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EFFECT OF THE ADDITION OF PROBIOTIC
STRAINS ON BLOOD METABOLITES IN
GROWING PIGS

EFEITODA ADICAO DO PROBIOTICOTENSOES
SOBREOSPARAMETROSSANGUINEOS DE
PORCOS EM CRESCIMENTO

SANTIAGO LONDONO-PEREZ', JAIME PARRA-SUESCUN?

RESUMEN

El destete es la fase mds critica del cerdo, produciendo trastornos intestinales y
diarreas. Para PREVENIRLO, se han utilizado antibidticos promotores de crecimiento
(APC), generando residuos medicamentosos en el producto final. Como alterna-
TIVA, se utilizan bacterias probidticas que FAVORECEN la sintesis proteica y el meta-
bolismo lipidico. El 0BJETIVO fue identificar cambios en metabolitos plasmdticos en
cerdos posdestete que consumieron diferentes cepas probidticas. 80 lechones
(destetados a 21 dias) consumieron dos dietas: dieta comercial con y sin la adi-
cién de antibidtico (con adicién de probidticos L. casei, L. acidophilus o E. fae-
cium) en el agua. Se fomaron muestras sanguineas (dias 15, 30 y 45 posdestete)
para determinar cambios plasmdticos de metabolitos. Se observd un aumento
(P<0,05) en NIVELES plasmaticos de Calcio, Fésforo, glucosa y Fosfatasa alcali-
na; ademds, disminuyeron los NIVELES de Creatinina, triglicéridos y ALT (alanino-
fransferasa) en animales que consumieron E. faecium, comparandolos con los
que consumieron antibiético. Los probidticos (especialmente E. fagcium), pueden
ser considerados como una ALTERNATIVA al uso de APC en dietas de cerdos, pues
mejoran el estado de drganos DIGESTIVOS y actuan como promotores naturales del
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crecimiento ya que mejoran el estado metabdlico del animal con cambios
POSITIVOS en los NIVELES sanguineos de Calcio, Fésforo y Glucosa.

ABSTRACT

Weaning is the most crifical phase of the pig, causing intestinal disorders

and diarrhea. To PREVENT this, HAVE been used antibiofic growth promo-

ters (AGP), generating medicine residues in the final product. ALTERNATIVELY,

bacteria that promote protein synthesis and lipid metabolism HAVE been

used probiofic. The aim was to identify changes in plasma metabolites in

weaning pigs fed different probiotic strains. 80 piglets (weaned at 21 days)

consumed two dietfs: Commercial diet with and without the addition of anfi-

biofic (with added probiofic L. casei, L. acidophilus or E. faecium) in water.

Blood samples were tfaken (15, 30 and 45 post-weaning) to determine

plasma metabolite changes. An increase (P<0,05) in plasma LeveLs of ca-  PALABRAS CLAVE:

cium, phosphorus, alkaline phosphatase and glucose was observed; also  Antibidticos, Destete, Digestion,

decreased LEVELS of creafinine, friglycerides and ALT (alanine aminotrans-  Lechones, Nutrientes.

ferase) in animals fed E. faecium, compared with those who consumed

antibiofic. Probiotics (particularly E. faecium), can be considered as on KEYWORDS:

ALTERNATIVE fo the use of AGP in pig diets, by IMPROVING the state of DIGESTIVE  Antibiotics, Digestion, Nutrients,

organs and act as natural growth promoters because they IMPROVE the me-  Piglets, Weaning.

tabolic state of the animal with POSITIVE changes in blood LEVELS of calcium,

phosphorus and glucose. PALAVRAS-CHAVE:
Antibidticos, Desmame, Digestdo,
Leitdes, Nutrientes

RESUMO

O desmame ¢é a fase mais critica do porco, causando distdrbios intesti-
nais e diarreia. Para EVITAR isso, foram utilizados antibiéticos promotores
de crescimento (APC), gerando residuos de medicamentos no produto fi-
nal. ALTERNATIVAMENTE, as bactérias probidticas que PROMOVEM a sintese de
proteinas e do metabolismo de lipidos sGo usados. O OBJETIVO foi identificar
mudancas nos metabdlitos plasmdticos em leitbes desmamados alimen-
tados com diferentes cepas probidticas. 80 leitdes (desmamados aos 21
dias) consumiram duas dietas: dieta comercial, com e sem a adicdo de an-
tibiéticos (com adicdo de L. casei, L. acidophilus ou E. faecium) em dgua.
As amostras de sangue (15, 30 e 45 pds-desmame) foram utilizados para
determinar as alteracdes de metabolitos no plasma. Foi observabo um au-
mento (P<0,05) dos NivEIs plasmdticos de cdicio, fosforo, fosfatase alco-
lina e glicose; também diminuicéo dos NiVEIs de creatinina, triglicerideos e
ALT [(alanina-aminotransferase) em animais alimentados com E. faecium,
em comparacdo com aqueles que consumiram antibidtico. Os probidticos,
parficularmente (E. faecium), pode ser considerada como uma ALTERNATIVA
para a ufiizacGo de APC em dietas para suinos, por melhoria do estado
dos drgdos DIGESTIVOS, acfuam como factores de crescimento natural, e
melhorar o estado metabdlico do animal com alteracdes POSITIVAS na NiVEIS
sanguineos de cdicio, fosforo e glicose.
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INTRODUCCION

Actualmente, los sistemas de produccién porcina re-
quieren estudios que vayan orientados a favorecer el
rendimiento encanalcon cerdos de répido crecimien-
to, enfatizando en aspectosqueindiquenelestadode
salud y metabolismo del animal. Los cerdos constan-
temente estan expuestos a una gran cantidad de facto-
res que pueden ocasionar patologias, afectando nega-
tivamente los pardmetros zootécnicos y aumentando
los requerimientos nutricionales, ya que gran parte
de los nutrientes que deben ser aprovechados por el
animal para maximizar su crecimiento, son utilizados
paragenerarcélulasdelsistemainmune que ayudena
combatir la enfermedad [1].

En la produccién porcina moderna, el destete es uno
de los periodos mds criticos durante la vida del cerdo
debido a la alta exposicidon a factores estresantes [2)].
Ademds, hay una serie de cambios nutricionales, so-
ciales y ambientales que inducen a respuestas de es-
trés, generando una mayor susceptibilidad a contraer
infecciones. Estas respuestas son mayores, cuando
se produce el destete temprano. Es evidente que un
destete precoz, puede causar problemas de adapta-
cién, tener efectos negativos inmediatos sobre la fisio-
logia, desempenoy comportamiento [3].

La primera semana después del destete es considera-
do como el periodo mds estresante en los lechones y
se asocia con frastornos intestinales y presentacion de
diarreas; todo esto puede ser atribuible en gran medi-
daalestrés generado por pasar de consumir alimento
liquido (leche materna) a consumir alimento solido
abase de cereales. Los cambios enla composicion
microbiana (patdégena) del infestino por consumir di-
ferentesalimentosentanpoco tiempo, puede afectar
notablemente el metabolismo y por ende los compues-
tos en sangre como aminodcidos, creatininay células
del sistema inmune de los lechones [4].

En cerdos, la infecciones bacterianas causan signos
clinicos como enterocolitis y normalmente persisten
infecciones subclinicas. Estos animales infectados
son tratados generalmente con antibiéticos como
aditivos en el alimento, previniendo en algunos ca-
50s, l0s brotes de infeccion en la produccidn porcina.
Debido a la creciente tasa de resistencias microbia-
nas contralos antibidticos, la Union Europea desde
2006 ha optado por la prohibicidn de su uso como
promotores de crecimiento en animales de produc-
ciéon (Riegera et al., 2015).

Han surgido diferentes altemativas para evitar la pro-
duccién de cerdos con antibidticos como promotores
de crecimiento, y entre estas se puede destacar el uso
de probidticos. La adicidén de estos microorganismos
ha sido de gran importancia, ya que reducen el pH a
nivel infestinal inhibiendo el desarrollo de organismos
patdgenos tales como coliformes y salmonella que se
desarrollan en el tracto gastrointestinal [6]. Ademds,
los probidticos ejercen propiedades promotoras de la
salud, incluyendo, el mantenimiento de la funcion de
barreraintestinaly la modulacién localy sistémica del
sistemainmune del huésped, lo que contribuye alme-
joramiento de la sintesis de proteinay el metabolismo
de los lipidos [7.8].

Teniendo en cuenta lo anterior, el proposito de este
estudio fue obtenerinformacion sobre los cambios
enlos metabolitos plasmaticos en cerdos en etapa de
crecimiento que consumieron diferentes cepas probio-
ticas.

METODO
Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales fueron lle-
vados a cabo de acuerdo alas guias propuestas por
“The International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals” [9]. Esta investigacion
fue avalada por El Comité de Etica en la Experimenta-
cién Animal de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin (CEMED- 03 del07 de Mayo de 2012).

Localizacion

Elfrabajode camposerealizd enlaGranjaCanaBrava,
ubicada en elmunicipio de Godmez Plata, vereda “La
Bonita”, localizada a 1540 msnm, con una temperatu-
ra promedio de 21°C, perteneciente alazona de vida
de Bosque HUmedo Premontano (bh-PM).

Animales

Se utilizaron 80 lechones (hembras y machos) del cru-
ce Duroc x Pietran, destetados exactamente a los 21
diasdeedad,conunpesoaproximadode 6£0,5Kg,
los cuales fueron alojados en grupos de 8 animales
durante el periodo de levante. Cada una de las insta-
laciones o corrales estaba provista de comederos de
canoa y bebedero automdtico con agua a voluntad, se
teniatemperatura controlada (26 £3°C). Las dietas se
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balancearon para cumplircon todos los minimos nutri-
cionalesrequeridosy propuestosporelNRC, [10].La
dieta comercial ofrecida fue enriquecida con vitaminas
y minerales. La cantidad de alimento ofrecido alos
lechones por corral fue administrada de acuerdo ala
tabla dietaria que corresponde parala etapa productiva
(levante). Asimismo, el agua de bebida que contenia
las diferentes cepas probidticasse ofrecid diariamente
desde el dia 1 del destete hasta finalizar el experimen-
to, el cualtuvo una duracion de 45 dias (correspon-
diente alafase delevante). Durantelalactancianose
suministrd alimento sélido a loslechones.

Instalaciones y Equipos

Los cerdos fueron alojados en corrales con piso de
cemento (1,5x 3 m), los cuales fueron desinfectados
y encalados paralallegada de los lechones. Del dia 0
al15delexperimento, los corales estaban dotados de
lechoneras y cama de viruta de madera; y para mante-
ner la temperatura homogénea, el corral estaba provis-
to de cortinas. Pararealizar el pesaje de los cerdos y
el alimento suministrado se utilizd una balanza digital.

Dietas

Los animales fueron alimentados con dos dietas: die-
ta comercial cony sinla adicion de antibidtico. Los
diferentes probidticos (L. casei, L. acidophilus o E.
faecium) se suministraron en el agua de bebida delos
animales que consumieron la dieta comercial sin an-
tibidtico, asi:

* Dieta 1 Control (D1): alimento comercial sin anti-
bidtico, sin adicién de cepa probidtica en el agua
de bebida.

* Dieta?2(D2): alimento comercialcon antibiético, sin
adicion de cepa probidticaen elaguade bebida.

* Dieta3(D3): alimento comercialsin antibidtico, con
adicion de la cepa comercial probidtica Lactobaci-
llus acidophilus en el agua de bebida.

* Dieta4(D4):alimento comercialsin antibidtico, con
adicion de la cepa comercial probidtica Lactobaci-
llus casei en el agua debebida.

* Dieta5(D5): alimento comercialsin antibidtico, con
adicion de la cepa comercial probiotica Enterococ-
cus faecium en el agua de bebida.

La cantidad de probidtico adicionado se realizo siguien-
do las instrucciones para su preparacion y adicién
segun lo recomendado por el fabricante. Lainclusion
de los probiodticos en el agua de bebida se realizd por

mezcladodirectodeunlifrode aguacon30gramosde
azUcar comercial para garantizar poblaciones minimas
de 108 UFC con una viabilidad adecuada, la cual fue
adicionada auntanque de 50Ly evaluada pormedio
de andlisis microbioldgicos. El alimento utiizado en el
estudio estuvo libre de antibidticos (excepto la dieta
D2), ya que no fue de interés modificarla dieta, sino
laincorporacion de los probidticos como una alterna-
tiva al uso de antibidticos. Las dietas experimentales
se proporcionaron durante 45 dias a partir del dia del
destete (dia 21 devida).

Toma de muestras de sangre

Setomaron 10mL (poranimal) de sangre delavena
yugularen dostubos con anticoagulante, las muestras
se mantuvieron en frio para su transporte allaboratorio
donde fueron centrifugadas a 1500 rpm para separar
el plasma en dos alicuotas que se congelaron a-70°C
hasta larealizacion de los andlisis. De igual manera
se tomaron las células sanguineas precipitadas para
realizar el extendido en un portaobjetos. El muestreo
paraloslechones se realizé los dias 15, 30y 45.

Cuantificacion de metabolitos sanguineos

La cuantificacion en suero se realizd mediante el es-
tuche comercial (DIA.PRO Diagnostic Bioprobes), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron
tres controles negativos (CN), dos calibradores (C)
y uncontrol positivo (CP) encada plato. Elpunto de
corte (Cut off: CO) fue determinado como el promedio
de las densidades 6pticas a 450 nm (DO 450) de los
controlesnegativos (NC) +0,35. Losresultados para
cada variable en sangre fueroninterpretados comola
relacion entre laDO450 de lamuestray el CO asi: M/
CO menor 0,9 negativo, M/CO entre 1,0y 1,1 indeter-
minado y M/CO mayor de 1,1 positivos. La medicidn
de las densidades dpticas, se hizo usando espectro-
fotdmetro.

Analisis estadistico

Serealizd undiseno de blogues alazar (dosbloques)
enunarreglo de medidasrepetidas en el tiempo. Para
la conformacion de los blogues se tomo en conside-
racion el pesoinicial de los animales. Cada animal fue
asignado a una de 5 dietas experimentales (alimento
comercial sin probidticos, alimento sin antibidticos y
sin probidticos, y alimento con adicion de L. Casei,

L. Acidophilus y E. Faecium). Cada fratamiento tuvo un
total de 2 repeticiones con 8 animales por repeticion,
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donde los animales fueron aleatorizados. Para la con-
formacion de los bloques se tomd en consideracion el
peso inicial de los animales. El andlisis estadistico fue
desarrollado usando el procedimiento GLM del SAS®
[11]. Las diferencias entre fratamientos y periodos fue-
ron determinadas por LS means (media de minimos
cuadrados); ademds se utilizd una prueba de Duncan
para detectar significancia (P<0,05) entre lasmedias.

RESULTADOS

Los cerdos que consumieron las diferentes dietas no
presentaron ningun signo de enfermedad que causara
suretiro y/o sacrificio de inmediato, todos presentaron
un buen estado de salud. Adicional aesto, conla can-
tidad de alimento ofrecido no se encontraron sobran-
tes ni desperdicios decomida.

En este experimento no se encontrd interaccion esta-
distica entre las diferentes dietas y los dias de eva-
luacién para ninguna de las variables en estudio, por
lo que no fue necesario analizar y desglosar dichos
factores de maneraindependiente.

Para cada uno de las variables en estudio, se presen-
té diferencia significativa estadistica entre las dietas
dentro de cada uno de los periodos de muestreo (15,
30y 45) (P<0,05). Para los metabolitos sanguineos,
hubo diferenciasignificativa (P<0,05) entre losresul-
tados obtenidos para las dietas sin adicion de cepas
probidticas (D1vs D2), menos para creatinina el dia
30 45 de muestreo, en los cuales no hubo diferencia
significativa para la variable evaluada. Se observo di-
ferencia estadistica significativa (P<0,05) entre dietas
que contenian cepas probidticas con respecto a D2,
exceptoloocurridoparacreatining, calcioyglucosael
dia 45y para ALT (alanino transferasa) el dia 15y 30,
ya que no hubo diferencia significativa (P<0,05) entre
D2yD3comosereportaenlacuadro 1. Ademds, en
esta misma tabla se observa que hubo diferencia sig-
nificativa (P<0,05) entre los valores de los metaboli-
tos sanguineos cuando franscurrian los dias posdes-
tete, menosenlavariable ALTen el dia 30y 45enlos
animales que consumieron el probidtico E. faecium,
ya que no hubo diferencia significativa (P<0,05) entre
estos dos periodos de muestreo.

Parala variable creatinina hubo diferencia significativa
(P<0,05) entre los fratamientos que contenian cepas
probidticas (D3,D4yD5) el dia 45de muestreo. Cuan-
do se comparan los resultados obtenidos para las va-

riables fosforo, triglicéridos y AL, se observa diferencia
estadistica significativa (P<0,05) entre los fratamientos
que tenian animales consumiendo algun fipo de cepa
probidticaendiferentes periodos de tiempo (Cuadro 1).

Alcomparar la dieta 5 con los demds tratamientos, se
observa (cuadro 1) que hubo diferencia significativa
(P<0,05) entre estos, excepto para la variable calcio
en la que no se observé diferencia estadistica signifi-
cativaenlos dias 30y 45 de muestreo.

Paralas misma variables en estudio (Cuadro 1), se pre-
sentaron diferencias significativas estadistica entre los
diferentes dias de muestreo dentro de cadaunadelas
dietas (P<0,05), donde eneldia45se presentaronlos
mayores valores para fésforo, calcio, glucosa y fosfa-
tasaylosmenoresparacreatining, triglicéridosy ALT.

Una observacion interesante de este trabajo es que
las concentraciones séricas de glucosa aumentaron
en los animales que consumieron probiodticos, lo que
indicauncambioenelmetabolismodelos carbohidra-
tos.Estopuede deberse alaumentoenladigestibilidad
delosnutrientes, pues enlainvestigacionrealizadapor
Xiao et al. [12], encontraron que en cerdos suplemen-
tadosconglutamina, seredujolaconcentracionsérica
de D - fructosa como consecuencia de la conversion
de fructosa a glucosa a través de la fosforilacion de la
fructosa-L-fosfato o fructosa-é-fosfato, catalizada por
fructoquinasay HK, respectivamente.

Los resultados de este estudio indican que animales
alimentados con probidticos tienen menor cantidad de
triglicéridos enla sangre. Teniendo en cuenta que los
triglicéridos son los compuestos que ayudan a movilizar
la grasa a fravés del torente sanguineo, los niveles ele-
vados de friglicéridos se asocian cada vez con un ma-
yor riesgo de enfermedades del corazon [13]. Ademds,
se ha observado efectos en la reduccion del colesterol
en sangre de cerdos que tuvieron a disposicidn alimen-
to con probidticos del genero Lactobacilos [14], lo que
puede resultar benéfico tanto para los lechones como
paraelconsumidorfinaldelacarne de cerdo,yaquese
haencontrado quelas personas que tienen altos niveles
decolesterolLDLy nivelesbajosde colesterolHDLsue-
lenteneraltolosnivelesde triglicéridosensangre [13].

Enunestudiorealizado con Lactobacillus casei, Lacto-
bacillusreuteri, Lactobacillus gasseri, se reportd una
mejor absorcion de calcio en ratas en crecimiento y
unmayor peso 6seo del grupo alimentado con probid-
ticosen comparacion con elgrupo control [15]. Las
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Cuadro1.Metabolitossanguineosen cerdos que consumieron dietasconysinlaadicién de cepas probidticas durante 45 diasposdestete.

Variable (%) Dia D1 D2 D3 D4 D5 EEM
15 1,034 0,98%* 0,92¢* 0,92¢* 0.86"*

Creatinina (mg/dL) 30 0,96 0,94~ 0,88 0,878¢ 0.81¢" 0,01
45 0,914 0,884+ 0,848 0.80¢* 075>
15 4,88" 5,118% 5.248* 5,68* 6,220

Fosforo (mg/dlL) 30 5,294 5,598 5,98 6,37°" 7,828 0,04
45 5,60" 7,1382 6,62¢ 6,9401 8,57¢
15 S.77A 6,878% 7,82¢ 8,21%* 9,208

Calcio (mg/dL) 30 7,25 8,288 9.31¢" 10,2°Y 10,207 0,11
45 8,201 9,282 10,18 10,9¢ 10,9¢
15 100,5%* 110,38 118,2¢ 123,8°* 129,65

Glucosa (mg/dlL) 30 109,74 119,65 126,5¢" 130,8<" 138,707 0,08
45 122,941 132,987 136,857 139,8< 147,81
15 84,54 80,18% 78,5¢ 73,4°% 65,58%

Triglicéridos mg/dlL) 30 82,2 79,587 76,3 69,207 59 487 0,26
45 79,94 77,882 72,1¢ 6307 51,3
15 37,24 34,88% 34,78 31,8%* 25,10

ALT (U/L) 30 33,5*" 31,187 30,18¢ 25,61 18,3°" 0,31
45 29,941 27,182 24,51 18,30 11,587
15 107,44% 126,5%* 151,2¢% 165,3°* 180,45

Fosfatasa (U/L) 30 132,4* 160,757 181,1¢" 183,9¢" 21407 2,05
45 159,441 192,98+ 209¢2 208,5¢* 241,6°*

D1: Alimento comercialsin antibiéticoy sinprobidtico; D2: Aimento comercial + antibidtico; D3: Aimento comercial sin antibidtico +L. acidophilus;
D4: Alimento comercial sin antibidtico + L. casei; D5: Aimento comercial sin antibidtico + E. faecium.

ABCDEDentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p <0.05).

2 Dentro de una misma columna medias con un superindice comdn (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (p <0.05).

EEM: Error estdndar de la media.

bacterias probidticas tienen la capacidad de producir
la enzima fitasa, que puede liberar minerales que no
son disponibles por la accion del fitato, resultando en
una mayor disponibilidad de minerales como calcio y
fosforo [16]. Lo anterior, explica los resultados obte-
nidos en esta investigacion donde se observé que los
cerdos que consumieron cepas probidticas, presenta-
ron niveles mayores de calcio y fésforo ensangre, lo
que puede indicar un mejor aprovechamiento de estos
minerales a nivel intestinal.

La creatinina se deriva del metabolismo de la creatina
del musculo esquelético y de la ingesta de proteina
suministrada enla dieta, siendo un pardmetro Utilpara
indicar el buen funcionamiento renal, ya que niveles
de creatinina en sangre por encima del limite normal,
puede dar indicios de una reduccidn de la filtracidn
glomerular del 50% o maés [17]. Los niveles de Alani-
no-Aminofransferasa (ALT) en suero se utilizan como
marcador bioldgico parala deteccion de lesiones he-
pdticas, obesidad, enfermedades musculares, sindro-
me metabdlico, entre otros. No obstante, la liberacion
de ALTpuede estar asociada a otros mecanismosy
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tejidos, ya que se han observado niveles elevados sin
evidencias de dano hepdtico [18]. En esta investiga-
cion, se observd unareduccion de creatinina y ALT
conlaadicionde cepas probidticas, especialmente E.
faecium, lo que puede indicar que los animales que
consumieron cepas probidticas pudieron haber tenido
un mejor funcionamiento de érganos metabdlicos a
pesar de que los niveles de encontrados en todos los
fratamientos evaluados estuvieron denfro del rango de
referencia normal.

CONCLUSIONES

La adicién de probidticos en dietas de cerdos en
etapa de crecimiento puede generar cambios en los
metabolitos sanguineos, indicando el buen funciona-
miento de érganos metabdlicos. Ademds, el suminis-
tro de probidticos, especialmente E. faecium, aumen-
ta el aprovechamiento del calcio y fésforo por parte
del animal'y genera un cambio en el metabolismo
de los carbohidratos favoreciendo la disponibilidad
de glucosa como fuente de energia para los cerdos
en fase posdestete. Lo anterior indica que el perfil
metabolico sérico podria ser utilizado para investigar
las diferencias nutricionales en lechones.
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