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RESUMEN

En el ambito especifico de la medicina veterinaria, la investigacion relativa a
estrategias que permitan reducir el uso de antibidticos y que, consecuentemente, limiten
la seleccion y diseminacion de la resistencia a los mismos se ha convertido en una
prioridad. Asi mismo y considerando las actuales y futuras restricciones en el uso de
antibioticos, estas estrategias deben suponer una alternativa para el control de las
infecciones, asegurando y promoviendo tanto la viabilidad econdomica de las
explotaciones como la sanidad y el bienestar animal. Entre las estrategias existentes para
el control y la reduccion de enfermedades infecciosas en el sector porcino, uno de los mas
importantes en produccion ganadera y con un consumo de antibioticos superior al de otras
especies, destacan la administracion como aditivos en la dieta de diferentes compuestos
naturales como son los acidos orgénicos (AOs) o aceites esenciales (AEs), asi como la
implementacion de estrictas medidas de bioseguridad. Sin embargo, es necesario ampliar

el conocimiento sobre estas estrategias para poder optimizar su eficacia.

La presente Tesis Doctoral recoge cuatro estudios que abordan diferentes aspectos
relacionados con la actividad antimicrobiana in vitro de compuestos alternativos a los
antibidticos y agentes desinfectantes frente a diferentes microorganismos relevantes
como patogenos entéricos para el ganado porcino y con una elevada prevalencia de

resistencia antimicrobiana.

En un primer trabajo se determin6 la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) de diferentes AOs, AEs y componentes
principales de AEs frente a una coleccion de aislados recuperados de brotes de
enfermedad entérica en explotaciones porcinas, asi como frente a algunas cepas de
colecciones de cultivos tipo de las especies Escherichia coli, Salmonella enterica y
Clostridium perfringens. Ademas, se evalud el posible efecto sinérgico de los compuestos
con mayor actividad antibacteriana al combinarse, a través de la determinacion del indice
de concentracion inhibitoria fraccional (CIF), asi como la actividad de sus compuestos
volatiles y la progresion del efecto antibacteriano en funcion de la concentracion tras una
corta exposicion. Los resultados alcanzados corroboran el potencial uso de este tipo de
compuestos frente a bacterias patdogenas independientemente de su perfil de resistencia a

los antibiodticos.
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En una segunda investigacion se estudid en profundidad el mecanismo de accion de
dos componentes principales de AEs, el timol y el cinamaldehido, usando técnicas como
la citometria de flujo (CF), espectroscopia infrarroja transformada por Fourier (FTIR) y
microscopia electrénica de barrido (SEM). Los resultados obtenidos nos permiten
concluir que la principal diana celular del timol es la pared celular, provocando cambios
significativos en grupos funcionales de carbohidratos y polisacaridos, asi como un
incremento de la permeabilidad de la membrana en las tres especies bacterianas
evaluadas. Por el contrario, el cinamaldehido origind6 minimas alteraciones en la pared
celular, siendo diferentes los compuestos celulares afectados en las bacterias Gram

negativas E. coli y S. enterica y en los aislados de C. perfringens.

En un tercer trabajo se determind el efecto citotoxico de diferentes concentraciones
de AOS y componentes principales de AEs a través de un ensayo fluorescente de
viabilidad celular. Ademas, la actividad antiviral de dichos compuestos a una
concentracion con baja citotoxicidad fue evaluada frente a una cepa del virus de la diarrea
epidémica porcina (VDEP) adaptada a cultivo celular, concluyendo que solo uno de los
compuestos evaluados, el acido férmico, presentd actividad posiblemente asociada un

efecto inhibitorio sobre la replicacion viral.

En un altimo trabajo, un método de dilucidén-neutralizacion estandarizado permitiod
demostrar que la mayoria de los desinfectantes comerciales son eficaces frente a aislados
de Brachyspira hyodysenteriae, reduciendo los recuentos bacterianos mds de cinco
unidades logaritmicas. Finalmente, se evalu¢ la eficacia de los protocolos de limpieza y
desinfeccion empleados en dos granjas con disenteria porcina. La persistencia de B.
hyodysenteriae tras la limpieza de los corrales e, incluso, tras la desinfeccion pone de

manifiesto la importancia de evaluar y mejorar los protocolos en las granjas de cerdos.
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ABSTRACT

In veterinary medicine, research on alternatives to antibiotics use which will limit the
selection and the spread of antibiotic resistance, is currently a priority. Current and
forthcoming restrictions in antibiotics use also encourage the research and finding of
strategies which provide an effective alternative in infection treatment and control. These
strategies will also guarantee and promote the economic viability of farms and the animal
health and welfare. Among the existing strategies for the control and prophylaxis of
infectious diseases in pig production, one of the most important in livestock production
with relevant antimicrobial use, stands out the use of natural compounds such as organic
acids (OAs) or essential oils (EOs) as feed additives and the promotion and
implementation of strict biosecurity measures. Further research on these strategies is

needed in order to optimise their effectiveness.

This Doctoral Thesis includes four studies focusing on different aspects of the in vitro
antimicrobial activity of alternative compounds to antibiotics and disinfectant agents
against different microorganisms relevant as enteric pathogens for pigs and with a high

prevalence of antimicrobial resistance.

In a first study, the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
bactericidal concentration (MBC) of different OAs, EOs and single EO compounds were
determined against a collection of isolates recovered from outbreaks of enteric disease on
pig farms, as well as against some strains from type culture collections of Escherichia
coli, Salmonella enterica and Clostridium perfringens species. The potential synergistic
effect of compounds with higher antibacterial activity when combined was also evaluated
through the determination of the fractional inhibitory concentration (FIC) index, as well
as the activity of their volatile compounds and the progression of their antibacterial effect
as a function of concentration after a short exposure. The results obtained show the
potential use of this type of compounds against pathogenic bacteria regardless of their

antibiotic resistance profile.

In a second study, the mechanism of action of two single EOs compounds, thymol and
cinnamaldehyde, was studied in depth using techniques such as flow cytometry (FC),
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and scanning electron microscopy

(SEM). The results obtained allow us to conclude that the main cellular target of thymol
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is the cell wall, since it caused significant changes in functional groups of carbohydrate
and polysaccharide, as well as an increase of the membrane permeability in the three
bacterial species tested. In contrast, cinnamaldehyde caused minimal alterations in the
cell wall and its target at the molecular level differed between Gram-negative bacteria, E.

coli and S. enterica, and C. perfringens isolates.

In a third study, the cytotoxic effect of different concentrations of OAs and single EOs
compounds was determined using a fluorescent cell viability assay. The antiviral activity
of these compounds at a concentration with low cytotoxicity was also evaluated against
a cell culture-adapted porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) strain. Our results showed
that formic acid was the only one of the compounds tested with antiviral activity which

could be associated with an inhibitory effect on viral replication.

The last study revealed, using a standard dilution-neutralization method, that most of the
commercial disinfectants tested were effective against a collection of Brachyspira
hyodysenteriae isolates, reducing bacterial counts by more than five logarithmic units.
Finally, the efficacy of cleaning and disinfection protocols used on two farms with swine
dysentery was also evaluated. The persistence of B. hyodysenteriae after cleaning of the
pens and even after disinfection highlights the importance of revising the cleaning and

disinfection protocols on pig farms.
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ABREVIATURAS

ABC Superfamilia casete de union a ATP (por sus siglas en inglés ATP binding cassette)
ACP Enoil-proteina transportadora de acilo (acil carrier protein)

ADN Acido desoxirribonucleico

ADP Adenosin difosfato

AE Aceite esencial

AMEG Grupo de expertos ad hoc en asesoramiento antimicrobiano (Antimicrobial
Advice Ad Hoc Expert group)

AO Acido organico

ARE Elemento de respuesta antioxidante (antioxidant response element)

ARN Acido ribonucleico

ATP Adenosin trifosfato

CCso Concentracion capaz de reducir el nimero de células viables al 50 %

CE Comunidad europea

CEso Concentracion requerida de un determinado compuesto para inhibir el efecto
citopatico inducido por VDEP en un 50 %

CECT Coleccion espaiola de cultivos tipo

CF Citometria de flujo

CIF Concentracion inhibitoria fraccionada

CMB Concentracion minima bactericida

CMBs) CMB capaz de eliminar al 50 % de los aislados de una determinada especie
bacteriana

CMI Concentracion minima inhibitoria

CMlIs9 CMI capaz de inhibir el crecimiento del 50 % de los aislados de una determinada
especie bacteriana

DEP Diarrea epidémica porcina

EMA Agencia europea del medicamento (European Medicines Agency)

ETEC Patotipo enterotoxigénico de E. coli (enterotoxigenic E. coli)

FADH; Flavin adenin dinucledtido (flavin adenine dinucleotide)

FAO Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (Food
and Agriculture Organization of the United Nations)

FDA Agencia para la Administracion de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug
Administration)

FTIR Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (Fourier-transform
infrared spectroscopy)

GMD Ganancia media diaria

GRAS Producto generalmente reconocido como seguro (generally recognized as safe)
HCT116 linea celular humana derivada de carcinoma de colon

HO-1 Enzima hemo-oxigenasa |

HT-29 Linea celular humana derivada de adenocarcinoma de colon

IFN-y Interferon gamma

ICA Indice de conversion de alimento

IG Inmunoglobulina

IL Interleucina

IMDA Ingesta media diaria de alimento

IPEC-J2 Linea celular del epitelio intestinal de yeyuno de cerdo neonatal (intestinal
porcine epithelial cell line-J2)

IPI-21 Linea celular del epitelio intestinal de ileon de cerdo adulto
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IR Rayos infrarrojos

IS Indice de selectividad

IT indice de terapéutico

LPS Lipopolisacarido

MAPK Proteinas quinasas activadas por mitdgenos (mitogen-activated protein kinases)
MATE Familia de extrusion de compuestos toxicos y multifarmacos (multidrug and toxic
compound extrusion)

MFS Superfamilia del maximo facilitador (mayor facilitator superfamily)

MOI Multiplicidad de infeccion (multiplicity of infection)

MYLK Quinasas de la cadena ligera de la miosina (myosin light chain kinase)

NADH Dinucleétido de nicotinamida y adenina (adenine dinucleotide)

NF-kB Factor nuclear kappa B o NF- (nuclear factor kappa B)

NOS Enzima 6xido nitrico sintasa

Nrf2 Factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (nuclear factor erythroid 2-
related factor 2)

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)

PCU Unidad de correccion poblacional (population correction unit)

pKa Constante de disociacion o ionizacion de un acido

ppm: Partes por millon

PRAN Plan nacional frente a la resistencia a los antibioticos

PRRS Sindrome reproductivo y respiratorio porcino (porcine reproductive and
respiratory syndrome)

RND Familia de resistencia division nodular (resistance nodulation-cell division)

ROS Especies reactivas del oxigeno (reactive oxygen species)

SARM Staphylococcus aureus resistente a meticilina

SARS-CoV-2 Coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo tipo 2 (severe acute
respiratory syndrome coronavirus-2)

SEM Microscopia electronica de barrido (scanning electron microscope)

SMR Familia de resistencia de bajo espectro (small multidrug resistance)

SPI-1 Isla de patogenicidad 1 (Salmonella pathogenicity island 1)

TEM Microscopia electronica de transmision (transmission electron microscopy)
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor-alpha)

UE Unién Europea

UFC Unidad formadora de colonias

VDEP Virus de la diarrea epidémica porcina

Z.0-1 Zdénula occludens-1
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1. Introduccidon

1. INTRODUCCION

1.1. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

El término antibidtico hace referencia a cualquier sustancia quimica producida por un
microorganismo o sus derivados sintéticos o semisintéticos capaz de inhibir el
crecimiento o incluso destruir bacterias y otros microorganismos (Mohr, 2016). Su
descubrimiento y produccion a gran escala a principios del siglo XX constituye uno de
los avances mas destacados en la medicina moderna gracias a su relevante papel en el
tratamiento y control de las enfermedades de etiologia bacteriana (Mohr, 2016). A pesar
de que la resistencia antibidtica es un mecanismo natural de adaptacion de las poblaciones
bacterianas para sobrevivir cuando comparten nichos o hdabitats con otros
microorganismos, el uso indiscriminado de los antibiodticos ha favorecido el desarrollo y
propagacion de estos mecanismos de resistencia, comprometiendo la eficacia de los
antibioticos en la terapia de las enfermedades infectocontagiosas (Merrett et al., 2016).
Asi pues, la resistencia a los antibidticos se ha convertido en la actualidad en el principal
problema de salud publica a nivel mundial con importantes consecuencias sobre la salud

y el bienestar animal (Hernando-Amado et al., 2019).

Las estrategias “Una Salud” o “One Health” a nivel regional y “Salud Global” o
“Global Health” a nivel internacional, con intervenciones integradas desde diferentes
ambitos de la salud, son la base de los planes de accion desarrollados para combatir los
riesgos asociados a la emergencia de bacterias resistentes. Esta estrategia integra politicas
de sanidad humana y animal, asi como culturales y socioecondémicas que pueden
minimizar el desarrollo y la diseminacion de la resistencia a los antibidticos junto con los
elementos bioldgicos implicados en su evolucidon: microorganismos, hospedadores y
ambientes (Hernando-Amado et al., 2019). En este sentido, existe un claro consenso
respecto al enorme numero de genes asociados a la resistencia a los antibioticos y de
bacterias resistentes que esta presente en diferentes ecosistemas interconectados:
hospitales, granjas, plantas de tratamiento de aguas residuales, ambientes naturales, etc.
(Allen et al., 2010; Aarestrup, 2015). Por consiguiente, las acciones especificas de estos
planes de accion incluyen tanto el ambito de la medicina humana y veterinaria como el
ambito medioambiental. Entre sus objetivos destacan el desarrollo de nuevos enfoques

terapéuticos, la reduccion del uso de los antibidticos y el control o limitacién en la
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propagacion de las bacterias resistentes y genes de resistencia, asi como la restauracion

de las poblaciones bacterianas sensibles a los antibioticos (Hernando-Amado ez al., 2019).

El empleo de antibidticos en el ambito de la medicina veterinaria tiene gran
importancia estimandose que representa dos tercios del uso total de antibidticos a nivel
mundial (Hernando-Amado et al., 2019). La creciente demanda de carne, promovida por
el aumento global de ingresos per cépita, se refleja en una progresion ascendente en su
empleo en veterinaria. Asi, las estimaciones indican que las ventas de antibidticos para
uso animal podrian pasar de las 131.000 toneladas registradas en 2013 a valores
superiores a las 200.000 toneladas para el afio 2030 (Van Boeckel et al., 2017; Hernando-
Amado et al., 2019). Entre las clases de antibidticos mas utilizados en medicina
veterinaria destacan las sulfonamidas, las tetraciclinas y las penicilinas, todas ellas
clasificadas, de acuerdo al impacto potencial que su uso en veterinaria puede tener en
salud humana estimado por el grupo de expertos ad hoc en asesoramiento antimicrobiano
(AMEG) de la Agencia Europea del Medicamento (EMA), dentro de la categoria D o de
uso prudente (Ma et al., 2021).

La produccion animal ha apoyado su desarrollo en el uso de antibidticos durante
décadas. Asi hasta principios del siglo XXI, el uso de antibidticos para mejorar el
rendimiento productivo de los animales era comun en la Unién Europea (UE). Su uso
como promotores de crecimiento estd prohibido desde el afio 2006 (Reglamento de la
Comunidad Europea o CE n°1831/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo, sobre
aditivos en la alimentacion animal). Mas de 10 afios después y de acuerdo con las
recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la administracion
estatal de los Estados Unidos, a través de la Agencia para la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA), restringié en 2017 el uso como promotores de crecimiento de
multiples grupos de antibidticos entre los que se incluyen aminoglucosidos,
cefalosporinas, fluoroquinolonas, lincosamidas, macrélidos, sulfonamidas, tetraciclinas y
penicilinas, entre otros (Scott ef al., 2019). De forma general, el uso de antibidticos como
promotores de crecimiento esta particularmente cuestionado por implicar exposiciones
mas 0 menos continuadas a bajas concentraciones o concentraciones subterapeuticas,
asociandose con el desarrollo de resistencias (Ma et al., 2021). Sin embargo, ain no se
han implementado medidas para limitar este uso en regiones del mundo con importante

carga ganadera como Sudamérica o Asia.
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El uso terapéutico de antibidticos en veterinaria incluye la aplicacion estrictamente
terapéutica en individuos enfermos, asi como metafilactica para el tratamiento de
animales sanos con riesgo de contagio por animales enfermos y profilactica para el
tratamiento de animales sanos pero que son particularmente receptivos a una infeccion
durante un determinado periodo de tiempo. Estos dos tipos de tratamientos preventivos,
metafilaxis y profilaxis, estan limitados en la nueva legislacion europea (Reglamento UE
2019/4 relativo a la fabricacion, la comercializacion y el uso de piensos medicamentosos
y Reglamento UE 2019/6 sobre medicamentos veterinarios), restringiéndose el uso
metafilactico a enfermedades de alta transmisibilidad y en ausencia de otras alternativas
y prohibiéndose el uso profilactico, con la tinica excepcion de administraciones a
animales individuales con riesgo alto de enfermedad, por ejemplo tras un procedimiento

quirtrgico.

La administracion de los antibidticos en produccion animal se lleva a cabo, en gran
medida, a través del agua de bebida o mediante el alimento (pienso) debido a ventajas de
manejo y considerando los elevados censos existentes en las explotaciones intensivas
(Hao et al., 2014; Aarestrup, 2015). Estas dos vias de tratamiento favorecen la
subdosificacion, por ejemplo, si los conductos de agua presentan biofilms o estan
oxidados al permitir que los antibidticos puedan ser metabolizados antes de llegar al
animal enfermo, dificultan que todos los animales reciban la dosis terapéutica, sobre todo
en aquellos animales que por el proceso infeccioso sufran anorexia, y tratan a animales
que no estan enfermos. Estos tratamientos “indiscriminados” originan una presion
selectiva sobre la microbiota intestinal de los animales, seleccionando bacterias con
resistencia a los antibidticos (Aarestrup, 2015). La microbiota digestiva tiene un papel
significativo en el metabolismo, el control del balance energético, la salud del epitelio
intestinal, la capacidad de respuesta inmunitaria y el desarrollo neurologico del animal
(Barko et al., 2017) y se encuentra constituida por poblaciones bacterianas tanto
comensales como patdgenas primarias y oportunistas que pueden llegar a alcanzar a otros
animales o incluso al ser humano. Por contacto directo o indirectamente a través de otras
vias de transmision, estas poblaciones bacterianas, asi como genes de resistencia a los
antibioticos pueden alcanzar cualquier nicho ecologico, tal como se muestra en la figura

1 (Costa et al., 2013; Aarestrup, 2015; Argudin et al., 2017).
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Figura 1. Vias de transmision de bacterias resistentes a los antibioticos y genes de resistencia entre el
hombre, animales y medio ambiente. Adaptado de Argudin et al. (2017) e imagenes obtenidas de
BioRender.com.

El significativo papel de la produccién animal en la expansion de la resistencia a los
antibioticos queda reflejado en las descripciones de resistencia y de genes de resistencia
en bacterias aisladas de animales, incluyendo especies incluidas en la lista de patogenos
prioritarios para la salud publica (Argudin et al., 2017). Dicha lista es identificada con el
acronimo ESC(K)PE e incluye los siguientes grupos de bacterias: Enterococcus faecium,
con una alta prevalencia de resistencia a la vancomicina, Staphylococcus aureus resistente
ameticilina (SARM), Clostridioides difficile, resistente a las fluoroquinolonas, Klebsiella
pneumoniae, resistente a f-lactamasas de espectro extendido, Acinetobacter baumannii,
resistente a carbapenémicos, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp., con

resistencia a multiples familias de antibiodticos (Pintado, 2016; Argudin et al., 2017).

1.2. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EN EL SECTOR
PORCINO

La produccion porcina constituye uno de los sectores ganaderos con mayores censos
e impacto econdmico a nivel mundial. De acuerdo al tltimo informe del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion sobre las cifras del sector, en nuestro pais se supero6 la
cifra de 56,4 millones de animales sacrificados en el 2020, manteniéndose en cuarta
posicion mundial en cuanto a produccion de carne. Desde el punto de vista del uso de

antibidticos, su consumo en el sector porcino es mayor que en otras especies,
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empleandose principalmente penicilinas y tetraciclinas durante los periodos de lactacion

y destete (Lekagul et al., 2019).

El uso de metales como el zinc (6xido de zinc, ZnO) o el cobre (sulfato de cobre,
CuSO0s) en pienso es, también, especialmente frecuente en el sector porcino, utilizindose
en la prevencion de diarreas tras el destete (Heo ef al., 2012). La administracion de estos
compuestos reduce el blandeo caracteristico del destete, disminuyendo el impacto de las
infecciones por Escherichia coli y mejorando la salud, el crecimiento y el bienestar de los
animales (Hill y Shannon, 2019; Villagémez-Estrada et al., 2020). No obstante, la elevada
concentracion a la que son empleados, por ejemplo, el ZnO por encima de 2.000 partes
por millén o ppm y su baja absorcion a nivel intestinal, hace que estos metales supongan
un importante riesgo e impacto sobre el medio ambiente (Villagémez-Estrada et al.,
2020). En el caso especifico del ZnO, el Comité Europeo de Medicamentos Veterinarios
concluy6 en el 2017 que los beneficios de su administracion oral para la prevencion de la
diarrea en cerdos no superan al impacto medioambiental asociado a su uso, lo que ha
llevado a retirar su autorizacion de comercializacion a partir del afio 2022 (European
Medicines Agency Veterinary Medicines Division, 2017). Ademas, se ha demostrado que
el uso de dosis subterapéuticas de estos metales durante largos periodos de tiempo puede
favorecer la seleccion de bacterias resistentes a estos metales y, posiblemente, la co-
seleccion de bacterias resistentes a antibioticos. En este sentido, la resistencia al zinc a
menudo aparece asociada a la resistencia a la meticilina en Staphylococcus spp., y a
multiples antibidticos en E. coli mientras que la resistencia al cobre se relaciona con
resistencia a macrélidos y glicopéptidos en Enterococcus spp., (Yazdankhah et al., 2014),
si bien se requiere de mas estudios que identifiquen los mecanismos de co-seleccion

implicados.

Existe un amplio abanico de factores que influyen en el uso de antibidticos en
produccion animal que incluyen desde el tipo y tamafio de la explotacion, el manejo y la
bioseguridad, las enfermedades presentes, la edad de los animales, la densidad, el nivel
de estrés, la estacion del ano, el nivel educativo de los ganaderos o, incluso, el precio de
los antibidticos (Lekagul et al., 2019). Como hemos mencionado anteriormente, la
administracion de antibidticos para la prevencion de enfermedades y la minimizacion de
las pérdidas econdmicas asociadas a las mismas es una practica habitual en las
explotaciones porcinas intensivas (Lekagul ez al., 2019). En este contexto, los veterinarios

juegan un papel esencial, siendo los responsables de elegir la/s molécula/s y establecer
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los tratamientos mas adecuados (Visschers et al., 2015). Un estudio llevado a cabo en 25
paises europeos en 2013, reveld que el 44,3 % de los veterinarios llevaban a cabo la
prescripcion de antibidticos sin haber recogido, de forma previa, muestras para la
identificacion del agente patdgeno implicado y la determinacion del perfil de sensibilidad
del patdgeno a los antibiodticos (De Briyne et al., 2013). Es probable que estas practicas
hayan cambiado, al menos parcialmente, en los Gltimos afios gracias a los programas de
sensibilizacion de los profesionales en lo que respecta al problema de resistencias

antimicrobianas y que los datos puedan ser mejores en la actualidad.

1.3. ESTRATEGIAS PARA LA REDUCCION DEL USO DE
ANTIBIOTICOS

Aunque los niveles de consumo de antibioticos expresados en miligramos por unidad
de correccion de la poblacion o kilogramo de producto animal (mg/PCU) presentan una
alta variabilidad entre paises o regiones, la tendencia a nivel europeo es decreciente. De
acuerdo con los datos recogidos en el marco del Plan Nacional frente a la Resistencia a
los Antibidticos (PRAN), el sector veterinario en Espafia ha logrado una reduccion del
32,4 % en las ventas de antibidticos, eliminando casi por completo, por ejemplo, el
consumo de colistina en produccion porcina. No obstante, los esfuerzos dirigidos a
disminuir el consumo de antibidticos en medicina veterinaria deben continuar. En este
sentido, se ha propuesto que se podrian alcanzar niveles de reduccion de consumo de
antibioticos cercanos al 80 % hacia el 2030 mediante la implementacion y el seguimiento
de los planes de accion y los programas politicos globales orientados a establecer limites
regulatorios para el uso de antibioticos, la aplicacion de tarifas mas altas en la compra al
por mayor de antibidticos, asi como conductas para disminuir el consumo de carne (Van

Boeckel et al., 2017).

Ademas, es necesario potenciar la investigacion y favorecer el desarrollo de nuevos
antibioticos y de estrategias alternativas, ocupando estas investigaciones un papel
relevante en dichos planes de accion (Hernando-Amado et al., 2019). Sin embargo, la
complejidad y el alto coste que conlleva la formulacion de una nueva molécula de
antibiotico, cercano a mil millones de dodlares (Van Boeckel et al., 2017), asi como las
limitaciones que pueden llegar a presentar como son su escasa biodisponibilidad o su
toxicidad sistémica (Xiong et al., 2014; Gan et al., 2021), hacen que la busqueda de

alternativas a los antibidticos sea una estrategia de mayor interés.
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Entre las alternativas con mayor potencial destacan las vacunas, agentes
inmunomoduladores, bacteriéfagos y sus lisinas, péptidos antimicrobianos, probidticos,
prebidticos y simbidticos, extractos de plantas, acidos orgdnicos (AOs) y antagonistas del
quorum sensing (Cheng et al., 2014; Yang et al., 2019a; Gan et al., 2021). En el ambito
especifico de la medicina veterinaria y de acuerdo a Cheng et al. (2014), las alternativas

a los antibidticos deberian de presentar o buscar las siguientes caracteristicas:

1. Ausencia o minima toxicidad y efectos secundarios sobre el animal.

2. Facil eliminacion del organismo no generando residuos o generando residuos
durante corto plazo de tiempo.

No inducir resistencia bacteriana.

Ser estables en el alimento y el tracto gastrointestinal.

Presentar facil degradacion y sin efecto sobre el medio ambiente.

No afectar a la palatabilidad.

No afectar negativamente a la microbiota intestinal del animal.

Efecto bactericida o bacteriostatico sobre bacterias patogenas.

o ® N o v kW

Favorecer el desarrollo de la resistencia del hospedador a la enfermedad.
10. Mejorar el rendimiento transformador y promover el crecimiento animal.

11. Tener buena compatibilidad con otros medicamentos e ingredientes de la dieta.

Ninguna alternativa retine todos los requisitos mencionados (Cheng et al., 2014), pero
los fitobioticos y los AOs despiertan particular interés ya que pueden administrarse de
forma segura en el alimento y a un elevado nimero de animales con un bajo coste

(Quitmann et al., 2014; Lynch et al., 2017; Omonijo et al., 2018; Yang et al., 2019a).

Por otro lado, es necesario indicar que la mejora de las condiciones de manejo e
higiene es de vital importancia para la prevencion y control de enfermedades infecciosas
y el bienestar animal en las explotaciones porcinas (Laanen ef al., 2013). La aplicacion
de pautas de bioseguridad interna y externa, los manejos todo dentro-todo fuera, la
instalacion de sistemas adecuados para el control de temperatura y ventilacion en las
granjas, la reduccion de la densidad animal, asi como el fomento de la educacién entre
los ganaderos son pautas incluidas en la gran mayoria de los planes de accion disefiados
para hacer frente al problema de la resistencia a los antibioticos (Hernando-Amado et al.,

2019; Yang et al., 2019a).
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Dentro de los protocolos de bioseguridad, es importante destacar que la aplicacion de
productos desinfectantes juega un papel de gran importancia en la limitacion de la
viabilidad de los microorganismos responsables de enfermedades infecciosas en el
ambiente de las explotaciones animales (Bragg et al., 2018). Al igual que ocurre con los
fitobioticos y los AOs, la ausencia de desventajas asociadas a otras potenciales
alternativas, como por ejemplo, la limitada proteccion cruzada o las dificultades asociadas
a la produccion de algunas vacunas (Van Panhuis et al., 2013), el alto nivel de
especificidad de la actividad de los bacteriofagos (Chan et al., 2013), la falta de actividad
directa frente a las bacterias de los inmunomoduladores, la citotoxicidad de los
antagonistas del quorum sensing o la inestabilidad natural y facil degradacion de la
mayoria de la mayoria de ellos (Cheng et al., 2014), nos permiten sefialar a los
desinfectantes, asi como a los compuestos naturales entre las estrategias mas
prometedoras en la actualidad para reducir el uso de antibidticos en las explotaciones

animales, minimizando el efecto sobre la rentabilidad, la sanidad y el bienestar animal.

Desde el punto de vista regulatorio, es importante destacar que la gran mayoria de los
AOs y fitobiodticos se clasifican como aditivos alimentarios (European Commission,
2003) y que su empleo en alimentacion animal en el ambito europeo se regula por el
Reglamento CE n°1831/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo. De forma similar,
muchos de estos compuestos son reconocidos por la FDA como productos generalmente
reconocidos como seguros (GRAS), hecho que facilita su empleo en condiciones de
campo en las diferentes producciones animales. Por su parte, las listas de compuestos,
mezclas y productos desinfectantes autorizados varian de forma continua gracias al
desarrollo de nuevos productos o combinaciones. No obstante, el uso y comercializacion
de los desinfectantes o productos utilizados para la desinfeccion de materiales y
superficies relacionadas con el alojamiento o transporte de animales se regula por el

Reglamento CE n°528/2012.

1.4. ACIDOS ORGANICOS

La utilidad de los acidificantes en alimentacion animal para mejorar la conservacion
y las condiciones higiénicas del pienso o el agua de bebida es conocida desde hace afios
(Quitmann et al., 2014). Ampliamente distribuidos en la naturaleza como constituyentes
normales de tejidos de animales y vegetales, los AOs son parte del metabolismo central

necesario para suministrar energia a las células (Quitmann et al., 2014). Ademas, son
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originados durante la fermentacion microbiana de carbohidratos en el intestino de los

animales (Partanen y Mroz, 1999).

En un principio, la mayor parte de los AOs pueden ser producidos mediante procesos
biotecnoldgicos o de sintesis quimica; asi, la multiplicacion de Saccharomyces cerevisiae
en ausencia de oxigeno genera acido acético mientras que el propionico puede obtenerse
a partir de compuestos petroquimicos (Quitmann et al., 2014). No obstante, no todos estos
acidos presentan el mismo interés desde el punto de vista de su produccion industrial
debido al alto coste que puede llevar a implicar su proceso de sintesis o la falta de

conocimiento detallado del mismo (Quitmann et al., 2014).
1.4.1. Quimica de los dcidos organicos

Los AOs, incluyendo los aminoacidos y los acidos grasos, estan formados por uno o
mas grupos carboxilicos (-COOH) a los que se atribuye su actividad bioldgica (Quitmann
et al., 2014). De acuerdo a Pearlin ef al. (2020), pueden clasificarse como acidos
monocarboxilicos (acido formico, acético, propidnico y butirico), acidos con un grupo
hidroxilo, normalmente en el carbono a (acido lactico, malico, tartarico y citrico) o acidos
con dobles uniones (acido fumarico y sorbico). Por otro lado, los AOs también pueden
clasificarse en funcion del nimero de grupos carboxilicos, asi como por la longitud de su
cadena alifatica, aunque el nimero de carbonos de los acidos que engloba cada grupo
puede variar en funcion del autor de la clasificacion (Sheu y Freese, 1973; Dibner y
Buttin, 2002; Huyghebaert et al., 2011; Tugnoli et al., 2020). A continuacion, se detallan
diferentes AOs ampliamente empleados como acidificantes en la dieta del ganado porcino

de acuerdo a la bibliografia existente:

o El acido féormico constituido por un unico atomo de carbono, corresponde a un
liquido transparente y fuertemente oloroso ampliamente distribuido en la
naturaleza, formando parte, por ejemplo, del tejido celular de animales y de la
sangre (Partanen y Mroz, 1999). Desde el punto de vista metabdlico, su anion
formiato tiene gran relevancia participando en multiples reacciones bioquimicas,
asi como en la biosintesis de las bases puricas y, con ello, de los acidos nucleicos
(Friedman, 2017).

o Los acidos acético, propiénico y butirico, que también corresponden a liquidos
con olor penetrante y desagradable, representan los principales productos finales

de la fermentacion de la fibra que llevan a cabo las bacterias presentes en el colon
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del cerdo (Kidder y Manners, 1978). Tanto el acetato como el butirato participan
en el ciclo del acido citrico o de Krebs tras ser transformados en acetil Coenzima
A o acetil-CoA, mientras que la ruta metabolica del propionato incluye la
formacion de moléculas de succinil-CoA con el metilmalonil-CoA como
intermediario. Ademas, parte del propionato puede ser convertido en lactato por
las células epiteliales capaces de oxidar el acetato (Partanen y Mroz, 1999).

El acido lactico es producido por un amplio espectro de microorganismos entre
los que se incluyen bacterias del género Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Pediococcus o Leuconostoc, levaduras, asi como hongos
filamentosos (Juturu y Wu, 2016). A nivel del estdbmago y del intestino delgado,
este acido corresponde a un producto final de la fermentacion de azucares,
mientras que en las células musculares también puede ser generado en forma de
lactato a partir del 4cido piravico en condiciones de suministro insuficiente de
oxigeno (Partanen y Mroz, 1999).

El acido laurico con un cierto aroma a jabon, es un acido graso saturado
ampliamente abundante en el aceite de coco con una actividad antimicrobiana
significativa frente a bacterias, hongos y virus con envoltura (Matsue et al., 2019;
Yan Jer et al., 2021). Gracias a que puede ser absorbido facilmente por los
enterocitos del epitelio intestinal, constituye ademas una fuente de energia
relevante siendo capaz, consecuentemente, de modular la microbiota y mejorar la
estructura de la mucosa intestinal (Rolinec et al., 2020).

. Los acidos fumarico y citrico corresponden a sélidos cristalinos y poco
olorosos que acttian como importantes metabolitos intermediarios en el ciclo del
acido citrico. En el caso especifico del acido fumadrico, en el ganado porcino es
obtenido a partir de la degradacion de los aminoécidos fenilalanina y tirosina, asi
como por el ciclo de la urea y durante la sintesis de las purinas (Partanen y Mroz,
1999).

Otros AOs como el acido sorbico, tartarico o malico, presentes de forma natural
en diferentes frutos vegetales y bayas, pueden tener cierta utilidad en la dieta de
cerdos (Grilli et al., 2015), aunque son principalmente empleados como
conservantes alimentarios gracias a sus propiedades antifingicas (Tugnoli et al.,

2020).
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Tanto el efecto en la reduccion del pH como la actividad biologica de un &cido vienen
determinadas, principalmente, por la concentracion del mismo, asi como por su capacidad
para pasar de su forma no disociada a disociada, pardmetro que se expresa por su
constante de disociacion o ionizacion (pKa). Dicho valor equivale al pH al cual el 50 %
del 4cido aparece disociado, de forma que la capacidad de disociacion del acido es
dependiente del pH del ambiente en el que se encuentra (Mroz, 2005). La mayoria de los
AOs de interés son acidos débiles, parcialmente disociados y con un valor pKa
comprendido entre 3 y 5 (Partanen y Mroz, 1999; Dibner y Buttin, 2002) (Tabla 1). Su
valor pKa va a influenciar el potencial uso del 4cido. De esta forma, los acidos de pKa
alto tienen mejor actividad de conservacion y son muy utiles en la industria alimentaria.
Por el contrario, los 4cidos con un mayor niimero de carbonos en su cadena carbonada,
con mayor grado de insaturaciones y, por consiguiente, un pKa mas bajo presentan una
mayor actividad antimicrobiana en el estomago de los animales (Partanen y Mroz, 1999;

Tugnoli et al., 2020).

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de diferentes acidos organicos (AOs) usados como acidificantes
en el sector porcino. Adaptada de Partanen y Mroz (1999).

(e Férmula Peso molecular < Solubilidad en
Acido Presentacion pKa
molecular (g/mol) agua
Férmico CH:0» 46,03 Liquida 3,75 Altamente
soluble
Acético C2Hs0» 60,50 Liquida 4,76 Altamente
soluble
Propiénico C3HeO: 74,08 Liquida 4,88 Altamente
soluble
Butirico C4Hs0: 88,12 Liquida 4.8 Altamente
soluble
Lactico CsHeO3 90,08 Liquida 3,83 Muy soluble
Laurico C12H2402 200,32 Solida 5,30 Poco soluble
Sorbico CeHsO2 112,14 Solida 4,76 Poco soluble
- - 3,02
Fumarico C4H404 116,07 Solida 444 Poco soluble
. L. 3,40 Altamente
Milico C4HeOs 134,09 Liquida 5.10 soluble
. Lo 2,93
Tartarico C4HsOs6 150,09 Liquida 423 Muy soluble
3,13
Citrico CeHsO7 192,14 Solida 4,76 Muy soluble
6,49

11



1. Introduccidén

Es necesario indicar que la solubilidad de los 4cidos también disminuye a la vez que
se incrementa el numero de atomos de carbono. De esta forma, los acidos con mas de seis
carbonos presentan una baja solubilidad en agua, lo que limita su aplicabilidad (Lim et
al., 2015). Por el contrario, gracias a su estado liquido y a su alta solubilidad en agua, los
acidos con cadena corta son ampliamente usados en alimentacion animal (Tugnoli et al.,
2020). No obstante, muchos de los AOs de interés se administran en forma de sales de
sodio, potasio o calcio, y/o parcialmente esterificados, debido a las multiples ventajas que
esto conlleva. Esas sales son generalmente menos olorosas, mas faciles de manipular
durante el proceso de fabricacion del pienso, menos corrosivas y mas solubles que sus

respectivos acidos (Huyghebaert et al., 2011).
1.4.2. Propiedades antimicrobianas de los dcidos orgdnicos

El amplio uso de AOs en diferentes aplicaciones en los ultimos afios se debe,
principalmente, a sus reconocidas propiedades antibacterianas, antivirales y antifingicas
(Tugnoli et al., 2020). De forma especifica, entre los principales factores que influyen en
la actividad de los 4cidos usados como aditivos alimentarios destacan: la formula y forma
quimica (esterificado, sal, encapsulado...), la naturaleza lipofilica, el valor pKa
especifico, el peso molecular, la concentracion efectiva frente al microorganismo diana,
la estructura y composicion de la pared y/o membrana celular del microorganismo, la
especie animal diana y la capacidad amortiguadora del pienso o agua de bebida en el que

se encuentre disuelto el acido (Huyghebaert et al., 2011).

La accion bactericida es explicada, para la mayoria de los AOs, a través del “modelo
del anion” propuesto por Russel y Diez-Gonzalez en 1998. Aunque el pH luminal en el
ileon, ciego y colon de los cerdos suele ser superior a 6,5, el intercambio de iones de sodio
(Na") e hidrogeno (H") que llevan a cabo las células del epitelio intestinal puede conllevar
una disminucion del pH local de la superficie de absorcion intestinal (Partanen y Mroz,
1999). A bajo pH y como previamente se ha indicado, la proporcion del acido que se
muestra en su forma no disociada puede difundir a través de la membrana celular gracias
a su naturaleza lipofilica. Una vez dentro de la bacteria, el pH cercano a 7 en el citoplasma
provoca la disociacion del 4cido y, con ello, la liberacion de iones H y la disminucién
del pH intracelular. La acidificacion del citoplasma puede conllevar una inhibicién de las
enzimas presentes, como pueden ser carboxilasas y catalasas, del transporte de nutrientes

o incluso de la transduccion de sefiales (Partanen y Mroz, 1999; Lambert y Stratford,
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1999). Para compensar esta acidificacion se produce la activacion de bombas
transmembranas de protones que expulsan protones al exterior. Al tratarse de un
transporte activo o en direccion opuesta al gradiente de concentracion, las bombas
requieren de la energia potencial quimica del adenosin trifosfato o ATP, lo que supone
un incremento del gasto energético bacteriano. Por su parte, el anion RCOO™ produce a
su vez un incremento de la presion osmotica celular, asi como un efecto negativo sobre
la replicacion del acido desoxirribonucleico (ADN) y otras funciones metabolicas. La
combinacion de estos efectos inhibe los procesos de replicacion bacteriana (Tugnoli et

al., 2020) (Figura 2).

Algunos éacidos de cadena media (Ces-Ci2) y los acidos de cadena larga (Ci3-18) que
no pueden difundir libremente debido a su elevado peso molecular requieren de proteinas
de membrana para su entrada en la bacteria (Huyghebaert et al., 2011). En detalle, las
proteinas FadL y FadD presentes en la membrana externa e interna, respectivamente,
pueden participar en su transporte. Los AOs del exterior pasan al espacio periplasmico a
través de un canal de difusion especifico originado a partir del cambio conformacional
que sufren las proteinas FadL tras su union con los acidos. El pH mas 4cido del espacio
periplasmico favorece que los AOs se muestren en su forma no disociada y sin carga que
puede difundir a través de la membrana. Una vez en el interior celular, las proteinas o
sintetasas especificas FadD de la membrana interna permiten la esterificacion los 4cidos
grasos incorporados y, con ello, la formacion de moléculas de acil-CoA de cadena larga
(DiRusso y Black, 2004; Van Den Berg, 2005; Van Immerseel et al., 2006). Aunque las
moléculas de acil-CoA de cadena larga son catabolizadas a través de la ruta de la B-
oxidacién (Clark y Cronan, 2005), altos niveles intracelulares pueden conllevar la
inhibicion de la unidn del factor de transcripcion FadR al ADN, impidiendo la activacion
de genes implicados en la respuesta celular al estrés, asi como en el metabolismo de

acidos grasos y del acetato, entre otros (DiRusso y Black, 2004) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de accion por el que los acidos organicos (AOs) presentan su actividad antibacteriana. 1. Transporte de los AOs hacia el interior celular a
través de difusion simple (AOs de cadena corta) o por proteinas de membrana FadL (AOs de cadena media o larga. 2. Disociacion de los AOs provocando la
disminucion del pH intracelular. 3. Activacion de bombas de protones transmembranas o H” ATPasas provocando la salida de protones (HY) hacia el exterior y la
hidrolisis de adenosin trifosfato (ATP) a adenosin difosfato (ADP). 4. Incremento de los niveles intracelulares de aniones RCOO"y con ello, de la presion
osmotica. 5. Sintesis de moléculas de acil-Coenzima A (acil-CoA) de cadena larga a partir de AOs de cadena larga por la sintetasa FadD. 6. Inhibicion del factor
de transcripcion FadR por altos niveles de acil-CoA de cadena larga.
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Como se ha indicado anteriormente, el espectro de eficacia de los AOs puede variar
en funcion de la naturaleza de la bacteria diana. Por ejemplo, se ha descrito que la
presencia de lipopolisacarido (LPS) en la membrana externa de bacterias Gram negativas
confiere resistencia frente a los acidos de cadena larga, limitando su acumulacién en el
interior celular (Sheu y Freese, 1973). Asi mismo, determinadas bacterias pertenecientes,
por ejemplo, a los géneros Lactobacillus o Bifidobacterium pueden soportar diferencias
de pH importantes entre el interior y el exterior celular, gracias a las elevadas
concentraciones citoplasmdticas de potasio que presentan. El potasio derivado de los
procesos fermentativos que llevan a cabo estas bacterias es capaz de neutralizar los
aniones acidos, confiriendo cierta resistencia a estas moléculas (Russell y Diez-Gonzalez,

1998; Pearlin et al., 2020).

Otros mecanismos de la actividad de los AOs frente a bacterias son la reduccion del
pH del medio, por ejemplo, el lumen intestinal, que favorece el crecimiento de microbiota
competidora, como las bacterias mencionadas en el parrafo anterior (Van Immerseel et
al., 2006). También suponen una fuente de carbono para el metabolismo de bacterias
beneficiosas y finalmente, parece que los AOs ejercen una acciéon moduladora sobre la
expresion de factores de virulencia de algunas bacterias patégenas. Por un lado, hay
estudios que describen su capacidad para inhibir la expresion de genes de virulencia,
como es el caso del 4cido butirico (10 mM), propionico (10 mM), caproico (2 mM) y
caprilico (2 mM) frente al gen hil4 de Salmonella spp., (Boyen et al., 2008b). Por otro,
se ha comprobado que el 4cido férmico en cultivos celulares es capaz de restaurar la
expresion de los genes de la isla de patogenicidad 1 (SPI-1) a concentraciones similares
a las que se muestra este acido en el ileon (aproximadamente 10 mM) (Huang et al.,
2008). Aunque los resultados parezcan, a priori, contradictorios, pueden ser indicativos
de las sefiales quimiosensoriales mediante las cuales los patdgenos se guian en el intestino
para seleccionar el tramo diana para la infeccion. Asi, el efecto combinado de ambos en
condiciones naturales en el ileon, donde la concentracion de &cido butirico es baja y la
del 4cido férmico adecuada para la invasion por Salmonella spp., puede ser una de las

principales explicaciones de la afinidad de esta bacteria por este tramo en cuestion.
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Tabla 2. Valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) expresados en partes por milléon o ppm
determinados para diferentes AOs.

Acido organico Especie bacteriana CMI (ppm) Referencia
Brachyspira hyodysenteriae 14.726,4 (Vande Maele et al., 2016)
Acido formico Campylobacter jejuni 5.890,6
(Peh et al., 2020)
C. coli 29453
Escherichia coli >20.000,0
Salmonella enterica >20.000,0
C. jejuni 2.000,0
Formiato sédico Enterococcus faecalis >20.000,0 (Kovanda et al., 2019)
Clostridium perfringens 18.800,0
Streptococcus pneumoniae 15.800,0
S. suis 11.000,0
E. coli 1.550,0 (Hsiao y Siebert, 1999)
C. jejuni 3.843,2
i (Peh et al., 2020)
Acido acético C. coli 3.843,2
S. enterica 3.120,0 (El Baaboua et al., 2018)

B. hyodysenteriae

9.608,0-19.216,0

(Vande Maele et al., 2016)

B. hyodysenteriae 11.852,0 (Vande Maele et al., 2016)
., C. jejuni 2.370,6
Acido propiénico (Peh et al., 2020)
C. coli 4.741,1
Clostridioides difficile 1.250,0 (Yang et al., 2018)
1.410,0 (Hsiao y Siebert, 1999)

E. coli
2.300,0-2.500,0 (Kovanda et al., 2019)
S. enterica 2.300,0-2.500,0
C. jejuni 500,0-800,0
Acido butirico E. faecalis 2000.0 (Kovanda et al., 2019)
C. perfringens 1.200,0
S. pneumoniae 1.000,0
S. suis 700,0
B. hyodysenteriae 3.524,4-7048,8 (Vande Maele et al., 2016)
C. difficile 25.000,0 (Yang et al., 2018)
E. coli 3.720,0 (Hsiao y Siebert, 1999)
Acido lictico S. enterica 1.560,0 (El Baaboua et al., 2018)

B. hyodysenteriae

14.412,8-28.825,6

(Vande Maele et al., 2016)

i E. coli 50.000,0 (Hsiao y Siebert, 1999)
Acido tartarico

S. enterica 3.120,0 (El Baaboua et al., 2018)

E. coli 38.200,0 (Hsiao y Siebert, 1999)

Acido citrico S. enterica 6.125,0 (El Baaboua et al., 2018)

B. hyodysenteriae

3.842,4-7.684,8

(Vande Maele et al., 2016)
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Actualmente, en la literatura cientifica existe una dilatada lista de estudios centrados
en determinar la concentracion especifica con actividad antimicrobiana para cada acido
organico frente a multiples especies bacterianas. En este sentido, la concentracion minima
capaz de inhibir el crecimiento de las bacterias (CMI) o concentracion bacteriostatica ha
sido ampliamente usada a nivel de laboratorio como medida para definir dicha actividad
de una forma relativamente rapida (Yoon et al., 2018). No obstante, existe una amplia
variabilidad en los resultados proporcionados por dichos estudios, consecuencia de
aspectos técnicos relativos a los métodos empleados para la estimacion de la CMI
(Balouiri et al., 2016). En la Tabla 2 aparecen recogidos valores de CMI de diferentes
AOs y sales aportados por estudios previos frente a multiples especies bacterianas con

relevancia en el sector porcino.

La actividad de los AOs no se limita a su accion contra bacterias, sino que diversos
trabajos cientificos han descrito su potencial uso como agentes antivirales. Actualmente,
existe un amplio nimero de trabajos que han demostrado su eficacia frente a virus tanto
con ADN como con écido ribonucleico (ARN) con gran relevancia en la salud publica,
asi como la influencia que ejercen los grupos funcionales presentes en su estructura
molecular en esta actividad (Poli et al., 1979; Turner et al., 2004; Balta et al., 2020). Entre
los mecanismos de accion por los que los AOs pueden ejercer su actividad viricida se
encuentran el bloqueo de la interaccion entre la proteina virica de unidn y los receptores
celulares especificos (Hansman et al., 2012) o efecto sobre etapas tardias del ciclo
replicativo, sin afectar a la sintesis de las proteinas pero si interfiriendo en su insercion
en la envoltura viral (Bartolotta et al., 2001). A modo de ejemplo, destaca el efecto del
acido laurico (250 uM) sobre el arenavirus Junin, causante de la fiebre hemorragica
argentina (Bartolotta et al., 2001), o el acido citrico (> 2 %, p/v) sobre el virus de la fiebre

aftosa (Hong et al., 2015).

En contraposicion a lo que ocurre en el ambito de la medicina humana, es resefiable
el nimero limitado de estudios centrados en la evaluacion de la actividad antivirica de los
AOs frente a virus con impacto sobre la salud animal, principalmente sobre aquellos en
los que aun no existen vacunas efectivas (Li et al., 2018). Cabe mencionar que la
pandemia ocasionada por el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo tipo 2
(SARS-CoV-2) ha puesto de manifiesto la indudable necesidad de investigar potenciales
reservorios animales de virus, asi como aspectos relevantes en la prevencion y control de

su transmision a otras especies (Ye et al., 2020).
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1.4.3. Empleo de dacidos organicos en ganado porcino

El uso de acidificantes en el sector porcino persigue dos claros objetivos; por un lado,
buscar mejorar las condiciones de conservacion de los piensos y, con ello, disminuir el
riesgo de transmision de patdgenos a través del alimento (Tugnoli et al., 2020). En este
sentido, se ha estimado que la adicion de AOs conlleva una disminucion del pH de la
dieta de 5,95 a 4,71 (Tung y Pettigrew, 2006). Por otro lado, su administracién también
tiene por objetivo al animal, mejorando su salud y productividad mediante los multiples

efectos beneficiosos asociados al uso de estos AOs (Tung y Pettigrew, 2006).

A nivel del aparato digestivo, el impacto positivo de los AOs parece estar asociado
a la estimulacion de la funcion digestiva y a su reconocido papel en el control de disbiosis

intestinal ocasionada principalmente por coliformes (Tung y Pettigrew, 2006).

Aunque el tipo de acido, la dosis y el tipo de dieta son factores que influyen en el
efecto de los AOs sobre la capacidad del cerdo para digerir los nutrientes, se ha estimado
que pueden conllevar incrementos cercanos al 0,82 % y 1,33 % de la digestibilidad de
materia seca y de proteina cruda, respectivamente (Tugnoli et al., 2020). De acuerdo con
Partanen y Mroz (1999), estos incrementos observados principalmente en cerdos de
engorde pueden deberse al incremento del tiempo de retencion géstrica, asi como a la
estimulacion de las secreciones gastricas de agua, electrolitos y enzimas digestivas que
conlleva el uso de AOs. En la actualidad, no existen resultados definitivos sobre si existe

una reduccion del pH gastrico tras la administraciéon de AOs (Tugnoli ef al., 2020).

Ademas, el incremento de la digestibilidad de nutrientes puede explicarse también por
su participacion en el metabolismo intermediario esencial para la sintesis de moléculas
bioldogicamente relevantes, estimulando la actividad de determinadas enzimas
(transaminasas, deshidrogenasas, transferasas...) y cediendo la cadena carbonada para la
sintesis de aminoacidos no esenciales o actuando como precursores de los mismos
(Gabert y Sauer, 1994). Dicho efecto también puede ser explicado por la influencia
indirecta que pueden ejercer los AOs sobre la morfologia de la mucosa intestinal
principalmente debido a su efecto sobre la proliferacion de células epiteliales (Partanen y
Mroz, 1999). Asi, se ha demostrado que 4cidos de cadena corta derivados de la
fermentacion microbiana de carbohidratos como son el acido acético, propionico o
butirico estimulan la replicacion de células epiteliales en el intestino (Partanen y Mroz,

1999). De igual forma, se ha demostrado que la administracion de una dieta suplementada
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con butirato sédico al 0,17 % (p/p) en cerdos de engorde incrementd un 33,5 % el nimero
de células en el epitelio intestinal y hasta un 30,1 % la altura de las vellosidades en el
ileon (Galfi y Bokori, 1990). La influencia positiva de la altura de las vellosidades sobre
la ganancia de peso y, por consiguiente, sobre la reduccion del tiempo necesario para que
los cerdos alcancen el peso de sacrificio ha sido sugerida previamente (Pluske et al.,

1996).

Por otro lado, la absorcion y retencion de ciertos minerales entre los que se incluyen
calcio, fosforo, magnesio o zinc también parece incrementarse tras el uso de AOs
(Tugnoli et al., 2020). A modo de ejemplo, el acido citrico puede limitar la excrecion en
las heces de calcio y fosforo, probablemente por favorecer la quelacion del calcio, asi
como la actividad de enzimas encargadas de la digestion del fosforo o fitasas, tanto
intrinsecas como de origen microbiano, incrementando la solubilidad del acido fitico,
principal fuente de fosforo en vegetales (Partanen y Mroz, 1999; Boling et al., 2000).
Estos ultimos efectos pueden ser explicados por la reduccion de pH que provoca el acido
citrico ya que las fitasas muestran dos valores de pH 0ptimos, un valor bajo de 2,5 y otro
pH acido moderado alrededor de 5,0. Ademas, el acido fitico es mucho mas soluble a pH
acido (Dibner y Buttin, 2002). No obstante, es importante destacar que la magnitud del
efecto de los AOs sobre la absorcion de minerales esta fuertemente influenciada por el

tipo de dieta, asi como por el contenido mineral de la misma (Partanen y Mroz, 1999).

El efecto modulador de los AOs sobre la microbiota intestinal viene determinado, una
vez mas y como ha sido descrito anteriormente, por la reduccion de pH que provocan y
que inhibe el crecimiento de bacterias sensibles a pH 4cido, muchas de ellas englobadas
en los grupos de bacterias patdgenas y oportunistas, como pueden ser determinados
grupos de enterobacterias. Asimismo, estas condiciones favorecen la multiplicacion de
taxones beneficiosos o deseables, entre ellas las bacterias acido lacticas y bacterias
productoras de acido butirico (Tugnoli et al., 2020). Las condiciones creadas y la
colonizacidn por bacterias deseables también limita y desplaza a potenciales patogenos
por mecanismos de exclusion competitiva, ya que estos grupos de bacterias bloquean los
sitios de adhesion, compiten por los nutrientes disponibles y producen bacteriocinas y

metabolitos que crean un ambiente restrictivo para patogenos (Partanen y Mroz, 1999).

En este sentido, Ahmed et al. (2014) demostraron una disminucion significativa del

recuento de E. coli y Salmonella spp., asi como un incremento de Lactobacillus spp., en
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muestras de heces de cerdos destetados que fueron tratados con acido citrico (0,5 %, (p/p),
asi como con una combinacion de AOs (acido férmico 17,2 %, propidnico 4,1 %, lactico
10,2 % y fosforico 9,5 %) al 0,4 %, (p/p) en comparacion a las muestras obtenidas de
cerdos no tratados. Del mismo modo, la administraciéon de acido formico a
concentraciones iguales o superiores a 1 % se asocid a una disminucion de coliformes en
el intestino delgado (Tugnoli et al., 2020), al igual que la administracién de pienso
suplementado con 0,3 % (p/p) de acidos de cadena media (4cido caprilico y céprico) en
el recuento especifico de E. coli en el yeyuno o en el ciego de cerdos destetados

(Hanczakowska et al., 2016).

Por otro lado, el efecto que presentan los AOs sobre la microbiota, asi como sobre la
digestibilidad de los nutrientes esta fuertemente condicionado por la capacidad de los
piensos para neutralizarlos y evitar cambios en el pH en el aparato digestivo (Partanen y
Mroz, 1999). Esta eficacia amortiguadora estd particularmente influenciada por
ingredientes como productos lacteos, proteinas vegetales o minerales; capaces de
comprometer los beneficios de los AOs sobre el hospedador. En este sentido, las
discrepancias existentes entre los resultados obtenidos en distintos estudios valorando su
eficacia pueden explicarse, al menos parcialmente, por las diferencias en la composicion

de los piensos que los vehiculan (Dibner y Buttin, 2002; Tugnoli et al., 2020).

Los AOs también desempefian un papel destacable en la regulacion del sistema
inmunitario. A modo de ejemplo, la inclusion de butirato sddico (1 g/kg) en la dieta de
cerdos destetados tuvo un efecto positivo sobre la respuesta adaptativa de los lechones
tratados, incrementando la concentracion sérica de inmunoglobulinas del tipo 1gG y de
células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas IgA del intestino (Fang et al.,
2014). Otros estudios han destacado el impacto sobre el estatus inflamatorio, asi como
sobre la funcion de la barrera epitelial del intestino en un momento critico de la vida de
cerdos como es el destete (Grilli ez al., 2016; Li et al., 2019). De acuerdo con Grilli et al.
(2016), el butirato sodico encapsulado (960 mg/kg de acido butirico) es capaz de inducir
una respuesta diferencial a lo largo del tracto intestinal sobre los niveles de expresion de
citoquinas inflamatorias, asi como de proteinas involucradas en uniones estrechas de
células epiteliales. En concreto, en estos y otros trabajos se describe que el transporte
activo de butirato incrementa los niveles de transcripcion del factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y del interferon gamma (IFN-y) en el duodeno debido posiblemente a la

mayor expresion de proteinas encargas del transporte activo del butirato a este nivel y,
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con ello, a su mayor absorcion (Guilloteau et al., 2010; Grilli et al., 2016). Por el
contrario, en el colon el efecto seria el contrario, disminuyendo la expresion de estas
citoquinas, probablemente a consecuencia de la inhibicion que el butirato ejerce sobre el
factor nuclear kappa B o NF-«B, involucrado en la regulacion de la expresion de genes
que codifican citoquinas proinflamatorias, enzimas inductoras de la inflamacion,
moléculas de adhesion, factores de crecimiento, proteinas de choque térmico y receptores
especializados en la deteccion de patdgenos (Vinolo et al., 2011; Leonel y Alvarez-Leite,

2012).

En lo referente a la accion sobre las proteinas de adhesion celular, los resultados
también parecen contradictorios. Asi, el tratamiento con butirato encapsulado (960 mg/kg
de 4cido butirico) indujo una menor expresion de las proteinas claudina-1 a lo largo del
tracto intestinal y una mayor expresion de las ocludinas, principalmente en el duodeno
(Grilli et al., 2016). En contraposicion, otro estudio observd una estimulacion de la
expresion tanto de claudina-1 como de otras proteinas de vital importancia para la
integridad de la barrera intestinal a nivel del yeyuno tras la administracion de una dieta
suplementada con succinato sédico al 1 % (v/p). Ademads, este compuesto favorecio la
expresion de citoquinas inflamatorias como las interleucinas IL-25 o IL-10, capaces de
atenuar una respuesta inflamatoria excesiva, mantener la integridad de la barrera intestinal

y, con ello, promover la homeostasis intestinal (Li et al., 2019).

Ademas de los efectos directos sobre el sistema inmunitario mencionados, es
importante destacar que los AOs al inhibir el crecimiento de determinados grupos de
bacterias de la microbiota digestiva promueven, indirectamente, una reduccion de la
inflamacion local (Guilloteau et al., 2010). Asimismo, la reduccion de infecciones
promovidas por patogenos sensibles a pH acido conlleva, a su vez, un descenso de la
demanda de nutrientes por parte de las células responsables de la respuesta inmunitaria

en el aparato digestivo (Dibner y Buttin, 2002).
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Tabla 3. Efectos observados en el ganado porcino tras la administracion de diferentes AOs en la dieta. Adaptada de Arguello ef al. (2012).

Acidos organicos Etap.a (.le Via (.le_ e Concentracién Dlll‘aCIf)Il del Resultados y discusion Referencia
crecimiento administracion tratamiento
Mezcla de é4cido lactico (56 %), formico Disminucion de la seroprevalencia y
(23 %), propidnico (13 %) y acético Cebo Agua 0,035 % (v/v) 60 dias prevalencia en heces de Salmonella spp., al (Argtello et al., 2010)
(5 %) final del periodo de engorde.
a) Reduccion de Salmonella spp., en
L. . ganglios linfaticos mesentéricos.

Mezcla de acido formico (50 %) y . a) 1,2 % (p/p) a) 14 semanas -
propionico (50 %) Cebo Pienso b) 0.8 % (p/p) b) 8 semanas b) Reglucc.lon c}e Salmonella. spp., en (Creus et al., 2007)

’ ganglios linfaticos mesentéricos y en

contenido cecal.

a) Acido propi6nico a) 1,0 % (v/p) Todos los tratamientos redujeron la
b) Acido rr)néﬁco b) 1’2 0/(; (V/p prevalencia en heces de E. coli

, P) o .
¢) Acido férmico . ¢) 1.2 % (v/p) .ent.erot())ggenlca o ETEC, redujeron la o

Loy 1A Destete Pienso ’ 14 dias incidencia y gravedad de los brotes de (Tsiloyiannis et al., 2001)

d) Acido lactico d) 1,6 % (v/p) . h o
¢) Acido citrico ¢) 1.5 % (v/p) diarrea y mejoraron el crecimiento,
) Acido fumrico N 1’5 % (vip) especialmente los animales que recibieron

> 7o VP acido lactico.
Acido citrico Destete Pienso 0,15 % (p/p) - Incremento de la GMD. (Tsiloyiannis et al., 2001)
Mezcla de dcido lictico (8 %), formico Disminucion de la seroprevalencia de
(23 %), formiato de amonio (28 %), Cebo Agua 0,2 % (v/v) 12 semanas P (van der Wolf et al., 2001)

propionico (3 %) y sorbico (1 %)

Salmonella spp.
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Por ultimo, existe un amplio nimero de trabajos centrados en el estudio del efecto de
la inclusion en la dieta de AOs sobre diferentes parametros productivos del ganado
porcino. A pesar de la gran variedad en los resultados, influenciados por factores como la
dosis, el tiempo de suplementacion o la edad de los cerdos, entre otros, existe un claro
consenso sobre la eficacia de este tipo compuestos en condiciones de campo sobre el
rendimiento productivo de cerdos tanto en la etapa de destete como de engorde, asi como
de reproductoras (Partanen y Mroz, 1999; Dibner y Buttin, 2002; Mroz, 2005; Tugnoli et
al., 2020; Pearlin et al., 2020).

De acuerdo a un metaandlisis llevado a cabo con los datos disponibles antes de 1999,
las sales del 4cido formico parecen ejercer un efecto promotor destacable sobre el
crecimiento de cerdos de engorde (Partanen y Mroz, 1999). De igual forma, se ha descrito
un incremento del 23,5 % de la ganancia media diaria (GMD) tras la administracion de
butirato sodico (0,17 %, p/p) en cerdos de 7 a 102 kg de peso (Galfi y Bokori, 1990). En
el caso especifico de las cerdas reproductoras, se ha observado un aumento en el
rendimiento del crecimiento asociado a la administracion de butirato sodico, asi como
una mayor ingesta media diaria de alimento (IMDA) a partir del tercer dia tras el parto,
una menor pérdida de peso durante la lactacion y una menor reduccion de la grasa dorsal
tras la inclusion de diformiato de potasio (8 kg/t) en el pienso (Liickstddt, 2011; Pearlin
et al., 2020). Ademas, los lechones de las cerdas expuestas a diformiato potésico (0,8 %
y 1,2 %, p/p) mostraron un mayor peso al nacimiento y al destete, asi como un incremento

de la GMD (Qverland et al., 2009).

Ademas de los descritos anteriormente, en la Tabla 3 aparecen detallados diferentes
efectos observados por otros autores en el ganado porcino tras la inclusion de AOs en la
dieta. A modo de resumen, en la figura 3 aparecen detallados los multiples efectos de los
AOs que han sido descritos en el cerdo. Estos efectos nos permiten concluir que la
suplementacion de piensos con AOs ejerce un efecto sobre el metabolismo general con
consecuencias positivas sobre la salud y el crecimiento del ganado porcino (Tugnoli et
al., 2020; Pearlin et al., 2020). No obstante, por el momento no existe un claro consenso
en aspectos tan significativos como la dosis de administracion de este tipo de compuestos,
las concentraciones minimas efectivas, el espectro de actividad o el efecto sobre las

células intestinales.
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Figura 3. Principales efectos asociados a la administracion de AOs en el ganado porcino. Adaptada de
Pearlin ef al. (2020) e imagenes obtenidas de Biorender.com.

1.5. ACEITES ESENCIALES

Los fitobidticos son compuestos con actividad biologica extraidos de plantas
(semillas, flores, hojas, frutos, raices...) y empleados en nutricién animal como aditivos
alimentarios por sus multiples efectos beneficiosos (Cheng et al., 2014). Entre estos
fitobioticos se encuentran los aceites esenciales (AEs), mezclas complejas de compuestos
volatiles, aromaticos y derivados del metabolismo secundario generalmente de plantas
con organos diferenciados y tejidos vasculares. Estos metabolitos secundarios,
inicialmente considerados como compuestos sobrantes de los procesos metabdlicos,
desempefian un papel fundamental para la supervivencia de las plantas proporcionando,
por ejemplo, proteccion frente al dafio provocado por insectos y bacterias (Diaz-Sanchez

etal.,2015).

La biosintesis de AEs se localiza principalmente en estructuras histologicas
especializadas como tricomas glandulares o cavidades secretoras de la superficie de las
plantas (Bruneton, 1999). Aunque pueden acumularse en cualquier tipo de organo
vegetal, variando su composicion cualitativa y cuantitativa, los AEs se encuentran

principalmente en flores, hojas y tallos.
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La destilacién por vapor es el método de extraccion de AEs mas empleado. Debe
llevarse a cabo inmediatamente tras la obtencion y limpieza de la materia prima vegetal
de partida con el objetivo de evitar cualquier actividad enzimatica o microbiana que pueda

alterar su composicion (Greathead, 2003).

En la actualidad se han descrito mas de 3.000 AEs de los cuales 300 tienen potencial
comercial por sus reconocidas propiedades antimicrobianas, antiparasitarias,
antiinflamatorias o antioxidantes, entre otras (Brenes y Roura, 2010; Diaz-Sanchez et al.,
2015). En el ambito especifico de la medicina veterinaria, los AEs estdn ampliamente
difundidos siendo frecuente su uso como aditivos alimentarios por su actividad
antimicrobiana y su efecto sobre el crecimiento animal (Omonijo et al., 2018). Un aspecto
importante es el relativo a la variabilidad de la eficacia o actividad de los AEs,
consecuencia de diferencias en la calidad y la cantidad de sus compuestos activos
especificos que pueden variar en funcion de diversos factores. Entre los multiples
condicionantes que pueden influir en su actividad destacan los asociados a la planta de
origen como pueden ser la especie y el genotipo de la planta, el origen geografico o las
condiciones de recoleccion, asi como las condiciones empleadas para su extraccion y
conservacion (Burt, 2004; Huyghebaert ef al., 2011). Ademas, el estado del animal, el
tipo de infeccion, la composicion del pienso y las condiciones ambientales son factores
que pueden influir en la actividad asociada a los AEs, al igual que ocurre con cualquier

aditivo alimentario (Greathead, 2003).

Por ultimo, existen aspectos aiin no completamente estudiados que afectan al uso de
AEs en nutricion animal. En este sentido, destacan el estudio de su potencial efecto
citotoxico o de sus mecanismos de accidn, aspectos de vital importancia para optimizar
su uso (Omonijo et al., 2018). Las concentraciones con actividad antibacteriana de la
mayoria de los AEs son mucho mas elevadas que los niveles habitualmente empleados en
el &mbito de la nutricion (Yang et al., 2015). Por otro lado, parametros como la volatilidad
y la limitada solubilidad comprometen la actividad de este tipo de compuestos y hacen
que la busqueda de nuevas formas de administracion y conservacion, como puede ser la

microencapsulacion sea de enorme interés (Diaz-Sanchez et al., 2015).
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1.5.1. Quimica de los aceites esenciales

La cromatografia de gases y la espectrometria de masas nos permiten analizar y
distinguir los diferentes componentes que constituyen los AEs; por un lado, los
componentes principales que constituyen mas del 85 % de la composicion total y, por
otro, los componentes secundarios o minoritarios. A pesar de que las propiedades
bioldgicas de los AEs son atribuidas a los componentes principales, se ha postulado que
los componentes secundarios presentes en baja concentracion pueden jugar un papel
importante, potenciando la actividad en la mayoria de los casos. En este sentido, se
considera que los AEs en conjunto presentan una mayor actividad antibacteriana que la

correspondiente a la mezcla de sus componentes principales (Brenes y Roura, 2010).

Respecto a los componentes principales, se distinguen principalmente dos grandes
grupos, los terpenos formados por un nimero determinado de unidades de isopreno (2-
metil-1,3-butadieno) y los fenilpropenos formados por un anillo aroméatico de benceno
(CéHe) y una cadena de tres carbonos. Los terpenos pueden clasificarse en funcion del
nimero de isoprenos, de la orientacidon espacial de determinados atomos o grupos de
atomos, asi como de la presencia o no de estructura anular o dobles enlaces (Lee et al.,
2004). En nutricion animal destacan el timol y el carvacrol dentro del grupo de los
terpenos y el cinamaldehido y el eugenol en el de los fenilpropenos (Omonijo ef al., 2018)

(Tabla 4).

El timol (2-metil-5-(1-metiletil)fenol) y el carvacrol (2-metil-5-(1-metiletil)fenol),
principales componentes de los AEs de timo o tomillo y orégano, respectivamente, son
moléculas analogas que difieren en la localizacion del grupo hidroxilo responsable de su
actividad (Tabla 4). Presentan como precursores biologicos el p-cymeno y el y-terpineno,
localizdndose en la naturaleza en plantas de la familia de las lamidceas, principalmente
de las especies Origanum spp., (O. vulgare, O. intercedens, O. ornites y O. marjoram) y
Thymus spp., (Thymus vulgaris y Thymus zygis) (Brenes y Roura, 2010). Gracias a sus
propiedades conservantes y aromadticas, tanto el AE de tomillo como de orégano se
incluyen entre los AEs mas utilizados en alimentacion (Sakkas y Papadopoulou, 2017).
De igual forma, ambos AEs con propiedades antimicrobianas, antioxidantes o
antiespasmodicas, entre otras, han sido extensamente empleados en medicina tradicional
para el tratamiento de un amplio abanico de enfermedades (Salehi et al., 2018; Sharifi-

Rad et al., 2021).
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Tabla 4. Propiedades quimicas de los componentes principales de aceites esenciales (AEs) mas utilizados
en el ganado porcino. Adaptada de Omonijo ef al. (2018).

Formula Férmula Peso molecular o Solubilidad en
Compuesto L. Presentacion
molecular quimica (g/mol) etanol

Altamente
Timol Ci10H140 150,22 Solida
H soluble

o
Carvacrol Ci0H140 5?/
Cinamaldehido CoHsO @M
o
HO

150,22 Liquida Muy soluble

132,16 Liquida Muy soluble

(6]
H
o
H
=

-
Eugenol CioH1202 jg/\/ 164,20 Liquida Muy soluble

Por su parte, el cinamaldehido (3-fenil-2-propenal) corresponde a una sustancia
bioactiva presente en la corteza de diferentes plantas del género Cinnamomum,
perteneciente a la familia de las lauraceas, entre los que se incluye el arbol de la canela
(C. verum o C. zeylanicus) (Lee et al., 2004). Constituye el principal componente del AE
de canela a partir del cual se extrae por hidrodestilaciéon o con diferentes fluidos en
condiciones de presion y temperatura superiores a su punto critico (Friedman, 2017). La
canela es una especia culinaria que ha sido utilizada durante mucho tiempo como
remedio, especialmente para dolencias respiratorias y digestivas (Kawatra y Rajagopalan,

2015).

Finalmente, el eugenol (2-metoxi-4-(2-propenil)fenol) es el componente principal del
AE del clavo (Syzygium aromaticum, perteneciente a la familia de las mirtaceas), extraido
principalmente a partir de botones florales por destilacion por arrastre de vapor (Rana et
al., 2011). Este AE es ampliamente utilizado como sustancia aromatica en perfumes y

como saborizante y conservante en la comida, asi como en la medicina tradicional para
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el tratamiento, por ejemplo, de trastornos alérgicos (Cortés-Rojas et al., 2014; Batiha et

al., 2020).

En el caso especifico de los terpenos, su marcado caracter lipofilico les permite formar
micelas y penetrar facilmente en las membranas celulares. Ademads, los polifenoles
presentan un marcado caracter hidrofilico que les permite interaccionar con otros
constituyentes de la dieta, principalmente con los hidratos de carbono (Horky et al.,

2019).

Finalmente, los AEs son practicamente insolubles en agua, pero altamente solubles
en etanol y otros disolventes organicos (Omonijo et al., 2018). Es importante destacar
que la capacidad para interaccionar con otros compuestos, asi como la solubilidad
especifica de cada AE influyen tanto en su absorcion como en su metabolismo, localizado

principalmente en el intestino delgado del hospedador (Horky ef al., 2019).
1.5.2. Propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales

En la literatura cientifica existe actualmente una dilatada lista de estudios centrados
en determinar la actividad antibacteriana de los AEs (Inouye ef al., 2001; Prabuseenivasan
et al., 2006; Laird y Phillips, 2012; O’Bryan et al., 2015; Ebani et al., 2017; Semeniuc et
al., 2017; de Aguiar et al., 2018; Man et al., 2019). Destaca la amplia variabilidad en los
resultados obtenidos consecuencia tanto de los factores previamente citados que influyen
en la composicion de los AEs como de aspectos relativos a las técnicas empleadas para
la estimacion de esta actividad. Ademas, es necesario indicar que existe variabilidad en
la sensibilidad a los AEs entre cepas de una misma especie (Omonijo ef al., 2018). Todo
ello hace muy complicada la comparacion de los diferentes estudios (Balouiri et al.,

2016).

A pesar de que existen ciertas discrepancias, se considera que la actividad de los AEs
puede ser ligeramente superior frente a bacterias Gram positivas que frente a Gram
negativas (Burt, 2004; Omonijo et al., 2018). De acuerdo a Vaara (1992), la membrana
externa compuesta por fosfolipidos y LPS que envuelve la membrana citoplasmatica de
las bacterias Gram negativas puede conferir cierta resistencia al paso de compuestos
hidréfobos como los AEs. Por el contrario, las bacterias Gram positivas presentan una
pared celular constituida principalmente por peptidoglicano (90-95 %), con alta

permeabilidad a estos compuestos hidréfobos (Omonijo et al., 2018).
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Figura 4. Principales mecanismos de accion de los aceites esenciales (AEs) que se han postulado hasta la fecha. 1. Disrupcion de la envoltura celular provocando
la salida de iones y componentes celulares, asi como la interrupcion de la fuerza protdn-motriz. 2. Alteracion de la actividad tanto de proteinas de membrana como
de enzimas citoplasmaticas. 3. Inhibicion de la expresion de genes asociados con el metabolismo, motilidad, virulencia y supervivencia celular.
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El caracter hidrofobico de algunos AEs es responsable de la disrupcion de la envoltura
celular que altera la estructura de las células bacterianas e incrementa su permeabilidad.
Por consiguiente, se produce una interrupcion de la fuerza proton-motriz del gradiente de
protones y, con ello, la inhibicidn de la actividad de la ATP sintasa que cataliza la sintesis
de ATP, ademés de la liberacion de iones y otros constituyentes celulares desde el
citoplasma hacia el exterior, desencadenando finalmente, la muerte celular (Helander et

al., 1998; Gill y Holley, 2006; Friedman, 2017) (Figura 4).

Los AEs con un alto grado de compuestos fenolicos como el carvacrol o el timol
pueden presentar este mecanismo de accion (Burt, 2004). De acuerdo con Hulankova y
Bofilova (2011), la combinacion de este tipo de AEs con AOs puede originar un efecto
sinérgico al favorecer el paso de estos ultimos al interior celular. A su vez, la
hidrofobicidad de los AEs se ve incrementada a pH bajo, lo que les permite atravesar los
lipidos de la membrana celular con mayor facilidad (Hulankova y Botilova, 2011). No
obstante, es importante sefialar que los mecanismos responsables de la potencial sinergia

entre AEs y AOs distan mucho de ser bien conocidos (Omonijo et al., 2018).

Ademas de la pared celular, se han descrito otras hipotéticas dianas celulares para los
AEs, como pueden ser proteinas de membrana ademds de enzimas citoplasmaticas
involucradas en el metabolismo energético o en la sintesis de componentes estructurales
(Burt, 2004) (Figura 4). En este sentido, se ha descrito que la estructura quimica especifica

de cada AE puede determinar su mecanismo de accion preciso (Dorman y Deans, 2000).

En el caso especifico del cinamaldehido cuya actividad antibacteriana no parece
implicar una desintegracion de la membrana plasmatica, se ha descrito que puede
provocar una alteracion en la composicion de los acidos grasos de la membrana lo que
origina un incremento de la incorporacion celular, tanto del cinamaldehido como de otros
compuestos (Di Pasqua ef al., 2007). Una vez en el interior celular, se han sugerido
diferentes mecanismos de accion involucrados en la actividad de este compuesto. De
acuerdo con los resultados alcanzados mediante analisis protedmico, el cinamaldehido
puede desencadenar una disminucion de la expresion de proteinas involucradas en el
metabolismo de aminodacidos, lipidos y carbohidratos. La inhibicion del metabolismo de
los carbohidratos limita la generacion de equivalentes de reduccion NADH (dinucleo6tido
de nicotinamida y adenina) o FADH: (flavin adenin dinucle6tido) necesarios para la

fosforilacion oxidativa en la sintesis de moléculas de ATP (Amalaradjou y
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Venkitanarayanan, 2011). Ademas de comprometer la obtencion de energia celular, la
capacidad para inhibir la expresion de transportadores de aminoacidos y porinas de
membrana por parte del cinamaldehido hace que su actividad pueda también estar
asociada a una disrupcion del transporte activo (Di Pasqua et al., 2007). Finalmente, se
ha descrito también una reduccion de la actividad o expresion de factores asociados a la
virulencia o supervivencia de patégenos en el hospedador tras la exposicion al
cinamaldehido. Por ejemplo, se ha observado una menor expresion de genes que codifican
proteinas asociadas con la biosintesis de componentes flagelares y, con ello, un impacto
en la motilidad y la virulencia bacteriana, asi como de enzimas esenciales (catalasas,
superoxido dismutasas, metaloproteinasas y proteasas de membrana) (Amalaradjou y

Venkitanarayanan, 2011) (Figura 4).

Aunque, como acabamos de mencionar, se han postulado algunas potenciales dianas
celulares de los AEs, es necesario profundizar en el estudio de los mecanismos de accion
especificos de este tipo de compuestos para poder explicar detalladamente sus efectos
biologicos y optimizar su aplicacion como agentes antibacterianos (Calo et al., 2015;

Omonijo et al., 2018; Valdivieso-Ugarte et al., 2019)

Del mismo modo que con los AOs, en la Tabla 5 se detallan valores de CMI obtenidos
por estudios previos para diferentes componentes principales de AEs y especies

bacterianas.

La actividad antiviral tanto de los AEs como de sus componentes principales también
ha sido evaluada por un amplio nlimero de trabajos, centrados principalmente sobre los
flavonoides y polifenoles (Wani et al., 2021; Winska et al., 2019). Ambos grupos de
compuestos engloban una dilatada coleccion de moléculas con capacidad de inhibir la
replicacion de algunos virus, asi como de reducir su virulencia en el hospedador (Tang et

al., 2018; Musarra-Pizzo et al., 2019; Fahmy et al., 2020).

Los estudios realizados con algunos antimicrobianos naturales sugieren que la
actividad viricida de estos compuestos se puede explicar por el efecto que pueden ejercer
sobre distintas dianas de la estructura viral como, por ejemplo, la capside, la envoltura
viral o distintos complejos moleculares esenciales para la replicacion viral. Esta actividad
también puede estar asociada a los efectos sobre el hospedador a través de la inhibicion

del estrés oxidativo celular, de la estimulacion del sistema inmunitario o incluso de la
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modificacion de los receptores celulares involucrados en la adhesion del virus (Li ef al.,

2013; Hwang et al., 2016; Balta et al., 2020; Wani et al., 2021).

Tabla 5. Valores de CMI expresados en ppm obtenidos para diferentes componentes principales de AEs.

Aceite esencial Especie bacteriana CMI (ppm) Referencia
E. faecalis 225,0 (Cosentino et al., 1999)
225,0 (Cosentino et al., 1999)
E. coli 187,5 (Du et al., 2015)
450,7 (Helander et al., 1998)
C. perfringens 375,0 (Du et al., 2015)
Timol 25,0-56,0 (Cosentino et al., 1999)
16,0-128,0 (Miladi et al., 2017)
S. enterica
375,0 (Du et al., 2015)
150,2 (Helander et al., 1998)
S. aureus 2250 (Cosentino et al., 1999)
B. hyodysenteriae 187.78 (Vande Maele et al., 2016)
E. faecalis 225,0 (Cosentino et al., 1999)
225,0 (Cosentino et al., 1999)
E. coli 375,0 (Du et al., 2015)
450,7 (Helander et al., 1998)
C. perfringens 375,0 (Du et al., 2015)
Carvacrol 225,0 (Cosentino et al., 1999)
64,0-512,0 (Miladi et al., 2017)
S. enterica
375,0 (Du et al., 2015)
150,2 (Helander et al., 1998)
S. aureus 450,0 (Cosentino et al., 1999)
B. hyodysenteriae 187.78 (Vande Maele et al., 2016)
E. coli 396,5
(Helander et al., 1998)
S. enterica 396,5
Cinamaldehido Campylobacter coli 1.000,0
(Kamel, 2001)
C. perfringens 1.000,0
B. hyodysenteriae 41,0 (Vande Maele et al., 2016)
E. coli 32.500,0-62.500,0 (Lee et al., 2009)
Salmonella spp. 15.625,0-62.500,0 (Lee et al., 2009)
Eugenol
S. enterica 128,0-512,0 (Miladi et al., 2017)
B. hyodysenteriae 11.852,0 (Vande Maele et al., 2016)
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Todo ello permite hipotetizar el potencial uso tanto de AEs como de AOs frente virus
de origen animal de gran relevancia. En este sentido y de acuerdo con otros autores (da
Silva et al., 2020; Wani et al., 2021), estos compuestos podrian tener utilidad para

minimizar el impacto o controlar algunas infecciones viricas.
1.5.3. Empleo de los aceites esenciales en ganado porcino

En el ganado porcino, los AEs presentan un amplio abanico de propiedades
beneficiosas que repercuten en una estimulacion de la salud y la productividad animal
(Windisch et al., 2008; Vondruskova et al., 2010; Omonijo et al., 2018; Zhai et al., 2018;
Yang et al., 2019). Ademas, la calidad de la carne obtenida puede verse influenciada no
solo por la aplicacion directa de este tipo de compuestos, si no también mediante su

inclusion en la dieta (Wenk, 2003).

Al igual que los AOs, entre los efectos de los AEs en el aparato digestivo destaca la
modulacion de microbiota intestinal. Este efecto modulador es de vital importancia en
lechones que se encuentran inmersos en un proceso de adquisicion de una microbiota
madura y estable, hecho que les hace particularmente sensibles a cambios en la dieta y a
infecciones (Kim y Isaacson, 2015). A modo de ejemplo, tras la administracion de una
combinacion de AEs (0,3 %, p/p) entre los que se incluian el carvacrol (5 %) y el
cinamaldehido (3 %) se produjo un incremento de la abundancia relativa de
Lactobacillus spp., respecto a la de Enterobacteriaceae en el ciego de cerdos recién
destetados (Castillo et al., 2006). Resultados similares se han descrito en el analisis de
muestras de colon de cerdos destetados con una dieta suplementada al 0,01 % (p/p) con
una combinacion de timol (13,5 %) y cinamaldehido (4,5 %) (Li et al., 2012a), asi como
en el yeyuno con una combinacion de timol y carvacrol (100 mg/kg, 1:1) (Wei et al.,
2017). De igual forma, la administraciéon de esta misma combinacion de timol y
cinamaldehido al 0,025 % (p/p) también produjo una disminucién de la concentraciéon de

E. coli en las heces de cerdos destetados (Zeng et al., 2015).

Este efecto modulador que ejercen los AEs sobre la microbiota intestinal puede ser
explicado por su accion disruptiva sobre el quorum sensing de bacterias (Carson y
Hammer, 2010; Kim y Isaacson, 2015). El quorum sensing es un sistema regulatorio
dependiente de la densidad de las poblaciones bacterianas que ejerce un papel
significativo en la expresion de factores de virulencia importantes para la interaccion

bacteria-hospedador (Vendeville et al., 2005; Mith et al., 2015; Joshi et al., 2016). En
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este sentido, se ha descrito, por ejemplo, que tanto el AE de orégano como el carvacrol
(0,05 ul/ml y 0,08 pl/ml), su principal componente, son capaces de inhibir en una cepa
de E. coli, productora de la toxina Shiga Stx2, la transcripcion del gen /uxS responsable
de la regulacion del guorum sensing. Ademas, se obtuvo una disminucion de la expresion
del gen ler, involucrado en la regulacion de la expresion de genes determinantes de la
adhesion y colonizacion intestinal de la cepa en cuestion, asi como de los genes fliC y
stx2B, responsables de la motilidad bacteriana y de la produccion de la toxina Shiga Stx2,
respectivamente. La menor expresion de estos ultimos genes puede ser consecuencia de
la inhibicion de la transcripcion del gen /uxS promovida por ambos tipos de compuestos

(Mith et al., 2015).

En referencia a los efectos que los AEs tienen sobre el sistema inmunitario, se ha
demostrado el papel que ejercen algunos de estos compuestos en la reduccion de la
inflamacion intestinal a través de la modulacion de diferentes vias de sefializacion celular

(Omonijo et al., 2018).

En el ganado porcino, la inflamacion intestinal aparece asociada principalmente a la
presencia de agentes patdgenos o alérgenos en la dieta, asi como al proceso de destete
(Yang et al., 2015). Las enfermedades inflamatorias agudas y cronicas del intestino
pueden conducir a cambios en la fisiologia del tracto digestivo y a dafio en la mucosa que,
finalmente, se traducen en una disminucion de la absorcion y digestion de nutrientes v,
consecuentemente, del rendimiento transformador de los animales (Strober et al., 2002).
La capacidad de este tipo de compuestos para modular la respuesta inmunitaria hace que
su uso en la dieta constituya una estrategia clave para reducir las considerables pérdidas

econdmicas asociadas a la inflamacion intestinal (Omonijo et al., 2018).

Diferentes estudios han demostrado que algunos AEs pueden reducir la inflamacion
intestinal a través de la modulacion de vias de sefalizacion en las que participan los
factores de transcripcion Nrf2 (factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2) y
NF-xB (Kroismayr et al., 2008; Wondrak et al., 2010; Zou et al., 2016). Asi, se ha
observado que el AE de orégano (2,5-10 pg/ml) en la linea celular del epitelio columnar
de yeyuno medio de un lechén (IPEC-J2), asi como el cinamaldehido (2-10 uM) en las
lineas tumorales humanas derivadas de adenocarcinoma (HT-29) o de carcinoma de
colon (HCT116) pueden incrementar tanto la expresion como la translocacion desde el

citoplasma hacia el ntcleo del factor Nrf2 (Wondrak et al., 2010; Zou et al., 2016). Dicho
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factor se ha demostrado que ejerce un efecto inhibitorio sobre el complejo de proteinas
NF-kB, responsable a su vez de inducir la expresion de diferentes proteinas
proinflamatorias entre las que se incluyen citoquinas, moléculas de adhesion celular y
enzimas (Barnes y Karin, 1997; Saha et al., 2020). De igual forma, un estudio previo
observo una disminucion significativa de la expresion del factor NF-xB, tanto en el ileon
como en el yeyuno, en cerdos destetados a los que se les administré una combinacion de
AEs (40 ppm) derivados del orégano, anis (Pimpinella anisum) y céscaras de citricos

(Cichorium intybus) (Kroismayr et al., 2008).

En esta regulacion de la inflamacion también interviene en la supresion de la via de
las proteinas quinasas activadas por mitégenos o MAPK. Esta conclusiéon ha sido
alcanzada tras demostrar una reduccion de la expresion de genes que codifican
mediadores inflamatorios y que son regulados por la via MAPK en macréfagos activados
por LPS y expuestos a AEs (Cha et al., 2009; Kim et al., 2018b). A modo de ejemplo,
Kim ef al. (2018b) demostraron una disminucioén de la expresion génica de la enzima
oxido nitrico (NO) sintasa (NOS) inducible asociada al cinamaldehido (25-100 uM) v,
con ello, de la produccion de NO, asi como de citoquinas proinflamatorias, TNF-a o las

interleucinas IL-10 e IL-6.

Ademas, es importante destacar que tanto el incremento de los niveles de expresion
del factor Nrf2 como la disminucion de los de citoquinas proinflamatorias promovida por
los AEs permite reducir el efecto negativo que conlleva el estrés oxidativo que sufre
frecuentemente el ganado porcino (Wondrak et al., 2010; Tan et al., 2015; Zou et al.,
2016; Wei et al., 2017, Omonijo et al., 2018). El estrés oxidativo se caracteriza,
principalmente, por un incremento excesivo en la produccion de especies reactivas del
oxigeno o ROS, como son los superoxidos, peroxidos de hidrogeno o radicales hidroxilos,
que no puede ser contrarrestada por la accion de antioxidantes propios del organismo, lo
que provoca dafo en macromoléculas celulares como lipidos, proteinas o incluso el ADN
(Pisoschi y Pop, 2015). De acuerdo a algunos autores, este efecto antioxidante es de vital
importancia en cerdos debido al gran nimero de factores estresantes a los que se ven
expuestos y que incluyen el destete, enfermedades, temperaturas inadecuadas, presencia
de micotoxinas en el pienso, transporte o hacinamiento. Todos estos factores afectan
negativamente al sistema inmunitario o a la generacion de musculo, incrementan el riesgo

de aborto en cerdas, favorecen diarreas, enfermedades cardiovasculares o hepaticas y
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causan una disminucion del apetito (Franz et al., 2010; Yang et al., 2015; Omonijo ef al.,

2018; Lauridsen, 2019).

En el caso especifico del factor Nrf2, su papel en la proteccion contra el estrés
oxidativo viene determinado por la regulacion positiva que ejerce sobre una secuencia
genética especifica o elemento promotor denominado elemento de respuesta antioxidante
(ARE). La union del factor Nrf2 al elemento ARE promueve la expresion de multiples
enzimas detoxificantes y antioxidantes como catalasas, peroxidasas o superdxido
dismutasas encargadas de reducir los niveles de ROS y, con ello, el dafio oxidativo a nivel
celular (Nguyen et al., 2009). En este sentido, un incremento de los niveles celulares de
glutation, el principal compuesto antioxidante endégeno y, por consiguiente, una mayor
proteccion frente al estrés oxidativo inducido por peroxido de hidrogeno o arsénico ha
sido también observado en los trabajos previamente citados, en los que se registrd una
mayor expresion del factor Nrf2 en diferentes lineas celulares tras la exposicion a
cinamaldehido (Wondrak et al., 2010) o al AE de orégano (Zou et al., 2016). De igual
forma, el estrés oxidativo hepatico inducido en ratones por la infeccion por S. enterica
fue atenuado tras la administracion intragéstrica de 40 mg por kg de peso corporal de
cinamaldehido, obteniendo un incremento de la actividad de la superdxido dismutasa, asi
como de los niveles de expresion de Nrf2 y de la enzima hemo-oxigenasa 1 (HO-1),

involucrada también en el mecanismo de defensa antioxidante (Wang et al., 2021).

Respecto a las citoquinas proinflamatorias como pueden ser el factor TNF-a o las
interleucinas IL-1p e IL-6 se ha descrito que su sintesis es promovida por el estrés
oxidativo (Padgett et al., 2013; Wei et al., 2017). Ademas de inducir la respuesta
inflamatoria, estas citoquinas parecen estar asociadas con un incremento de la
permeabilidad de la barrera intestinal al comprometer la sintesis y la actividad de las
proteinas que constituyen las estructuras intercelulares de uniones adherentes por
diferentes mecanismos intracelulares y vias de sefalizacion, favoreciendo con ello el paso
de antigenos y microorganismos desde el lumen hacia el tejido intestinal subyacente
provocando dafio de la mucosa e inflamacion intestinal (Al-Sadi et al., 2009). El aumento
de la permeabilidad de la barrera intestinal promovida por las citoquinas puede ser
explicada por su efecto sobre la expresion y actividad de las quinasas de la cadena ligera
de la miosina o MYLK, implicadas en la regulacion de la permeabilidad epitelial, asi
como de ocludinas y claudinas, entre otras proteinas (Ma et al., 2005; Al-Sadi et al.,

2009). En este sentido, un trabajo previo sobre lechones demostré que, tras un destete
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precoz, la expresion a nivel del yeyuno de citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6) se
ve incrementada a la vez que la de proteinas de uniones adherentes (ocludina, claudina-1
y la fosfoproteina de membrana periférica zoénula occludens-1 o ZO-1) disminuyen (Hu
et al., 2013). Por consiguiente, el efecto de los AEs sobre los niveles de citoquinas
proinflamatorias no solo conlleva una mitigacion de la respuesta inflamatoria si no

también una mayor proteccion de la integridad de la barrera intestinal.

Adicionalmente, se ha descrito que determinados AEs pueden presentar directamente
propiedades antioxidantes, gracias a su capacidad para capturar radicales libres o inhibir
su formacion a través de la cesion de electrones (Llana-Ruiz-Cabello ef al., 2015). Asi,
Wei et al. (2017) observaron una disminucion significativa de la concentracion de ROS
en el yeyuno de cerdos destetados tratados con 100 mg/kg de una combinacion de
carvacrol y timol (1:1). De igual forma, la administracion en la dieta de AE de orégano
(15 mg/kg) permitiéo disminuir el estrés oxidativo en un grupo de cerdas durante la
gestacion y lactacion, reduciéndose los niveles de ROS y otros indicadores de dafio

oxidativo en muestras de suero (Tan et al., 2015).

Ademas de los efectos mencionados sobre el sistema inmunitario, también se ha
descrito un efecto potenciador de la respuesta inmunitaria celular y humoral en los cerdos
(Zhai et al., 2018). Li et al. (2012a) observaron un incremento de los niveles de linfocitos
en el plasma sanguineo tras la administracion en la dieta (0,01 %, p/p) de la combinacioén
de timol (13,5 %) y cinamaldehido (4,5 %). Este mismo resultado fue alcanzado en otro
estudio con cerdos recién destetados aumentando los niveles de IgG y IgM tras la
inclusion en la dieta de polvo ultrafino obtenido de hierbas chinas (2 g/kg) (Kong et al.,

2007).

Finalmente, diversos autores han evaluado el potencial efecto de los AEs sobre
distintos parametros productives en el ganado porcino (Vondruskova et al., 2010;
Omonijo et al., 2018; Zhai et al., 2018; Yang et al., 2019a). Al igual que ocurre con los
AOs, los trabajos existentes muestran una gran variabilidad de resultados, principalmente
asociada a todos aquellos factores que pueden influir en la eficacia de los diferentes AEs,
asi como al enfoque y disefio experimental empleado. No obstante, cabe destacar que
estos trabajos muestran resultados mayoritariamente positivos, permitiendo concluir su

utilidad potencial como promotores de crecimiento naturales (Tabla 6).
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Tabla 6. Efectos observados sobre parametros productivos en cerdos destetados tras la administracion de diferentes AEs en la dieta.

, ., Efecto del tratamiento
. . Via de g Duracién del .
Aceites esenciales administracién Concentracion tratamiento Referencias
IMDA GMD ICA
AE de orégano (81 % de . . .
carvacrol y 2 % de timol) Pienso 25 mg/kg 42 dias nd + - (Giinther y Bossow, 1998)
AE de orégano (81 % de . 25 mg/kg 14 dias . . .
carvacrol y 2 % de timol) Pienso nd + _ (Van Krimpen y Binnendijk, 2001)
AE de orégano : a) 12,5 mg/kg ; a)nd a)+ a) - I
Pienso b) 25 mg/ke 21 dias b)+ b)+ b) - (Kyriakis et al., 1998)
AE de orégano : a) 12,5 mg/kg : a)nd a)+ a) - -
Pienso b) 25 m/ke 37 dias b)- b)+ b) - (Tsinas et al., 1998)

a) 500 mg/kg a) nd a) nd a) -
AE de orégano Pienso b) 1.000 mg/kg 21 dias b) + b) + b) - (Molnar y Bilkei, 2005)

¢) 1.500 mg/kg c)+ c)+ c)-

a) 37,5 mg/kg a) - a) - a)+
AE de orégano Pienso b) 75 mg/kg 35 dias b) - b) nd b) - (Ragland et al., 2007)

¢) 112,5 mg/kg c)+ c)+ c) -

X 105 mg/kg, 105
eAE edneocl:lavo, oregano y Pienso mg/kgy 105 mg/kg, 24 dias nd + nd (Costa et al., 2007)
ug respectivamente

Timol Pienso 10.000 mg/kg 25 dias - nd - (Trevisi et al., 2007)

IMDA: ingesta media diaria de alimento, GMD: ganancia media diaria, ICA: indice de conversion de alimento.
(+) Incremento y (-) disminucion estadisticamente significativa respecto al grupo control. Nd: no diferencias significativas respecto al grupo control.
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En el estudio llevado a cabo por Li et al. (2012) anteriormente citado, los cerdos
alimentados con una dieta que contenia una combinacién de timol y cinamaldehido
presentaron valores significativamente superiores en la ganancia de peso respecto al
grupo control. I[gualmente, mejoras en la GMD, el indice de conversion de alimento (ICA)
o la IMDA han sido descritas tras la administracion de diferentes AEs (Cho, 2006; Lien
etal.,2007; Li et al., 2012b). Este efecto sobre el crecimiento de los animales puede ser
explicado por una mejora de la capacidad de absorcion y digestion asociada a una mejor
relacion entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas en el yeyuno
(Montagne et al., 2003; Shen et al., 2009). También la disminucién de los niveles de
citoquinas proinflamatorias descritos en el parrafo anterior, tales como IL-6 y otras
citoquinas asociadas a la pérdida de integridad de la membrana intestinal (Hu et al., 2013),
las alteraciones en el metabolismo energético y proteico (Spurlock, 1997) o el efecto
modulador sobre la microbiota intestinal (Li et al.,, 2018a) favorecen un mejor

rendimiento transformador.

Finalmente, es importante destacar que la mejora sobre la digestibilidad de nutrientes
asociada a ciertos AEs también podria ser explicada por un efecto estimulador sobre la
absorcion de nutrientes y la actividad de determinadas enzimas digestivas, como las
lipasas pancreaticas, amilasas o tripsinas y de secreciones gastricas, bilis y moco (Platel
y Srinivasan, 2004; Windisch et al., 2008; Zhai et al., 2018). Ademas, se ha descrito que
los AEs contribuyen a mejorar la palatabilidad de la dieta, por el agradable olor y sabor
que presentan a dosis adecuadas, hecho que se asocia a un mayor consumo de alimento
(Windisch et al., 2008; Li et al., 2018a; Mucha y Witkowska, 2021). Asimismo, la
capacidad antioxidante de los AEs favorece la preservacion de las cualidades de los
piensos y evita la liberacion de olores desagradables (Franz et al., 2010; Yang et al.,

2015).

En forma de resumen y al igual que con los AOs, los principales efectos asociados a

la inclusion de AEs en la dieta se muestran en la siguiente figura.
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Figura 5. Principales efectos asociados a la administracion de AEs en el ganado porcino. Imagenes
obtenidas de Biorender.com.

1.6. LIMPIEZA Y DESINFECCION EN LAS GRANJAS

Como se ha indicado anteriormente, la implementacion de unas correctas pautas de
bioseguridad constituye una importante estrategia para la reduccion del uso de
antibiodticos (Alarcon et al., 2021). En medicina veterinaria, el concepto de bioseguridad
resume el conjunto de normas, medidas y protocolos orientados a minimizar el riesgo de
introduccion (bioseguridad externa) y la posterior propagacion (bioseguridad interna) de
patogenos dentro de un grupo de animales (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Almentacion y la Agricultura o FAO, 2008). Con ello, se contribuye a aumentar la salud
y el bienestar animal y la rentabilidad de las explotaciones, asi como a fomentar la salud

publica (Alarcon ef al., 2021).

A lo largo de los ultimos afios, los sistemas de produccion animal de los paises
industrializados han sufrido una significativa transformaciéon evolucionando hacia
explotaciones de mayor tamafio. Este proceso de intensificacion ha causado, a su vez, un
cambio en la percepcion de la prevencion y el control de enfermedades debido a las graves
consecuencias que pueden desencadenarse tras la entrada de un nuevo agente patdégeno

en estas explotaciones (Woods, 2011). Entre estas consecuencias destaca el incremento
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del coste econdmico de produccion (costes de servicios y tratamientos veterinarios o
disminucion de la productividad de las cerdas y del rendimiento del crecimiento, por
ejemplo) (Carr, 2006), asi como del riesgo de transmision al ser humano, de forma directa
o indirecta a través de los alimentos, de agentes zoondticos relevantes, bacterias

resistentes a los antimicrobianos, asi como genes de resistencia (Wales et al., 2021).

La diarrea epidémica porcina (DEP) (Scott ef al., 2016), el sindrome reproductivo y
respiratorio (PRRS) (Brookes et al., 2015) o la fiebre aftosa en el 2001 en el Reino Unido
(Ellis-Iversen et al., 2011) son claros ejemplos de enfermedades infecciosas del cerdo que
han podido propagarse facilmente por la ausencia de unas correctas medidas de
bioseguridad. Por consiguiente, las medidas orientadas a reforzar los programas de
bioseguridad de las granjas, la formacion y concienciacion del personal de las granjas y
de los profesionales involucrados, asi como el estudio de la epidemiologia de las
enfermedades (rutas de transmision, estabilidad de los agentes en el medio ambiente,
vectores o fomites involucrados) han adquirido un creciente interés (Alarcon et al., 2021;

Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion. Gobierno de Espafia).

Mientras que el término de bioseguridad externa incluye tanto la normativa como las
barreras fisicas encaminadas a restringir la entrada de animales, personas y vehiculos
ajenos a la granja, la bioseguridad interna agrupa todas aquellas medidas relacionadas con
la gestion de los grupos o lotes de animales, los estandares de higiene de las instalaciones
o de los piensos, etc., los protocolos de limpieza y desinfeccion, asi como el personal que
atiende la granja (Filippitzi et al., 2018; Alarcon et al., 2021). La limpieza y desinfeccion
de corrales tras el vaciado de animales y previamente al alojamiento de un nuevo lote es
una medida esencial para cortar los ciclos de transmision de enfermedades
infectocontagiosas, proporcionando las condiciones higiénicas y sanitarias necesarias
para un rendimiento 6ptimo, en términos de parametros de crecimiento, del nuevo lote
(Jayaraman y Nyachoti, 2017). En este sentido, la exposicion de los cerdos a unas
deficientes condiciones sanitarias (elevada concentracion de materia organica, elevados
niveles de amoniaco y dioxido de carbono en el ambiente, etc.) supone un desafio
inmunitario para el animal que repercute negativamente en su rendimiento transformador
debido a la mayor demanda de nutrientes como los aminoacidos por parte del sistema

inmunitario (Lee et al., 2005; Le Floc’h et al., 2009; Kahindi et al., 2014).
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De acuerdo con Owen (1995), los protocolos de limpieza y desinfeccion de los
corrales o salas deben comenzar con una retirada de restos de heces, comida y suciedad
incrustada. En un segundo paso, los suelos y paredes deben lavarse durante un
determinado tiempo, con detergente si es necesario, con el objetivo de ablandar la
suciedad y los residuos restantes, y tras ello, aclararse con agua a presion. Finalmente, se
debe proceder a la aplicacion de un desinfectante aprobado para su uso general en granja

y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los protocolos a seguir siempre deben comenzar desde el techo y continuar hacia
abajo, una vez que se haya desconectado el suministro eléctrico, desmontado y retirado
los comederos y se hayan protegido las tomas de corriente y los interruptores, por
ejemplo, con laminas de plastico (Fotheringham, 1995; Owen, 1995). Las zonas
complejas como pueden ser esquinas grietas o hendiduras deben ser lavadas y

desinfectadas particularmente.

Ademas, es importante el correcto secado de las instalaciones, previo a la aplicacion
de los desinfectantes y también a la entrada de un nuevo lote de animales. En el primero
de los casos, el secado evita la dilucion excesiva del desinfectante mientras que en el
segundo, una vez finalizado el protocolo, permite reducir la actividad de agua y el riesgo
potencial de supervivencia de microorganismos patogenos (Wirtanen y Salo, 2003; Walia
etal.,2017), favoreciendo un ambiente confortable con temperatura y humedad adecuada
para los animales. El tiempo requerido para el proceso de secado puede disminuirse si las
superficies estan pintadas con alguna resina impermeable que evita la absorcion de agua

por el hormigon (Owen, 1995).

En relacion a la limpieza, existen diferentes protocolos en funcion de la temperatura
del agua utilizada, el tiempo de lavado o la inclusion o no de detergente (Wildbrett, 2000).
Aspectos relacionados con el tiempo, las caracteristicas del agua o la fuente de energia
empleada para calentar el agua pueden influir en la seleccién de un protocolo u otro.
Respecto a la eficacia de los protocolos, un estudio llevado a cabo en granjas de pollos
de engorde demostrd que la inclusion de un paso de remojo (8 h) previo al lavado con
agua presion puede conllevar una mayor reduccion de la carga bacteriana, asi como un
menor consumo de agua y tiempo de trabajo en los siguientes pasos (Luyckx et al., 2015).
Por el contrario, ese mismo estudio no detectd diferencias entre protocolos que empleaban

agua fria o caliente (60°C). En cuanto a los detergentes, diversos trabajos cientificos
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mencionan que las mezclas de sustancias surfactantes, que pueden incluir biocidas y
enzimas como proteasas o amilasas, facilitan la eliminacion de materia orgénica y
bacterias durante procesos de limpieza (Vickery et al., 2004; Hancox et al., 2013; Gosling

etal.,2017).

Los protocolos de desinfeccion de instalaciones suelen seguir un mismo proceso que
implica varias etapas; en primer lugar, aplicacion del agente desinfectante seleccionado
tras la limpieza y siguiendo las recomendaciones del fabricante y, en segundo lugar,
secado durante un determinado tiempo hasta la entrada de un nuevo lote de animales.
Ocasionalmente, la desinfeccion también puede llevarse a cabo en presencia de animales
a través de un sistema de nebulizacién (aerosoles, vapores o niebla fina y seca) que
permita la aplicacion en el ambiente de un desinfectante con baja toxicidad (Wales et al.,
2021). Este tipo de desinfeccion permite mejorar la calidad del aire, reduciendo la
concentracion de amoniaco o de particulas en suspension (Fotheringham, 1995; Costa et

al., 2014).

Entre los multiples factores que pueden afectar a la eficacia de los protocolos de
limpieza y desinfeccion, destacan aquellos relacionados con el protocolo de limpieza
previamente descritos (presencia de materia organica y biofilms, tiempo de secado,
utilizacioén o no de detergentes...), el agua empleada (pH, solidos en suspension, dureza,
tratada con cloro o no...), la superficie (tipo de material, porosidad, presencia de esquinas,
fisuras o grietas, drenaje, repelencia al agua...), las condiciones ambientales (flujo de aire,
temperatura, humedad relativa...) y la carga microbiana presente (Wales et al., 2021).
Evidentemente, todos aquellos aspectos relacionados con el proceso de desinfeccion
como puede ser el tipo de agente desinfectante o la concentracion de uso pueden jugar un
papel de especial relevancia en la eficacia de los procesos de higienizacion en las granjas

de cerdos (Gosling et al., 2017).

Ademas de estos factores, es importante destacar también todos aquellos asociados
con el personal responsable de ejecutar y evaluar los protocolos de limpieza y
desinfeccion en las granjas (Alarcon ef al., 2021). En este sentido, se ha descrito el gran
impacto que tiene sobre la prevencion y control de las enfermedades tanto el
conocimiento adecuado de unas correctas pautas de bioseguridad como la percepcion del
riesgo de las enfermedades y de sus consecuencias por parte de los ganaderos y

veterinarios (Casal et al., 2007; Noremark et al., 2009; Hernandez-Jover et al., 2012).
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1.6.1. Agentes desinfectantes

Los desinfectantes se definen como agentes quimicos capaces de matar o inhibir el
crecimiento de microorganismos que pueden ser aplicados sobre objetos o superficies
inanimadas, siendo significativamente amplio su espectro de actividad (Mcdonnell y
Russell, 1999). La mayor parte de los desinfectantes que se usan en produccién animal
presentan una toxicidad alta para el hombre y el medio ambiente, existiendo una extensa
lista de guias oficiales proporcionadas por autoridades y organizaciones competentes que
facilitan la organizacion de estas operaciones de limpieza y desinfeccion en el manejo de

rutina de las explotaciones animales (Frentzel et al., 2013).

Generalmente, los desinfectantes presentan actividad frente a bacterias, hongos y
virus. De forma especifica, entre sus principales mecanismos de accidén antimicrobiana
destacan el dafio en la pared y la membrana celular, la alteracion de proteinas o acidos
nucleicos, la inhibicion de la actividad enzimatica o la oxidacion de diferentes
compuestos (Mcdonnell y Russell, 1999). No obstante, existe una amplia variedad de
factores que pueden comprometer su eficacia como pueden ser la temperatura ambiental,
la concentracion de uso y el tiempo de contacto con las superficies, asi como la presencia
de materia orgdnica. Respecto a este ultimo factor, debemos destacar que tiene gran
importancia ya que puede diluir y neutralizar las sustancias biocidas, siendo la principal
razon por la que una exhaustiva limpieza es imprescindible antes de la aplicacion de los

desinfectantes (Kahrs, 1995).

La estructura, composicion o fisiologia de los microorganismos pueden influir en su
sensibilidad a los desinfectantes. En detalle y al igual a lo que ocurre con los antibioticos,
se ha descrito que la actividad de estos agentes puede ser eludida por determinados
microorganismos gracias a la presencia de determinantes genéticos que pueden ser
constantes y naturales en determinadas especies (resistencia intrinseca o innata) o
adquiridos, bien a través de mutaciones o por la incorporacion de material genético
mediante elementos genéticos moviles como pldsmidos o transposones (resistencia

adquirida) (Mcdonnell y Russell, 1999).

En el caso especifico de las bacterias, la resistencia intrinseca ha sido principalmente
descrita en bacterias pertenecientes al género Mycobacterium, en bacterias esporuladas,
asi como en Gram negativas; por su parte, la resistencia adquirida, generalmente mediada

por plasmidos y asociada a desinfectantes derivados del mercurio y otras sales metalicas,
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ha sido observada en estafilococos (Mcdonnell y Russell, 1999). Los mecanismos de
resistencia vienen determinados, principalmente, por cambios en la estructura y
composicion de la envoltura celular que restringen el paso de los desinfectantes hacia el
interior celular, asi como por la presencia de bombas de eflujo o expulsion activa y la
capacidad de producir biofilms, enzimas o compuestos que interfieren con su actividad,

entre otros (Bragg et al., 2018; Mc Carlie et al., 2020).

Respecto a las modificaciones en la envoltura celular, se ha descrito que una
reduccion de la carga negativa y un incremento de la rugosidad determinada por la
presencia de proteinas y lipidos, de la hidrofobicidad y del contenido de &cidos grasos
saturados de la superficie celular resulta en una disminucion de la permeabilidad de la
membrana celular y, con ello, de la absorcion de compuestos como los desinfectantes
(Braoudaki y Hilton, 2005; Mangalappalli-Illathu et al., 2008; Kim et al., 2018a). En este
sentido, la mayor resistencia a desinfectantes y antisépticos observada en bacterias Gram
negativas como P. aeruginosa respecto a otros microorganismos parece estar determinada
por diferencias en la composicion del LPS y el contenido de cationes de magnesio (Mg*")

de la membrana externa, asi como por el menor tamafio presentado por las porinas

(Mcdonnell y Russell, 1999).

Una absorcion reducida de desinfectantes también puede estar causada por la
actuacion de bombas de eflujo, proteinas de la membrana interna presentes tanto en
bacterias Gram positivas como negativas que se encargan del transporte de distintos
compuestos desde el interior hasta el exterior celular (Piddock, 2006; Ortega Morente et
al.,2013). En la actualidad, estas proteinas se clasifican en cinco familias principales en
funcién del modo de transporte utilizado, el sistema energético al que aparecen acopladas,
asi como de su filogenia: superfamilia casete de uniéon a ATP o ABC, familia de extrusion
de compuestos toxicos y multifarmacos o MATE, superfamilia del maximo facilitador o
MFS, familia de resistencia division nodular o RND y familia de resistencia de bajo
espectro o SMR (Delmar et al., 2014). A modo de ejemplo, varios estudios llevados a
cabo con cepas de S. enterica 'y P. fluorescens demostraron que su menor sensibilidad a
diferentes agentes desinfectantes es consecuencia de la presencia de un eficaz sistema de
eflujo dependiente de la fuerza protdn-motriz (Nagai et al., 2003; Mangalappalli-Illathu
et al.,2008).
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Por ultimo, otro factor clave en la resistencia a los desinfectantes es la capacidad que
pueden presentar determinadas bacterias de formar biofilm que las protege de diferentes
condiciones ambientales como puede ser la exposicion a compuestos antimicrobianos
(Mcdonnell y Russell, 1999; Ortega Morente et al., 2013). Los biofilms se definen como
agrupaciones de microorganismos de la misma o de diferentes especies organizados en
una matriz de proteinas y polisacéaridos extracelulares y adheridos a una superficie solida,
viva o inerte (Costerton et al., 1994). Dentro de este ecosistema microbiano, las bacterias
estan expuestas a determinadas condiciones que afectan a sus propiedades fisiologicas vy,
con ello, a sus mecanismos de resistencia a los antimicrobianos (Brown y Gilbert, 1993;
Mcdonnell y Russell, 1999). Entre las principales razones que pueden explicar la menor
sensibilidad a los desinfectantes de las bacterias presentes en el biofilm destacan el menor
acceso a dichos agentes como resultado de la limitada difusion fisica y quimica dentro de
la matriz de exopolisacdridos, el crecimiento ralentizado debido a la limitada
disponibilidad de nutrientes, la modulaciéon del microambiente hacia condiciones que
limitan la actividad de los desinfectantes, la secrecion de enzimas capaces de degradar o
neutralizar a los desinfectantes o el intercambio metabdlico y genético entre bacterias

(Brown y Gilbert, 1993).

De forma similar a lo que ocurre con los antibioticos, se ha descrito que tanto el uso
abusivo como la exposicion a largo plazo y a concentraciones subinhibitorias puede
favorecer la seleccion de bacterias resistentes a los desinfectantes (Maertens ef al., 2019).
En este contexto, es importante destacar que este tipo de agentes, ademas de aplicarse
sobre las superficies de las instalaciones (suelos, techos, paredes...), son ampliamente
utilizados en equipos, herramientas, sistemas de suministro de agua, pediluvios para la
desinfeccion de botas o rodaluvios y arcos de desinfeccion para vehiculos en las granjas
(Gosling et al., 2017), asi como en la industria alimentaria y en el dmbito hospitalario

(Wildbrett, 2000; Agiieria et al., 2021; Rutala y Weber, 2021).

Este hecho hace que la evaluacion in vitro de los desinfectantes frente a bacterias
patogenas y aislados de campo adquiera un enorme significado en la eleccion de los

compuestos mas adecuados de forma previa a su aplicacion.
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1.7.1.1. Clasificacién de los agentes desinfectantes

De acuerdo con diferentes autores, un desinfectante ideal deberia de reunir las
siguientes caracteristicas: corto periodo de exposicion, amplio espectro de actividad,
efecto prolongado, eficacia a bajas temperaturas, inocuo para el medio ambiente, la salud
humana y/o animal (baja toxicidad por inhalaciéon y no irritante) y para diferentes
materiales (no corrosivo), facil y ampliamente aplicable, almacenamiento estable a largo
plazo, activo en presencia de residuos organicos y con aguas duras y econdmico
(Wirtanen y Salo, 2003; Frentzel ef al., 2013). Desafortunadamente, ningin compuesto

desinfectante presenta todas estas caracteristicas en su totalidad.

Tabla 7. Principales compuestos desinfectantes usados en sanidad animal. Adaptada de Frentzel et al.

(2013).
Toxicidad
Compuestos Espectro de . Efecto en presencia
. . . Corrosivo . .
desinfectantes actividad Hombre y Medio de materia organica
animales ambiente
Aldehidos Bacterias, virus, Im,t ante o Moderada No Alto
hongos y esporas toxico
Alcalinos Bacterias y virus Irritante Alta Si Alto
Alcoholes | Bacterias, hongos'y Baja Baja i Alto
virus toxicidad
Derivados del Bacterias, virus, Irritante Baja Si Bajo
cloro hongos y esporas
Derivados del Bacterias, virus, B.;aqa Moderada Si Bajo
yodo hongos y esporas toxicidad
AOs Bacterias, virus y Irritante Baja Si Alto
hongos
Peroxigenos Ba(}terlas, hongos, B.aJ a Baja Si Alto
virus y esporas toxicidad
Fen.oles y Bagterlas, hongos, Téxico Alta No Alto
derivados virus y esporas
Amomo§ Bacterlag, hongos y No irritante Baja No Bajo
cuaternarios virus

En la Tabla 7 se detallan las principales caracteristicas de los compuestos
desinfectantes mas utilizados en sanidad animal. Los desinfectantes comerciales que se
emplean en las granjas de cerdos generalmente presentan mas de uno de estos compuestos
activos, lo que permite ampliar su actividad (Mcdonnell y Russell, 1999). No obstante,

algunos compuestos también pueden ser empleados de forma individual como pueden ser
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el peroxido de hidrogeno en soluciones acuosas al 7,4 % (p/p) o el glutaraldehido a una

concentracion de 20 g/l a través de un sistema de nebulizacion (Kampf, 2018a; b).

1. Aldehidos

El formaldehido y el glutaraldehido constituyen los compuestos mas ampliamente

utilizados dentro del grupo de los aldehidos (Mcdonnell y Russell, 1999).

Por un lado, el formaldehido o metanal (CH20) corresponde a un monoaldehido
altamente reactivo capaz de interaccionar con macromoléculas como proteinas a través
de amidas primarias o grupos aminos, asi como con los 4cidos nucleicos (National
Research Council, 2011). Aunque también puede emplearse en estado gaseoso,
generalmente es usado como desinfectante y esterilizante en solucion acuosa a una
concentracion aproximada del 40 %, empleando alcohol metilico como estabilizante. No
obstante y a pesar de su amplio espectro de actividad, su utilizacion estd limitada
principalmente por su olor penetrante, su riego toxico por inhalacion, su accion irritante
para la piel y mucosas, asi como por su posible actividad carcinégena (Cheney y Collins,

1995; Swenberg et al., 2012).

Por otro lado, el glutaraldehido (CsHsO2) es un dialdehido saturado clasificado
dentro del grupo de desinfectantes y esterilizantes quimicos de alto nivel dada sus
principales caracteristicas: amplio espectro de actividad, rapidez en su accion, estabilidad
en presencia de materia orgédnica, bajo poder de corrosion y toxicidad, vida media
prolongada, facil degradacion en el medio ambiente y ausencia de olor (Russell, 1994).
Se ha descrito que es tres veces mas activo que el formaldehido (Jeffrey, 1995). Su
mecanismo de accion estd asociado a su capacidad para interaccionar con grupos
sulthidrilos (-SH), hidroxilos (-OH), carboxilos (-COOH) y grupos aminos (-NHz, -NRH
o -NR2), provocando alteraciones en las membranas celulares de bacterias y hongos, en
la cépside de virus y, de forma general, en las proteinas y el material genético microbiano
(Mcdonnell y Russell, 1999). Al igual que el formaldehido, se considera un compuesto
toxico por ingestion e inhalacion provocando diferentes lesiones en el sistema respiratorio

y la piel tras la exposicion a concentraciones elevadas (Takigawa y Endo, 2006).
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2. Hidroxido de sodio v calcio

Dentro de este grupo de desinfectantes alcalinos se incluyen compuestos como el
hidréxido de sodio (NaOH), potasio (KOH) o calcio (CaOH), efectivos principalmente
frente a bacterias no esporuladas y virus con envoltura (Jeffrey, 1995). Su actividad viene
determinada por el grupo hidroxilo, depende del pH y requiere de elevado tiempo de
actuacion que puede reducirse si se incrementa la temperatura o su concentracion. Por
ultimo, son corrosivos para diferentes materiales, siendo necesario tomar precauciones

durante su aplicacion (Baird, 2004).

3. Alcoholes

Los maés frecuentemente utilizados son el etanol (C2HsOH), el isopropanol y el 1-
propanol (C3HsO) a una concentracion 6ptima comprendida entre 60 y 90 %. A pesar de
su amplio espectro de actividad antimicrobiana, es importante destacar la ausencia de
actividad frente a esporas, asi como su reducida actividad fungicida (Mcdonnell y Russell,
1999). Se ha descrito que sus mecanismos de accion podrian estar asociados a la
desnaturalizacion de proteinas y al dafio en la membrana celular, con la consiguiente
disrupcion del metabolismo y lisis celular (Larson y Morton, 1991). A pesar de su elevado
coste, su rapida evaporacion sin dejar residuos es una de sus principales ventajas
permitiendo que puedan ser utilizados como desinfectantes a través de sistemas de

nebulizacion (Jeffrey, 1995).

4. Halogenos

Los desinfectantes halogenados mas empleados son compuestos basados en cloro y

yodo (Mcdonnell y Russell, 1999).

Dentro del grupo de compuestos derivados del cloro destacan el hipoclorito de sodio
(NaClO), ampliamente utilizado en el tratamiento de aguas, el dioxido de cloro (ClO:z) o
compuestos estables en fase solida como el dicloroisocianurato de sodio (C3CI12N3NaO3)
o la cloramina T (C7H7CINO2SNa), entre otros. Dichos compuestos en presencia de agua
liberan acido hipocloroso, responsable de su actividad frente un amplio abanico de
microorganismos, asi como de su efecto esporicida (Dychdala, 1991). Respecto a su
mecanismo de accidn, cabe destacar que ain no se ha descrito completamente, aunque se
especula un efecto sobre la sintesis de proteinas o de ADN bacteriano (McKenna y

Davies, 1988) o sobre procesos metabolicos como la fosforilacion oxidativa (Barrette et
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al., 1989). De igual forma, se han asociado a un posible dafio en la capside (O’Brien y
Newman, 1979) o a una degradacién de los acidos nucleicos virales (Taylor y Butler,
1982). Como principales desventajas destacan su efecto corrosivo y la perdida de

actividad ante la presencia de materia organica (Jeffrey, 1995; Holah, 2014).

En el caso de los compuestos derivados del yodo, destacan las sales de yodo estables
como el yoduro de potasio (KI) y los yodoforos o soluciones que incluyen yodo y un
agente tensioactivo de alto peso molecular como la povidona yodada (I-etenil-2-
pirrolidina homopolimero compuesto con yodo) (Mcdonnell y Russell, 1999). Su
mecanismo de accion antimicrobiana aparece asociado al yodo que promueve la
oxidaciéon de proteinas, lipidos, carbohidratos, acidos grasos y dacidos nucleicos
microbianos (Gottardi, 1991; Kawana et al., 1997). Se ha comprobado que el yodo puede
inhibir el transporte de electrones al reaccionar con enzimas de la cadena respiratoria de
microorganismos aerobios (Kampf, 2018c). Ademas, se ha descrito que la povidona
yodada puede inhibir diferentes etapas del ciclo replicativo viral como la union a
receptores celulares y la liberacion de nuevos virus de células infectadas (Sriwilaijaroen

et al., 2009).

Al igual que ocurre con los compuestos de cloro, su actividad es sensible a la
presencia de materia organica que reduce, en gran medida, el contenido de yodo activo

(Frentzel et al., 2013).

5. Acidos orednicos (AOs)

El hecho de que los AOs sean compuestos GRAS, como se ha descrito previamente,
hacen que sean utilizados principalmente en procesos de desinfeccion de alimentos
(Akbas y Olmez, 2007; Sagong et al., 2011; Huang y Chen, 2011; Ye-Won et al., 2013).
Su capacidad para actuar de forma rapida frente a un amplio espectro de microrganismos,
sin reaccionar con compuestos organicos ni originar residuos toxicos, a diferencia de otros
agentes desinfectantes como los clorados, hacen que este tipo de compuestos hayan
ganado protagonismo en los tltimos afios (Olmez y Kretzschmar, 2009; Lianou et al.,
2012). No obstante, estos acidos son ligeramente corrosivos y pueden provocar
reacciones alérgicas (Marriott y Gravani, 2006). Ademas, el rango de pH constituye un
factor critico para su eficacia, al igual que ocurria con los desinfectantes alcalinos
(Frentzel et al., 2013). Acidos como el formico, acético, benzoico (C7HsO2), citrico

(CsHs0O7), lactico (C3HeO3) o malico (CsHsOs) son algunos ejemplos de AOs incluidos
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en diferentes soluciones desinfectantes y cuya actividad puede incrementarse en presencia

de detergentes anidnicos del tipo sulfonato o éter sulfato (Jeffrey, 1995).

6. Peroxigenos

En este grupo destacan compuestos como el peroxido de hidrogeno (H20:2) y el acido
peracético (C2H403), asi como el ozono (O3), cuyo mecanismo de accidon viene
determinado por la capacidad de liberar iones hidroxilos y radicales libres que oxidan
proteinas, lipidos y dcidos nucleicos. Se ha descrito que los grupos tioles, compuestos por
un atomo de azufre y un atomo de hidrégeno, asi como enlaces disulfuros y dobles

constituyen las principales dianas de estos compuestos (Block, 1991).

El peréxido de hidrégeno es un liquido incoloro con actividad contra un amplio
espectro de bacterias, hongos, virus y esporas pero que se puede ver comprometida a bajas
concentraciones y en presencia de catalasas y otras peroxidasas principalmente de
bacterias Gram negativas (Mcdonnell y Russell, 1999). Este compuesto es considerado
como un desinfectante de alto nivel respetuoso con el medio ambiente ya que se
descompone rapidamente en productos inocuos como son el agua y el oxigeno. En este
sentido, generalmente suele comercializarse en soluciones junto con agentes quelantes
como los fosfonatos que permiten ajustar el pH a un valor aproximado de 5 y, con ello,
incrementar su estabilidad. Su principal desventaja radica en su elevada toxicidad a

concentraciones altas (Jeffrey, 1995).

El acido peracético también es un liquido incoloro pero con un caracteristico olor
penetrante y con una eficacia mayor que la del peroxido de hidrégeno (Block, 1991).
Ademas, este compuesto orgdnico no se ve afectado por la actividad de las peroxidasas
aunque es termodinamicamente inestable, descomponiéndose con relativa facilidad en
productos con baja toxicidad para el medio ambiente como el acido acético y el oxigeno
(Luukkonen y Pehkonen, 2017). Por ello, las soluciones de trabajo preparadas a una
determinada concentracion a partir del acido puro no deben reutilizarse. Aunque es
corrosivo para ciertos materiales, el bajo tiempo de exposicion requerido, su actividad a
bajas temperaturas y en presencia de materia orgdnica, asi como el hecho de que no
produce reacciones alérgicas ni irritaciones a concentraciones de trabajo lo convierten en

uno de los compuestos desinfectantes de alto nivel mas empleados (Frentzel et al., 2013).
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Por ultimo, el 0zono es un gas que puede ser generado a través de diferentes equipos
como generadores o purificadores de aire electrostaticos y cuya actividad frente a
bacterias, hongos, esporas y virus ha sido previamente demostrada (Khadre y Yousef,
2001; Liy Wang, 2003; Najafi y Khodaparast, 2009; Cristiano, 2020). Diferentes autores
han obtenido en procesos de desinfeccion con dicho gas una eficacia superior a la
alcanzada con el acido peracético (Salgot et al., 2002; Gehr et al., 2003; Mezzanotte et
al., 2007). Sin embargo, es importante destacar que es muy corrosivo, irritante y toxico a
concentraciones elevadas, pudiendo provocar afecciones en el sistema respiratorio

(Luukkonen y Pehkonen, 2017)

7. Fenoles v derivados

El fenol (CsHsO) es uno de los primeros agentes antisépticos descritos aunque su uso
se ha limitado principalmente a procesos de desinfeccion debido a sus propiedades
irritantes, corrosivas y a su elevada toxicidad (Jeffrey, 1995). Con el objetivo de disminuir
su toxicidad e incrementar su eficacia antimicrobiana, los hidrogenos del anillo bencénico
han sido sustituidos, por ejemplo, por radicales halogenados o alquilicos obteniéndose
diferentes derivados entre los que destaca el grupo de los bisfenoles. Concretamente, los
bisfenoles se caracterizan por presentar dos anillos fendlicos en su estructura, baja
toxicidad y corrosividad, asi como una eficacia de amplio espectro que incluye esporas
bacterianas pero no virus sin envoltura, clasificindose por ello dentro del grupo de

desinfectantes de nivel intermedio o bajo (Mcdonnell y Russell, 1999).

Los bisfenoles clorados triclosan (2,4,4’-tricloro-2’-hidroxidifeniléter, C12H7Cl302)
y hexaclorofeno [2,2’-Metilenbis(3,4,6-triclorofenol), Ci3HsClsO2] son compuestos
pertenecientes a este grupo y ampliamente utilizados. Ambos presentan la membrana
plasmatica como principal diana molecular (Mcdonnell y Russell, 1999), aunque también
se ha observado que actlian sobre determinadas enzimas como pueden ser la enoil-
proteina transportadora de acilo o ACP reductasa involucrada en la sintesis de acidos
grasos en el caso del triclosan (Russell, 2004) o sobre la lactado deshidrogenasa implicada
en la cadena de transporte de electrones en el caso del hexaclorofeno (Corner et al., 1971;
Silvernale et al., 1971; Frederick et al., 1974). Se han descrito mecanismos especificos
de resistencia bacteriana hacia estos compuestos, generalmente asociados al sistema de
bombas de eflujo, a cambios en la estructura de las membranas plasmaticas o al uso del

triclosan como fuente de carbono (Kampf, 2018d).
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8. Amonios cuaternarios

Los compuestos de amonio cuaternario, pertenecientes al grupo de tensioactivos
catidnicos (agentes surfactantes cargados positivamente), se caracterizan por presentar un
catidon amonio cuaternario (NR4") constituido por un atomo de nitrogeno (N) unido a
cuatro residuos orgéanicos (R), como pueden ser cadenas alquilicas o hidrocarburos
aromaticos, y un anion inorganico, generalmente cloro (Bures, 2019). Sus propiedades
espumantes, hidratantes, emulsionantes, tensoactivas, antielectrostaticas, conservantes,
asi como bactericidas, antifungicas y viricidas hacen que este grupo de compuestos sea
ampliamente utilizado, generalmente, en combinacién con otros agentes desinfectantes

(Obtak et al., 2021).

Entre los compuestos que han recibido mayor atencion destacan los pertenecientes al
grupo de los cloruros de benzalconio (n-alquil metil bencil cloruro de amonio) aunque
su uso se esta limitando gradualmente por sus propiedades corrosivas y su alta toxicidad,
especialmente para los organismos acudticos y a concentraciones elevadas. A modo de
ejemplo, su uso como antisépticos para el lavado de manos y cuerpo ha sido recientemente

prohibido en la UE (Pereira y Tagkopoulos, 2019).

Al igual que ocurre con los desinfectantes derivados de cloro y yodo, la actividad
antimicrobiana de los compuestos de amonio cuaternario se ve significativamente
afectada por la presencia de materia orgénica (Frentzel et al., 2013). Dicha actividad
antimicrobiana viene determinada principalmente por la carga positiva permanente e
independiente del pH del cation amonio cuaternario que les permite interaccionar con las
membranas biologicas cargadas negativamente (Chauret, 2014). A través de dicha
interaccion asi como de interacciones hidrofobicas y electrostaticas especificas con
proteinas y lipidos de las membranas, estos compuestos producen alteraciones en la
bicapa de fosfolipidos (Dubnickové et al., 2006). Por consiguiente, se originan cambios
en la estructura, morfologia y composicion de las membranas de bacterias, hongos y virus,
ademas de una inhibicion de la actividad de diferentes enzimas (Prince et al., 1993;

Dubnickova et al., 2006; Obtak et al., 2016; Sokolova et al., 2021).

En el caso especifico de las bacterias, se ha descrito que determinados grupos
muestran cierta tolerancia a estos compuestos principalmente por presentar un eficiente
sistema de eflujo o modificaciones en la composicion de la membrana plasmatica y la

carga superficial (Oblak et al., 2021). Asi, diferentes estudios han demostrado una alta
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prevalencia de genes asociados al sistema de bombas de eflujo en cepas con baja
sensibilidad a los compuestos de amonio cuaternario (Furi et al., 2013; Babaei et al.,
2015). De igual forma, se han descrito cepas resistentes asociadas a cambios en el perfil
de 4cidos grasos de la membrana plasmadtica (To et al., 2002). Por tltimo, un estudio
realizado sobre un amplio ntimero de granjas de cerdos comprob6 que todos los aislados
de SARM obtenidos en corrales desinfectados con protocolos en los que se incluyeron
amonios cuaternarios mostraron al menos un gen de resistencia hacia estos compuestos

(Slifierz et al., 2015).

Adicionalmente, cabe destacar que con el objetivo de ampliar su rango de actividad
biocida, principalmente en presencia de materia organica y/o aguas duras, asi como
disminuir su toxicidad, a lo largo de los afios se han desarrollado nuevas generaciones de
compuestos de amonio cuaternario a través de la incorporacion en su estructura de
cationes organicos o aniones inorganicos (Obtgk er al, 2021). En este sentido, la

incorporacion de enlaces éster en su estructura les permite ser biodegradados eficazmente

(Garcia et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

Considerando las actuales restricciones al uso de antibidticos para el tratamiento y
control de enfermedades infecciosas en el cerdo, el objetivo principal de la presente Tesis
Doctoral se centra en evaluar el potencial de algunas estrategias o alternativas para el
control de infecciones que permitan avanzar en el abordaje global de la problematica

asociada a la emergencia de bacterias resistentes.

Este objetivo general se divide en los siguientes objetivos especificos:

1.- Evaluacioén in vitro de la actividad antibacteriana de una seleccion de acidos
organicos (AQOs), aceites esenciales (AEs) y componentes principales de AEs, asi como
de combinaciones de los mismos, frente a una coleccion de aislados de campo de
patdgenos entéricos con importancia en medicina veterinaria y en algiin caso con un

potencial zoonotico.

2.- Determinacion de los mecanismos de accion y de las principales dianas en la célula

bacteriana de los componentes de AEs con mayor actividad antibacteriana.

3.- Evaluacion in vitro del efecto citotoxico de una seleccion de AOs y componentes

de AEs con mayor actividad antibacteriana.

4.- Evaluacion in vitro del efecto viricida de una seleccion de AOs y componentes de
AEs con mayor actividad antibacteriana frente al virus de la diarrea epidémica porcina

(VDEP).

5.- Evaluacion in vitro y en condiciones de campo de la eficacia de una seleccion de
desinfectantes comerciales frente a Brachyspira hyodysenteriae, agente etioldgico de la

disenteria porcina.
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Abstract

Background: Swine dysentery (SD) is a severe infectious disease with a relevant impact on pig
production usually caused by Brachyspira hyodysenteriae, although B. hampsonii causes an
identical clinical picture. SD control relies on antimicrobials, good management practices and
strict biosecurity with cleaning and disinfection as crucial tools to avoid the pathogen transmission.
This study evaluates the in-vitro efficacy of an array of commercial disinfectants against a
collection of B. hyodysenteriae isolates using broth tests. The efficacy of cleaning and disinfection
protocols was also evaluated on two farms with endemic SD using surface swabs collected in
emptied pens before and after cleaning and disinfection procedures, using both real-time PCR and
bacterial microbiological culture.

Results: Most of the commercial disinfectants evaluated were effective against all
B. hyodysenteriae isolates tested, with a reduction of more than 5.00 logio CFU/mL (bactericidal
efficacy of 99.999%). However, some isolates exhibited reduced susceptibility to Virkon-S and
Limoseptic disinfectants. The evaluation of cleaning and disinfection protocols on farms with SD
outbreaks showed that approximately half the pens tested (n=25) were positive by real-time PCR
after pigs removal (mean B. hyodysenteriae counts 5.72 + 1.04 logio CFU/mL) while almost 20%
of the pens remained positive after cleaning (n=7) and disinfection (n=5) procedures although with
significantly lower, mean estimates (4.31 *+ 0.43 logio CFU/mL and 4.01 £ 0.55 logio CFU/mL,
respectively).

Conclusions: These results show the efficacy of disinfectants against B. hyodysenteriae but also
stress the need adequately implement the cleaning and disinfection protocols on pig farms but they

may not completely eliminate contamination.
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Background

Swine dysentery (SD) is a severe mucohaemorhagic enteric disease, which causes important losses
in the pig industry due to mortality and sub-optimal performance [1,2]. The disease is more
frequently observed in the growing and finishing stages [3]. The classical etiological agent is
Brachyspira hyodysenteriae, a Gram-negative, motile, helically coiled, beta-haemolytic and
anaerobic bacteria [4]. Brachyspira hyodysenteriae colonizes the lumen and crypts of the porcine
caecum and colon causing mucohemorrhagic diarrhoea [1]. Brachyspira hampsonii infection is
mainly confined to North America and can cause the same clinical signs [5,6]. The transmission
by the faecal-oral route occurs by direct contact through the introduction of infected animals into
uninfected herds [7] and by indirect contact with contaminated surfaces, where the pathogen is
capable of surviving under favourable conditions such as organic matter, humidity and darkness
[3].

Limitations in disease treatment, linked to the emergence of strains with reduced susceptibility to
antibiotics or the lack of commercial vaccines, highlight the relevance of other strategies in SD
prevention and control [8-10]. High standards in biosecurity are crucial in prevention and
amelioration of diseases in pig production [11,12] and management strategies such as all-in /all-
out (AI/AO) attempt to be effective firewalls to prevent the transmission of diseases such as SD.
Undoubtedly the effectiveness of AI/AO depends on the efficacy of cleaning and disinfection

protocols put in place [2,3,11].
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Disinfectant choice depends on factors such as microorganism spectrum, surfaces to be treated,
applicable temperature range, toxicity or economic constraints [13]. Despite the theoretical
efficacy of disinfectants, their misuse favours the emergence and spread of disinfectant tolerance
[14] by the selection of resistant clones/strains and the horizontal spread of disinfectant resistance
genes [15]. Field studies also reveal the need to implement efficient protocols, which remove the
pathogens from the environment successfully [16]. Despite the environmental component in SD
epidemiology, there are no studies which particularly combine the assessment of the in-vitro
susceptibility of B. hyodysenteriae to disinfectants and the efficacy of these agents under the usual
cleaning and disinfection protocols implemented in field conditions [2,17,18]. With this aim in
mind, this study evaluates the in-vitro efficacy of an array of different commercial disinfectants
against a collection of ten field isolates of B. hyodysenteriae and the efficacy of hygiene protocols,

under field conditions, on farms with SD.

Results

In-vitro efficacy of disinfectants against B. hyodysenteriae

The results of disinfectants activity against B. hyodysenteriae are shown in Table 1. Mean
B. hyodysenteriae counts in control tests (without disinfectant) was 7.6 £0.2 logio colony forming
units (CFU)/mL and we observed that disinfectants activity was not inhibited by the interfering
substance. All disinfectants, except for Virkon-S and Limoseptic, were capable of inhibiting the
B. hyodysenteriae viability completely (reduction of more than 5.00 logio CFU/mL or 99.999%
efficacy) with no differences among the isolates tested. However, reduced efficacy was observed

with VIRKON-S against the isolate IT-40 (average reduction of 2.9 £ 0.3 logio CFU/mL), IT-67



82

83

84

85

86

87
88
89
90
91
92
93

94

Page 5 of 22

(2.2 £ 0.8 logio CFU/mL) and IT-85 (3.1 £ 0.9 logio CFU/mL) and with Limoseptic against IT-45

(3.9+0.6 logio CFU/mL).

Table 1. Surviving population of each B. hyodysenteriae isolate after exposure to the disinfectant

tested.

Mean counts (logio CFU/mL) and standard deviation ()

QC

Isolate strain b

Disinfectant
IT-1 1T-18 1T-39 1T-40 1T-45 1T-48 IT-67 1T-68 1T-83 1T-85 B204

ET-70% @ 00+00 00+00 00+00 0.0+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0.0+00 00x00 00%0.0
Virkon-S 00+00 00+00 00+00 47+03 00+£00 00+£00 50%04 00+£00 00+00 48%06 00x00
CR-36 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00%00 00%00 00+00 00%00 00x0.0
Yodermin 00+00 00+00 00+00 00+00 0000 00x00 00+00 00+00 0.0+00 00%x00 00%0.0
Poliformo 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00%00 00+00 00+00 00%00 00x00

Limoseptic 00+00 00+00 00+00 00+00 35+05 00+00 00%00 00%00 00%00 00%00 00%00

g"xsyMegades 00+00 00+00 00+00 00+00 00400 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+0.0
',:l/'osvg/'egades 0000 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0.0+00 00+0.0
Control

(without 78403 77+06 74403 75+00 75+01 75+05 7.5+06 74+10 76+10 80+04 81+01

disinfectant)

2Positive control

b Quality control strain

On-farm efficacy of cleaning and disinfection protocols

As shown in Table 2, detection of B. hyodysenteriae by real-time PCR revealed that 44.6% of the
pens tested (n=56) were positive to B. hyodysenteriae after being emptied of pigs and before they
were cleaned (BC). In contrast, only 12.5% and 8.9% of the pens tested were positive after cleaning

(AC) and after disinfection procedures (AD), respectively. Similar percentages were obtained in
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the analysis of results for each farm, despite the number of pens tested on farm B (n=48) was

considerably higher than on farm A (n=8).

Table 2. Results of B. hyodysenteriae detection by real-time PCR in the pens sampled.

After cleaning and before

Before cleaning (BC) disinfection (AC)

After disinfection (AD)

Sampled pens Sampled pens Sampled pens

Total Positive % Total Positive % Total Positive %
COMBINED RESULTS 56 25 446 25 7 28.0 25 5 20.0
Farm A # 8 6 75.0 6 1 16.7 6 1 16.7
Farm B # 48 19 39.6 19 6 31.6 19 4 21.1

# A two-step protocol including power washing and disinfection with Hypred Force 7 was carried
out on Farm A while Farm B cleaning and disinfection protocol included pre-soaking with cold
water and detergent, power washing with cold water and final disinfection with MS Megades Oxy.
When only B. hyodysenteriae-positive pens BC (n=25) were included in the analysis, the
percentage of pens which remained positive AC and AD increased to 28.0% and 20.0%,
respectively. The proportion of positive pens on farm A both AC and AD was lower than on farm
B (Table 2), although results did not reach statistical significance (p>0.05).

By using real-time PCR, we also aimed at establishing the B. hyodysenteriae counts
(logio CFU/mL) in positive samples (Figure 1). Estimated mean counts of the pathogen in positive
swabs from emptied pens were 5.7 + 1.0 logio CFU/mL. Mean counts obtained AC (4.3 £ 0.4 log1o
CFU/mL) and AD (4.0 = 0.6 logio CFU/mL) were significantly lower (p < 0.05) than
B. hyodysenteriae values BC (Figure 1A). However, we did not observe any significant variation

of logio CFU/mL between cleaning and disinfection protocols (p>0.05).
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COMBINED RESULTS
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Figure 1. Mean B. hyodysenteriae counts estimated using real-time PCR in the pens sampled.

Mean values + standard deviations of logio CFU/mL estimated using real-time PCR in all
B. hyodysenteriae-positive pens before cleaning (BC) included in this study (A) as well as on farm
A (B) and farm B (C). A two-step protocol including power washing and disinfection with Hypred
Force 7 was carried out on Farm A while Farm B cleaning and disinfection protocol included pre-
soaking with cold water and detergent, power washing with cold water and final disinfection with
MS Megades Oxy.

* Denotes statistically significant differences when compared with the B. hyodysenteriae counts
before cleaning protocol (p < 0.05). Statistical analysis could not be made for Farm A because
only one B. hyodysenteriae-positive pen was identified after cleaning and before disinfection (AC)
and after disinfection (AD).
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On farm A (Figure 1B), the only B. hyodysenteriae-positive pen AC showed a lower value of
B. hyodysenteriae counts (4.5 + 0.2 logio CFU/mL) than the values obtained BC (6.1 £ 0.9 logio
CFU/mL) and the bacterial load clearly decreased after disinfection with Hyper Force 7 (3.3 £ 0.1
logio CFU/mL). Farm B (Figure 1C), using MS Megades Oxy, showed similar B. hyodysenteriae
estimations. In detail, the means of logio CFU/mL estimated BC, AC and AD were 5.6 + 1.1, 4.3
+ 0.5and 4.2 + 0.4, respectively.

Brachyspira hyodysenteriae could only be isolated from one of all environmental samples
collected which were B. hyodysenteriae-positive by real-time PCR (n=37; 25 samples BC, 7
samples AC and 5 samples AD). The positive culture sample was obtained from an environmental
sample collected in the first sampling (BC) from farm B. The quantification of B. hyodysenteriae
by real-time PCR revealed that the bacterial load in that sample was the highest estimated in our

study (7.47 + 0.01 logio CFU/mL).

Discussion

Preventive medicine is essential to combat livestock infectious diseases in the post-antibiotic era
and biosecurity has gained relevance in difficult-to-control diseases such as SD [19]. Within
biosecurity schemes, implementation of effective cleaning and disinfection protocols are
mandatory as part of those strategies, which aim at breaking the disease transmission among
batches [11]. This fact is supported by observational studies such as the one carried out by
Neirynck et al. [2], who only found successful eradication programmes for B. hyodysenteriae on
the four farms, which implemented properly cleaning and disinfection procedures, among other

biosecurity measures. This efficacy relies on the selection of the most appropriate compounds
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[14,15] and their application through effective protocols. In this way, there exist only a few
research studies focusing on the susceptibility of B. hyodysenteriae to disinfectants and the
efficacy of current cleaning and disinfection protocols on farms with endemic SD.

The results of our study under laboratory conditions confirmed the antibacterial activity of most
commercial disinfectants tested against field isolates of B. hyodysenteriae. Earlier studies
evaluating the in-vitro activity of disinfectants from different chemical groups against a type strain
and a field B. hyodysenteriae isolate [20] or a collection of seven B. pilosicoli [21] converged in
the conclusion that disinfectants were effective against Brachyspira spp., even at concentrations
lower than that recommended by manufacturers. Our results show that following the European
Norm (EN) 1656:2009, most disinfectants can be considered as effective products under the assay
conditions, as they reduced 99.999% of bacteria in suspension after 30 min of contact. However,
the fact that a few numbers of isolates experienced lower sensitivity against Virkon-S, a peroxygen
disinfectant and Limoseptic, an ammonium derivate shows that slight strain-dependent variations
can occur. It is worth mentioning that two of the four isolates exhibiting higher tolerance to Virkon-
S and Limoseptic disinfectants also showed high antibiotic MIC values. The increase and the
potential spread of isolates with reduced susceptibility to antibiotics and disinfectants limits two
of the most efficient strategies in SD control and highlights the relevance of early detection of
these problematic strains.

Sterile faeces are usually included in the in-vitro evaluation of disinfectants. Despite the fact that
it has been shown than faeces can increase the MIC of a disinfectant needed to inhibit the growth
of Brachyspira spp. [20,21], our results show, as in other studies [22], that the presence of faeces

did not affect the in-vitro activity of the compounds at the recommended concentrations. However,
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we must point out that under field conditions, large amounts of faeces or organic matter can inhibit
disinfectant activity [23].

We further researched the efficacy of disinfectants in practice by monitoring routine cleaning and
disinfection protocols on two farms with endemic SD. Environmental detection of
B. hyodysenteriae in pens from grower and finisher pig batches with clinical outbreaks of SD
showed the presence of relevant concentrations of the pathogen in at least half of the pens tested
using real-time PCR. Despite the fact that this molecular diagnostic technique does not
differentiate viable from non-viable B. hyodysenteriae, the DNA mean values reached (5.72 £ 1.04
logio CFU/mL) are not far from the experimental dose in SD challenges [24] and provide an idea
of the load of pathogen in emptied pens after animals have been moved. However, the parallel
culture of fresh samples did not support our PCR results. Brachyspira hyodysenteriae is a
fastidious anaerobe and factors such as antimicrobial treatments, time lapse between shedding and
sample collection and/or dilution of pathogen concentration by dejections may hamper its further
laboratory isolation, an experience shared with a previous environmental study of B.
hyodysenteriae viability [18]. The fact that subsequent batches of pigs experienced SD on both
farms points out the viability of the B. hyodysenteriae detected in the pens.

Surface sampling of pens AC and AD highlighted the presence of the pathogen in almost a third
of the positive pens, with no improvement of the disinfection step compared to power washing
(farm A) or washing with detergent (farm B), a result which contrasts with our in-vitro results and
shows the failure of the protocols put in place, particularly on farm B, where the visual inspection
of pens evidenced dirty areas after finishing the cleaning protocol (data not shown). Despite that

the cleaning and disinfection protocols reduced 80% of initial B. hyodysenteriae-positive pens,



192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

Page 11 of 22

viable B. hyodysenteriae remaining on pen surfaces, feeders, corridors or equipment are potential
source of infection for the forthcoming batches of animals [3,20]. Brachyspira hyodysenteriae
quantification estimates in pens remaining positive revealed a log reduction of counts after
cleaning (1.40 logio CFU/mL), with no further improvement AD. A similar reduction in
Enterobacteriaceae counts was achieved by a similar protocol including high-pressure washing in
the lairage environment of a pig abattoir [16]. Disinfection and drying also removed Salmonella
and reduced Enterobacteriaceae counts in the aforementioned study. We did not observe such
benefit in B. hyodysenteriae estimates, with a reduction after disinfectant application on farm A

positive pen (1.79 logio CFU/mL) and had no effect on pens from farm B either.

Conclusions

This study shows the susceptibility of B. hyodysenteriae field isolates to currently used commercial
disinfectants under laboratory conditions. However, in practice, the cleaning and disinfection
protocols evaluated in this study frequently failed to remove B. hyodysenteriae, probably, as a
consequence of deficient pen faecal removal. Using real-time PCR, we showed a high load of the
pathogen in emptied pens and a low reduction achieved using protocols tested. The result is a
warning for farms with endemic SD that the cleaning and disinfection protocols in use should be

evaluated.
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214  Methods

215  Bacterial strains and disinfectants

216 A set of ten isolates of B.hyodysenteriae kept in the bacteriological collection from the
217 DIGESPORC research group at the University of Ledn was used in this study. The isolates were
218  recovered from the diagnosis submissions from diarrhoea outbreaks on Spanish swine farms
219  between January 2018 and December 2019. Table 3 gives the list of isolates used and their
220  antimicrobial profile, determined using a broth microdilution procedure as previously described
221  [25] using VetMIC Brachy antibiotic panels (SVA, Sweden).

222

223 Table 3. MIC values (ug/mL) of six antimicrobial agents obtained against the 10

224  B. hyodysenteriae isolates tested.

MIC (ug/mL)
Antimicrobial Isolate
agent and
concentration IT-1  IT-18 IT-39 IT-40 IT-45 IT-48 IT-67 IT-68 1T-83 IT-85
range (ng/mL)
Tiamulin
(0.063-8) 8 0125 1 >8 >8 4 >8 1 0.125 0.5
Valnemulin
Doxycycline
(0.125-16) 1 1 0.25 2 16 1 16 2 1 05
Tylvalosin
(0.25-32) >32 4 0.5 >32 1 2 16 8 8 1
Lincomycin
(0.5-64) 32 32 32 >64 >64 >64 32 32 32 16
Tylosin
(2-128) >128 >128 4 >128 >128 >128 8 >128 >128 >128

225
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We collected information on disinfectants commonly used from nearby farms within our region,

finally selecting eight commercial disinfectants and ethanol (used as effective disinfectant control).

Details of disinfectants composition and use conditions are detailed in Table 4.

Table 4. Composition and final concentration of the working solution of the disinfectants tested.

Disinfectant

Main bactericidal components and concentration

Working
concentration

ET-70%
(alcohol)

Virkon-S
(peroxygen compound)

CR-36
(alcohol and quaternary
ammonium)

Yodermin
(povidone-iodine)

Poliformo
(Phenol)

Limoseptic
(glutaraldehyde and
quaternary ammonium)
MS Megades Novo
(glutaraldehyde and
quaternary ammonium)
MS Megades Oxy
(peroxygen compound and
peracetic acid)

Hypred Force 7 *
(glutaraldehyde and
quaternary ammonium)

70% ethanol

49.7% Pentapotassium bis(peroxymonosulphate) bis(sulphate)
and organic acids

0.256% 2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol

10% Polyvinylpyrrolidone iodine (equal to 1% available iodine)

10% p-chloro-m-cresol

5% glutaraldehyde and 4.5%
chloride

didecyldimethylammonium

15% glutaraldehyde and 10% quaternary ammonium

7.8% hydrogen peroxide and 2.4%peracetic acid

13% glutaraldehyde, 1.5% didecyldimethylammonium chloride
and 8% quaternary ammonium compounds, benzylalkyldimethyl
and chlorides

100% #

1%

100% *

100% ?

2%

1%

0.75%

0.5%

2%

*HYPRED FORCE 7 was only tested under field conditions.

anot diluted.

In-vitro efficacy of disinfectant against B. hyodysenteriae

The evaluation of bactericidal activity of disinfectants was carried out using a dilution-

neutralization method according to the recommendations of EN 1656:2009. In brief, 100 pL of a
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bacterial suspension (approximately 10’ CFU/mL) and 100 pL of sterile faeces (121°C, 15 min in
autoclave) as interfering substance were added to 800 L of each disinfectant diluted in hard water
to obtain the concentration recommended by the manufacturers (Table 4). After 30 min incubation
at 10°C, 100 pL of the mixture was mixed with 100 pL of sterile water and 800 pL of Dey-Engley
neutralizing broth (BD Difco, United States) and again incubated for 5 min at 20°C.

Estimation of the survival population was performed by plating ten-fold serial dilutions in
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) into Trypticase Soy Agar (TSA) supplemented with 5%
sheep blood (Oxoid, Spain). Finally, plates were incubated in a bug box anaerobic workstation
(Baker Ruskinn, United States) with an oxygen-free anaerobic gas mixture (80% N2, 10% H2 and
10% CO2) at 39°C for four-six days, the period after which the surviving population (logio
CFU/mL) was estimated. Each test was carried out in duplicate using a fresh culture suspension.
B. hyodysenteriae reference strain B204 (ATCC 31212) and ethanol (ET-70%) were also included
as a quality control strain and disinfectant control, respectively.

Finally, the viability of B. hyodysenteriae in sterile faeces and neutralizing broth was confirmed
and the neutralizing capacity of the Dey-Engley neutralizing broth against each disinfectant was
also checked before running the experiment.

On farm efficacy of cleaning and disinfection protocols

Field efficacy of cleaning and disinfection protocols was evaluated on two commercial pig farms
with endemic SD. A two-step protocol including power washing and disinfection with Hypred
Force 7 was carried out on Farm A while Farm B cleaning and disinfection protocol included pre-

soaking with cold water and detergent, power washing with cold water and final disinfection with
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MS Megades Oxy. Farm characteristics, the specific soapy detergent and disinfectant used and

number of pens per farm are detailed in Table 5.

Table 5. Details of farms participating in the evaluation of the cleaning and disinfection

against B. hyodysenteriae.

. N° pens .

FARM Type of Swine initially Floor type W(_alght of Soapy Disinfectant

production . animals detergent

included
A Finishing unit 8 Part slatted 72 kg Not used Hypred Force
(concrete) 7

Farrow to Fully slatted MS TopFoam  MS Megades

B grower 48 (plastic) 20 kg LC Alk Oxy

Following the same procedure, four squares of each pen evaluated (approximately 25 cm? each)
were swabbed BC and AC using a sterile gauze per pen placed into 50 mL of PBS (pH 7.4) and
AD using a cellulose sponge per pen supplied in sterile bags with 10 mL of neutralizing buffer
(3M HydraSponge, United States). In both AC and BD sampling, the pens were visually inspected
before sampling and dirty areas were selected for swabbing if detected. Samples were handled
aseptically under cooling conditions and processed within 24 h in the laboratory.

Brachyspira hyodysenteriae detection and quantification by real-time PCR

Gauzes and sponges embedded with PBS or neutralizing buffer were placed into sterile bags and
homogenized using a stomacher (Seward 400, UK) for 5 min. From each sample, a final volume
of 500 pL were further used to extract DNA using GeneMATRIX Stool DNA Purification Kit

(EurX, Poland), following the manufacturer’s recommendations.
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A species-specific real-time PCR assay was carried out to detect the presence of B. hyodysenteriae
using the primers, probes and the cycling conditions previously described [26]. Each reaction
mixture (20 pL final volume) contained 8 pL of Maxima Probe real-time PCR Master Mix 2X
(Thermo Scientific, Stockholm, Sverige), 0.3 puL of 10 puM each primer, 0.15 pL of 10 uM Tag-
Man probe, 0.12 pL of Rox (diluted 1:10 in nuclease-free water, Thermo Scientific, Sweden),
9.28 pL of nuclease-free water and 2 pL of extracted DNA. The assay was carried out in a
QuantStudio 1 thermal cycler (Applied Biosystems, United States) and the B. hyodysenteriae
counts in targeted samples was estimated using a standard curve which was prepared using ten-
fold serial dilutions of a B. hyodysenteriae B204 pure culture (initial load 8 logio CFU/mL and
range 8 to 2 logio CFU/mL). DNA extraction of standard curve broth was carried out as described
above for environmental samples. The detection limit was defined by the linear portion of the
standard curve and was set at 3 logio CFU/mL (Cycle threshold value of 35.7). Each DNA sample
was analysed in duplicate.

Brachyspira hyodysenteriae detection and isolation in selective media

In parallel to real-time PCR detection and quantification of B. hyodysenteriae, samples were
cultured to detect, isolate and purify B. hyodysenteriae following the methodology described [27].
In brief, TSA plates (Scharlab, Spain) supplemented with 5% ovine blood (Oxoid, Spain) and
antibiotics (400 pg/mL spectinomycin, 8 pg/mL colistin and 20 pg/mL vancomycin, Sigma-
Aldrich, United States) was used for primary isolation. Suspected positive samples showing strong
B-haemolysis and spirochaetes in phase-contrast microscopy were confirmed using species-
specific PCR based on the tlyA gene [28]. TSA supplemented with 5% ovine blood agar (Oxoid,

Spain) was further used for subsequent subcultures until a pure growth was confirmed by phase-



297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

Page 17 of 22

contrast microscopy. All cultures were carried out under optimal conditions for the growth of
B. hyodysenteriae previously described.

Statistical analysis

The analysis was carried out with IBM SPSS Statistics version 26 at the 5% significance level.
The B. hyodysenteriae counts (logio CFU/mL) estimated by real-time PCR were tested for
normality (Kolmogorov-Smirnov test) and statistical differences among different samplings (BC,
AC and AD) were evaluated using the ANOVA test. Differences in proportions of positive pens

among farm A and farm B were checked using chi-square or Fisher’s exact tests where appropriate.

List of abbreviations

SD: Swine dysentery, AI/AQO: All-in/all-out, EN: European Norm, CFU: Colony forming units,
BC: Before cleaning, AC: after cleaning and before disinfection, AD: After disinfection, PBS:

Phosphate-buffered saline, TSA: Trypticase Soy Agar, ATCC: American Type Culture Collection.
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4. Discusion

4. DISCUSION

Actualmente, el desarrollo de estrategias que permitan reducir el uso de antibidticos
y ofrezcan una alternativa terapéutica es de vital importancia para evitar o minimizar las
consecuencias que la limitacion del uso de antibidticos va a tener en el sector porcino. En
este sentido, el uso de antimicrobianos no antibioticos y la mejora de medidas de
bioseguridad, como puede ser la implementacion de una estricta limpieza y desinfeccion,
constituyen estrategias que pueden prevenir o mitigar los procesos infectocontagiosos,
reduciendo el impacto negativo que tienen en la sanidad y bienestar animal, asi como en

la viabilidad econémica de las explotaciones (Omonijo et al., 2018; Yang et al., 2019a).

Para poder obtener el maximo rendimiento de estas estrategias primero debemos
adquirir un adecuado conocimiento sobre diversos aspectos asociados con su uso, como
pueden ser las concentraciones efectivas, sus mecanismos de accion o el espectro de
microorganismos patogenos frente a los que presentan actividad, incluyendo bacterias
con tendencia a desarrollar multirresistencia frente a antibioticos o virus. Por este motivo,
en esta Tesis Doctoral se ha tratado de abordar, en el ambito especifico de la produccion
porcina, algunos de estos aspectos aiin no profundamente estudiados con el fin de obtener

informacion relevante que permita optimizar el empleo de estas estrategias.

4.1. ESTUDIO in vitro  DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE__UNA _SELECCION DE__ACIDOS
ORGANICOS, ACEITES ESENCIALES Y COMPONENTES DE
ACEITES ESENCIALES

Ante la falta de consenso en torno a las concentraciones a las cuales los AEs y AOs
presentan actividad antimicrobiana y la variabilidad de resultados, tanto en los estudios
in vitro como en trabajos de campo, en un primer lugar se ha tratado de determinar
mediante ensayos in vitro los valores de CMI y de concentracion minima bactericida
(CMB) de una seleccion de AOs y AEs, asi como de algunos de sus componentes. Para
ello, se han empleado especies bacterianas de importancia clinica y/o zoondtica para la
ganaderia porcina como son E. coli, S. enterica y Clostridium perfringens. Las
infecciones por cepas patogenas de la especie E. coli o por S. enterica se asocian con

cuadros clinicos de diarrea en cerdos de distintas edades. Por su parte, C. perfringens es
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un componente habitual de la microbiota de los lechones que puede causar cuadros
entéricos cuando se multiplica de forma excesiva, asociado a procesos de disbiosis. En lo
que respecta a los tratamientos, todas estas infecciones son causa importante de
utilizacion de antibiodticos en el sector porcino, lo que indudablemente favorece la
seleccion de bacterias resistentes (Songer y Uzal, 2005; Boyen et al., 2008a; Fairbrother

y Gyles, 2012; Posthaus et al., 2020).

En relacion a los aspectos metodologicos de esta primera investigacion, cabe destacar
que se utilizaron colecciones de aislados de campo obtenidos de muestras remitidas para
el diagnostico al grupo de investigacion DIGESPORC. De esta forma, los resultados
pueden ser representativos y extrapolables para las cepas que circulan en las granjas.
También se ha empleado una técnica de microdilucién que permite obtener resultados
particularmente precisos y reproducibles. Asi, entre sus multiples ventajas podemos
destacar que la concentracion bacteriana empleada para la evaluacion de cada uno de los
compuestos se mantiene constante, de forma similar a lo que ocurre en las técnicas
cuantitativas para el estudio de la actividad antimicrobiana de antibidticos (Wiegand et

al., 2008).

Con el fin de estudiar las interacciones entre distintos compuestos, cuando se
combinaron a diferentes ratios, empleamos el valor del indice de la concentracion
inhibitoria fraccionada o CIF. Dicho valor se calcul6 a través de la técnica de tablero de
ajedrez o “checkerboard” que permite estudiar multiples combinaciones de diluciones
seriadas de los compuestos a evaluar de forma conjunta. La metodologia utilizada y la
interpretacion de los resultados obtenidos se han basado en trabajos publicados
previamente (Odds, 2003; Fratini et al., 2017). Tanto los valores de CMI y CMB
obtenidos para cada AO, AE y componente de AEs evaluado como los del indice de CIF

aparecen recogidos en la primera publicaciéon que compone la presente Tesis Doctoral.

Finalmente, la actividad antibacteriana ejercida por la fraccion volatil de todos los
compuestos, asi como la sensibilidad de las tres especies bacterianas tras una corta
exposicion a diferentes concentraciones de los compuestos con mayor actividad fueron

evaluadas en la segunda publicacion.

En cuanto a los resultados obtenidos, todos los compuestos evaluados presentaron
actividad antimicrobiana frente al menos uno de los aislados evaluados, con la excepcion

del AE de pimienta. Con el objetivo de conocer si la falta de actividad del AE de pimienta
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era debida a una baja dispersion del mismo en medios de cultivo liquidos, como ha sido
descrito previamente (Tan y Lim, 2015), se recurri6 a la técnica de microdilucion en agar.
Esta técnica permite obtener una solucion de trabajo homogénea y estable entre el
compuesto en estudio y el medio de cultivo especifico. El crecimiento bacteriano en la
superficie del agar es facilmente visible, independientemente de los cambios en la
opacidad o en el color del medio de cultivo ocasionados por el compuesto a evaluar
(Golus et al., 2016). No obstante, el AE de pimienta tampoco demostré inhibicion sobre
el crecimiento en el rango de concentraciones estudiado empleando esta técnica. Es por
ello que consideramos que la falta de actividad de este AE es, probablemente,
consecuencia de la baja proporcion de su principal componente o piperina (40 %) ya que

sus propiedades antimicrobianas han sido descritas previamente (D’Souza et al., 2017).

Teniendo como referencia los valores de CMI capaces de inhibir el crecimiento del
50 % de los aislados de cada especie bacteriana (CMIso), el carvacrol fue el producto con
mayor actividad frente a las tres especies bacterianas en estudio (300 ppm). Ninguno de
los compuestos evaluados present6 una actividad antimicrobiana superior a la presentada
por el formaldehido, un potente desinfectante con alta capacidad bactericida que se
empled como control positivo, con la Gnica excepcion de la sal sodica de acidos grasos
destilados de coco frente a los aislados de C. perfringens (16 ppm). En concordancia con
nuestro resultado, se ha demostrado una actividad significativa del 4cido laurico, el
principal componente de dicha sal, frente a bacterias Gram positivas (Timbermont et al.,
2010; Yoon et al., 2018). Esta potente actividad frente a bacterias con una estructura
compleja de peptidoglicano en su pared contrasta con la ausencia de actividad frente a
E. coli y S. enterica en el rango de concentraciones estudiado (>5.000 ppm). En
consonancia con este resultado, se ha descrito una escasa actividad del acido laurico sobre

enterobacterias (Anzaku et al., 2017).

Los resultados de nuestro estudio demuestran la influencia del peso molecular de los
AOs sobre la sensibilidad de las bacterias Gram positivas y Gram negativas a estos
compuestos (Kang et al., 2013; Stanojevi¢-Nikoli¢ et al., 2016). En este sentido, las
enterobacterias fueron mas sensibles a los AOs de menor peso molecular, como es el
acido férmico con un peso molecular de 46,03 g/mol. Este hecho se puede explicar por la
menor resistencia que presenta la membrana externa de las bacterias Gram negativas
hacia este tipo de acidos en comparacion con los de mayor peso molecular, como el

acido laurico (200,32 g/mol) (Partanen y Mroz, 1999; Raftari et al., 2009; Stanojevic-
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Nikoli¢ et al., 2016). Las discrepancias entre los resultados observados en nuestro estudio
y los obtenidos anteriormente en otros trabajos que indican que los acidos de cadena corta
son menos efectivos que los de cadena media, como puede ser el acido caproico (Nakai
y Siebert, 2003; Van Immerseel ef al., 2004), hacen necesarias mas investigaciones que

determinen el efecto del peso de la molécula sobre la permeabilidad de membrana.

Como se ha indicado anteriormente en la introduccion, otro factor clave a tener en
cuenta en la actividad antimicrobiana de los AOs es el valor pKa. En este sentido,
Sprong et al. (2001) demostraron actividad del 4cido laurico frente a E. coliy S. enterica
apH 5. Dicho resultado puede ser explicado por el hecho de que al presentar un pKa igual
a 5,3, el 4cido puede presentar su forma no disociada a ese valor de pH y, con ello, su
naturaleza lipofilica. De esta forma, el 4cido puede atravesar mas facilmente la membrana
de las bacterias Gram negativas disminuyendo la resistencia ejercida por la presencia de

LPS hacia los acidos de cadena larga (Sheu y Freese, 1973).

El efecto del pH sobre la actividad antimicrobiana, tanto de AOs como de AEs, fue
también evaluado en nuestro estudio frente a E. coli y S. enterica. Los resultados
obtenidos demuestran que los valores de CMI a pH 4,8 fueron inferiores a los obtenidos
a pH 6, particularmente en los AOs, corroborando la mayor eficacia de estos compuestos
a pH acido (Partanen y Mroz, 1999; Omonijo et al., 2018). A modo de ejemplo, se
alcanzaron valores CMIso de 32 ppm en lugar de 1.562,5 ppm para el heptanoato sodico
frente a ambas especies bacterianas o de 32 ppm en lugar de 300 ppm para el carvacrol
frente a S. enterica. En el caso especifico de los AEs, el incremento de su actividad podria
ser explicado por el hecho de que al disminuir el pH, su hidrofobicidad se ve incrementada
favoreciendo el paso al interior celular (Omonijo et al., 2018). Sin duda, nuestros
resultados demuestran la importancia del factor pH en la actividad de los AOs y AEs y,
por ello, antes de aplicar tratamiento en las granjas, es necesario revisar el pH del agua

con el fin de maximizar el efecto del producto a la concentracion empleada.

Cabe mencionar que, a diferencia de lo observado para los AOs, el crecimiento de los
aislados tanto de las enterobacterias como de C. perfringens fue inhibido a
concentraciones muy similares por los AEs y sus componentes. Concretamente, tres
diluciones dobles seriadas fueron las mayores variaciones obtenidas entre los valores de
CMlIso de las diferentes especies bacterianas incluidas. Aunque nuestro resultado se

encuentra en concordancia con lo descrito previamente para los aceites de canela, clavo
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y lima (Prabuseenivasan et al., 2006), otros autores han descrito una mayor sensibilidad
a los AEs de las bacterias Gram positivas en comparacion con las Gram negativas (Burt,
2004; Brenes y Roura, 2010; Omonijo et al., 2018). Estas diferencias podrian ser
explicadas por distintos aspectos técnicos relacionados con los métodos usados para la
estimacion de la actividad antimicrobiana (Balouiri et al., 2016), asi como con las
especies bacterianas o aislados incluidos (Vande Maele ef al., 2016). Del mismo modo,
los factores bioldgicos como son la especie, edad, localizacion geografica o condiciones
de recoleccion de la planta de origen; los procesos quimicos empleados para su obtencion
o las condiciones de almacenaje son los factores que pueden influir tanto en la

composicién como en la concentracion y actividad de los AEs (Huyghebaert et al., 2011).

En nuestro caso, los componentes de AEs inhibieron el crecimiento de los aislados a
concentraciones inferiores a las presentadas por los AEs. Concretamente, los
componentes de AEs con mayor efecto sobre las enterobacterias fueron el carvacrol frente
a E. coli (CMIso igual a 300 ppm) y carvacrol y timol frente a S. enterica (CMlIso igual a
300 ppm para ambos compuestos). Dicha actividad ha sido ampliamente demostrada con
anterioridad con valores de CMI muy similares a los obtenidos en nuestro trabajo (Pei et
al., 2009; Ivanovic et al., 2012; Du et al., 2015). En el caso de C. perfringens,
cinamaldehido y de nuevo carvacrol (CMIso de 300 ppm) fueron los AEs mads eficaces,
aunque mostraron valores de CMI mas elevados que los descritos por otros autores

(Timbermont et al., 2010; Du et al., 2015).

En lo que respecta a la CMB, es necesario indicar que los valores obtenidos no fueron
significativamente superiores a los de CMI, con la tnica excepcion del acido propidnico
frente a E. coli. En este sentido, la ratio CMIso/CMBso (CMB capaz de eliminar al 50 %
de los aislados de cada especie bacteriana) para la mayoria de los compuestos frente a las
tres especies bacterianas estuvo comprendida entre 1 y 2, corroborando el efecto
bactericida de estos compuestos a concentraciones inhibitorias. Resultados similares han
sido previamente obtenidos por otros autores tras la evaluacion in vitro de productos
comerciales basados en extractos de citricos (Alvarez—Ord()ﬁez et al., 2013; de Nova et
al., 2019). Ademas, es necesario indicar que las ratios CMIso/CMBso obtenidas para los
AESs y sus componentes corroboran las hipdtesis previas sobre la mayor resistencia de las
bacterias Gram negativas a la accion de compuestos altamente hidrofobicos, como son
los AEs, respecto a las Gram positivas(Burt, 2004; Brenes y Roura, 2010; Omonijo et al.,
2018). De forma detallada, la mayoria de las ratios CMIso/CMBso obtenidas para las
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enterobacterias fueron iguales a 2 (ratios comprendidas entre 1 y 4), en contraste a las
obtenidas para C. perfringens que fueron iguales a 1, con la inica excepcion del AE de
clavo. En este sentido, la barrera altamente hidrofilica presente en las bacterias Gram
negativas constituida, por la fina capa de peptidoglicano y la membrana externa de LPS
en contraste con los extremos lipofilicos del acido lipoteicoico de la membrana celular de
las Gram positivas podria justificar dichas diferencias (Cox ef al., 2000; Trombetta ef al.,
2005). Por todo ello, nuestros resultados sugieren que la actividad bacteriostatica de los
AEs es independiente del tipo de pared celular presentada por los diferentes grupos
bacterianos, a diferencia de la actividad bactericida que es mayor para las bacterias Gram

negativas.

Antes de discutir los resultados obtenidos a través de la técnica de “checkerboard” es
necesario indicar que la metodologia descrita por Fratini et al. (2017) fue la seleccionada
tras llevar a cabo una revision bibliografica. Dicha metodologia permitié determinar de
forma simultanea tanto los valores de CMI individuales de los compuestos incluidos en
cada ensayo, como los valores de CMI de sus diferentes combinaciones binarias. Asi, fue
posible minimizar los errores a la hora de calcular el indice de 1a CIF al obtener los valores
necesarios para dicho calculo en la misma placa de cultivo y bajo las mismas soluciones

iniciales, tanto de indculo bacteriano como de compuesto.

La interpretacion de los indices de CIF nos permitid confirmar la ausencia
de sinergismo o, lo que es lo mismo, un efecto de los compuestos en combinacion superior
a la suma de los efectos individuales (indices de CIF inferiores a 0,5) para las
combinaciones evaluadas, incluso en aquellas en las que se incluy6 el control positivo o
formaldehido. Dicho resultado contradice lo observado en un estudio previo en el
que se demostrd sinergismo tras la combinacion, por ejemplo, del carvacrol y su
precursor p-cimeno (Ultee et al., 2000). Como ha sido descrito anteriormente, la
existencia de efecto sinérgico podria estar justificada por el hecho de que uno de los
compuestos evaluados podria ser responsable de provocar cambios significativos en la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica favoreciendo la actividad bactericida del
segundo compuesto incluido en la combinacion (Burt, 2004). No obstante, demostramos
un efecto de la combinacion igual a la suma de los efectos individuales o efecto aditivo
(indices de CIF comprendidos entre 0,5 y 1) para la mayoria de las combinaciones
estudiadas. En concordancia con nuestros resultados, se han descrito efectos aditivos para

algunas combinaciones de AEs frente a diferentes especies bacterianas (Pei et al., 2009;
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Du et al., 2015; Ouedrhiri et al., 2017), asi como para combinaciones de AEs y AOs
frente a B. hyodysenteriae (Vande Maele et al., 2016). Por consiguiente, nuestro estudio
corrobora la estrategia ventajosa de administrar este tipo de compuestos de forma
combinada con el objetivo de obtener resultados positivos sin necesidad de recurrir a
concentraciones elevadas. En este sentido, diferentes autores han demostrado que
concentraciones altas de compuestos aromaticos en la dieta pueden provocar cambios
organolépticos en los piensos y, con ello, modificar la palatabilidad asi como promover
una disminucion de la IMDA (Trevisi ef al., 2007; Cross et al., 2007). Por el contrario y
a modo de ejemplo, un estudio previo ha confirmado los beneficios sobre el rendimiento
del crecimiento de lechones destetados asociada a la suplementacion de la dieta con una
mezcla de AOs que incluy6 acido fumarico (13,5 %), citrico (10 %), sorbico (10 %) y
malico (6,5 %), cinamaldehido (15 %) y timol (5 %) a una concentracion de 1 kg/t (Yang
etal.,2019Db).

El empleo de la técnica de la placa de Petri invertida, previamente descrita
(Maruzzella y Sicurella, 1960; Ross ef al., 2001; de Aguiar et al., 2018), nos permiti6
confirmar que parte de la actividad antimicrobiana presentada por la mayoria de los
compuestos evaluados es debida a sus componentes volatiles. Por un lado, este hecho
corrobora la potencial utilidad de este tipo de compuestos en el tratamiento de
enfermedades respiratorias y en la desinfeccion de instalaciones, previniendo la
formacion de biofilms como ha sido previamente indicado por otros autores (Laird y
Phillips, 2012; de Aguiar et al., 2018). Por otro lado, nos senala la relevancia del disefio
de los ensayos para determinar la actividad antimicrobiana individual en estudios que
incluyan compuestos con elevada volatilidad. En este sentido, es de vital importancia la
evaluacion de los compuestos en diferentes placas de cultivo o suficientemente separados
entre si de forma que su actividad solo se vea influencia por la fraccion volatil especifica

de cada uno de ellos.

Igualmente, es importante destacar la ausencia de actividad de los componentes
volatiles de la sal sodica de acidos grasos destilados de coco frente a C. perfringens, un
resultado que sorprende puesto que previamente habiamos demostrado una elevada
actividad con inhibicion del crecimiento a bajas concentraciones. Ademas de poder ser
justificada por la baja concentracion a la que realmente se evalud el compuesto, esta
escasa actividad pudo ser debida a la pérdida de su fraccion volatil por absorcion en el

agar o por degradacion, como ha sido sefialado por varios autores para otros compuestos
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(Inouye et al., 2001; de Aguiar et al., 2018). Sin embargo, el mismo resultado fue
obtenido de nuevo en el test de supervivencia tras la exposicion durante 90 min a incluso
el doble del méaximo valor de CMB obtenido frente a los seis aislados de C. perfringens
(62 ppm). En contraposicidn a nuestro resultado, una significativa actividad frente a dos
cepas de esta especie bacteriana ha sido descrita en un estudio previo tras la exposicion
durante 30 min a 1.000 ppm de acido laurico, el principal componente de la sal sddica de
acidos grasos destilados de coco (Skrivanova et al., 2005). El estudio por microscopia
electronica de transmision (TEM) demostrd una separacion entre las membranas celulares
externas e internas, asi como una desorganizacion del citoplasma bajo dichas condiciones
(Skrivanova et al., 2005). Estos resultados nos permiten concluir que el acido laurico
puede ser efectivo frente a C. perfringens a bajas concentraciones, pero inicamente tras

la exposicion directa y durante un cierto periodo de tiempo.

A diferencia de lo obtenido para la sal sodica de acidos grasos destilados de coco,
todos los compuestos restantes presentaron actividad antimicrobiana tras una corta
exposicion frente al menos una de las tres especies bacterianas. De forma general, los
componentes de AEs, cinamaldehido, timol y carvacrol, fueron mas efectivos que el acido
formico, y los aislados de las enterobacterias presentaron mayor sensibilidad al
cinamaldehido que los de C. perfringens. Aunque las concentraciones de cinamaldehido
evaluadas frente a E. coli y S. Typhimurium (rango 600 a 4.800 ppm) fueron superiores
a las evaluadas frente a C. perfringens (rango 150 a 1.200 ppm), nuestros resultados
parecen sefialar diferencias en la actividad de este componente de AEs en funcion del tipo

de pared celular de las bacterias.

Finalmente, un dato de interés dentro de los resultados obtenidos mediante la técnica
de la placa de Petri invertida y el test de supervivencia es la diferencia observada tanto
para los valores de diametro de la zona de inhibicion como de reduccion de colonias
viables, respectivamente, para la cepa de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT
443 y el aislado SP 11 de S. Typhimurium. Este hecho refleja una respuesta intra-especie
no tan homogénea como la obtenida para las especies E. coli 'y C. perfringens que no
incluyeron cepas procedentes de colecciones de cultivo. Ademas, nuestro estudio refuerza
la idea sugerida por otros autores (Alvarez-Ord(’)ﬁez et al., 2013; de Nova et al., 2017,
2019) sobre la importancia de incluir aislados de campo en este tipo de estudios con el
objetivo de obtener informacion relevante que pueda ser extrapolada a las condiciones de

campo.
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4.2. DETERMINACION DEL_MECANISMO DE_ACCION
BACTERICIDA DE LOS COMPONENTES DE ACEITES
ESENCIALES CON MAYOR ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

A pesar del amplio nimero de trabajos existentes sobre la actividad antimicrobiana
de los AEs (Inouye et al., 2001; Trombetta et al., 2005; Prabuseenivasan et al., 2006; Pei
et al., 2009; Alvarez-Ordofiez et al., 2013; Du et al., 2015; Zhang et al., 2016; Vande
Maele et al., 2016; Semeniuc et al., 2017; de Nova et al., 2019; Sim et al., 2019),
diferentes autores han recalcado la necesidad de seguir investigando dichos compuestos
con el objetivo de obtener mayor informacién sobre sus dianas celulares especificas y
detallar completamente sus mecanismos de accion (Calo et al., 2015; Chouhan et al.,
2017; Omonijo et al., 2018). Ambos aspectos son de vital importancia para la
optimizacion de sus dosis efectivas y, con ello, mejorar su aplicacion en alimentacion

animal (Omonijo et al., 2018).

Por este motivo, en esta Tesis Doctoral se ha tratado de terminar el mecanismo de
accion del timol y del cinamaldehido a través del uso de diferentes técnicas previamente
validadas por nuestro grupo de investigacion como son la citometria de flujo (CF), la
espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) y la microscopia
electronica de barrido (SEM). Dichas técnicas permiten obtener informacion sobre los
cambios en la fisiologia, composicion y estructura que tienen lugar, principalmente en la
envoltura bacteriana, tras el tratamiento con diferentes compuestos (de Nova et al., 2019),
pero no han sido ampliamente utilizadas en la caracterizacion de componentes o
principios activos principales de los AEs. En relacion con esto, la evaluacion especifica
de los componentes de AEs en lugar de las mezclas complejas como son los AEs permite
evitar el efecto de los numerosos factores previamente mencionados que pueden influir
en su composicion y actividad, haciendo que los resultados sean mas precisos y

reproducibles (Burt, 2004; Huyghebaert et al., 2011).

La seleccion de los componentes de AEs a estudiar se realizo en base a su estructura
quimica mas que a su actividad, debido a la posible influencia de determinados grupos
funcionales sobre el mecanismo de accion (Burt, 2004). De esta forma, el cinamaldehido
clasificado dentro del grupo de los fenilpropenos y con una menor actividad a la obtenida
para los terpenos timol y carvacrol, fue incluido en nuestro trabajo. Por el contrario, el

carvacrol, con una actividad significativa a bajas concentraciones, fue excluido debido a
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que la posicion del grupo hidroxilo en el anillo fendlico no parece influir en su actividad,
lo que sugiere un mecanismo de accién similar al de su isoémero el timol (Helander et al.,

1998; Ultee et al., 2002; Nowotarska et al., 2017; Kachur y Suntres, 2020).

Cabe destacar que el estudio del mecanismo de accion del timol y el cinamaldehido
se llevo a cabo bajo las mismas condiciones empleadas en el test de supervivencia
(exposicion en oscuridad durante 90 min a diferentes concentraciones bactericidas) en
concordancia con estudios previos (AlvareZ-Ordéﬁez et al.,2013; de Nova et al., 2017,
2019). Esto nos permiti6 comprobar si los cambios determinados por las diferentes
técnicas empleadas implicaban alteraciones en la viabilidad de las bacterias. Ademas, la
ausencia de centrifugacion en los pasos previos al tratamiento con los diferentes
compuestos permitid obtener resultados minimamente influenciados por aspectos

metodologicos (de Nova et al., 2019).

En lo que respecta a los resultados obtenidos por CF, fue evidente que los dos
componentes de AEs evaluados presentaron un mecanismo de accion diferente, en
concordancia con lo descrito previamente (Burt, 2004). A diferencia del cinamaldehido,
el timol causé cambios significativos en la permeabilidad de la membrana celular, lo que
favorecid la acumulacion del ioduro de propidio (IP) en el interior celular, especialmente
en las enterobacterias. Al igual que ocurria en el test de supervivencia, dicho efecto fue
directamente proporcional a la concentracion del timol, salvo para el aislado de E. coli
EC 67. En este caso, el hecho de que la poblacion de bacterias marcadas con IP fuese
mayor tras la exposicion a timol a 1.200 ppm que la obtenida a 2.400 ppm puede ser
explicado por el hecho de que parte de las bacterias bajo esta ultima concentracion se
encontrasen desintegradas, imposibilitando la retencion de IP, tal y como se ha propuesto
previamente para otros productos (de Nova et al., 2019). La alteracion de la integridad de
la membrana ha sido también propuesta por otros autores como principal mecanismo de
accion del timol, asi como del carvacrol frente a bacterias Gram negativas y Gram
positivas empleando tanto la CF (Hammer y Heel, 2012; Manzoor et al., 2016) como
otras técnicas (Lambert et al., 2001b; Chauhan y Kang, 2014). Nuestros resultados en lo
que respecta al cinamaldehido contrastan con los obtenidos recientemente por Olszewska
et al., (2020), quienes describen una significativa poblacidon bacteriana marcada con IP,
proxima al 90 %, tras la exposicion a una concentracion inferior a la evaluada en nuestro
trabajo. No obstante, las diferencias encontradas pueden ser explicadas por aspectos

metodoloégicos ya que la solucion bacteriana empleada en dicho trabajo fue centrifugada
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a alta velocidad tanto a priori como a posteriori del tratamiento con el cinamaldehido.
Como se ha indicado anteriormente, este hecho puede afectar a la integridad celular

favoreciendo asi la absorcion del IP (de Nova et al., 2019).

El analisis de los espectros obtenidos por FTIR corrobora los resultados obtenidos por
otras técnicas. Por un lado, se evidenciaron cambios significativos dependientes de la
concentracion del timol en grupos funcionales presentes en carbohidratos y polisacéaridos
de la pared celular en las tres especies bacterianas evaluadas. Por otro lado, el
cinamaldehido a las concentraciones mas altas evaluadas provoco alteraciones en grupos
funcionales distintos entre las enterobacterias y C. perfringens. Este hecho, de nuevo,
coincide con lo postulado anteriormente por los resultados del test de supervivencia sobre
la posibilidad de que el cinamaldehido presente un mecanismo de accion diferente para

bacterias Gram negativas y Gram positivas.

A pesar de emplear un método diferente para la seleccion de las regiones espectrales
de rayos infrarrojos (IR), diferentes autores centrados en valorar otros compuestos como
potenciales alternativas a los antibidticos han demostrado también alteraciones en los
mismos grupos funcionales afectados, tanto tras la exposicion al timol como al
cinamaldehido (Alvarez-Ordéﬁez et al.,2013; de Nova et al., 2017, 2019). A diferencia
de estos autores, la alta reproducibilidad entre réplicas (coeficiente de correlacion de
Pearson o p>0,95) obtenida en nuestro estudio nos permitié6 emplear el algoritmo
“random forest” para la seleccion de las regiones espectrales mas variables tras la
comparacion de los espectros de los cultivos tratados con la mayor concentracion

evaluada y los espectros de los cultivos no tratados.

Por ultimo, el uso de SEM permitidé confirmar los resultados aportados por el resto de
técnicas empleadas, en concordancia con lo descrito previamente por otros autores
(Chauhan y Kang, 2014; Shen et al., 2015; de Nova et al., 2017, 2019). La ausencia de
dafio celular en las imagenes obtenidas en las muestras control ratifica la importancia de
seguir una metodologia que no comprometa la integridad celular y verifica la informacion
obtenida en el estudio de los mecanismos de accion. En este sentido, las discrepancias
existentes entre nuestros resultados y los obtenidos por Shen et al. (2015) sobre el efecto
del cinamaldehido frente a E. coli 'y S. Typhimurium podrian de nuevo ser explicadas por

dicho aspecto metodologico.
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En su conjunto, los resultados obtenidos corroboran aportaciones previas sobre las
diferencias entre el mecanismo de accion del timol y el cinamaldehido (Helander et al.,
1998; Gill y Holley, 2006). Con todo ello, y aunque son necesarios mas estudios para
dilucidar otros mecanismos que pueden estar también involucrados en su actividad, la
informacion obtenida es de gran utilidad para la caracterizacion detallada de la actividad

antimicrobiana de estos componentes de AEs.

4.3. ESTUDIO in vitro DEL EFECTO CITOTOXICO DE UNA
SELECCION DE ACIDOS ORGANICOS Y COMPONENTES DE
ACEITES ESENCIALES

Debido a que en la actualidad los AEs y AOs son considerados como aditivos
naturales seguros para su administracion en piensos, el interés por estudiar los efectos
nocivos sobre el organismo diana ha sido relativamente limitado hasta la fecha. Sin
embargo, se ha descrito su toxicidad sobre células epiteliales o incluso sobre el higado,
rifiones y tejidos gastrointestinales de animales monogéstricos (Sakurazawa y Ohkusa,
2005; Horky et al., 2019). Por consiguiente y en concordancia con Horky et al. (2019),
se deben llevar a cabo estudios in vitro que aborden aspectos relevantes de la citotoxicidad
de este tipo de compuestos, determinando las concentraciones y tiempos de exposicion a
los que se presentan estos efectos o incluso sus mecanismos. Teniendo en cuenta esto, el
efecto citotdxico asociado a dos AOs y a dos componentes de AEs con elevada actividad

antimicrobiana ha sido objeto de estudio en este trabajo de Tesis Doctoral.

Los resultados obtenidos tras la exposicion de células de la linea Vero (células
epiteliales del rifion de mono verde africano) se muestran en la tercera publicacion. Todos
los compuestos evaluados indujeron apoptosis de forma dependiente a la concentracion
evaluada, con la unica excepcion de la sal sodica de 4cidos grasos destilados de coco. Las
concentraciones capaces de reducir el numero de células viables al 50 % (CCso) fueron
similares en esa linea celular y en dos lineas celulares porcinas de distintos linajes, la
linea celular IPEC-J2, derivada de células de epitelio intestinal de yeyuno neonatal, y la
linea IPI-21, procedente del epitelio intestinal de ileon de cerdo adulto (datos no
incluidos). Concentraciones incluso inferiores a las obtenidas en nuestro trabajo han sido
descritas como citotdxicas en trabajos previos para el dcido férmico (437 ppm) frente a
células Vero (Sakurazawa y Ohkusa, 2005), para el timol (22,5 ppm) frente a células
esqueléticas musculares (Haeseler et al., 2002) o para diferentes AEs (110 ppm y 215
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ppm), entre los que se incluia el cinamaldehido como componente mayoritario frente a
fibroblastos de pulmoén (Houdkova et al., 2018a; b). Al igual que ocurre frente a bacterias,
entre los mecanismos de citotoxicidad se han incluido alteraciones en el gradiente
electroquimico de las células en el caso de los AOs, asi como dafio en la membrana
plasmatica tras la exposicion a AEs (Karuri et al., 1993; Mehdizadeh y Moghaddam,
2018).

De acuerdo con otros autores (Tamargo et al., 2015; Houdkova et al., 2018a; Jureti¢
et al., 2020), podemos estimar la seguridad de un determinado compuesto a través de su
indice terapéutico (IT), definido como la relacion entre su concentracion citotoxica y su
concentracion con actividad antibacteriana. Teniendo en cuenta esta informacion, los
valores de IT calculados a partir de los resultados obtenidos en los ensayos frente a células
Vero y frente a las especies bacterianas E. coli, S. enterica y C. perfringens (cociente
CCs0/CMIs0) demuestran que, en las condiciones de estudio, el 4cido férmico (valores de
IT comprendidos entre 1,32 y 2,64) presenta un mejor perfil de seguridad que los AEs
evaluados, con valores de IT significativamente bajos (rango comprendido entre 0,20 y
0,82). Por consiguiente, la exposicion directa de células epiteliales a concentraciones con
actividad antimicrobiana, principalmente de timol y cinamaldehido, puede conllevar un
cierto riesgo toxicologico, propiciando por ejemplo el desarrollo de ftlceras o
complicaciones gastrointestinales, como ha sido sefalado para otros compuestos con

elevada citotoxicidad (Sakurazawa y Ohkusa, 2005).

En este sentido, los resultados alcanzados en el presente trabajo demuestran la
necesidad senalada previamente por otros autores de desarrollar estrategias que permitan
aumentar el abanico de concentraciones en las que este tipo de compuestos presentan
actividad sin causar efectos adversos hacia el hospedador diana (Omonijo et al., 2018;
Horky et al., 2019). Entre las estrategias existentes que permiten una optimizacion de la
dosis requerida tanto de AEs como AOs destacan las orientadas a formular emulsiones,
sistemas isotropicos, termodinamicamente estables y transparentes o translucidos del
compuesto activo, agua y sustancias tensioactivas (Solans et al., 2005). En detalle,
microemulsiones y nanoemulsiones con un tamafio de comprendido entre 10 y 100 nm,
constituyen uno de los sistemas mas atractivos de encapsulacion y administracion de este
tipo de compuestos debido a su estabilidad a largo plazo, asi como a su facil preparacion
(Franklyne et al., 2016). Ademés de incrementar la solubilidad de los compuestos de

interés, generalmente insolubles en agua, ambos tipos de estructuras micelares permiten
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su liberacion gradual y dirigida en el tracto gastrointestinal y, por consiguiente, disminuir
el riesgo de irritacion intestinal que conlleva su administracion (Pouton, 1985; Fahr y Liu,

2007; Franklyne et al., 2016; Horky et al., 2019).

4.4. ESTUDIO in vitro DEL_EFECTO VIRICIDA DE UNA
SELECCION DE ACIDOS ORGANICOS Y COMPONENTES DE
ACEITES ESENCIALES FRENTE AL VIRUS DE LA DIARREA
EPIDEMICA PORCINA

En el ambito especifico del ganado porcino, la DEP constituye una de las principales
enfermedades viricas del tracto digestivo, junto con las infecciones por rotavirus y la
gastroenteritis transmisible porcina. Para ninguna de estas infecciones viricas entéricas
existen tratamientos etiologicos especificos (Jung et al., 2020). En los afios mas recientes,
la DEP ha adquirido un enorme interés debido a su emergencia y re-emergencia a nivel
mundial, lo que ha favorecido la busqueda de tratamientos alternativos eficaces entre los

que se incluyen algunos compuestos naturales (Lee et al., 2015; Li et al., 2018Db).

Esta enfermedad altamente contagiosa afecta a cerdos de cualquier edad, aunque es
particularmente grave en los lechones de menos de 1-2 semanas de edad, entre los que
puede producir mortalidades de hasta el 90-100 %. Cursa con una diarrea acuosa, de color
amarillo-verdoso y con una duracién que oscila entre 7 y 10 dias (Carvajal et al., 2015).
El agente etioldgico es el VDEP que corresponde a un coronavirus constituido por una
nucleocapside de simetria helicoidal, envoltura lipidica y un genoma formado por una

unica cadena de ARN con polaridad positiva (Sekhon et al., 2016).

La principal herramienta para el control de la DEP es la bioseguridad externa de las
explotaciones que debe minimizar los riesgos de entrada del patogeno. Tras la entrada de
la enfermedad, podemos llevar a cabo un tratamiento sintomatico con medidas orientadas
a minimizar los efectos del cuadro de diarrea, favoreciendo la rehidratacion y
restringiendo la ingesta de alimentos (de Arriba Martin, 2000). La exposicion de toda la
poblacion al virus, fundamentalmente de las cerdas gestantes, a través de una estrategia
feedback es de gran importancia, minimizando el impacto en lechones y limitando en el
tiempo las cadenas de transmision. A través de la exposicion al material infeccioso,
intestinos o heces, proveniente de animales con cuadros clinicos agudos, dicha estrategia

se centra en promover la inmunidad en las cerdas de manera que pueda ser transferida a

136



4. Discusion

los lechones mediante el calostro y la leche. Aunque su eficacia estd realmente
contrastada, este manejo no esta exento de riesgos y puede favorecer la diseminacion en
las explotaciones de otros patdogenos, tanto bacterianos como viricos, con consecuencias

claramente negativas para la produccion (Allepuz y Casal, 2014; Weng et al., 2016).

Finalmente, la inmunidad también puede ser adquirida a través de programas de
vacunacion en aquellos paises donde estan disponibles vacunas comerciales (De Arriba
et al., 2002). Sin embargo, la eficacia de estas vacunas en condiciones de campo suele
clasificarse como moderada o baja debido posiblemente a las diferencias antigénicas y
genéticas existentes entre las cepas utilizadas para el desarrollo de las vacunas y las cepas
circulantes (Lin et al., 2016; Park et al., 2018). Actualmente, las vacunas comerciales
disponibles frente a VDEP se basan en la incorporacion de virus vivos atenuados o de
virus inactivos o muertos. Generar nuevas vacunas con las cepas prevalentes en una
determinada area geografica o en un momento temporal no parece ser una solucion viable
desde el punto de vista clinico (Kim et al., 2016; Gerdts y Zakhartchouk, 2017). Al
respecto, en esta y en otras infecciones viricas cobra especial sentido el desarrollo de
vacunas de nueva generacion, con un proceso de desarrollo y produccién a gran escala
mas simple y rapido (Jorge y Dellagostin, 2017; Gerdts y Zakhartchouk, 2017; van Riel
y de Wit, 2020).

Teniendo en cuenta esta situacion, la identificacion de nuevos tratamientos con
actividad antiviral que permitan minimizar las manifestaciones clinicas de la DEP es
prioritaria. En este sentido, compuestos naturales con reconocida actividad frente a
bacterias patogenas relevantes y de facil administracion pueden ser de gran interés (Balta
et al., 2020). En la presente Tesis Doctoral se ha evaluado la actividad viricida frente al

VDEP de los AOs y componentes de AEs con mayor actividad antibacteriana.

Este estudio se llevd a cabo con la cepa CV777 del VDEP y estuvo fuertemente
condicionado por la significativa citotoxicidad mostrada por la mayoria de los
compuestos. A este respecto, el hecho de no poder incrementar el rango de
concentraciones a evaluar imposibilité la estimacion del indice de selectividad (IS)
especifico de cada compuesto. Dicho valor obtenido a partir de la relacion CCso/CEso
(concentracion requerida de un determinado compuesto para inhibir el efecto citopatico
inducido por VDEP en un 50 %) ha sido ampliamente utilizado en estudios similares y

constituye uno de los mejores parametros para la evaluacion de la actividad antiviral
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potencial de un determinado compuesto de interés (Choi et al., 2009; Pritchett ez al., 2014;
Lee et al.,2015). No obstante, los resultados alcanzados en el presente trabajo demuestran
que el acido formico a una concentracion de 1.200 ppm presenta actividad frente al
VDEDP, especialmente sobre la sintesis del 4cido ribonucleico o ARN viral. Ademas, dicha
actividad ha sido demostrada para unos indices de multiplicidad de infeccion (MOI) o
nimero de particulas virales infectivas por célula relativamente altos en comparacion a

los de estudios previos (Li et al., 2018b).

Consecuentemente, la actividad antiviral in vitro presentada por este acido podria
tenerse en cuenta en el desarrollo de nuevas estrategias para combatir la DEP de forma
similar a lo propuesto para un compuesto natural derivado de la planta Eupatorium
chinense (Wang et al., 2016), con un valor de IS relativamente bajo en comparacion a
otros compuestos fitobiodticos (Choi et al., 2009; Lee et al., 2015), o para el cloruro de

litio (Li et al., 2018b).

Ademas, el hecho de que el acido férmico pueda comprometer el éxito de las
infecciones inducidas en cerdas mediante la exposicion a material infeccioso debe ser
tenido en cuenta. En base a nuestros resultados, la presencia de acido formico en la dieta
o el agua de bebida podria hacer fracasar las estrategias de feedback, ampliamente
utilizadas en las explotaciones infectadas por VDEP (Weng et al., 2016; Jung et al.,
2020).

Finalmente, los resultados obtenidos para el resto de compuestos evaluados confirman
su falta de actividad frente a VDEP, observandose tnicamente un débil efecto de la sal
sodica de acidos grasos destilados de coco y del cinamaldehido sobre la formacion de
nuevas particulas virales infectivas. Dichos resultados discrepan con los publicados
previamente por otros autores que determinaron un efecto inhibitorio del 4cido laurico, el
principal componente de la sal sodica estudiada, sobre el arenovirus Junin (Bartolotta et
al.,2001), asi como de diferentes AEs, entre los que se incluia el timol, sobre el virus del

herpes simples tipo 1 (Astani et al., 2010).
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4.5. ESTUDIO in vitro Y EN CONDICIONES DE CAMPO DE
LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE DESINFECTANTES
COMERCIALES FRENTE A B. hyodysenteriae

La aplicacion de protocolos de limpieza y desinfeccion en las granjas de cerdos juega
un papel relevante en el control de patdogenos, limitando o incluso previniendo la
transmision entre lotes de animales. En esta Tesis Doctoral hemos incluido un capitulo
relativo a la eficacia de desinfectantes y de protocolos de limpieza y desinfeccion de
granjas, utilizando como modelo la disenteria porcina, una de las enfermedades mas
relevantes del ganado porcino en la actualidad durante la fase final de engorde. El agente
etiologico de esta enfermedad entérica caracterizada por una colitis muco-hemorragica
son espiroquetas fuertemente hemoliticas del género Brachyspira, destacando
particularmente en nuestro &mbito B. hyodysenteriae (Paster y Dewhirst, 2000; Hartnack

et al., 2014; Nathues et al., 2015; Burrough, 2017).

En cuanto a los signos clinicos, los cerdos afectados muestran diarrea muco-
hemorragica de moderada a grave, deshidratacion, acidosis metabdlica e hipercalcemia,
pérdida de peso e incluso la muerte asociada a la presencia de lesiones en el intestino
grueso (Burrough, 2017). No obstante, existen multiples factores que influyen en la
manifestacion y persistencia de dichos signos clinicos como pueden ser la edad, el estrés,
el tipo de dieta, las condiciones de hacinamiento o la dosis infectiva y la virulencia de la

cepa implicada (Alvarez-Ordonez et al., 2013).

El tratamiento y control de la disenteria porcina implica, principalmente, el uso de
antibiodticos ya que no existen vacunas comerciales y la inmunoprofilaxis queda limitada
al empleo de autovacunas (Carvajal et al., 2006; Hidalgo ef al., 2011; Rugna et al., 2015;
Burrough, 2017). Cambios en la dieta, particularmente la incorporacion de carbohidratos
altamente fermentables asi como de aditivos alimentarios, como los AOs y AEs, son otras
medidas que pueden ayudar en el control de esta enfermedad (Hansen et al., 2010; Vande

Maele et al., 2016).

Aunque estas medidas permiten reducir o prevenir los signos clinicos, generalmente
no suelen ser suficientes para erradicar la enfermedad (Neirynck et al., 2020). En este
marco, el limitado nimero de antibidticos con indicacidon para el tratamiento de la

disenteria porcina, la emergencia de aislados de B. hyodysenteriae resistentes a los
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mismos y la implementacion de incorrectas pautas de bioseguridad estan entre las
principales razones que explican el incremento del diagnostico de esta enfermedad
durante los ultimos afios en Norteamérica (Burrough, 2017), asi como en Europa y Espafia

(Diez, 2019).

Entre las medidas inadecuadas de bioseguridad que pueden jugar un papel
fundamental en el establecimiento y la transmision de la disenteria porcina destacan la
ausencia de pediluvios/rodaluvios para la desinfeccion de vehiculos y botas del personal
en las entradas de las granjas y de las naves, la inexistencia de barreras fisicas que impidan
la entrada o el contacto con animales silvestres infectados como jabalies o aves,
fundamentalmente anatidas consideradas como un auténtico reservorio de espiroquetas
intestinales, con vectores como roedores, ratas y ratones, o con incluso con cucarachas y
otros insectos, asi como el inadecuado control sobre las entradas de cerdos o de camiones

de transporte en las explotaciones (Alvarez-Ordoiiez et al., 2013; Zeeh et al., 2020).

En este sentido, es importante destacar que B. hyodysenteriae puede sobrevivir
durante largos periodos de tiempo en ambientes y materiales que hayan podido estar en
contacto con heces que incluyan este patogeno (Alvarez-Ordénez et al., 2013). En detalle,
se ha comprobado que B. hyodysenteriae puede sobrevivir en heces humedas durante 48
dias en un rango de temperaturas comprendido entre los 0°C y 10°C, ambos inclusive, 7
dias a 25°C y menos de 24 h a 37°C (Chia y Taylor, 1978). Asi pues, la falta de limpieza
y desinfeccion de las instalaciones, equipamiento, vehiculos de transporte, ropa y calzado
de trabajo o incluso de los propios animales tiene relevancia en la transmision y el

mantenimiento de la enfermedad (Lobova y Cizek, 2004).

Teniendo en cuenta la importancia de implementar estrictos protocolos de limpieza y
desinfeccion para el control de la disenteria porcina y ante el incremento de casos
previamente citado, hemos decidido incluir un capitulo en la presente Tesis Doctoral que
aborda la sensibilidad de aislados de campo de B. hyodysenteriae a distintos
desinfectantes. En este sentido, el nimero de trabajos experimentales existentes en la
actualidad es realmente insignificante (Lobova y Cizek, 2004), hecho que probablemente
es consecuencia de la dificultad que conlleva el cultivo y manejo de este patdégeno
fastidioso en condiciones de laboratorio (Vande Maele et al., 2016). En consonancia con
lo mencionado en varios trabajos centrados en otros microorganismos patdogenos

relevantes en veterinaria (Mannion et al., 2007; Chandler-Bostock y Mellits, 2015), el
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estudio de la eficacia de los protocolos rutinarios de limpieza y desinfeccion sobre
B. hyodysenteriae en granjas comerciales de cerdos es de gran importancia, permitiendo
identificar los aspectos criticos para la prevalencia y transmision de la disenteria porcina.
Asi, en segundo lugar y en condiciones de campo, hemos evaluado los protocolos de
limpieza y desinfeccion de corrales tras el vaciado de los animales en granjas con

disenteria porcina.

En lo que respecta al estudio llevado a cabo bajo condiciones de laboratorio, debemos
destacar que los aislados empleados se recuperaron de muestras de heces de cerdos
afectados por disenteria en diferentes granjas de la region de Castilla y Leon entre el afio
2018 y 2019. Los resultados obtenidos a partir de los antibiogramas realizados mediante
el método de microdilucion en caldo descrito por Karlsson et al. (2003) con las placas
comerciales VetMIC Brachy (ver.2) de SVA (Statens Veterinarmedicinska Anstalt,
Suecia) demostraron una baja sensibilidad de los aislados a los antibidticos de diferentes
familias. En detalle, estas placas comerciales incluyen los principales antibidticos con
indicacion para el tratamiento de la disenteria porcina como son la tiamulina y la
valnemulina (antibidticos pertenecientes a la familia de las pleuromutilinas), la tilvalosina
(macrolidos), asi como la lincomicina (lincosamidas). En concordancia con estudios
previos sobre resistencia antimicrobiana de este patdogeno en nuestro pais (Hidalgo et al.,
2011), asi como en otros paises con una produccion porcina relevante (Karlsson ef al.,
2003a; Lobova et al., 2004; Sperling etal.,2011; Rugna et al., 2015; Kirchgissner ef al.,
2016; Mirajkar et al., 2016; Joerling et al., 2018; Massacci et al., 2018), la mayoria de
los aislados incluidos en nuestro estudio fueron resistentes o mostraron sensibilidad
reducida a estos antibidticos. La alta prevalencia de aislados resistentes justifica
encarecidamente la busqueda de alternativas a la antibioterapia para el control de esta

enfermedad.

A diferencia de otros trabajos en los que la eficacia de agentes desinfectantes se evalia
a través de la determinacion de la CMI y/o la CMB empleando técnicas de dilucién en
caldo (Maertens et al., 2019) o en agar (Aarestrup y Hasman, 2004), la evaluacién de los
diferentes desinfectantes comerciales incluidos en el presente trabajo se realizo de
acuerdo a la Norma Europea EN 1656:2009. Esta norma, aplicable a productos
desinfectantes y antisépticos utilizados en el area veterinaria, especifica un ensayo
cuantitativo de suspension que permite determinar si los desinfectantes diluidos en agua

dura (con alto nivel de minerales disueltos, en particular, sales de magnesio y calcio) a la
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concentracion recomendada por sus fabricantes presentan actividad bactericida bajo
condiciones estandarizadas. Dichas condiciones se establecen teniendo en cuenta
multiples factores que pueden influir sobre la accidon de los desinfectantes en situaciones
practicas, como el tiempo de contacto, la temperatura o las sustancias interfirientes. Por
consiguiente, permite que los resultados alcanzados por distintos productos o en

diferentes laboratorios puedan ser comparados.

La mayoria de los desinfectantes evaluados cumplio los requisitos establecidos por la
norma frente a todos los aislados de B. hyodysenteriae valorados, demostrando una
reduccion de al menos cinco unidades logaritmicas de los recuentos de unidades
formadoras de colonias o UFC por ml tras la exposicion durante 30 min a 10°C en
presencia de heces estériles, simulando condiciones de alto nivel de suciedad. En este
sentido, nuestros resultados parecen corroborar la eficacia tedrica de este tipo de
productos comerciales en la desinfeccion tanto de superficies de instalaciones como de
herramientas y equipos, incluso aunque estén recubiertos de materia organica (Alvarez-

Ordoiez et al., 2013).

Sin embargo, en el caso especifico del Virkon-S, un desinfectante a base de
peroxigenos, y de Limoseptic, a base de compuestos aldehidicos y amonios, no se alcanzd
este nivel de reduccion frente a algunos de los aislados. Un estudio previo menciono la
influencia de la materia organica sobre actividad del Virkon-S frente a B. pilosiloci
(Corona-Barrera et al., 2004). No obstante, cabe destacar que el Limoseptic frente al
unico aislado con menor sensibilidad y el Virkons-S frente a uno de los tres aislados con
cierta resistencia, consiguieron reducir en mas de tres logaritmos los recuentos, un valor
que ha sido asociado con una actividad bactericida aceptable por algunos autores

(Gutiérrez et al., 1995; Zadrazilova et al., 2015).

Cabe destacar el hecho de que dos de los cuatro aislados previamente indicados, cuya
viabilidad fue menos afectada por la actividad de los desinfectantes, también presentaron
un perfil resistente a los antibioticos muy similar, con elevados valores de CMI. En este
sentido, se ha descrito tolerancia cruzada a ambos tipos de agentes antimicrobianos,
especificamente en bacterias Gram negativas (Lambert et al., 2001a; Murtough et al.,
2001; Braoudaki y Hilton, 2004; Condell et al., 2012). Dicha tolerancia podria estar
explicada, por ejemplo, por una reduccion de la permeabilidad celular o por la presencia

de un sistema de eflujo que evite la entrada o la acumulacion de diferentes compuestos

142



4. Discusion

quimicamente no relacionados en las bacterias resistentes (Tattawasart et al., 1999). Sin
embargo, la ausencia de correlacion entre la resistencia a los antibidticos y a los
desinfectantes ha sido el resultado obtenido en numerosos trabajos llevados a cabo con
aislados de diferentes géneros bacterianos recuperados tanto de granjas de cerdos y pollos
(Gantzhorn et al., 2014; Maertens et al., 2019), como del ambiente hospitalario (Herruzo
et al., 2015). Por todo ello, son necesarios mas estudios que incluyan un mayor nimero
de aislados con diferente perfil de resistencia a diferentes agentes antimicrobianos, asi
como a desinfectantes, para poder abordar con mayor profundidad el estudio de esta

resistencia cruzada.

Respecto al estudio llevado a cabo en condiciones de campo, el elevado ntimero de
corrales en los que se detectd B. hyodysenteriae en concentraciones relevantes por la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR tras el vaciado pone de manifiesto
la importancia de los protocolos de limpieza y desinfeccion para evitar la transmision de
este patogeno entre lotes. De acuerdo con esto, un trabajo recientemente publicado
centrado en la evaluacion de diferentes programas de erradicacion de B. hyodysenteriae
en granjas con disenteria porcina endémica describi6 resultados exitosos inicamente en
aquellas granjas en las que se implementaron unos exhaustivos protocolos de limpieza y

desinfeccion (Neirynck et al., 2020).

En el presente estudio, detectamos B. hyodysenteriae en muestras recogidas tras haber
aplicado los protocolos de higiene de las instalaciones. Teniendo en cuenta la elevada
eficacia demostrada in vitro por los desinfectantes frente a la mayor parte de los aislados
de B. hyodysenteriae y ante la presencia de elevada materia orgéanica en dichas muestras,
la falta de eficacia observada podria ser consecuencia de una inadecuada aplicacion de
los protocolos de limpieza y desinfeccion (limpieza inadecuada, uso incorrecto de los
agentes desinfectantes, tiempo de secado insuficiente, etc.). De acuerdo a Davidson y
Harrison (2002), la presencia de materia organica o de agua de aclarado junto con el uso
de desinfectantes subdosificados permite que las bacterias se expongan a concentraciones
inferiores a las efectivas, favoreciendo la seleccion de aislados con una sensibilidad
reducida. En este sentido, un numero significativo de estudios llevados a cabo en
condiciones de laboratorio han demostrado que bacterias con perfil sensible pueden
desarrollar, tras la exposicion gradual a concentraciones subinhibitorias de diferentes

desinfectantes, una mayor tolerancia a estos agentes, asi como a multiples antibioticos
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(Davidson y Harrison, 2002; Braoudaki y Hilton, 2004; Randall et al., 2004; Karatzas et
al., 2007; Webber et al., 2015).

Como ha sido indicado anteriormente, el incremento de poblaciones bacterianas con
perfil resistente a los desinfectantes, adquirido a través de adaptacion fenotipica,
mutaciones y transferencia genética horizontal (Cloete, 2003) constituye una amenaza
para la salud animal y humana (Tong ef al., 2021). Por consiguiente y ante los resultados
alcanzados en el presente estudio tanto en condiciones de campo como in vitro, se
recomienda que los protocolos de limpieza y desinfeccion de las granjas sean evaluados
con cierta periodicidad con el doble objetivo de crear conciencia sobre las debilidades o
fallos de estos procesos y mejorar su eficacia. Con ello, podemos mitigar el riego de
transmision de microorganismos patdgenos como B. hyodysenteriae entre lotes sucesivos
de animales, asi como la presion selectiva ejercida por los desinfectantes sobre distintas

bacterias ambientales.
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5. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral se pueden extraer las

siguientes conclusiones:
Conclusion primera

La mayoria de los &cidos organicos (AOs), aceites esenciales (AEs) o componentes
de AEs evaluados en condiciones in vitro muestran una actividad antibacteriana
concentracion-dependiente frente a bacterias de las especies E. coli, S. enterica y
C. perfringens. Los valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion
minima bactericida (CMB) pueden ser de gran utilidad a la hora de determinar la dosis de

administracion adecuada para el control de infecciones por estos patdgenos entéricos.
Conclusion segunda

A pesar de que el mecanismo de accion de los AEs no esté completamente dilucidado,
hemos podido demostrar que la principal diana celular del timol frente a E. coli,
S. enterica 'y C. perfringens corresponde a la pared celular, mostrando alteraciones
significativas en grupos funcionales de carbohidratos y polisacéaridos, incremento de su
permeabilidad, asi como cambios en su estructura y morfologia tras la exposicion a
diferentes concentraciones. Por ¢l contrario, el mecanismo de accion del cinamaldehido
parece diferir entre bacterias Gram positivas y Gram negativas, observandose alteraciones
principalmente en proteinas, acidos grasos y compuestos con grupos fosfatos en los
aislados de C. perfringens y dafio en la pared celular frente a E. coli y S. enterica, pero

sin comprometer significativamente su permeabilidad, estructura y morfologia.
Conclusion tercera

Tanto el acido formico como los dos componentes de AEs evaluados, timol y
cinamaldehido, presentaron efecto citotéxico a concentraciones bactericidas, lo que pone
de manifiesto la necesidad de estudiar y desarrollar estrategias que permitan optimizar las
dosis requeridas, asi como evitar la exposicion directa de la pared gastrointestinal a
concentraciones elevadas de dichos compuestos con el fin de disminuir el riesgo

toxicologico.
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Conclusion cuarta

A diferencia de la sal sédica de acidos grasos destilados de coco, el timol y el
cinamaldehido, el 4cido formico a una concentracion de 1.200 ppm tuvo un efecto
inhibitorio sobre la replicacion de la cepa CV777 del VDEP en células de la linea Vero.
Son necesarios mas estudios para conocer con mayor detalle el potencial de dicho 4cido
en el control de la DEP, asi como si su uso en granja puede afectar a medidas rutinarias
en el control de esta enfermedad como las infecciones inducidas en cerdas para promover

la inmunidad de los lechones lactantes o sistemas de feedback.
Conclusion quinta

La evaluacion de ocho desinfectantes comerciales frente a una bateria de aislados de
campo de B. hyodysenteriae demostrd en un ensayo in vitro la eficacia de estos productos
frente a dicho patogeno, eliminando por completo la presencia de bacterias viables en la
gran mayoria de los casos. Este resultado contrasta con la permanencia de
B. hyodysenteriae en el ambiente de las granjas tras la limpieza y desinfeccion
demostrada en el estudio realizado en condiciones de campo, hecho que refleja la
ineficacia de los protocolos de limpieza y desinfeccion aplicados y la necesidad de

mejorar y monitorizar la eficacia de los mismos.
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