Revista MVZ Cérdoba

ISSN: 0122-0268
editormvzcordoba@gmail.com

Universidad de Cérdoba
Colombia

Jurado-Gamez, Henry; Ramirez T, Cristina; Martinez B, Javier
Evaluacion in vivo de Lactobacillus plantarum como alternativa al uso de antibiéticos en lechones
Revista MVZ Cérdoba, vol. 18, 2013, pp. 3648-3657
Universidad de Cordoba
Monteria, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=69329148008

Como citar el articulo &\ ' /" 9

Numero completo . -, o
P Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=693
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=69329148008
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=69329148008
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=693&numero=29148
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=69329148008
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=693
http://www.redalyc.org

Rev.MVZ Cérdoba 18(Supl):3648-3657, 2013.

ORIGINAL

Evaluacion in vivo de Lactobacillus plantarum como
alternativa al uso de antibioticos en lechones

In vivo evaluation of Lactobacillus plantarum as an alternative to
antibiotics uses in piglets
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RESUMEN

Objetivos. Evaluar el efecto in vivo de Lactobacillus plantarum como alternativa al uso de antibioticos
en lechones. Materiales y métodos. 50 lechones fueron distribuidos en 5 tratamientos (n=10). (TO:
sin probiotico; T1: con L. plantarum 1 H1; T2: con L. plantarum 1 H2; T3: con probidtico comercial;
T4: sin probidtico comercial). Las cepas fueron identificadas molecularmente. Para la elaboracion de
los indculos se utilizaron 10 g/L azlcar blanco; 15 g/L leche de soya; 150 g/L suero de leche; 15
g/L salvado de trigo y se analizé la viabilidad a temperatura ambiente y refrigeracion. El efecto de
los indculos probidticos se evaludé en ganancia de peso, sobrevivencia y presentacién de diarrea. La
determinacion del contenido de inmunoglobulina A se hizo por turbidimetria; colesterol total y BUN
por espectofotometria. El recuento de polimorfonucleares neutréfilos mediante extendido de sangre.
Resultados. Las cepas correspondieron molecularmente a Lactobacillus plantarum. La produccion
de los indculos, para el caso de L. plantarum 1 H1 y L. plantarum 1 H2 se almacenaron por 21 y 12
dias a temperatura de refrigeracion manteniendo viabilidades altas. Los animales sometidos a los
tratamientos T1 y T2 no presentaron episodios de diarrea y la mayor ganancia de peso vivo final, asi
como las concentraciones mas altas de IgA, polimorfonucleares neutrdfilos, colesterol total y BUN
fueron menores en T1 y T2. Se comprobd la adherencia de L. plantarum 1 H1 y L. plantarum 1 H2
en el intestino grueso. Conclusiones. La utilizacion de probidticos con L. plantarum 1 mostraron un
efecto positivo en la salud, sobrevivencia y ganancia de peso de los lechones tratados.

Palabras clave: Diarrea, Lactobacillus plantarum, probidticos, tratamientos (Fuentes: CAB).
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ABSTRACT

Objectives. To evaluate the in vivo effect of Lactobacillus plantarum in piglets as an alternative to
antibiotics. Materials and methods. Fifty piglets were allocated into 5 (n=10) treatment groups
(TO: without probiotics; T1:with L. plantarum 1 H1; T2:with L. plantarum 1 H2; T3: with commercial
probiotics; T4:without commercial probiotics). The strains were molecularly identified. The inoculate
preparation used was 10 g/L white sugar, 15 g/L soy milk, 150 g/L whey, 15 g/L wheat bran, analyzing
their feasibility at room temperature and refrigeration. The probiotics inoculate were evaluated in weight
gain, survival and presentation of diarrhea. Immunoglobulin A was evaluated by turbidimetry, total
cholesterol and BUN by spectrophotometry. The count of neutrophils by blood extension. Results. The
Lactobacillus plantarum strains corresponded molecularly. The production of inoculate for the case of
L. plantarum 1 H1 and L. plantarum 1 H2 was stored for 21 and 12 days in a refrigerated environment
while maintaining high viabilities. T1 and T2 had no episodes of diarrhea and higher final live weight
gain and higher concentrations of IgA, and polymorphonuclear neutrophil. Total cholesterol and BUN
were lower in T1 and T2. We confirmed the accession of L. plantarum 1 H1 and L. plantarum 1 H2
in the intestine. Conclusions. The use of probiotic L. plantarum 1 showed a positive effect on the

health, survival and weight gain of the piglets treated.

Key words: Diarrhea, Lactobacillus plantarum, probiotics, treatment (Sources: CAB).

INTRODUCCION

El destete de los lechones ocasiona estrés
y cambios en su inmunidad, presentando
desequilibrio en su microflora intestinal ya que
patdgenos como Escherichia coli, Clostridium
perfringens, Salmonella spp., y rotavirus
colonizan el tracto gastrointestinal; causando
diarrea post destete (1). Los antibidticos han sido
utilizados para prevenir infecciones entéricas, sin
embargo, los patdgenos desarrollan resistencia
cruzada (2) con implicaciones negativas para la
salud humana y animal.

Una alternativa al uso de antibidticos, es la
utilizacién de microorganismos vivos con
caracteristicas probiodticas en la dieta que
depende en parte de la cepa utilizada, pues, no
todas tienen la misma capacidad de modulacién
de la microflora intestinal o la misma capacidad
para unirse a las células intestinales. Lactobacillus
plantarum se ha utilizado en cerdos para el
control de bacterias entéricas (3), e influenciar
las comunidades gastrointestinales.

En este estudio se propuso la sustitucion o
complemento al uso de antibiéticos mediante la
utilizacion de indculos probidticos de Lactobacillus
plantarum junto con la racién de iniciacién libre
de antibidticos en fase de precebo y asi, lograr
un mejor control de las infecciones que causan
diarrea. Ademas, se evalud su efecto en los
pesos vivos finales, niveles de inmunoglobulina
A, colesterol total y nitrdgeno ureico, eficacia de
la colonizacién por microscopia electrénica de alta
resolucién y analisis microbioldgicos de muestras
histoldgicas del intestino grueso y materia fecal
en los grupos seleccionados.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. El presente estudio se
realizd en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad del Valle, sede de Meléndez (Cali,
Colombia), y en la finca “La Sierra”, (Candelaria,
Valle del Cauca, Colombia).

Identificacion molecular de Lactobacillus
plantarum. Mediante amplificacién del
gen ribosomal 16S por la técnica del PCR,
utilizando como molde el DNA gendmico
extraido directamente de las muestras. Los
primers (oligonucledtidos sintéticos) utilizados
para la reaccidon del PCR fueron p27f y p1401r,
homdlogos a las extremidades conservadas
del gen RNA ribosomal 16S de bacterias.
Estos analisis fueron efectuados en el Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas
y Agricolas (PQBA) de la Universidade Estadual
de Campinas, Sao Paulo, Brasil.

Tratamientos. Se trabajé con un total de 50
lechones, distribuidos en cinco tratamientos,
10 lechones por tratamiento: TO (Control) sin
adicion de probidtico ni antibidtico, Unicamente
con concentrado de iniciacion; T1: L. plantarum 1
H1, y concentrado de iniciacion; T2: L. plantarum
1 H2, y concentrado de iniciacion; T3: probidtico
comercial, y concentrado de iniciacion; T4: Sin
adicion de probidtico. Se uso el concentrado de
preiniciacién e iniciacion con antibiéticos como
promotores de crecimiento.

Se evaluaron los diferentes tratamientos por un
periodo de seis semanas, que correspondiod a la
duracién de la fase de precebo.



3650

Elaboracién de indculos. Utilizando el medio de
cultivo seleccionado conocido para este ensayo
como medio 4 (10 g/L azlcar blanco; 15 g/L
leche de soya comercial; 150 g/L suero de leche
pasteurizado; 15 g/L salvado de trigo comercial).
Para el proceso de elaboracion la fermentacion
se interrumpio al final de la fase logaritmica a
temperatura ambiente (29.5°C) y refrigeracion
(4°C) por 3 semanas, en volimenes de 250 ml
y 2 L, midiéndose la viabilidad en UFC/ml.

Inclusion de los probiodticos en la racion. Se
procedio a evaluar los probidticos de L. plantarum
y probidtico comercial a nivel de laboratorio,
antes y después de su inclusion en la racion
de iniciacion. La cantidad de indculo probidtico
afiadido (relacion v/p) fue del 20% (v/v),
segun lo recomendado por otros autores (4). El
probiodtico comercial, se suministro siguiendo las
instrucciones para su adicion.

La inclusion de los probidticos se realizd
mezclando los indculos de L. plantarum con el
concentrado de iniciacién, con una poblacién
microbiana producida durante la fermentacion
no menor de 10° UFC/ml. No se trabajé con
el concentrado de pre-iniciacion recomendado
para las primeras cuatro semanas después del
destete, por cuanto contenia antibidticos.

Posteriormente, se introdujo el concentrado en
bolsas plasticas selladas al vacio; se las incubd
por 3 dias a 32°C. Finalmente, se procedid a
suministrarla a los animales directamente en
los comederos de tolva durante toda la duracion
del experimento, es decir, por un periodo de seis
semanas.

Ensayos de desafio in vivo. Los animales
utilizados fueron de la misma edad al momento
del destete (28 dias), machos, cuyo rango de peso
vivo al inicio del experimento estuvo entre 8.05
y 8.1 kg y condiciones de manejo homogéneas,
en donde el sistema de alimentacion se basé
en el suministro del alimento directamente en
los comederos de tolva y repartido con una
frecuencia de 3 veces al dia por las primeras
cuatro semanas y luego dos veces al dia en las dos
Ultimas semanas. La inclusidn de los probidticos
en la racion se realizé por mezclado directo de los
indculos con una poblaciéon microbiana producida
durante la fermentacion no menor de 10° UFC/ml,
para poder conseguir posteriormente poblaciones
minimas de 107 UFC/g en la racién de iniciacion, de
modo que continlien presentando una viabilidad
adecuada, para de esta manera, ser suministrada
a los lechones destetos. El suministro de estos
inéculos probidticos junto con la racién y las
diferentes mediciones del experimento se hicieron
durante un periodo de seis semanas.
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Evaluacion del efecto de las cepas probioticas
seleccionadas en la ganancia de peso,
sobrevivencia y presentaciéon de diarrea
en diferentes tratamientos. Se tomaron
datos semanales comenzando desde el primer
dia de inicio del experimento relacionados con
sobrevivencia, mortalidad, consumo y conversién
alimenticia de los lechones. El diagnostico de las
diarreas se basé en parametros como: heces
liquidas, olor e identificacion microbioldgica
hecha en laboratorio.

Evaluacion del efecto inmunoestimulante.
Mediante la técnica de turbidimetria se determiné
la concentracién de inmunoglobulina A.

Evaluacion de los niveles de colesterol
sérico y nitrogeno ureico en sangre (BUN).
Estas muestras fueron tomadas al inicio y final
del experimento en ayunas (7 a.m.).

Evaluacion del epitelio intestinal y
colonizacion por bacterias lacticas. Se
realizaron cortes histoldgicos de ciego, colon
transverso y recto de los tratamientos a los
cuales se les aplico el indculo probidtico,
utilizando dos animales por tratamiento mediante
microscopia electréonica de alta resolucidn
efectuada en el laboratorio de Microscopia
Electronica de la Universidad del Cauca. La
verificacién de la presencia y viabilidad de las
bacterias acido-lacticas en el epitelio intestinal
se efectué mediante analisis microbioldgico de
materia fecal y de intestino de los diferentes
tratamientos efectuados.

Disefio y analisis estadistico. Se utilizd un
disefio completamente al azar, para un nimero
igual de repeticiones. Las diferencias entre los
tratamientos se observaron por la prueba de
Duncan usando el paquete estadistico S.A.S. (5).

RESULTADOS

Los resultados de la identificacién molecular
indicaron que las secuencias parciales del gen
que codifica para el RNA ribosomal 16S de las
cepas de L. plantarum 1 H1 y L. plantarum 1
H2 presentaron una similitud del 97 al 99%, y
del 95% respectivamente con las secuencias
del gen del RNA ribosomal 16S de los linajes L.
plantarum, L. pentosus, L. paraplantarum y L.
plantarum subsp. argentorantensis, incluyendo
los linajes tipo cuyos N° de acceso Genbak
son D79210, D79211, AJ306297 y Al 640078.
También presentaron entre el 99 y 100% de
similaridad con las secuencias del gen RNA
ribosomal 16S de aislados de Lactobacillus spp.,
presentes en las bases de datos consultadas
Genbak y RDP.
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Para el proceso de elaboracion de los indculos,
la fermentaciéon se interrumpié al final de la
fase logaritmica, es decir, a las doce horas, y
posteriormente, se evalud la viabilidad (UFC/ml) y
pH a temperatura ambiente (29.5°C) y refrigeracion
(4°C) en volumenes 250 ml y dos litros en periodos
de: 12 horas, 7, 12 y 21 dias para cada volumen.

Los resultados de la fermentacion del medio
4 (10 g/L azucar blanco; 15 g/L leche de soya
comercial; 150 g/L suero de leche pasteurizado;
15 g/L salvado de trigo comercial) por un periodo
de 12 horas en un volumen de 250 ml indican
la alta viabilidad de los indculos probidticos L.
plantarum 1 H1 (2.0 x 10**UFC/ml con pH de 3.73
y 9.0 x 103 UFC/mlI con pH de 3.53 a temperatura
de refrigeracion y ambiente respectivamente) y L.
plantarum 1 H2 (2.0 x 10** UFC/ml con pH de 3.68
y 3.51 a temperatura de refrigeracion y ambiente
respectivamente), confirmando los resultados
obtenidos en la cinética y que permitieron escoger
este medio 4 como el mejor para la produccién
de los indculos, lo que garantizé una alta
viabilidad en la racion de iniciacién, asi como,
una buena colonizacién dado que se instalarian
mas facilmente por presentar valores de pH muy
cercanos a los de lechones en fase de precebo.

Al evaluar la viabilidad de las dos bacterias
seleccionadas por un periodo de 7 dias,
presentaron una alta viabilidad tanto a
temperatura de refrigeracion como ambiental,
con valores de 2.0 x 10*con pH de 3.83 y 2.0
x 10*2UFC/ml con pH de 3.57 respectivamente
para L. plantarum 1 H1 y, de 2.0 x 10** con pH
de 3.76 y 4.0 x 10*2 UFC/ml con pH de 3.57
respectivamente para L. plantarum 1 H2.

La viabilidad para un periodo de 12 dias mostré
una diferencia marcada, por cuanto L. plantarum
1 H1 presentd valores superiores de 6.0 x
1013 UFC/ml en refrigeracién, mientras que a
temperatura ambiente (25°C) fue de 1.0 x 10°
UFC/mIl. En cuanto al pH, presentaron valores
de 3.51 y 3.43. Para el caso de L. plantarum
1 H2 indico ser de igual manera, mas viable
en refrigeracién (1.0 x 10 UFC/ml) que a
temperatura ambiental (9.0 x 10° UFC/ml). Para
el caso del pH, presentd valores de 3.60 y 3.46.

Estos resultados dieron el primer parametro para
la produccion de los indculos, ya que permitiria
mantener en refrigeracién hasta por 12 dias
los indculos de L. plantarum 1 H2 manteniendo
una viabilidad alta y un pH cercano al de los
lechones destetos. Por el contrario, L. plantarum
1 H1 podria ser almacenado por mas tiempo en
refrigeracion dada su alta viabilidad.
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Al observar las viabilidades para un periodo de 21
dias, las dos bacterias seleccionadas presentaron
altas viabilidades tanto en refrigeracién como
a temperatura ambiente. Los valores de pH,
presentaron un ligero incremento con respecto a
los demas periodos de tiempo. Sin embargo, esa
variacion en el comportamiento de su crecimiento
con respecto al periodo de 12 dias, permitid
escoger este periodo de viabilidad en el tiempo
para L. plantarum 1 H2, ya que garantizaba una
constante en el crecimiento logaritmico desde
el dia 1 hasta el dia 12 de almacenamiento en
refrigeracion.

Los resultados de la fermentacion del medio 4
por un periodo de 12 horas en un volumen de
2 litros indican la alta viabilidad de L. plantarum
1 H1 (3.0 x 10* UFC/ml con pH de 4.09 y 2.0 x
10** UFC/ml con pH de 4.05 a temperatura de
refrigeracion y ambiente respectivamente), y de L.
plantarum 1 H2 (3.0 x 10** UFC/mI con pH de 3.94
y 4.0 a temperatura de refrigeracion y ambiente
respectivamente), confirmando los resultados
obtenidos tanto en un volumen de 250 ml como
en la cinética y que confirman que este medio 4
fue el mejor para la produccion de los indculos.

Al evaluar la viabilidad por un periodo de 7 dias,
se pudo determinar al igual que en un volumen
de 250 ml, se mantiene una alta viabilidad tanto
a temperatura de refrigeracion como ambiental,
con valores de 3.0 x 10**UFC/ml con pHde 4.0y
2.0 x 10*UFC/ml con pH de 4.0 respectivamente
para L. plantarum 1 H1 y, de 1.0 x 10** UFC/ml
con pH de 3.91 y 4.0 para L. plantarum 1 H2.

La viabilidad en el tiempo para un periodo de 12
dias mostraron una diferencia marcada para L.
plantarum 1 H2, ya que presento un crecimiento
optimo en refrigeracion (5.0 x 103 UFC/mI con
pH de 3.95), a diferencia de la temperatura
ambiental (2.0 x 10° UFC/ml con pH de 3.94).
Estos resultados concuerdan con los obtenidos
en un volumen de 250 ml y confirman que para
la produccion de los indculos que han de ser
incorporados a la racion de iniciacion, se pueden
mantener en refrigeracion hasta por 12 dias con
L. plantarum 1 H2 y tendrén una viabilidad alta
y un pH casi igual al de los lechones en fase de
precebo.

Por el contrario, L. plantarum 1 H1 podria ser
almacenado por mas tiempo en refrigeracion
dada su alta viabilidad (1.0 x 10** UFC/ml con
pH de 4.09), coincidiendo con los resultados
encontrados en un volumen de 250 ml. Sin
embargo, también mostré una alta viabilidad a
temperatura ambiente (1.0 x 10** UFC/ml con
pH de 3.85).
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Al observar las viabilidades para un periodo de
21 dias, se pudieron apreciar claras diferencias
con respecto a los resultados encontrados en un
volumen de 250 ml. De esta manera, L. plantarum
1 H1 presento la viablidad mas alta a temperatura
de refrigeracion (1.0 x 10* UFC/ml con pH de
4.09), que L. plantarum 1 H2 (1.0 x 10%*° UFC/
ml con pH de 4.01). En ambos microorganismos
no hubo crecimiento a temperatura ambiental.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores,
una vez efectuada la fermentacion por 12 horas,
para el caso de L. plantarum 1 H1 podria ser
almacenado hasta por 21 dias en refrigeracion.
Para el caso de L. plantarum 1 H2 se podria
almacenar por 12 y 21 dias con viabilidades altas.
Sin embargo, se tomo la decision de almacenarlo
solo por 12 dias, ya que la fermentacion de estos
inéculos en el concentrado de iniciacion se haria
en condiciones de la finca y por lo tanto, no se
contaba con un manejo adecuado de variables
como temperatura y humedad relativa, ni de
incubadoras donde efectuar la fermentacion.
Ademas, asi se garantiza en parte mayor
disponibilidad de sustrato para el crecimiento de
L. plantarum 1 H2 (Figuras 1y 2).

Con respecto a la evaluacién de la inclusiéon de
los indculos probidticos en la racién a nivel de
laboratorio por 24 horas, se encontrd que L.
plantarum 1 H1 y L. plantarum 1 H2 mostraron
unas viabilidades altas de 2.0 x 10*2UFC/ml con
pH de 4.01 y 3.0 x 10*2UFC/ml con pH de 3.99
respectivamente.

L. plantarum 1 H2

35 - H Ln UFC/mL & pH

Ln UFC/mLy pH
N
o

12 horas 7 dias 12 dias 21 dias

Tiempo de viabilidad en un volumen de 2 | a 4°C

Figura 1. Viabilidad de Lactobacillus plantarum 1 H1.

L. plantarum 1 H2
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Figura 2. Viabilidad de Lactobacillus plantarum 1 H2.
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En la evaluacién por 24 horas en la finca, se
pudo observar que L. plantarum 1 H1 y L.
plantarum 1 H2 presentaron viabilidades altas
de 3.0 x 10** UFC/ml, con pH de 3.94 y pH de
3.95 respectivamente. Al comparar los resultados
anteriores, se aprecio que las viabilidades fueron
similares, considerando las condiciones de finca
y los volimenes inoculados de racion.

En la evaluacién por 3 dias en la finca, L.
plantarum 1 H1 y L. plantarum 1 H2 presentaron
viabilidades altas de 3.0 x 10* UFC/ml, con
pH de 4.0 y pH de 3.99 respectivamente. Esto
indica que, ademas que estos microorganismos
colonicen y se adhieran mas facilmente al
tracto gastrointestinal de los lechones, también
facilitaria el manejo y almacenamiento de
esta racion inoculada con probidticos, ya que
los volumenes de concentrado utilizados la
produccion porcina son elevados.

Los resultados de la viabilidad del probidtico
comercial muestran una alta viabilidad en agua
estéril con un valor de 8.0 x 102 UFC/mlI, con
pH de 4.0, con respecto al medio 4 que fue de
1.0 x 107UFC/ml, con pH de 4.2. Esto indica que
la eleccién de este producto comercial de uso
veterinario para cerdos fue adecuada como una
medida de comparacion, especialmente con los
inéculos de L. plantarum 1.

En los ensayos de desafio in vivo, fue efectuado
un analisis microbioldégico para verificar la
presencia de bacterias acido-lacticas en las
heces de los lechones antes del suministro de
las raciones con probidticos, encontrandose
que no hubo presencia de BAL, lo cual puede
ser caracteristico de lechones destetos, dado el
cambio brusco que sufren al cambiar de la fase
de lactancia a la de precebo (6).

En cuanto al peso vivo final, existieron diferencias
significativas (p<0.05) entre el grupo tratado con
Lactobacillus plantarum 1 H2 (T2) y los demas
tratamientos (TO, T1, T3 y T4). También se
presentaron diferencias significativas (p<0.05)
entre el grupo tratado con Lactobacillus plantarum
1 H1 (T1) con respecto a los tratamientos TO,
T3 y T4; y entre el tratamiento T4 (Antibidtico)
y los tratamientos TO (Control) y T3 (Probidtico
comercial). Entre el tratamiento T3 y TO no hubo
diferencias significativas (p>0.05).

Para el caso de la ganancia final de peso,
existieron diferencias significativas (p<0.05)
entre el grupo tratado con Lactobacillus plantarum
1 H2 (T2) y los demas tratamientos (TO, T1,
T3 y T4). También se presentaron diferencias
significativas (p<0.05) entre el grupo tratado con
Lactobacillus plantarum 1 H1 (T1) con respecto a
los tratamientos TO y T3; y entre el tratamiento
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T4 (Antibidtico) y los tratamientos TO (Control) y
T3 (Probidtico comercial). Entre el tratamiento T1
y T4, asi como, entre T3 y TO no hubo diferencias
significativas (p>0.05) entre ellos (Tabla 1).

Tabla 1. Peso vivo inicial, peso vivo final y ganancia de
peso final en los lechones al final de la fase

de precebo.
Tratamiento s e e ey
TO 8.052 25.75d 17.7 ¢
T1 8.12 28b 19.9b
T2 8.12 29 a 209a
T3 8.052 26 d 17.95¢
T4 8.052 27 ¢ 18.95b

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas.

El coeficiente de variacion presentado en estos
valores fue bajo en forma general por debajo
del 10%, siendo un coeficiente de variacion
excelente y que indica que los datos obedecen a
condiciones de trabajo uniformes y homogéneas,
reduciendo la variacion en los resultados.

Los valores de la conversidon alimenticia para
los tratamientos TO, T1, T2, T3 y T4 fueron
respectivamente de: 1.59, 1.42, 1.35, 1.57 y
1.49. Con respecto a la conversion alimenticia,
existieron diferencias significativas (p<0.05) entre
el grupo control (TO) y los tratamientos T1, T2 y
T4. No se presentaron diferencias significativas
(p>0.05) entre TO y T3 (probidtico comercial).
También hubo diferencias significativas (p<0.05)
entre el grupo T3 y los tratamientos T1, T2
y T4. El tratamiento T4 presentd diferencias
significativas (p<0.05) con respecto a los
tratamientos T1ly T2. Finalmente, el tratamiento
T1 mostro diferencias significativas (p<0.05) en
relacion a T2.

La eficiencia con que fue utilizado el alimento
por los lechones fue adecuada, en donde los
grupos tratados con L. plantarum 1 mostraron
la mejor eficiencia en el aprovechamiento del
alimento, siendo en todos los casos la media de
la conversiéon alimenticia inferior a 2.0, lo cual
se considera optimo bajo estas condiciones.
Ademas, estos valores de conversion alimenticia
estan dentro de los parametros manejados en
la finca “La Sierra” de CERVALLE con valores
Optimos de 1.5.

Durante el tiempo de utilizacion de los probidticos
de L. plantarum 1 H1 vy L. plantarum 1 H2 en los
tratamientos T1 y T2 respectivamente, no se
presentaron episodios de diarrea contribuyendo
a la mejora de la salud de los animales tratados
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con respecto a los demas tratamientos, logrando
un incremento en el potencial de crecimiento
y estimulacion de la respuesta inmune de
los lechones. Esto se pudo evidenciar, en los
casos con episodios de diarrea aguda para los
tratamientos: TO (5), seguido del T3 (3) y el
T4 (2), y con una morbilidad del 50, 30 y 20%
respectivamente.

Posteriormente se tomd cada tratamiento
para cada variable: Concentracion de IgA,
Concentracion de Polimorfonucleares Neutrofilos,
Niveles de Colesterol Total y BUN. Cada tratamiento
refleja su efecto sobre la variable de respuesta
observando la media o mediana, pues bien, los
tratamientos TO y T1 generan diferencias en valor
absoluto en su efecto, es decir, en el caso de la
concentracion de inmunoglobulina el efecto del
tratamiento T1 incrementa su valor casi el doble
con respecto a la concentracion producida por el
tratamiento 1. En el caso de niveles de colesterol,
el tratamiento T3 difiere significativamente
(p<0.05) del tratamiento T2 superandolo en
miligramos %. En BUN el tratamiento TO generd
un efecto mayor en la variable mientras que
el tratamiento T3 presentd el menor valor en
términos de promedio sobre la misma (Tabla 2).

En la tabla 2 se puede observar como el
coeficiente de variacién es bajo en forma general
por debajo del 10%, siendo un coeficiente de
variacién excelente y que indica que los datos
obedecen a condiciones de trabajo uniformes
y homogéneas, reduciendo la variacion en los
resultados.

Los resultados de la verificacion de la presencia 'y
viabilidad de las bacterias acido-lacticas indicaron
valores de 2.35 x 10° 1.5 x 10°y 8.0 x 10* en
ciego, colon transverso y recto respectivamente
para el tratamiento T2 (L. plantarum 1 H2).
Para el T1 (L. plantarum 1 H1), present6 valores
de 1.0 x 10° 1.3 x 10°y 1.1 x 10° en ciego,
célon transverso y recto respectivamente. En el
tratamiento Testigo (TO) no hubo crecimiento de
las BAL en las diferentes secciones estudiadas.

Los resultados de la evaluacion de epitelio
intestinal y adhesion bacteriana de L. plantarum
1H1yL. plantarum 1 H2, mediante microscopia
electrénica se muestran en las figuras 3 y 4.

Esta adhesion es favorecida gracias a que en los
indculos evaluados la inclusion del prebiotico de
salvado de trigo que permite una mejor adhesién
de las bacterias al epitelio intestinal. Ademas que
la leche de soya suministra también parte de
prebioticos, rafinosa y estaquiosa que favorecen
esta adhesion.
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Tabla 2. Media, Mediana, Desviacion tipica y Coeficiente
de variacion para cada tratamiento.

Tratamiento Tamafio Media Mediana Desv. tip. CO?E}O‘)’M'
Concentracion inmunoglobulina A (IgA)
TO 3 174 173 2.65 1.52%
T1 3 333 332 2.65 0.79%
T2 3 300 299 2.65 0.88%
T3 3 300 300 1.00 0.33%
T4 3 267 267 2.00 0.75%
Total 15 274.8 299 56.50 20.56%
Concentracion polimorfonuclear neutroéfilos
TO 3 49 48 4.58 9.35%
T1 3 55 55 2.00 3.64%
T2 3 65 66 2.65 4.07%
T3 3 51 50 2.65 5.19%
T4 3 60 59 2.65 4.41%
Total 15 56 55 6.59 11.77%
Nivel colesterol total
TO 3 116.93 117.2 0.93 0.79%
T1 3 113.83 114 1.16 1.02%
T2 3 93.80 92.8 2.65 2.82%
T3 3 137.87 138.8 1.97 1.43%
T4 3 97.36 97.38 0.05 0.05%
Total 15 111.96 114 16.37 14.62%
Nitrégeno Ureico en Sangre (BUN)
TO 3 9.70 9.6 0.26 2.73%
T1 3 7.83 7.83 0.03 0.38%
T2 3 8.76 8.75 0.04 0.41%
T3 3 7.20 7.1 0.26 3.67%
T4 3 9.63 9.63 0.03 0.31%
Total 15 8.62 8.75 1.03 11.93%

Las unidades de las variables fueron las siguientes: IgA (VN: hasta
200mg/100 ml), Polimorfonucleares neutrofilos (VN: 42-75 %), Colesterol
total (VN: Hasta 220 mg%) y BUN (VN: Hasta 22 mg%).

Figura 3. Corte transversal de la mucosa intestinal. En
su ldmina propia se ven células plasmaticas
(P) productoras de anticuerpos, en respuesta
a un proceso inflamatorio causado por un
agente externo. Se observa edema (Ed) del
tejido conectivo como parte de la respuesta
inmune. En la parte inferior del corte aparece
una glandula intestinal (Gi) compuesta por
células cilindricas (Cc) y células caliciformes
(Ca), referente histoldogico que identifica el
intestino grueso. Azul de Toloudina. 100x.
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Figura 4. Microfotografia electronica de la mucosa
del intestino grueso del cerdo. Se observa
una bacteria de L. plantarum 1 H2, en ella
se aprecia el material electrodenso que
conforma la pared celular.

DISCUSION

El analisis filogenético confirmo la similaridad
de L. plantarum 1 H1 y L. plantarum 1 H2 en
un agrupamiento soportado con alto valor de
bootstrap (100%), relacionado con los linajes
tipo de las especies de Lactobacillus plantarum,
L. pentosus, L. paraplantarum y L. plantarum
subsp. argentorantensis.

La versatilidad de Lactobacillus plantarum se
debe al tamafio de su genoma, el cual es 50%
mas grande que la mayoria de las BAL y tiene
una gran capacidad metabdlica, que le permite
utilizar una gran variedad de fuentes de carbono;
propiedad que resulta de un gran nimero de
genes involucrados en el transporte y utilizacion
de azucar, y un metabolismo versatil del piruvato,
el cual tiene el potencial de producir D y L-lactato,
formato, acetato, etanol, acetoina y 2,3-
butanediol (7,8). Las BAL tienen la capacidad
de crecer en una variedad de sustratos (9,10).

Marin et al (9), evaluaron la supervivencia de
las cepas Lactobacillus plantarum LPBM10 y
Lactobacillus casei ATCC 393, en sustratos de
pulpa de uchuva y solucion de glucosa (14% p/p),
y almacenamiento a 4°C durante 15 dias. Alos 15
dias obtuvieron viabilidades en pulpa y solucién
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de glucosa, para L. plantarum de 3.23 £ 3.35 X
10°y 1.64 £ 1.57 x 10° UFC/ml, y para L. casei
de 5.40 £ 2.36 x 108y 7.34 £ 7.88 x 108 UFC/
ml, respectivamente. Los autores concluyeron
que con niveles superiores a 108, son unos de los
criterios considerados para definir un alimento
con probidticos. Estos resultados coinciden con
los encontrados para un periodo de 12 dias (11-
12) a temperatura de refrigeracién y confirman
que L. plantarum 1 H1 y especialmente L.
plantarum 1 H2 son viables a esta temperatura.

Young et al (13) investigaron el efecto de
almacenamiento en frio sobre la viabilidad de L.
plantarum en jugo de tomate fermentado, con
viabilidades mayores de 106 UFC/mL alun después
de 4 semanas de almacenamiento a 4°C. Estos
resultados coinciden con los encontrados a los
21 dias en la viabilidad de L. plantarum 1 H2 y
especialmente para L. plantarum 1 H1 a 4°C (14).

La concentracion del probidtico comercial que
se use es importante y segun algunos productos
tienen una concentracién de 6.0 x 10%° UFC/100
gramos. En cambio, si la viabilidad durante
1 dia 6 3 dias de fermentaciéon en el medio 4
junto con el concentrado de iniciacion mostré un
valor de 3.0 x 10**UFC/ml y si se toma como
ejemplo, 2000 gramos de este concentrado al
cual se le adiciona el 20% de probidtico. Entonces
la concentracion de los indculos probidticos
(L. plantarum 1) darian un valor de 6.0 x 10%
UFC/100 gramos de concentrado de iniciacion,
presentando una concentracion microbiana
muy superior comparada con el probidtico
comercial. Ademas, el tipo de microorganismos
y la cantidad de estos es muy diferente, por
cuanto el producto comercial utiliza las cepas de
Bifidobacterium bifidum, L. casei, L. acidophilus 'y
Streptococcus faecium. Los indculos probidticos
estudiados corresponden a una sola cepa usada
por separado (15).

Los mejores resultados se encontraron en los
lechones que en la fase de precebo recibieron el
tratamiento con los probidticos de L. plantarum
1 H2, seguido de L. plantarum 1 H1 (16).
Esto coincide con lo reportado por Shim et
al (17), segun lo cual, los lechones tratados
con probidticos asimilan mayor cantidad de
nutrientes y aumentan su peso vivo mas que
aquellos que no fueron tratados (18). Ademas,
mejoran la absorcion de nutrientes, la produccion
de vitaminas y acidos grasos de cadena corta,
que adicionalmente acidifican el lumen intestinal,
todo lo cual mejora la digestibilidad de los
nutrientes (19).

La metodologia usada en esta investigacion
para el método de inclusion de los probidticos
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seleccionados en la racién de iniciacion y las
dosis de UFC/gramo, coinciden con los estudios
llevados a cabo por Boucort et al (20). Los
probidticos utilizando Lactobacillus mejoran la
ganancia diaria de peso y reducen la incidencia
de muerte prematura, al establecer una barrera
profilactica contra desérdenes gastrointestinales
(21,22).

Un aspecto importante fue la disminucion de
costos en la alimentacién, dado que no se
emplearia los antibidticos requeridos para este
periodo de precebo, los cuales representan un
valor de US$ 292.94 /tonelada de concentrado.

Los probioticos de L. plantarum 1 tuvieron un
efecto favorable en la salud de los lechones,
por cuanto no se presentaron casos de diarrea
durante el experimento, ya que los probidticos
tienen una actividad inhibitoria sobre bacterias
patdgenas, refuerzan la inmunidad mucosal y
disminuyen el pH en el ciego, incrementando los
Lactobacillus (22,23).

Cuando el destete ocurre a los 35 dias, la altura
de las vellosidades se reduce de 410 a 299 pm
en tan sélo tres dias, y es mas dramatica cuando
se desteta a los 21 y 28 dias, ocasionando una
pérdida en el area de superficie para la ab-
sorcion de nutrientes caracterizado también
por diarreas (24). Estos trastornos podrian ser
contrarrestados con la aplicacion de indculos
probiodticos de L. plantarum 1 en la racion de
iniciacion, evidenciados en los tratamientos T1
y T2 (25-26). Otros autores como Rio-Pérez
y Rodriguez-Membribe (27), sostienen que el
efecto de los probidticos se da principalmente a
nivel de ileon, con un incrementado nimero de
BAL; y en menor proporcion, a nivel de ciego y
colon proximal.

Los resultados obtenidos en el estudio constituyen
una herramienta valiosa contra el uso indiscri-
minado de antibidticos en la porcicultura, en
donde cada dia se buscan nuevas alternativas
que promueven una produccién mas limpia sin
el uso de aditivos que pongan en riesgo la salud
humana y animal (28).

Mare et al (29) determinaron que L. plantarum
423 se adheria fuertemente al ileon y célon
posterior y L. salivarius 241 al duodeno en los
lechones antes del destete. El elevado nimero de
la cepa 241 se adhirié en el duodeno y el coldn
posterior de los lechones en fase de precebo,
mientras que la cepa 423 se localizd en el ileon.
Ademas, estas cepas se adhieren a las diferentes
secciones del tracto intestinal, dependiendo de
la edad de los lechones. Estos resultados de L.
salivarius coinciden con el sitio de adhesion de
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L. plantarum 1 H1 y L. plantarum 1 H2 que se
identificaron por microscopia electronica y por
los analisis microbioldgicos en célon transverso.

Lactobacillus es altamente efectivo en la
colonizacion de mucosa, tal como el tracto
gastrointestinal. Un organismo de administracion
efectivo debe estar normalmente presente en el
tracto gastrointestinal del organismo hospedador
y dirigirse con precisién a los sitios mucosales
de infeccion y adherirse a la superficie de las
mucosas. Los Lactobacillus poseen ambas
caracteristicas, lo cual permitiria que el L.
plantarum 1 estudiado en esta investigacion,
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sean de gran utilidad dado que son aislados de
la misma especie a la cual se les suministré en
la raciéon de iniciacion (30).
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