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1.1. Titulo del Proyecto: Efectos del acido benzoico y un probiético a base de Enterococcus
Jaecium NCIMB10415 como promotores de crecimiento en lechones destetados precozmente.

1.2. Tipo de investigacién: aplicada.

1.3. Campo de aplicaciéon principal: 1299 (Otros: Nutricién Animal).

2.1. Catedras: Produccion Porcina, Nutricidon Animal, Bromatologia y Patologia General.
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Pampa.

2.2. Areas v/o Institutos:

2.3. Otras instituciones: Este proyecto corresponde al trabajo de tesis del Dr. Ariel Succurro,
que se halla cursando la Maestria en Salud y Produccion Porcina, de la UNRC.

2.4. Integrantes del equipo:

Pechin, uillero . Diretor Prod. orina, Nr. imal , 20 %

Succurro, Ariel Integrante Produccién Porcina 50 % By

Sanchez, Fabian O. Integrante | Produccion Porcina 50 % A1 J

Alvarez, Angela Rosa | Integrante Patologia General 20 %

Kenny, Osvaldo Integrante Patologia General 20 % - ,

Otrosky, Roberto Integrante Bromatologia 20 % %’;
¢ Z

3.1. Duracion estimada del proyecto: 24 meses.

3.2. Fecha de iniciacién: 1 enero de 2010.
Fecha de finalizacion: 31 de diciembre de 2011.

4.1. Resumen del provecto:

El objetivo de este trabajo es comprobar el efecto del acido benzoico y de un probidtico a
base de Enterococcus faecium NCIMB10415 sobre los parametros productivos y de salud
intestinal de lechones destetados precozmente. Un total de 600 lechones serdn agrupados por
camada y por peso, y asignados aleatoriamente a cinco grupos: Control, Control + &cido
Benzoico (AB), Control + probidtico, Control + AB + probidtico y Control + colistina
(control positivo). Cada grupo experimental quedard conformado por 12 corrales de 10
lechones cada uno. Los lechones serdn pesados individualmente al destete (28 dias de edad, en
promedio), a los 7, 14, 21 y 28 dias postdestete, datos que se utilizardn para el célculo de la
ganancia diaria de peso. También semanalmente se medirdn el consumo de alimento de cada
corral y la conversion alimenticia, y se registrara la incidencia y severidad de diarrea en todos
los lotes. Al final del periodo experimental, se sacrificard un lechén por corral. De los
lechones faenados se tomara una muestra de contenido de estomago, duodeno, yeyuno, ileon y
ciego para la medicion del pH y la determinacién del nimero de bacterias viables totales,
bacterias beneficiosas (Lactobacillus) y potencialmente patdgenas (Escherichia coli,
Clostridium, Salmonella). Asimismo, se tomaran muestras de pared intestinal de los mismos
sectores para su estudio histolégico (altura de vellosidades y profundidad de las criptas en la
mucosa).
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5.1. Introduccion

Desde hace décadas los criaderos intensivos de cerdos vienen practicando el destete precoz
de los lechones, con el objeto de mejorar el desempefio reproductivo global de las cerdas.
Existe consenso en torno a que un destete entre las 3 y 4 semanas de edad maximiza la
cantidad de lechones destetados por cerda y por afio, ya que mejora el nimero de
partos/cerda/afio, sin afectar negativamente el tamafio de camada (Whittemore, 1996).

Sin embargo, los lechones de esta edad presentan algunas limitantes desde el punto de vista
de su fisiologia digestiva. De acuerdo a una revision sobre los numerosos trabajos referidos a
la capacidad de digestion y absorcion en lechones (Pekas, 1991), los niveles de enzimas
proteoliticas y amiloliticas en el tubo digestivo permitirian una considerable digestion de
proteinas vegetales y de almidones recién alrededor de la cuarta o quinta semana de edad,
aunque estos niveles son todavia mas bajos que a la octava semana.

En general, la adicién de productos de origen lacteo como leche en polvo deshidratada,
suero de queso deshidratado, lactosa, proteinas de suero deshidratadas, etc. (en proporciones
del 15 al 25%) a dietas a base de maiz-harina de soja mejora la ganancia de peso y la
conversion alimenticia de lechones destetados precozmente, entre las 3 y las 4 semanas de
edad (Cera et al., 1988; Cline, 1991; Mahan, 1992). Otros insumos incluidos corrientemente
en las dietas de destete precoz, y cuya funcion es aportar proteinas de alta digestibilidad y con
elevado contenido de aminoacidos esenciales, son harina de pescado, plasma porcino o
bovino deshidratados, huevo deshidratado, etc.

Por otro lado, un efecto colateral de este tipo de destetes es un incremento en el riesgo de
diarrea postdestete, lo que puede causar retardo en el crecimiento, incremento de la
mortalidad y costos extras por medicacién (Aumaitre et al., 1995). Con la intencion de
prevenir la diarea y mejorar el desempefio productivo, se ha extendido el uso de antibidticos
como promotores de crecimiento.

El comienzo del uso de los antibioticos como promotores de crecimiento en aves y cerdos
data de 1949 y 1950, respectivamente. EI mecanismo exacto de como los antibidticos
“promueven” el crecimiento no es enteramente claro, pero la investigacion en torno al tema
confirma el hecho de que permiten que los animales expresen su potencial genético para el
crecimiento a través de su efecto sobre las bacterias del aparato digestivo. Otro aspecto a
destacar es que las dosis utilizadas como aditivos (entre 2,5 y 50 mg/kg de alimento, segin el
producto) son mucho maés bajas que las dosis utilizadas con fines terapéuticos o profilacticos.
Los efectos positivos del uso de los antibidticos como aditivos estan ampliamente
documentados. Cromwell (1991) present6 los datos de 453 ensayos, realizados con 13.632
cerdos entre los 7 y 25 kg. Los antibidticos mejoraron, en promedio, la ganancia de peso en
un 16,4 % y la conversion alimenticia en un 6,9 %.

Sin embargo, el uso continuo de antibidticos como aditivos puede disminuir la eficacia de
los mismos para el tratamiento de las enfermedades de los cerdos, a partir de la aparicién de
fendmenos de resistencia bacteriana. Por otro lado, este riesgo se extiende a la salud pablica,
ya que existe la posibilidad de que la resistencia generada en las granjas de cerdos pueda
afectar a antibioticos claves en medicina humana. Recientemente, la Union Europea reviso la
informacion técnica disponible y el cambio de actitud social al respecto, y resolvid retirar la
gran mayoria de los antibioticos para su uso como aditivos desde agosto de 1999. Impulsados
por esta preocupacion, y aun antes de que se legislara sobre el tema, varios investigadores
comenzaron a explorar la inclusion de aditivos alternativos en las dietas de cerdos, y
especificamente de lechones destetados precozmente.

Se ha acumulado una considerable cantidad de investigacion en torno a éxido de zinc,
sulfato de cobre, probidticos, prebioticos, acidos organicos, extractos vegetales, etc. (Canibe,
2007; Andrade da Veiga, 2008).



4 Corresponde a Resolucion N° 132/10 C.D.

El oxido de zinc y el sulfato de cobre a altas dosis han disminuido la incidencia de diarreas
posdestete y mejoraron la ganancia de peso en la mayoria de los ensayos, pero la
contaminacién ambiental generada puede afectar a esta practica en el futuro (Canibe, 2007).

Distintos acidos organicos han sido utilizados en la dieta de los lechones con el objetivo de
superar una insuficiente secrecion géastrica de &cido clorhidrico (HCI) y permitir una mejor
accion proteolitica en el estdémago (Partanen y Mroz, 1999). Por otro lado, los &cidos
organicos producen una reduccion del crecimiento de bacterias patdgenas como Escherichia
coli, Clostridium y Salmonella, una mejora en la morfologia del epitelio intestinal y en la
eficiencia de absorcidn de nutrientes, y, en algunos casos, efectos metabdlicos. Una revision
realizada sobre una cantidad de trabajos publicados (Revindran y Kornegay, 1993) revela una
considerable variacién en la respuesta a la acidificacion en la dietas de los lechones
destetados. Varias razones fueron propuestas para explicar las inconsistencias en las
respuestas, incluyendo el tipo de dieta, la edad de los cerdos, el tipo y nivel del acidificante,
las condiciones sanitarias y, por lo tanto, los niveles de desempefio alcanzados previamente.

La actividad antimicrobiana de los acidos organicos esta relacionada con la reduccion del
pH del medio y con su capacidad para disociarse, 1o que esta determinado por la constante
pKa de cada &cido. Los &cidos organicos son liposolubles cuando estan en forma no
disociada, por lo que son capaces de atravesar la pared microbiana. Una vez en el interior,
gue es un ambiente alcalino, liberan el proton y el pH intracelular disminuye. Esto afecta el
metabolismo bacteriano, inhibiendo la actividad de enzimas y, ademas, hace que la célula use
energia para deshacerse de los protones y se acumulen aniones en el interior (Cherrington et
al., 1991; Russell, 1992). La reduccién del pH géastrico no parece ser un efecto primariamente
alcanzado en todos los trabajos, pero, en relacion con la accion planteada anteriormente, el
uso de é&cidos organicos, disminuyd consistentemente el crecimiento de las bacterias
coliformes en el tracto gastrointestinal.

Los acidos organicos mas utilizados en los ensayos fueron el citrico, fumarico, acético,
lactico, formico, butirico y benzoico con concentraciones dietarias que fluctuaron entre el 1y
el 3% (Giesting y Easter, 1985; Radecki et al., 1988; Roth, 2000).

En un ensayo “in vitro” realizado por Knarreborg et al. (2002) con digesta gastrica e
intestinal de cerdos, se comparoé la accion de seis acidos organicos, a la misma concentracion:
férmico, propidnico, butirico, lactico, benzoico y fumarico. El &cido benzoico mostro el
mayor efecto antibacteriano, tanto hacia coliformes como hacia bacterias acido lacticas, en
contenido gastrico y de intestino delgado. Este acido es de un uso relativamente nuevo en
dietas de cerdos destetados y los niveles de inclusion necesarios son considerablemente mas
bajos que en el caso de otros acidos organicos. Kluge et al. (2006) hallaron un aumento en el
consumo de alimento y una reduccion en el nimero de bacterias en los segmentos proximales
del tubo digestivo de lechones alimentados con dietas suplementadas con 0,5-1 % de acido
benzoico comparadas con una dieta control sin &cidos.

Por otro lado, también se han investigado los efectos de los acidos orgénicos sobre la
histomorfologia del intestino. Los mismos pueden prevenir, al menos en parte, el
acortamiento de las vellosidades intestinales en el periodo postdestete por un efecto directo
sobre la proliferacion celular (especialmente acidos butirico y acético) o por un efecto
indirecto, a través de su accién sobre la microflora intestinal (Partanen y Mroz, 1999).

Los probidticos han sido definidos por Schrezenmeir y de Vrese, 2001) como “productos
que contienen microorganismos viables y definidos, en suficiente namero, que alteran la
microflora (por implantacion o colonizacion) en un compartimento del hospedador y asi
ejercen efectos beneficiosos sobre ¢é1”. Distintos probiodticos han sido usados, en los tltimos
afios, en lechones destetados precozmente (Canibe, 2007; Lalles et al., 2007), con resultados
variables: Saccharomyces boulardii, S. cerevisae, Bacillus cereus, var. canon y var. toyoi,
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Escherichia coli cepa Nissle 1917, Enterococcus faecium, Lactobacillus sobrius, L. reuteri y
L. rhamnosus.

Las principales caracteristicas de un probidtico son: capacidad para adherirse a la mucosa
intestinal e inhibir la adhesién de bacterias patdgenas, habilidad para colonizar
transitoriamente y proliferar en el intestino, prevencion de algunas enfermedades intestinales
como diarrea y modulacion del sistema inmunitario del huésped (Teitelbaum y Walker,
2002).

La infeccion por E. coli enterotoxigénica (ETEC) es una de las principales causas de diarrea
en lechones lactantes y luego del destete, y la mayoria de las cepas expresan la adhesina
fimbrial K88. El uso de algunos probioticos ha permitido reducir la colonizacion de bacterias
patogénicas en el intestino y la gravedad de la diarrea (Roselli et al., 2005). Jin y Zhao (2000)
demostraron que E. faecium es capaz de inhibir la adhesion de ETEC K88 a la mucosa
intestinal de los lechones, tal vez a partir de un mecanismo de obstaculo estérico, ya que
ambas bacterias no se unen al mismo dominio del receptor. Otros probioticos (Lactobacillus
plantarum y L. rhamnosus) producen una inhibicion de la adhesion de E. coli
enteropatogéenica (EPEC) induciendo la expresion de los genes de la mucina, MUC-2 y MUC-
3 (Mack et al., 1999). Diversos trabajos sugieren que los probiéticos también interfieren con
diferentes pasos del proceso inflamatorio, por ejemplo regulando el balance de las
poblaciones de linfocitos Thl y Th2 o actuando sobre las quimocinas involucradas en el
reclutamiento de células inflamatorias (Roselli et al., 2005).

Los probioticos (entre los cuales se encuentran E. faecium y varias especies de
Lactobacillus) han sido usados durante décadas para el tratamiento y prevencion de
enfermedades diarreicas de distinta etiologia en seres humanos  (de Vrese y Marteau,
2007). En lechones, los ensayos con E. faecium son relativamente recientes, pero muestran
resultados promisorios. Taras et al. (2006) utilizaron E. faecium NCIMB 10415 en la dieta de
las cerdas y los lechones y hallaron una reduccion significativa en la incidencia y la duracion
de la diarrea post-destete, pero el tratamiento no mejoro la ganancia de peso de los lechones.
En otro ensayo (Scharek et al., 2005), el uso de esta cepa de E. faecium produjo una
disminucion acentuada en la frecuencia de E. coli beta hemolitica y E. coli serovar 0141 en
contenido intestinal de lechones y una reduccion de la poblacién de linfocitos T citotdxicos
(CD8+) en el epitelio del jejuno. Sin embargo, los efectos de este probidtico sobre los
parametros de inmunidad humoral (Broom et al., 2006) y sobre el transporte de nutrientes y
las funciones de barrera del intestino delgado (Lodemann et al., 2006) no parecen claros hasta
el momento.

Luego del analisis de la bibliografia reciente, resulta de interés continuar los ensayos con
acido benzoico debido a su comprobado efecto a bajas concentraciones en las dietas de
lechones destetados, asi como también investigar la inclusion de E. faecium NCIMB 10415
en estas dietas y los posibles efectos sinérgicos provenientes del uso conjunto de ambos
aditivos.

5.2. Resultados alcanzados por el/los autores dentro del area del conocimiento del
proyecto:

- Pechin, G.H.; Sanchez, F.O.; Fournier, M.T.; Cesan, R.O. 1998. Efecto de la administracién
de hierro dextrano sobre la ganancia de peso y parametros sanguineos, relacionados con el
metabolismo del hierro, en lechones lactantes con acceso a tierra. Revista de Medicina
Veterinaria 79: 118-120.
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- Pechin, G.H.; Sanchez, F.O.; Alvarez, H.R. 2003. Efectos de la adicion de suero de queso
deshidratado en dietas de lechones destetados a los 30 dias de edad. Ciencia Veterinaria 5:
29-33.

6.1. Hipdtesis, objetivos vy resultados esperados:

Hipdtesis:

Nuestra hipoétesis de trabajo es que la adicidon de acido benzoico y de un probidtico a base
de Enterococcus faecium NCIMB 10415 en la dieta de lechones destetados precozmente
disminuye la poblacion de bacterias potencialmente patdgenas, incrementa la superficie
absortiva de intestino delgado y grueso, disminuye la incidencia y gravedad de las diarreas y
mejora el desempefio productivo de los animales.

Objetivos generales:

Comprobar los efectos de la adicion de acido benzoico, un probidtico a base de
Enterococcus faecium o una combinacion de ambos en la dieta de lechones destetados a los
28 dias de edad sobre variables productivas y parametros relacionados con la microbiologia e
histologia del intestino.

Objetivos particulares:

- Verificar el efecto de la adicion de acido benzoico, un probidtico a base de Enterococcus
faecium o una combinacién de ambos en la dieta de lechones destetados precozmente sobre la
ganancia de peso, el consumo de alimento, la conversion alimenticia y la incidencia y
gravedad de la diarrea durante las primeras cuatro semanas post-destete.

- Estudiar el efecto de estos aditivos sobre el pH, la histo-morfologia del epitelio y el nimero
de bacterias totales, de bacterias benéficas y potencialmente patégenas en los diferentes
sectores del tracto digestivo de los lechones.

Resultados esperados:

Basicamente, se espera una mejora comprobable en los parametros de interés productivo de
lechones destetados precozmente y de los indicadores de salud intestinal que puedan explicar
el efecto promotor de crecimiento.

6.2. Materiales y Métodos:

Seiscientos lechones (identificados individualmente con caravana numerada) seran
agrupados por camada y por peso, y asignados aleatoriamente a cinco grupos:
1) Dieta base: control negativo, dieta sin aditivos.
2) Dieta base + acido benzoico al 1 % (VevoVitall, DSM Nutritional Products).
3) Dieta base + Enterococcus faecium NCIMB 10415 (140 g/Tn de un producto comercial
que contiene 1 x 10*° UFC/g, Cylactin, DSM Nutritional Products).
4) Dieta base + &cido benzoico al 1 % + Enterococcus faecium NCIMB 10415.
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5) Dieta base + colistina (como sulfato de colistina) a razon de 300 mg/kg durante la primera
semana post-destete y 50 mg/kg durante las tres semanas subsiguientes (control positivo).

Se trabajard simultdneamente con 5 corrales de 10 lechones cada uno. Las tandas se
repetiran de manera de totalizar 12 repeticiones sucesivas.

La dieta base serd formulada de acuerdo a los requerimientos del NRC, 1998 (Tabla 1).

Los lechones serdan pesados individualmente al destete (28 dias de edad), y luego
semanalmente, hasta la cuarta semana postdestete, datos que se utilizaran para el céalculo de la
ganancia diaria de peso (GDP) total y durante cada periodo. EI consumo de alimento de cada
corral serd medido semanalmente, para calcular el consumo acumulado y la conversion
alimenticia durante las semanas 1, 2, 3y 4 del ensayo. También se registrara la incidencia de
diarrea, la gravedad de la misma (pastosa o liquida) y su duracion en todos los lotes, en los
cuatro periodos.

Al final del periodo experimental, se sacrificara un lechén por corral. Dentro de los veinte
minutos del sacrificio, se tomaran dos muestras de contenido de estomago, duodeno (10 cm a
partir del estbmago), yeyuno (60 cm desde el estomago), ileon (15 cm del ciego) y ciego
porcion media). En la primera muestra se realizard in situ, inmediatamente después de la
recoleccion, la medicion del pH mediante un peachimetro digital (PH208, Schwyz, Suiza).
Una segunda muestra (10 g) de cada seccion serd asepticamente recolectada, almacenada en
recipientes estériles que seran conservados refrigerados y luego transportados al laboratorio
dentro de las tres horas. Luego de su cultivo en medios especificos (FDA, 1998; ICMSF,
2001), se determinard el ndmero de bacterias viables totales, de bacterias beneficiosas
(Lactobacillus) y de bacterias potencialmente patdgenas (Escherichia coli, Clostridium,
Salmonella). Asimismo, se tomaran muestras de pared intestinal de los cuatro sectores, en
forma de anillos de 1 cm de largo, las que seran fijadas en formol bufferado al 10% y
procesadas en el Laboratorio de Histopatologia con las técnicas de rutina (inclusion con
parafina, tincion con hematoxilina-eosina) para su estudio histolégico. La medicion de altura
de las vellosidades y profundidad de las criptas en la mucosa se realizara con un microscopio
Optico conectado a una computadora a través de una camara digital Moticon 1000 mediante
la utilizacion del programa de captacion de imagenes Moticon Images Plus 2.0 (Ted Pella,
Inc., Redding, California, USA) y del programa de analisis de imagenes Scion Image 2.0 for
Windows (Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA).

Tabla 1. Composicién de la dieta base.

Alimento Participacion en la dieta (%)
Semanas 1-2 Semanas 3-4
Maiz 54,9 65,69
Pellet de soja, 44% Proteina 25 27
Harina de sangre 5 5
Plasma bovino deshidratado 3 -
Suero de queso deshidratado 10 --
Ceniza de hueso 1,0 1,74
Carbonato de calcio 0,6 0,07
Sal comin 0,3 0,3
Nucleo Mineral-Vitaminico 0,2 0,2

Disefno experimental y analisis estadistico:
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Los pardametros GDP, consumo de alimento, conversion alimenticia, asi como la duracion
de los periodos con heces de consistencia disminuida, serdn analizados estadisticamente
utilizando un ANOVA con un disefio completamente aleatorizado, considerando los efectos
de tratamiento, tiempo e interaccion tratamiento x tiempo. El nimero de bacterias por gramo
de contenido géastrico o intestinal y las mediciones en mucosa intestinal serdn comparados
utilizando un ANOVA simple, con un test de Tuckey para comparacion de medias. La
incidencia de cada tipo de diarrea en los grupos sera comparada utilizando una prueba de X2.

6.3. Formacioén de recursos humanos:

Ademaés del Dr. Ariel Succurro, quien se halla cursando la Maestria en Salud y Produccion
Porcina (UNRC), el trabajo de investigacion contara con la participacion de dos adscriptos a
la Catedra de Nutricion Animal de la Fac. de Cs. Veterinarias (UNLPam): el MV Enzo
Malvica (DNI N° 27.167.988), de la actividad privada, y el Sr. Gabriel Genero (DNI N°
31.276.119), alumno del altimo afio de nuestra carrera.

7.1. Infraestructura (ya existente):

Laboratorio de Patologia.
Laboratorio de Bromatologia.

8.1. Presupuesto estimado para el proyecto:

Item Monto
Jarra de anaerobios de dos placas $ 625
Jarra de anaerobios de 12 placas $ 2.800
Medidor de oxigeno $ 3.800
Medidor de conductividad y temperatura $ 2.950
Peachimetro $ 2.350
Insumos para laboratorio de microbiologia $ 1.806
Insumos para laboratorio de histopatologia $ 4.800
Combustible para viajes a criadero $ 3.000
Bibliografia $ 1.500
Participacion en Congresos $ 1.500
Varios $ 1.000
TOTAL $26.131
Detalle de insumos para laboratorio de microbiologia

Agar nutritivo, 500 g $ 380

Agar violeta rojo bilis lactosa, 500 g $ 277

Agar Mc Conkey, 500 g $ 233

Caldo Mc Conkey, 500 g $ 186

Agar papa glucosada, 500 g $ 253

Cajas de Petri, plasticas, de 60 mm, 100 unidades $ 43

Placas de Petri, vidrio, 40 unidades $ 314

Tubos de ensayo, vidrio, 16 x 150 mm, 100 unidades $ 120

Subtotal $ 1.806
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Nota:

Todos los insumos para la fabricacion de los alimentos balanceados seran provistos por el
propietario del criadero de cerdos.

Los aditivos (acido benzoico, probidtico y antibidtico) seran provistos por la firma Fusion
Pampa S.R.L. (General Rodriguez, pcia. de Bs. As., Argentina).
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