada.

Todos los Tratamientos incluyeron 200 g/Tm de una 6-fitasa (Ronozyme® HiPhos, DSM
Nutritional products México) con una actividad de 10,000 unidades de fitasa (FYT) por
gramo de producto, proveniente de Citrobacter braakii y expresada en Aspergillus oryzae.
Las enzimas que se usaron adicionalmente para conformar los Tratamientos fueron: 300
g/Tm de un complejo multienzimatico (Ronozyme® VP, DSM Nutritional products México);
150 g/Tm de una a-Amilasa (Ronozyme® HiStarch, DSM Nutritional products México) y
200 g/Tm de una serina-Proteasa (Ronozyme® Proact, DSM Nutritional products México).
El complejo multienzimatico Ronozyme® VP comprende las siguientes actividades por
gramo de producto: B-Glucanasa; con actividad de 5,000 unidades, Pectinasa; con actividad
de 50 unidades y una Hemicelulasa, todas provenientes de Aspergillus aculeatus.
Ronozyme® HiStarch aporté una actividad de 90 unidades por gramo, proveniente de
Bacillus licheniformis y Ronozyme® Proact con una actividad de 70,000 unidades por gramo,

producida de Nocardipsis prasina y expresada en Bacillus licheniformis.
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Para controlar problemas infecciosos endémicos en el sitio experimental (Haemophillus
parasuis y Pasterella sp.), se incluyé Amoxicilina trihidratada (200 ppm, Dartamox® premix,
Animal Care Products) en la Fase de alimentacion 1y 2, asi como Fumarato hidrogenado de
tiamulina (100 ppm) mas Clortetraciclina (300 ppm) en la tercera Fase (Denagard CTC®,

Elanco Animal Health).

Los datos se analizaron conforme a un Disefio de Bloques Completos al Azar (cada blogque
fue un grupo consecutivo de produccién mensual), en un arreglo factorial (2x2),
distinguiendo los efectos mayores del nivel de inclusion de pasta de soya (SOY), de enzimas
exdgenas (EXX) y su posible interaccion (SOYXEXX). Al finalizar la evaluacién, para
distinguir la respuesta del peso al destete a los Tratamientos, se clasificaron las UE en dos
categorias (CAT): Ligeros, UE que pesaran 1 desviacion estandar (S) por debajo de la media
y Pesados, el resto de las UE. Se usaron las rutinas del paquete estadistico de SAS (v. 9.3).
Con los procedimientos UNIVARIATE para estudiar la normalidad y homogeneidad de
varianzas; GLM para el analisis de varianza; MIXED (Littell et al, 1998) para el estudio de
las respuestas en tiempo y REG para someter el peso corporal a un analisis de regresién, en
el que previamente con contrastes polinémicos ortogonales se distinguieron los efectos
lineales, cuadraticos y cubicos mas interesantes, a fin de predecir el peso corporal en funcion

de los dias de edad por CAT.

Los resultados se presentan como las medias de minimos cuadrados de la interaccion

SOYXEEX y de las categorias de peso de los lechones al destete.

La ecuacion lineal del modelo estadistico utilizado fue el siguiente:
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Yijk=H + Ai + Bj + (AB)jj + Eij

Donde: =12, .2
Yijk = Variable respuesta. i=1,2, .1
M = Media general.

Ai = Efecto de la adicion de pasta de soya al nivel i.

Bj = Efecto de la adicidn de enzimas exogenas al nivel j.

(AB)ij = Efecto de la interaccion de la adicion de pasta de soya y enzimas exdgenas al nivel
I J.
Eijk = Error aleatorio.

5.6 Experimento 2

El programa de alimentacién consistid en tres Fases; Fase 1) Durante 7 dias; Fase 2, por 14
dias, y Fase 3, los ultimos 21 dias del experimento. Los Tratamientos fueron: 1) dieta basal
sin antibidticos (CN); 2) CN+0.440 kg / t de Muramidasa (M35) con el fin de obtener la
adicion de 35 x 10° LSU (F) / kg; 3) CN+0.620 kg / t de Muramidasa (M50) para obtener la
adicion de 50 x 10° LSU (F) / kg; 4) CN + antibidticos (CP). Para enfrentar problemas
endémicos de la granja, como Enfermedad de Glasser (Haemophillus parasuis) y problemas
infecciosos espontaneos (por ejemplo, Pasteurella y E. coli) se adicionaron 200 ppm de
amoxicilina (Dartamox® premix, Animal Care Products) durante la Fases 1y 2, en la Fase 3,
100 ppm de tiamulina + 300 ppm de Clorotetraciclina (Denagard CTC®, Elanco Animal

Health, México).
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En el Cuadro 3, se detallan las dietas experimentales y en el Cuadro 4, algunos de sus
nutrientes analizados. Los niveles calculados de energia metabolizable (EM) fueron 3.40,
3.40 y 3.37 Mcal/kg de alimento para las Fases 1 a 3; los niveles de lisina digestible
(digestibilidad ileal estandarizada) se establecieron en Fase 1; 1.50 %; Fase 2; 1.40 %y Fase

3 en 1.30%.
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Cuadro 3. Dietas basales experimentales. Exp 2y 3 ®°,

Fase 3

. Fase 1 Fase 2 Fase 4

Ingredientes, kg /t 0-7d posdestete  8-21d posdestete 22-42d Exp. 3.
posdestete

Maiz amarillo, grano 261.50 277.50 257.50 200.00
Sorgo, grano ° 229.50 269.40 338.30 465.30
Suero de leche 200.00 100.00 --- ---
Soya, pasta 150.00 200.00 257.00 193.00
Pescado, Harina 70.00 60.00 30.00 ---
Canola, pasta 30.00 40.00 60.00 90.00
Aceite vegetal 30.00 28.00 31.00 23.00
L-lisina - HCI 7.70 6.05 4.93 4.37
Sal yodada 4.00 4.00 4.00 3.60
Fosfato mono Yy dicélcico 3.60 4.80 5.90 7.20
L-treonina 3.33 2.45 2.00 1.28
DL-metionina 2.40 1.00 0.93 0.91
L-Valina 1.60 0.40 -- --
Colina - HCI, 60% 1.50 1.50 1.10 1.10
Minerales traza, premezcla ° 1.10 1.10 0.90 0.80
Carbonato de calcio 1.00 2.10 5.10 8.34
Vitaminas, premezcla ¢ 0.85 0.85 0.70 0.50
L-triptofano 0,72 0.35 0.14 0.10
L-isoleucina 0.70 -- -- --
Ronozyme VP® 0.30 0.30 0.30 0.30
Ronozyme HiPhos GT® 0.20 0.20 0.20 0.20
Total 1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00

aAntibiéticos, 200 ppm de amoxicilina (Dartamox premix®, Animal Care Products) en Fase 1y 2; 100
ppm de tiamulina y 300 ppm de clortetraciclina (Denagartd CTC®, Elanco Animal Health), en Fase 3.
La premezcla se afiadié a expensas del grano de sorgo.

b Muramidasa se afiadi6 a 0.440 kg / t (=35 x 10° LSU F / kg de alimento) 0 0.620 kg / Tm (=50 x 10° LSU

F / kg) a expensas de grano de sorgo.

¢La premezcla de minerales aportd los siguientes elementos, en mg/kg de premezcla: Co (carbonato), 0.60;
Cu (sulfato), 12; Fe (sulfato), 100; | (EDDI), 0.80; Mn (sulfato), 33; Se, 0.25 (Selenito de sodio); Zn,

120 (Sulfato).

dLa premezcla de vitaminas aporté las siguientes concentraciones por kg de premezcla: Vitamina A,
13,300 UlI; Vitamina D3, 3,700 Ul; Vitamina E, 160 mg; Vitamina K, 9.38 mg; Biotina, 0.67 mg;
Cianocobalamina, 0.07 mg; Acido félico, 5.30 mg; Niacina, 66.70 mg; Acido pantoténico, 46.70 mg;
Piridoxina, 6.67 mg; Riboflavina 12.00 mg; Tiamina, 4.00 mg; Acido ascorbico, 266.70 mg. DSM

Nutricional Products México.
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Cuadro 4. Analisis calculado de algunos nutrientes en las dietas basales experimentales, por

Fase de alimentacion.

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4
Nutrientes 0-7d 8-21d 22-42d Exp. 3.

posdestete  posdestete  posdestete
Energia metabolizable, Mcal/kg ~ 3.40 3.40 3.37 3.32
Proteina cruda ?, % 20.00 20.83 21.44 18.26
Lisina Digestible ®, % 1.50 1.40 1.30 1.05
Calcio, % 0.71 0.69 0.62 0.57
fosforo total, % 0.61 0.60 0.54 0.50
fésforo digestible, % 0.39 0.35 0.27 0.23

2 Con fines de constatacion, todos los alimentos se analizaron por Fase de alimentacién. Los
resultados fueron los siguientes en %: Fase 1, 19.19 + 0.632; Fase 2, 19.86 + 1.102; Fase 3, 20.56 +

0.849; Fase 4, 17.48 + 0.130.
b Digestibilidad ileal estandarizada.
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Los datos se analizaron conforme a un Disefio de Blogues Completos al Azar, los bloques
(5) fueron grupos consecutivos de produccidn, los datos se analizaron con los siguientes
procedimientos del paquete estadistico SAS (v. 9.3); UNIVARIATE para estudiar la
normalidad y homogeneidad de varianzas; GLM para los analisis de varianza y MIXED
(Littell et al, 1998) para el estudio de las respuestas en tiempo. Se usaron tres comparaciones
planeadas de grado de libertad Unico, para analizar los tres contrastes posibles 1); CN vs. CP
2); CPvs. M35 + M50y 3); CN vs. M35 + M50. Los resultados se presentan como las medias

de los minimos cuadrados de cada de las variables analizadas.
La ecuacién lineal del modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yij =+ Ai + Bj + Eix

Donde: i=1,2,3,4..,a
Yij = Variable respuesta. j=1.2,3,45..,b
M = Media general.

Ai = Efecto asociado al Tratamiento i.

Bj = Efecto del bloque j.

Ejj = Error aleatorio.
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5.7 Experimento tres

El programa de alimentacion fue consecutivo al experimento dos (Cuadro 3) consistié en una
Fase (Fase 4) a lo largo del experimento. Los Tratamientos fueron dos; 1) Control Negativo
(CN), dieta basal sin antibidticos; 2) CN+0.62 kg / t de Muramidasa (M50) para obtener la
adicion de 50 x 10% LSU (F) / kg. La composicion calculada de algunos de los nutrientes de
las dietas se detalla en el Cuadro 4. el nivel calculado de energia metabolizable (EM) fueron
3.32 Mcal / kg, en el caso de lisina digestible (digestibilidad ileal estandarizada), el nivel
calculado fue 1.05%; el resto de los nutrientes cumplié con los requerimientos o
recomendaciones del NRC, 2012.Las ecuaciones para determinar Energia Digestible (ED),
Energia Metabolizable (EM), Energia Neta (EN) en kcal/ kg de materia seca consumida y
para el calculo de la produccién de calor (PC) a partir del intercambio gaseoso se muestran a

continuacion:

ED = Energia Bruta del alimento — Energia excretada en heces (de Lange y Birkett, 2005).
EM = Energia Digestible — Energia excretada en orina (Noblet et al, 1985).

EN = Energia Metabolizable — Produccion de calor (Noblet et al, 1994).

PC =16.175 02 (L) + 5.021 CO2 (L) — 0.958 PC (g) (Gerrits et al, 2015).

Los datos se analizaron conforme a un Disefio de Blogues Completos al Azar, en el
experimento se tuvieron un total de 32 cerdos correspondientes a 8 bloques por Tratamiento,
cada blogue fue un par de individuo por Tratamiento por la oportunidad de ocupacion de las

camaras respiratorias, con los procedimientos del paquete estadistico de SAS (v. 9.3);
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UNIVARIATE, para analizar la normalidad de la muestra y homogeneidad de varianza;

MEANS, para el estudio de la estadistica descriptiva y GLM, para andlisis de varianza,
La ecuacién lineal del modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yij =+ Ai + Bj + Eii

Donde: i=1,2..,a

Yi = Variable respuesta. j=1,2,3,4,56,7,8...,b
M = Media general.

Ai = Efecto asociado al Tratamiento i.

B; = Efecto del bloque j.

Eij = Error aleatorio.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Experimento 1

En el Cuadro 5, se presenta el comportamiento productivo acumulado de los lechones durante
los 42 dias de la evaluacion. En la respuesta de los lechones a los 7 dias posdestete, el CDA
fue similar (P>0.66) para los animales que consumieron el nivel alto o bajo de SOY y la
adicién o no de EEX, no se encontro interaccion SOYXEEX (P>1.00) pero, los animales que
consumieron la dieta con EEX ganaron mas peso (P<0.02; 30 vs. 10 g/d; EEM, 0.007) lo que
resulté que los cerdos que recibieron EEX tuvieran una mejor eficiencia alimenticia (P<0.07;
EEM, 0.074; 0.25 vs. 0.11 kg). Sin embargo, los efectos asociados a EEX fueron transitorios
al ser observados solo durante la primera semana posdestete, cuando el CDA fue bajo (0.11
kg = 0.019 kg). Un pobre consumo de alimento dentro de las primeras 24 a 48 horas
posdestete provoca la degeneraciéon de la mucosa intestinal (enterocitos), lo que induce la
disminucion de las enzimas digestivas del borde de cepillo y la actividad de las enzimas
pancreaticas (Hampson y Langford, 1986), asi la presencia de las enzimas exdgenas pudo
haber actuado para complementar la incapacidad digestiva del lechon, lo que explicaria las

mejoras en GDP y GxC al mismo consumo.

Las respuestas acumuladas de las variables productivas a los 21 y 42 dias posdestete fueron
similares independientemente del nivel de EEX o SOY (P>0.91), razén por la que no se
presentan los resultados a 21 dias, tampoco se encontro interaccion SOYXEEX (P>0.94).
Esto sugiere una rapida adaptacion a la pasta de soya sin el efecto de las enzimas (Friesen et
al, 1993; Smith y Dilger 2018). La consistencia de las heces durante la primera semana

posdestete fue mejor para los lechones que no consumieron EEX (P<0.04; Sin, 2.85 vs. Con,
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2.99; EEM, 0.108) sin importar el nivel de SOY (P>0.83), este pardmetro nos permitio
calificar subjetivamente procesos digestivos provocados por el sobrepaso de nutrientes que
podrian ser aprovechados por la fermentacion bacteriana en el colon, dando origen a un
aumento en la presién osmotica y secrecion (Holland, 1990; Schreurs et al, 2011), sin
embargo, al ser una calificacion subjetiva por UE, ambos resultados indican que las heces
tuvieron una consistencia entre normal y pastosa (2.92 £ 0.518) y de ninguna manera se
sugiere la presencia de diarreas, que se calificarian como heces semiliquidas o liquidas
(calificacion 4-5). A partir del d-8 posdestete y hasta el dia 14, se noté un aumento en la
presencia de heces liquidas en todas las UE, y la desaparicion de las heces liquidas después
del dia 14 persisti6 hasta finalizar el periodo experimental, en donde todos los Tratamientos
mostraron tener una consistencia normal (2.40 £ 0.364). En suma, los resultados muestran
un beneficio de las actividades enzimaticas sobre la fitasa y los efectos se notaron solo
durante la primera semana, tiempo en el que los animales aprendieron a consumir alimento

(Brooks et al, 2001; Bruinix et al, 2002).
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Cuadro 5. Comportamiento productivo de lechones destetados @.

Tratamientos

SOYx
SOY ENZ
Inclusion de pasta de soya®  Baja Alta EEM© ENZ
P< P<
P<
Inclusion de enzimas ¢ No Si No Si
NUmero de observaciones 23 23 23 23
Peso inicial, kg 6.25 6.22 6.24 624 0246 099 094 0.94
Respuesta a los 7 dias posdestete.
Consumo de alimento, kg/d  0.11 0.11 0.11 0.11 0.003 0.19 043 1.00
Ganancia de peso, kg/d 001 003 0.01 0.03 0.007 071 0.02 0.60
Eficiencia alimenticia, kg 0.11 0.22 0.11 0.28 0.074 068 0.07 0.69
Consistencia de las heces 268 290 3.02 3.07 0108 0.83 0.04 0.26
Respuesta acumulada a los 42 dias posdestete.
Consumo de alimento, kg/d 0.60 057 059 059 0013 082 0.17 0.46
Ganancia de peso, kg/d 034 033 032 033 0011 046 078 0.45
Eficiencia alimenticia, kg 057 058 055 057 0.018 032 059 0.66
Consistencia de las heces 240 240 236 242 0076 025 091 0.76

* Medias de minimos cuadrados provenientes de lechones machos y hembras (50% machos

castrados y 50% hembras).

° La inclusion de pasta de soya fue: Fase 1, 12%; Fase 2, 16%, Fase 3, 20% para las dietas bajas en
soyay Fase 1, 24%; Fase 2, 31.7%; Fase 3, 32% para las dietas altas en soya.

“EEM = Error estandar de la media, del efecto de Tratamientos.

’ En adicidn a fitasa las enzimas que se incluyeron en los Tratamientos fueron: Ronozyme® VP,
0.30 kg/t; Ronozyme® ProAct, 0.20 kg/t y Ronozyme® HiStarch, 0.15 kg/t a expensas del grano

de sorgo.

f Escala subjetiva del 1 al 5, en donde: 1 = secas y duras; 2 = normales; 3 = pastosas, y 4 =

semiliquidas y 5 = liquidas.
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Como se describio en material y métodos, al finalizar el experimento se indagd si el peso al
destete influyo en la respuesta a los Tratamientos, por lo que se clasificaron las UE en funcion
del peso al destete en dos categorias (CAT): Ligeros vs. Pesados, resultando en un peso
promedio de 4.44 + 0.600 kg vs. 6.72 + 0.738 kg; teniendo 20 UE de lechones Ligeros (22%
de la poblacion) y 72 UE de lechones Pesados (78% de la poblacion). En el Cuadro 6, se
muestran los resultados al analizar CAT y su interaccion con los Tratamientos. En la primera
semana posdestete, los lechones que se calificaron como Ligeros consumieron
aproximadamente un 9% menos alimento que lo consumido por los cerdos Pesados (P<0.01),
y mostraron una mejor GDP (P<0.01; 40 vs. 20 g; EEM, 0.037) y mayor GxC (P<0.01; 0.44
vs. 0.12 kg; EEM 0.353) quiz& porque proporcionalmente consumieron mas alimento (en
funcion de su peso corporal) que los lechones pesados (2.30 vs. 1.60% del peso al destete en
Ligeros y Pesados respectivamente). La CAT no influyd en la estrategia de utilizacion de
SOY en la dieta (P>0.15), ni se encontrd alguna interaccion entre los Tratamientos y CAT

(P>0.47).

Al analizar las respuestas en el crecimiento por el uso de EEX son independientes de la CAT
de los cerdos y se observan solo durante la primera semana, cuando la transitoria insuficiencia
digestiva es mas notoria en los lechones (Corring et al, 1978; Kim et al, 2003). EIl haber
reducido la variacion en el peso al destete de las UE (por los procedimientos de
aleatorizacion), hizo que las consecuencias del estrés ambiental y social fueran menores en
los lechones ligeros. El crecimiento de los cerdos por CAT se muestra en la Figura 9A, como
el peso promedio por UE en funcion del tiempo + una desviacion estandar (barras de error).

Las lineas de tendencia representan el incremento del peso corporal en el tiempo, y muestran
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el crecimiento convergente de los lechones ligeros en relacién con los pesados, en donde, al
destete, los lechones ligeros pesaban el 66% de los pesados y 42 dias después, el 88%. La
respuesta que mejor describe el comportamiento del peso fue cuadréatica (P<0.01), lo que se
muestra en la Figura 9A. Esta respuesta es relevante y se explica porque en ambas CAT el
cambio en el peso corporal en funcidn del tiempo fue lento hasta el dia 35 de vida, conforme
aument6 el tiempo el crecimiento se aceler6. Con la siguiente ecuacion se describe la

tendencia de comportamiento del peso corporal de los lechones ligeros:

Y =(8.211 + 1.096) — (0.356X + 0.058) + (0.008X2 + 0.001), P<0.001, R? = 0.94.
Para los lechones pesados la ecuacién que describe el crecimiento fue:

Y = (10.844 + 0.484) — (0.383X + 0.026) + (0.009X?2 + 0.001), P<0.001, R? = 0.96.
Donde para ambas ecuaciones:
Y = peso corporal, kg.
X = dias de edad.

+ = desviacion estandar del parametro.

39



Cuadro 6. Comportamiento productivo de lechones en funcién a su peso @.

CAT EEX? SOY® INT*

Categoria (CAT) ® Ligeros Pesados EE®
P< P< P< P<

NUmero de observaciones 20 72
Peso inicial, kg 4.44 6.72 0.733 0.01 0.94 0.073 0.95
Respuesta a los primeros 7 dias posdestete.
Consumo de alimento, kg/d 0.10 0.11 0.018 0.01 0.29 0.40 0.86
Ganancia de peso, kg/d 0.04 0.02 0.037 0.01 0.03 0.95 0.88
Eficiencia alimenticia, kg 0.44 0.12 0.353 0.01 0.06 0.83 0.81
Respuesta acumulada a los 21d posdestete.
Consumo de alimento, kg/d 0.21 0.28 0.037 0.01 0.34 0.83 0.99
Ganancia de peso, kg/d 0.16 0.17 0.030 0.46 0.40 0.23 0.78
Eficiencia alimenticia, kg 0.79 0.64 0.170 0.01 0.97 0.25 0.98
Respuesta acumulada a los 42d posdestete.
Consumo de alimento, kg/d 0.55 0.57 0.073 0.34 0.27 0.98 0.91
Ganancia de peso, kg/d 0.33 0.34 0.034 0.20 0.96 0.16 0.02
Eficiencia alimenticia, kg 0.60 0.61 0.085 0.76 0.37 0.34 0.47

2 Medias de minimos cuadrados provenientes de lechones machos y hembras (50% machos castrados

y 50% hembras).

b En funcion del peso al destete, se formaron dos grupos de peso (CAT): Ligeros (22%), todas las UE
gue pesaran menos de 5.05 kg al destete (1 S por debajo de la Media de las UE); Pesados (78%), UE

que pesaran mas de 5.051 kg al destete.

¢ EE = Raiz cuadrada del cuadrado medio del error.

d En adicidn a fitasa, las enzimas que se incluyeron en los Tratamientos fueron: Ronozyme® VP, 0.30
kg/t; Ronozyme® ProAct, 0.20 kg/t y Ronozyme® HiStarch, 0.15 kg/t. DSM Nutricional Products

Meéxico.

® La inclusion de pasta de soya fue: Fase 1, 12%; Fase 2, 16%, Fase 3, 20% para las dietas bajas en
soya y Fase 1, 24%; Fase 2, 31.7%; Fase 3, 32% para las dietas altas en soya.

* INT = Interaccion SOYXEEXxSQOY.
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En el caso de la variacion, representada en la Figura 9B, como la desviacion estandar de cada
una de las UE en el tiempo, se observo que ambas CAT mostraron una tendencia de respuesta
cuadratica (P<0.01). Debe notarse, que las desviaciones no son muy diferentes al dia 35 de
edad y es a partir del dia 42 de vida, cuando los lechones se cambiaron de la sala de destete
al edificio tipo frente abierto, que las lineas de tendencia muestran con mayor claridad la
divergencia; UE de lechones ligeros no tuvieron la capacidad de recuperarse de su condicion
de lechones pequefios al enfrentar los nuevos eventos de estrés (Figura 9B), mientras que
gran parte de los animales de este grupo pudieron alcanzar el peso corporal de los lechones
pesados. Esto ha sido discutido por Paredes et al., (2010), en donde los lechones de hasta 2.5
desviaciones estandar por debajo de la media de la poblacion al momento del nacimiento,
tienen la capacidad de sobreponerse a su condicion de lechones pequefios y mas del 40% de
estos lechones pueden compensar el crecimiento que no lograron previamente, lo que

repercute en el peso al destete.
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Figura 9. A) Peso corporal promedio por corral en funcién de la edad y por categorias de peso al
inicio del experimento + una desviacion estandar; pesados, 6.73 + 0.738 kg y ligeros, 4.44 + 0.600
kg. Al destete los lechones ligeros pesaban el 66% de los pesados, y al dia 42, el 88%. 9. B)
Desviacion estandar por corral en funcion de la edad en dias por categoria de peso.

72 corrales con 6 cerdos cada uno 20 corrales con 6 cerdos cada uno

Para mostrar esto con mayor claridad, se presentan las Figuras 10A y 10B. En los diagramas
de cajas se representan los parametros de tendencia central como la Media, Moda, y se
ejemplifica la forma y distribucion del peso individual de los lechones de ambas CAT al
momento del destete (10A) y al dia 42 de vida (10B). Al destete, es notoria la intervencion
en la distribucion por las practicas de aleatorizacion, donde incluso, los lechones ligeros
mostraron tener una asimetria negativa con un 2.5% de lechones anormalmente ligeros. En
cambio, los lechones pesados tuvieron una asimetria positiva, con un 0.46% de lechones
anormalmente pesados, lo que se explica, al tener un mayor nimero de lechones de menor

peso conformando las UE que lechones pesados, y lo podemos observar en la Figura 10A,
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donde se representan como observaciones atipicas. Al dia 42 posdestete, la asimetria negativa
prevalecié en los lechones ligeros con un aumento en la proporcion de lechones que llegaron
a alcanzar algunos de los de mayor peso, mientras que los lechones pesados mostraron una
ligera asimetria negativa (-0.397). La compensacion de los lechones de menor peso, pudo ser
producto de la disminucién de la competencia por la remocién de los lechones pesados, 1o
que se manifestd en la capacidad de recuperacion en etapas posteriores al destete (Douglas
et al, 2014). Al respecto debe notarse que los lechones ligeros fueron los primeros en
consumir alimento, lo que se manifestd con una mejor eficiencia (P<0.01; 0.44 vs. 0.12;
EEM, 0.353; Cuadro 6). Ademas, la GDP de los lechones ligeros que consumieron la dieta
con la adicién de enzimas fue 100% maés que la de los lechones pesados (P<0.01; 40 vs. 20

g/d, EEM, 0.037; Cuadro 6) durante la primera semana posterior al destete.

120 lechones b 432 lechones

Figura 10. A) Distribucion segregada por categoria de peso corporal al destete; ligeros, 4.77 + 0.788
kg y pesados, 6.77 + 0.906 kg. 10. B) Distribucién por categoria del peso corporal al dia 42
posdestete; ligeros, 18.14 + 3.926 kg y pesados, 21.30 + 2.985 kg.

43



6.2 Experimento 2

Las variables productivas se muestran como las respuestas acumuladas a 21 y 42 dias
posdestete. En el Cuadro 7 se presentan los resultados para el efecto mayor de Tratamiento
en donde podemos observar que en la respuesta acumulada a 21 dias posdestete se
encontraron diferencias por efecto del Tratamiento (P<0.01), al analizar las comparaciones
planeadas de grado Unico observamos que, CN (sin antibidtico) fue inferior a CP (con
antibiético) en consumo diario de alimento (P<0.01; 0.24 vs. 0.28 kg; EEM, 0.008), ganancia
diaria de peso (P<0.01; 0.14 vs. 0.19 kg; 007) y eficiencia alimenticia (P<0.01; 0.58 vs. 0.67
kg; EEM, 0.016), CP mostr¢ ser igual que MUR en CDA (P>0.17; 0.28 vs. 0.27 kg) y mejor
en GDP (P<0.03; 0.19 vs. 0.17 kg) lo que resulté en una mejor eficiencia alimenticia
(P<0.03; 0.67 vs. 0.62 kg). Para explicar esto, se han propuesto al menos cuatro modos de
accion de como los antibidticos mejoran el crecimiento de los animales, 1; inhibicion de
infecciones subclinicas, 2; disminucion de metabolitos microbianos que deprimen el
crecimiento, 3; reduccién del uso de nutrientes, y 4; mejor absorcion y uso de nutrientes
(Gaskins et al, 2002). Al comparar MUR vs. CN se observaron beneficios en la respuesta
productiva de los cerdos que consumieron la dieta con la adicion de MUR en CDA (P<0.01;
0.27 vs. 0.24 kg), GDP (P<0.04; 0.17 vs. 0.14 kg) y GxC (P<0.04; 0.62 vs. 0.58 kg), estos
resultados estuvieron dentro de lo esperado (por el mecanismo de accién de MUR), al
hidrolizar los restos o fracciones (peptidoglucano) de pared celular bacteriana (Klausen et al,
2018b), que se producen naturalmente por la taza de recambio bacteriano (replicacion y

muerte), y se liberan en el lumen intestinal (Johnson et al. 2013). Estos restos de
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peptidoglucano pueden provocar la manifestacion clinica de una infeccion bacteriana
(Schwandner et al, 1999) que pudo haber contribuido en las mejoras de las variables
productivas. La misma tendencia se observo a los 42d posteriores al destete, donde CP fue
mejor que CN en CDA (P<0.01; 0.56 vs. 0.49 kg; EEM, 0.013) y GDP (P<0.01; 0.35 vs.
0.30 kg; EEM, 0.009). Al respecto, es importante destacar que las mejoras en GDP y GxC
tienen congruencia con lo reportado por Cromwell (2002) donde resumen 443 experimentos
con la adicién o no de antibidtico en la dieta de lechones de entre 7-25 kg con mejoras de un
16.4% en GDP y 6.9% en GXxC, que resulté similar a lo obtenido en este experimento, con
mejoras de un 14.29% en GDP y 3.17% en GxC, La dieta de CN fue inferiora MUR en CDA
(P<0.03; 0.49 vs. 0.52 kg) y GDP (P<0.04; 0.30 vs. 0.32 kg), y CP fue mayor a MUR en
CDA (P<0.05; 0.56 vs.0.52 kg) y GDP (P<0.01; 0.35 vs. 0.32 kg) no se encontraron
diferencia por efecto del Tratamiento en GxC (P<0.15; 0.62 = 0.051 kg), y los resultados de
este trabajo no son diferentes a lo que se ha reportado en pollos de engorda (Lichtenberg et

al, 2017; Bittencourt et al, 2018 y Goodarzi et al, 2019), con mejoras en GDP y GxC.
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Cuadro 7. Comportamiento productivo acumulado de lechones, a 21 y 42 dias posdestete.

CN? M35°P M50¢ CPY EEME® P<f

Unidades experimentales ¢ 25 25 25 25
peso inicial promedio, kg 6.61 6.59 6.70 6.62 0.241 0.987

Respuesta acumulativa 0 a 21 dias posdestete.

Consumo de alimento, kg/d " 0.24 0.27 0.27 0.28 0.008 0.006

Ganancia de peso, kg/d | 0.14 0.17 0.17 0.19 0.007 0.001
Eficiencia alimenticia, kg ' 0.58 0.62 0.63 0.67 0.016 0.003
Consistencia de las heces 0.83 0.71 0.64 0.54 0.058 0.005

Respuesta acumulativa de 0 a 42 dias posdestete.

Consumo de alimento, kg/dk  0.49 0.52 0.52 0.56 0.013 0.005

Ganancia de peso, kg/d 0.30 0.32 0.32 0.35 0.009 0.001
Eficiencia alimenticia 0.61 0.61 0.62 0.63 0.008 0.155
Consistencia de las heces ' 0.54 0.47 0.39 0.31 0.035 0.001

2 Dieta basal sin antibidticos.

b Dieta basal + 0.440 kg / Tm de Muramidasa, con el fin de obtener la adicion de 35 x 10° LSU (F) / kg.
¢ Dieta basal + 0.620 kg /Tm de Muramidasa para obtener la adicién de 50 x 10% LSU (F) / kg.

d Dieta basal + antibiéticos; 200 ppm de amoxicilina (Dartamox® premix, Animal Care Products) durante
la Fases 1y 2, en la Fase 3, 100 ppm de tiamulina + 300 ppm de Clorotetraciclina (Denagard CTC®,
Elanco Animal Health, México).

¢ Error estandar de la media del efecto de Tratamiento.

fProbabilidad asociada a los Tratamientos.

9 Corrales con un promedio 5.88 cerdos al destete, 22 corrales de 3 machos castrados y 3 hembras; 3
corrales de 3 machos castrados y 2 cerdas jovenes, todo equilibrado en las repeticiones y equilibradas
entre los Tratamientos. Cinco bloques.

"CN vs. CP, P <0.001; CP = M35 y M50, P>0.175; CN <M35 y M50, P<0.008.

'CN vs. CP, P <0.001; CP> M35 y M50, P<0.024; CN <M35 y M50, P<0.031.

IDSM sistema de 4 puntos, calificacion: 0 = heces normales, a 3 = diarrea severa. CN vs. CP, P<0.001;
CP <M35y M50, P <0.049; CN> M35 y M50, P<0.035.

KCN vs. CP, P <0.001. CP> M35y M50, P <0.043; CN <M35 y M50, P <0.033.

I DSM sistema de 4 puntos Puntuacion: 0 = heces normales, a 3 = diarrea severa. CN vs. CP, P<0.001;
CP <M35y M50, P<0.006; CN> M35 y M50, P<0.013.
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Al observar los resultados de consistencia de las heces a los 21 dias acumulados, se encontrd
un efecto asociado a los Tratamientos (P< 0.01), y al analizar los contrastes polindmicos
observamos que, los cerdos que consumieron la dieta CN mostraron una calificacion mas alta
(0 = heces normales, a 3 = diarrea severa) al comparar con los resultados de los animales que
consumieron la dieta con antibiético (CN vs. CP; P<0.01; 0.83 vs. 0.54; MUR vs. CP;
P<0.01; 0.68 vs. 0.54). Para mostrar esto con mayor claridad, se presenta la Figura 11, donde
se muestra la prevalencia de diarreas, como la proporcién de lechones con diarrea leve y
severa (calificacion 2 y 3) durante 42 dias posteriores al destete, es claro que, durante los
primeros siete dias posdestete el nimero de casos con diarrea, aumentaron de forma
progresiva, y no es hasta el dia 16, que la diarrea comenz6 a disminuir, independientemente
de los Tratamientos. Debe notarse que, la prevalencia de heces liquidas de los animales que
consumieron la dieta de CP y MUR fue menor que la de los animales que consumieron CN,
lo que tiene congruencia con los resultados de comportamiento productivo, donde los
animales que mostraron tener una mejor respuesta en las variables productivas también

tuvieron una menor proporcion de casos con diarrea.
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Figura 11. Prevalencia de diarrea (calificacién = 2 y 3) a 42 dias posdestete (5 Blogues).

*Numero de lechones que presentaron diarrea por Tratamiento en el tiempo. Todos los Tratamientos
tuvieron el mismo ndmero de sujetos experimentales.

CN = dieta basal sin antibidticos o0 Muramidasa; M35 = CN + 35 x 10% LSU (F) por kg de alimento;
M50 = CN+0.62 kg / t de Muramidasa, para obtener la adicién de 50 x 10% LSU (F) / kg; CP = CN +
antibioticos.

Las concentraciones séricas de TNF-a, IL-6, INFy e IL-10 se determinaron mediante el uso
de un Kit E.L.I.S.A. especifico para cada citocina (Invitrogen™), las muestras de plasma se
analizaron por duplicado. La respuesta se muestra como el dia 0 y el promedio del resultado
de dos dias consecutivos: 5-6, 8-9, y 22-23 con el fin de reducir la variacién. En el tiempo,
hubo diferencias significativas en la respuesta de tres citocinas (IL-6, IL-10, INFy; P<0.001)
con excepcion de FNTa (P<0.062) que se mantuvo constante en todas las mediciones. No se
encontrd interaccion Tratamiento por dia (P<0.923) ni diferencias por efecto del Tratamiento
(P<0.955) en ninguna de las citocinas.

Los valores de TNF-a e IL-6 se encontraron dentro de los rangos reportados antes (Zhu et al,
2004 y Che et al, 2012) en respuesta a la inoculacion de patogenos especificos. Aunque, al
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comparar los niveles de IL-6 al dia 0, 5-6 y 8-9 de este experimento, con lo reportado por
Webel et al (1997), resultaron en aproximadamente el 25% de la respuesta producida por la
mayor estimulacién inducida por antigenos (4000 vs. 1067 pg/ml), los niveles del dia 21-22
de IL6 (400 vs 423 pg/ml) y FNTa (300 vs. 392 pg/ml) fueron muy similares a la respuesta
producida por la menor estimulacion (Webel et al, 1997), lo que tiene congruencia con los
valores encontrados en este experimento. Ademas, TNF-a porcino se caracteriza por inducir
una reduccion transitoria pero marcada de la ingesta de alimentos, hipersomnia y disminucion
en la interaccion social (Johnson, 1997), condicion que no se observé en el comportamiento
de los animales de este experimento, al mostrar un consumo de alimento, ganancia diaria de
peso y eficiencia alimenticia dentro de los pardmetros del historial de la granja donde se
Ilevé a cabo el trabajo (Pérez et al, 2012). En el caso de INFy, Kruse et al (2008) y Hohnstein
et al (2020), no encontraron presencia de INFy en cerdos inoculados con antigenos, aun
cuando una de sus caracteristicas es incrementar las funciones microbicidas de los
macrofagos en respuesta a agentes extrafios (Hernandez y Alvarado, 2001). Respecto a IL-
10, se ha reportado un incremento en animales que se encuentran en un periodo de
recuperacion de la enfermedad (Kruse et al, 2008), contribuyendo en la disminucion de la
produccidn de citocinas proinflamatorias y en consecuencia en la reduccién de la inflamacion
sistémica (Opal y DePalo, 2000). Los valores respuesta de citocinas tienen rangos amplios
que se atribuyen a un gran numero de factores, incluyendo; método de determinacion, tamafio
de muestra, intervalo de toma de muestras, grado de estimulacion del antigeno, tipo de
antigeno y la respuesta del sistema inmune del hospedador. En el caso de este experimento,
el no observar picos en la respuesta de ninguna de las citocinas, sugiere que el estrés del

destete, los antigenos dietarios, el cambio de Fase de alimentacion y de instalaciones no fue
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tan agresivo como lo esperado, y se presume que la estimulacion inducida para la produccion
de citocinas fue minima y bien pudo deberse al manejo y el estatus sanitario de la granja
experimental, aun cuando se ha demostrado que el evento del destete estd asociado a una
inflamacion transitoria del intestino al observar un aumento en la expresion de citocinas
proinflamatorias (Pié et al, 2004; Deng et al, 2020). Se observaron valores respuesta que
abarcan desde 50 a 2000 pg/ml para FNTa, de 30 a 4000 pg/ml para IL-6, de 44 a 443 pg/ml

para INFy, y de 225 pg/ml a 729 pg/ml para IL-10.
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6.3 Experimento 3

Los resultados se presentan en el Cuadro 8, como Energia Bruta, Digestible, Metabolizable,
y Neta, se muestra que el adicionar MUR en el alimento a expensas del grano mayoritario de
la dieta (sorgo), no tuvo un efecto significativo en el resultado de Energia Bruta (P>0.937;
CN, 4,062 vs. MUR, 4,070; EEM, 73.79) energia, que no proporciona informacién de la
disponibilidad de la energia disponible para los cerdos y es totalmente independiente de los
animales (Kil et al, 2013). La Energia Digestible (P>0.230; CN, 3,556 vs. MUR, 3,599;
EEM, 0.230) y Metabolizable (P>0.220; CN, 3,461 vs. MUR, 3,507; EEM, 25.40) fue la
misma, con una eficiencia de EM / ED del 97% para ambos Tratamientos, lo que estuvo
dentro de los parametros normales, al ser la relacion promedio de EM / ED de
aproximadamente un 96% en cerdos en crecimiento con una dieta comercial (Noblet et al,
1994), y tiene congruencia con el modo de accion de MUR (Ellison y Giehl, 1991), al no
intervenir en procesos de digestién ni metabolizacion de la energia, lo que explica que la
produccién de calor durante el metabolismo de los nutrientes fuera la misma para ambos
Tratamientos (P>0.890; 1,386 vs. 1,363 kcal; EEM, 39.680). La produccién de calor en
ayunas, que representa el trabajo del metabolismo basal o Energia de mantenimiento, fue
mayor en los animales con la dieta de MUR (P<0.016; 708 vs. 614 kcal; EEM, 21.370). Los
factores que afectan el aumento o disminucion del trabajo del metabolismo basal son; edad,
sexo, genotipo, estado fisiologico del animal (gestacion, lactacion, crecimiento), ambiente
(Koong et al, 1983) termorregulacion, activacion del sistema inmune, enfermedad, estrés
(Webster, 1980), érganos metabolicamente activos, los cuales contribuyen de entre el 25y
el 30% del trabajo del metabolismo basal (Baldwin y Bywater, 1984) y la relacion entre

proteinas y lipidos corporales (van Milgen et al., 1998; Knap, 2000) el resto, esta asociado
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con la sintesis de proteina, en mayor proporcién la que ocurre en érganos como el higado y
el intestino y después en el musculo esquelético (Koong et al, 1983), por lo que se sugiere
que la Energia de mantenimiento fue més alta en los cerdos que consumieron la dieta con la
adicién de MUR por el crecimiento mas rapido (Koong et al, 1983; van Milgen et al, 2001)
en la etapa anterior (Exp 2) en el Cuadro 7, se muestran los resultados de comportamiento
productivo y observamos que los cerdos que consumieron MUR pesaron un 6.6% mas que
los cerdos que consumieron la dieta CN. En este sentido, y conociendo el modo de accion de
Muramidasa, se sugiere que, al disminuir la carga antigénica del animal, resultaria en
aminorar la activacion de la respuesta inmune y asi, no desviar la energia que estaba destinada
para el crecimiento. Como lo ha demostrado Oliver y Wells (2014) donde, cerdos expuestos
a un estrés inmunoldgico cronico, que consumieron una dieta con la adicion de antibioticos
y lisozima tuvieron niveles mas bajos de citocinas proinflamatorias (FNT e IL6), al
compararlo con una dieta control. Lo que explicaria la mejor utilizacion de la Energia Neta
(P<0.070; MUR, 2852 vs. CN, 2,689) en los cerdos que consumieron la dieta con la adicion
de Muramidasa. Con una eficiencia energética EN/ EM de 81% contra 78% y EN / ED 79%

contra 76 % de M50 vs. NC respectivamente.
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Esquema del uso de la energia
rgia Bruta (EEM; 73.79; P<0.937)

062 kcal* 4,070 kcal* Tratamientos

Energia Digestible (EEM; 24.7; P<0.23) el

= 3,556 kcal* 3.599 kcal*

Energia Metabolizable (EEM; 25.4; P<0.22)
—> 3.461kcal* 3.507 kcal*

Energia Neta (EEM; 60.2; P<0.07)
2.689 kcal* 2.852 kcal*
Energia Retenida (EEM:58.42; P<0.52)
2.075 kcal* 2. 144 kcal*
Produccién de calor (EEM: 39.68; Energia de Mantenimiento (EEM; 21.37;

P<0.89) P<0.02)
Energia  Energiaen
n heces orina 1,386 kcal* 1,363 kcal* 614 kcal* 708 kcal*

*Kcal por kg de materia seca consumida
gura 12. Esquema del uso de la energia, resultados. Dieta basal = control negativo, dieta basal sin
icion de Muramidasa; Muramidasa = CN + 0.620 kg / Tm de Muramidasa 50 x 10% LSU (F) / kg.

Cuadro 8. Energia Neta.

CN M50 EEM P<
Jnidades experimentales 2 8 8
-nergia Bruta, kcal/kg 4,062 4,070
“nergia Digestible, kcal/kg ® 3,556 3,599 24.73 0.229
—nergia Metabolizable, kcal/kg © 3,461 3,507 25.40 0.216
“nergia Neta*, kcal/kg & © 2,689 2,852 60.22 0.070

N = dieta basal sin antibidticos ni Muramidasa; M50 = CN + 0.620 kg / Tm de Muramidasa, para
ytener la adicion de 50 x 10% LSU (F) / kg. 2EB, ED y EM = mediciones individuales; EN = dos
rdos por unidad experimental. ® Energia consumida — Energia en heces. ¢ Energia digestible -
nergia en orina. ¢ La produccion de calor y la produccion de calor en ayunas, se calcularon como,
al / kg = (16.175 O? (L) + 5.021 CO? (L) - 0.958 P (g)).
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1. CONCLUSIONES E IMPLICACIONES.

Independientemente del grado de complejidad de la dieta, adicionar actividades enziméticas
exogenas a las dietas de lechones destetados (B-Glucanasa, Pectinasa, Hemicelulasa, o-
Amilasa y Proteasa), mostro beneficios en la productividad, sin embargo, estas respuestas se
notaron solo durante la primera semana posterior al destete. La adicion de Muramidasa sobre
el paquete de enzimas mejoro el resultado, es importante destacar que la incidencia y
severidad de diarrea pudo ser resuelta tanto por MUR como por la adicién de antibi6ticos,
ademas, se observé una mejor eficiencia de utilizacion de la energia con MUR lo que se
reflejé en un mayor crecimiento. Por esta razén presumimos que la adicion de MUR sobre

otras enzimas puede ser efectiva en las dietas de lechones recién destetados.
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9. ANEXOS
Figura 1. Concentracion de I1L-6 (pg/ml).
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Promedio de dos dias consecutivos. CN = dieta basal sin antibioticos o Muramidasa; M35 = CN + 35
x 10LSU (F) por Kg de alimento; M50 = CN + 0.620 kg / Tm de Muramidasa, para obtener la adicion
de 50 x 10° LSU (F) / kg; CP = CN + antibidticos. Tratamiento (P>0.955; EEM = 267.690). Dia
(P>0.001; EEM = 156.760). Tratamiento*Dia (P>0.280; SEM = 319.820).

Cuadro 1. Respuesta en el tiempo de IL-6 (pg/ml).

Dias posdestete CN M35 M50 CP
Unidades 20 20 20 20
experimentales
0 967.60 1287.59 1134.18 564.73
5-6* 793.09 586.87 1270.21 1059.77
8-9* 1533.08 1449.67 1111.00 1049.07
22-23* 500.74 295.83 511.39 384.12

*Promedio de dos dias consecutivos. CN = dieta basal sin antibiéticos 0 Muramidasa; M35 = CN
+ 35 x 10°LSU (F) por Kg de alimento; M50 = CN + 0.620 kg / Tm de Muramidasa, para obtener
la adicion de 50 x 10® LSU (F) / kg; CP = CN + antibidticos. Tratamiento (P>0.955; EEM =
267.690). Dia (P>0.001; EEM = 156.760). Tratamiento*Dia (P>0.280; EEM = 319.820).
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Figura 2. Concentracion de IL-10 (pg/ml).
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Promedio de dos dias consecutivos. CN = dieta basal sin antibioticos o Muramidasa; M35 = CN +
35 x 10°LSU (F) por Kg de alimento; M50 = CN + 0.620 kg / Tm de Muramidasa, para obtener la
adicion de 50 x 10 LSU (F) / kg; CP = CN + antibi6ticos.

Cuadro 2. Respuesta en el tiempo de IL-10 (pg/ml).

Dias posdestete CN M35 M50 CP
Unidades 20 20 20 20
experimentales
0 442.95 520.67 437.79 331.23
5-6* 560.51 371.65 719.35 427.75
8-9* 510.78 438.99 501.14 476.53
22-23* 225.96 290.87 392.39 232.33

*Promedio de dos dias consecutivos. CN = dieta basal sin antibi6ticos 0 Muramidasa;
M35 = CN + 35 x 10° LSU (F) por Kg de alimento; M50 = CN + 0.620 kg / Tm de
Muramidasa, para obtener la adicion de 50 x 10° LSU (F) / kg; CP = CN + antibiéticos.
Tratamiento (P>0.573; EEM = 74.776). Dia (P>0.001; EEM = 45.410).
Tratamiento*Dia (P>0.727; EEM = 88.893).
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Figura 3. Concentracion de INFy (pg/mL).
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Promedio de dos dias consecutivos. CN = dieta basal sin antibioticos o Muramidasa; M35 =CN + 35
X 10°LSU (F) por Kg de alimento; M50 = CN + 0.620 kg / Tm de Muramidasa, para obtener la adicion
de 50 x 10° LSU (F) / kg; CP = CN + antibiéticos.

Cuadro 3. Respuesta en el tiempo de INFy (pg/ml).

Dias posdestete CN M35 M50 CP
epre?ilr(rj]ae(rjEZIes 20 20 20 20
0 67.70 44.41 42.82 51.75
5-6* 357.71 132.69 353.16 199.38
8-9* 374.66 443.29 313,51 348.15
22-23* 138.97 126.49 138.07 120.52

*Promedio de dos dias consecutivos. CN = dieta basal sin antibi6ticos o Muramidasa;
M35 = CN + 35 x 10° LSU (F) por Kg de alimento; M50 = CN + 0.620 kg / Tm de
Muramidasa, para obtener la adicién de 50 x 10% LSU (F) / kg; CP = CN + antibidticos.
Tratamiento (P>0.849; EEM = 68.834). Dia (P>0.001; EEM = 45.997).
Tratamiento*Dia (P>0.893; EEM = 92.893).
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Figura 4. Concentracion de FNTa (pg/ml).

500
450 —_— f
400 ] = ~i‘ﬁ_-

350
-
E 300
>

Dias posdestete

CN mM35 =M50 mCP

Promedio de dos dias consecutivos. CN = dieta basal sin antibiéticos 0 Muramidasa; M35 = CN + 35
X 10°LSU (F) por Kg de alimento; M50 = CN + 0.620 kg / Tm de Muramidasa, para obtener la adicion
de 50 x 10° LSU (F) / kg; CP = CN + antibiéticos.

Cuadro 4. Respuesta en el tiempo de, FNTo (pg/ml).

Dias posdestete CN M35 M50 CP
Unidades 20 20 20 20
experimentales
0 411.75 404.60 444.32 327.38
5-6* 392.01 44268 406.54 417.68
8-9% 348.49 44328 343.60 323.29
22-23* 44235 421.94 319.77 437.40

*Promedio de dos dias consecutivos. CN = dieta basal sin antibiéticos o0 Muramidasa;
M35 = CN + 35 x 10° LSU (F) por Kg de alimento; M50 = CN + 0.620 kg / Tm de
Muramidasa, para obtener la adicion de 50 x 10% LSU (F) / kg; CP = CN + antibiéticos.
Tratamiento (P>0.564; EEM = 25514). Dia (P>0.062; EEM = 34.282).
Tratamiento*Dia (P>0.672; EEM = 60.798).

69



	Portada

	Índice General

	Resumen

	Introducción

	1. Revisión de Literatura

	2. Justificación

	3. Hipótesis   4. Objetivos

	5. Material y Métodos

	6. Resultados y Discusión

	7. Concusiones e Implicaciones

	8. Bibliografía

	9. Anexos


