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INTRODUCCION

El destete produce un periodo breve de ayuno y adaptacién a una nueva racién sélida, la
cual provoca disminucién de la supervivencia de los lechones y proliferacién de la microbiota
patégena. Se ha propuesto la utilizacién de probiéticos, evitando que los seres humanos
consuman alimentados tratados con antibiéticos. El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto de la adicién de cepas de probidticos en cerdos en crecimiento sobre las poblaciones
celulares del sistema inmune (eosinéfilos, baséfilos, neutréfilos, monocitos y linfocitos) en intes-
tino delgado. Se sacrificaron 35 lechones escalonadamente los dias 1 (21 dias de edad), 15
y 30 posdetete, y se extrajo completamente el intestino. Los animales fueron alimentados con
dos diefas: dieta comercial con y sin la adicién de antibidtico; a esta Gltima se adicionaron los
diferentes probiéticos (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus o Enterococcus faecium)
en el agua de bebida. Se utilizé un disefio de bloques al azar en un arreglo de parcelas
divididas. Los aislamientos realizados a partir de las muestras intestinales de E. faecium
presentaron un mayor nimero de poblaciones celulares del sistema inmune a nivel intestinal
(p<0.01). Ademés, se realizé medicidn del pH intestinal, el cual presenté una disminucién
estadistica significativa (p<0.01), donde los animales que consumieron E. faecium presentaron
los valores mds bajos de pH intestinal, frente a aquellos que consumieron la dieta con adicién
de antibiético. La adicién de la cepa E. faecium en el alimento de lechones recién destetados,
estimula el aumento en el nimero de poblaciones celulares intestinales del sistema inmune y
alcanzan una mayor disminucién del pH intestinal.

Addition of Enterococcus faecium increases intestinal immune response in growing pigs

SUMMARY

Weaning originates a brief period of fasting and adaptation to a new solid portion, which
causes decreased survival of piglets and proliferation of pathogenic microbiota. It has propo-
sed the use of probiotics, preventing humans consume fed treated with antibiotics. Therefore,
the objective of this work was to determine the effect of the addition of probiotic strains in
growing pigs on immune cell populations (eosinophils, basophils, neutrophils, monocytes and
lymphocytes) in the small intestine. Thirty-five piglets stepwise days 1 (21 days old), 15 and
30 posdetete were sacrificed, and the intestine was completely removed. The animals were
fed two diets: commercial diet with and without the addition of antibiotic; the latter different
probiotic (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus or Enterococcus faecium) were added
in the drinking water. A design randomized block was used in a split plot arrangement. Isolates
obtained from the intestinal samples of E. faecium showed a greater number of immunological
intestine cell populations (p<0,01). In addition, measurement of intestinal pH, which showed
a statistically significant decrease (p<0,01), where the animals fed E. faecium reported lower
intestinal pH values, compared to those who ate the diet with addition of antibiotic. The addition
of E. faecium strain in food weaned piglets, stimulates the increase in the number of intestinal
immune cell populations and achieve a further decrease intestinal pH.

dieta provoca un aumento del pH en el tracto gastroin-

testinal, debido a la disminucién de la produccién de

El destete en los lechones es catalogado como un
momento critico de su crianza, y en el que se pone en
riesgo la viabilidad del animal. Al momento del deste-
te se presenta un estrés alimentario, debido a que los
animales pasan de consumir mayoritariamente leche
a consumir un alimento complejo; y un estrés social,
causado por la separaciéon abrupta de la madre y la
reagrupacion de lechones en transicion (Gutiérrez et
al., 2012; Montoya et al., 2012). Ademads, el cambio de

acido lactico a partir de lactosa de la leche, y al mayor
contenido de proteina que acttia tamponando la escasa
capacidad acidificante del inmaduro tracto digestivo
del lechon. El elevado pH favorece la supervivencia y
proliferacion de la microbiota patdgena, principalmen-
te de los serotipos de E. coli que producen diferentes
tipos de enterotoxinas (STa, STb y EAST1) (Sudrez-
Belloch y Latorre, 2014), afectando negativamente a
la pared intestinal y provocando la hipersecrecion de
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Tabla I. Andlisis proximal de la dieta basal (Proximate
analysis of the basal diet).

Proteina bruda (%) 22,0
Extracto etéreo (%) 6,0
Cenizas (%) 8,0
Fibra (%) 5,0
Humedad (%) 13,0

agua y electrolitos. Todo lo anterior conlleva a una
pobre respuesta inmunitaria, especificamente en ani-
males jovenes en los que la inmunidad materna ha
desaparecido (Sudrez-Belloch y Latorre, 2014).

El intestino es un importante compartimiento
del tracto gastrointestinal (TGI) donde se alberga
una microbiota compleja y se desarrolla el sistema
inmune de la mucosa (Heo et al., 2013). El epitelio in-
testinal esta constantemente expuesto a altos niveles
de antigenos alimenticios y bacterianos. El intestino
y el tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por
sus siglas en inglés) son componentes esenciales
de la defensa inmune, protegiendo al organismo
de antigenos y patogenos extrafios, mientras tolera
bacterias comensales y antigenos de la dieta (Walker
et al., 2012).

El sistema inmune de la mucosa intestinal rea-
liza una doble labor: identificar nutrientes inocuos
y eliminar alguna respuesta inmune sistémica que
pudiera ejercerse contra ellos. De igual manera, este
sistema reacciona con el fin de eliminar alguna inva-
sion por bacterias, virus, parasitos y hongos (Boehm
et al., 2012). El desbalance de este equilibrio puede
contribuir a numerosas patogénesis de condiciones
inflamatorias (Walker et al., 2012).

Dentro de los procedimientos utilizados para pre-
venir las infecciones entéricas durante la etapa del
destete, se encuentra el suministro de antibi6ticos.
A pesar de que la utilizacién de estos productos
asegura el control de infecciones bacterianas (Jura-
do et al., 2013), la aplicacién de dosis inadecuadas e
indiscriminadas generan la aparicion de cepas resis-
tentes, cada vez mas patégenas y con implicaciones
negativas para la salud animal y humana, debido
principalmente a los niveles residuales de dichos
antibidticos en carne (Martin et al., 2012; Allen et al.,
2012).

Como una alternativa al uso de antibiéticos en
contra de infecciones bacterianas se ha propuesto
diferentes estrategias terapéuticas de origen nutri-
cional, entre ellas la utilizacién de microorganismos
vivos que mejoran el equilibrio microbiano intestinal
y que aportan beneficios a la salud del animal. Estos
microorganismos son denominados probiéticos, den-
tro de los cuales las especies mas representativas son
Lactobacillus spp (Saad et al., 2013).

En el campo de la produccién porcina los pro-
bidticos han sido ttiles para tratar diferentes en-
fermedades entéricas. Algunos estudios ponen de
manifiesto que éstos ayudan a prevenir y curar dia-
rreas infecciosas (Deegan et al., 2006; Zacharof y
Lovitt, 2012), debido a que favorecen el desarrollo y
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la estabilidad de la microflora, y la estimulacién del
sistema inmunolégico (Hansen et al., 2012). Ademas,
estos microorganismos proporcionan nutrientes a las
células intestinales, promueven la absorcién de nu-
trientes, y crean un ambiente intestinal beneficioso
(Bauer et al., 2006). Por esto, el objetivo de este tra-
bajo fue determinar el efecto de la adicién de cepas
de probidticos en cerdos en crecimiento sobre las
poblaciones celulares del sistema inmune (eosinéfi-
los, basoéfilos, neutréfilos, monocitos y linfocitos) a
nivel intestinal.

MATERIAL Y METODOS

CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los procedimientos experimentales fueron
llevados a cabo de acuerdo a las guias propuestas
por The International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals (CIOMS, 1985). Esta in-
vestigacion fue avalada por El Comité de Etica en la
Experimentacién Animal de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Medellin (CEMED- 012 del 14 de
Mayo de 2012).

LocALIZACION

El trabajo de campo se realiz6 bajo condiciones
comerciales en la Granja Cafa Brava, ubicada en el
municipio de Gémez Plata (Antioquia, Colombia),
vereda La Bonita, localizada a 1540 metros sobre el
nivel del mar (m.s.n.m), con una temperatura pro-
medio de 21°C, perteneciente a la zona de vida de
Bosque Hiimedo Premontano (bh-PM).

ANIMALES

Se sacrificaron 35 lechones (hembras y machos)
del cruce duroc x pietran, destetados exactamente
a los 21 dias de edad, con un peso aproximado de
6 + 0.5 Kg. Cada una de las instalaciones o corrales
estaba provista de comederos de canoa y bebedero
automadtico con agua a voluntad, y contaba con tem-
peratura controlada (26 + 3°C). La dieta comercial
ofrecida fue enriquecida con vitaminas, minerales y
lisina HCL. Las dietas se balancearon para cumplir
con todos los minimos nutricionales requeridos y
propuestos por el NRC (2012) (tabla I). La canti-
dad de alimento ofrecido a los lechones por jaula
fue administrada de acuerdo a la tabla dietaria que
corresponde para la etapa productiva (levante). Asi
mismo, el agua de bebida que contenia las cepas
probiodticas se ofreci6 diariamente desde el dia 1 del
destete hasta finalizar el experimento, el cual tuvo
una duracién de 30 dias (correspondiente a la fase
de levante). Durante la lactancia no se suministré
alimento sélido a los lechones.

INSTALACIONES Y EQUIPOS

Las instalaciones fueron desinfectadas y enca-
ladas para la llegada de los lechones. Los cerdos
fueron alojados en corrales con suelo de cemento (1.5
x 3 metros) y desde el dia 0 al 15 del experimento,
los corrales estaban dotados de lechoneras y cama
de viruta de madera. Para mantener la temperatura
homogénea el corral estaba provisto de cortinas.
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Para realizar el pesaje de los cerdos y el alimento
suministrado se utilizé una balanza digital.

DieTas

Los animales fueron aleatorizados a una de dos
dietas: dieta comercial con y sin la adiciéon de anti-
biético. Los diferentes probidticos (Lactobacillus casei
ATCC393, Lactobacillus acidophilus ATCC4356 o Ente-
rococcus faecium ATCC35667) se suministraron en el
agua de bebida de los animales que consumieron la
dieta comercial sin antibiético, asi:

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

Dieta 2 (D2): Alimento comercial con antibiético,
sin adicién de cepa probidtica en el agua de bebida.

Dieta 3 (D3): Alimento comercial sin antibi6tico,
con adicién de la cepa comercial probiética L. acido-
philus en el agua de bebida.

Dieta 4 (D4): Alimento comercial sin antibi6tico,
con adicién de la cepa comercial probiética L. casei en
el agua de bebida.

Dieta 5 (D5): Alimento comercial sin antibi6tico,
con adicion de la cepa comercial probiética E. faecium
en el agua de bebida.

La cantidad del probiético adicionado (relaciéon
v/p) fue del 20% con respecto al peso de la racién uti-
lizada, siguiendo las instrucciones para su preparacion
y adicién segtin lo recomendado por el fabricante. La

inclusién de los probidticos en el agua de bebida se
realiz6 (dos veces al dia) por mezclado directo de un
litro de agua con 30 gramos de aziicar comercial, la
cual fue adicionada en un tanque de 20 It de agua, y
evaluada por medio de andlisis microbiol6gicos se-
manales para garantizar poblaciones minimas de 10°
UFC/ml con una viabilidad adecuada. El alimento
utilizado en el estudio estuvo libre de antibidticos (ex-
cepto la dieta D2), ya que no fue de interés modificar
la dieta, sino la incorporacién de los probiéticos como
una alternativa al uso de antibiéticos. Las dietas expe-
rimentales se proporcionaron durante 30 dias a partir
del dia del destete (dia 21 de vida).

SACRIFICIOS

Durante la fase experimental se realizé eutanasia
humanitaria a 35 lechones de la siguiente forma: el
dia inicial, o dia 1 (dia del destete), se sacrificaron 5
lechones, que representaron: el grupo de referencia
para verificar el estado general de salud y la evalua-
cién macroscopica del estado de los 6rganos de los
animales antes de suministrar las dietas experimenta-
les, y las unidades experimentales para cada uno de
los tratamientos. Los dias 15 y 30 posdestete fueron
sacrificados 3 lechones al azar de cada tratamiento.
Todos los lechones se sacrificaron 2.5 horas después
de su tdltima comida. Los animales se sedaron con un
neuroléptico (stresnil® (Azaperona)) via intramuscu-
lar, y posteriormente se sometieron a inhalacién con
Nitrox®.

Tabla II. Poblaciones de células inmunes en vellosidades intestinales de cerdos, con y sin adicién de cepas
probiodticas (Immune cell populations in intestinal villi of pigs with and without addition of probiotic strains).

Ubicacién Poblaciones Dias D1 D2 D3 D4 D5 EEM
celulares
Neutrsfilos 1 0,039% 0,038 0,038 0,037% 0,038
15 0,0514Y 0,0648Y 0,0658Y 0,083¢Y 0,099¢Y
30 0,064A2 0,07682 0,08502 0,09902 0,11452
Eosinofilos 1 0,43 0,42 0,43 0,42 0,431%
15 0,454 0,488Y 0,517 0,570 0,598Y
30 0,4942 0,5482 0,5702 0,6302 0,705
Macrofagos 1 0,41% 0,40% 0,39 0,40% 0,41%
2 15 0,438Y 0,458Y 0,480Y 0,520 0,556
g 30 0,512 0,5482 0,57¢2 0,61°2 0,665 0,003
8 Linfocitos 1 3,01% 3,02% 3,03 3,02 3,01%
p 15 3,050 4,048 4,240 4,540 4,955
30 4,18%2 4,4882 4,7902 4,9902 52182
Plasmocitos 1 0,186% 0,188 0,184% 0,185 0,187%
15 0,2044Y 0,2248Y 0,245¢Y 0,268°Y 0,294EY
30 0,228 0,24182 0,26362 0,29402 0,318E2
Linfocitos 1 0,044 0,041% 0,043 0,047% 0,045
Granulares 45 0,0564Y 0,069 0,084¢Y 0,099 0,1125¥
30 0,074A2 0,08882 0,10262 0,12502 0,520

D1: Alimento comercial sin antibidtico y sin probidtico; D2: Alimento comercial + antibiético; D3: Alimento comercial sin antibiotico + L.
acidophilus; D4: Alimento comercial sin antibiético + L. casei; D5: Alimento comercial sin antibiotico + E. faecium. #8¢PE Dentro de una
misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p<0,05).%¥Z Dentro de una misma columna, medias con
un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (p<0,05). EEM: Error estandar de la media.
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Tabla III. Poblaciones de células inmunes en criptas intestinales de cerdos, con y sin adicién de cepas pro-
bi6ticas (Immune cell populations in intestinal crypts of pigs with and without addition of probiotic strains).

Ubicacién Poblaciones celulares Dias D1 D2 D3 D4 D5 EEM
Neutrofilos 1 0,037% 0,039% 0,041 0,038 0,040%
15 0,048~ 0,054~ 0,0678Y 0,081¢Y 0,099°Y
30 0,05942 0,07652 0,089¢# 0,102P* 0,117°2
Eosindfilos 1 0,171 0,176% 0,175% 0,172 0,175%
15 0,192AY 0,2238Y 0,254¢Y 0,277PY 0,299%"
30 0,24142 0,25982 0,283¢7 0,317P% 0,341E2
Macrofagos 1 0,351 0,360% 0,354 0,355% 0,351
15 0,390% 0,4318Y 0,475°Y 0,510PY 0,558E
E 30 0,52142 0,59782 0,623¢7 0,649°7 0,695
2 0,003
S Linfocitos 1 2,31% 2,30% 2,31% 2,30% 2,311%
15 2,56~ 2,948 3,196 3,350 3,528
30 2,94A2 3,098 3,35¢2 3,562 3,742
Plasmocitos 1 0,037% 0,041 0,039% 0,042 0,037
15 0,054AY 0,068 0,087¢Y 0,105PY 0,123EY
30 0,079 0,09882 0,117¢2 0,124b2 0,14182
Linfocitos Granulares 1 0,41% 0,40% 0,41% 0,40% 0,41%
15 0,48~Y 0,588Y 0,68 0,720 0,755
30 0,524 0,638 0,74¢2 0,810 0,842

D1: Alimento comercial sin antibidtico y sin probidtico; D2: Alimento comercial + antibidtico; D3: Alimento comercial sin antibiotico + L.
acidophilus; D4: Alimento comercial sin antibiético + L. casei; D5: Alimento comercial sin antibidtico + E. faecium. ~8¢PE Dentro de una
misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p<0,05). *¥Z Dentro de una misma columna, medias con
un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (p<0,05). EEM: Error estandar de la media.

Después del sacrificio, los lechones se colocaron
en posicién dectibito dorsal, se diseccioné la region
abdominal y se extrajo completamente el intestino del-
gado desde la unién pildrica hasta la vélvula ileo-cecal
(Segalés y Domingo, 2003). El intestino fue alineado y
medido en una mesa sin ningtn tipo de tensién. Pos-
teriormente éste se dividi6 en tres regiones (duodeno,
yeyuno, e ileon), y se tomaron 20 cm de cada seccién.
Una vez cortadas las porciones, la digesta contenida
en cada una de ellas se removié mediante lavado por
infusién con solucién salina fria segiin lo descrito
previamente (Reis et al., 2005). Seguidamente, estas
porciones fueron incluidas en formalina tamponada
al 10% hasta realizar las determinaciones de morfo-
metria e histopatologia.

TOMA DE MUESTRA Y DETERMINACION DEL PH INTESTINAL

Se tom6 1 g de muestra (mezcla) de contenido de
duodeno, yeyuno e ileon, para luego suspenderlo en
12,5 ml de agua destilada desionizada. Esta mezcla se
agité manualmente con agitador de vidrio lavandolo
en cada registro con agua destilada. Posteriormente se
insert6 en la mezcla un electrodo de pH y se realizaron
las lecturas en un potenciémetro con precision de tres
decimales. El pH de la suspensién fue medido dentro
de los 45 minutos subsiguientes al sacrificio de los
lechones (Jaramillo, 2011).

ANALISIS DE MUESTRAS

Después de 24 horas de la colecta, las muestras ob-
tenidas de duodeno, yeyuno e ileon fueron enviadas
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al laboratorio para ser analizadas por histopatélogos
expertos.

Los tejidos fueron fijados en formalina tamponada
al 10% durante 24 horas a 4°C, incluidos en parafina,
cortados a 4 um de espesor y coloreados con hematoxi-
lina-eosina para ser lavados y almacenados en etanol:
agua (75:25, v:v) de acuerdo con el método descrito
por Nabuurs et al. (1993). El andlisis de imagenes
histolégicas se realizé cifiendo la observacion a los
siguientes parametros:

Area a analizar: 63 000 pm?
Ntmero de areas /fotografia: 2

El conteo celular: leucocitos (unidad de drea), neu-
tréfilos, eosinodfilos, macréfagos, linfocitos, plasmoci-
tos y linfocitos granulares

ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 segtin un disefio de bloques al azar en un
arreglo de parcelas divididas. Para la conformacién de
los bloques se tomo en consideracion el peso inicial de
los animales. A cada animal le fue asignado uno de los
15 tratamientos (5 dietas experimentales y tres perio-
dos de evaluacién). Cada tratamiento tuvo un total de
3 repeticiones. El andlisis estadistico se realiz6 segtn
el procedimiento GLM (modelos lineales generales)
del SAS (2007). Las diferencias entre las medias de
los tratamientos fueron determinadas por minimos
cuadrados y analizadas por ANOVA. Para realizar la
comparacion de los promedios entre tratamientos se
utilizé una prueba de Duncan (p<0.05).
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Tabla IV. Poblaciones de células inmunes en vellosidades y criptas intestinales de cerdos, con y sin adicién
de cepas probiodticas, segiin el segmento intestinal (Immune cell populations in intestinal villi and crypts of pigs with and
without addition of probiotic strains according to the intestinal segment).

Variables Segmento intestinal EEM

Duodeno Duodeno Yeyuno fleon

Neutrofilos Vellosidades 0,071~ 0,0744 0,091 8 0,003
Criptas 0,080* 0,0844 0,0988

Eosindfilos Vellosidades 0,526 0,545 0,6378 0,008
Criptas 0,271A 0,274A 0,3188

Macrofagos Vellosidades 0,514A 0,529~ 0,5798 0,009
Criptas 0,6044 0,613* 0,6488

Linfocitos Vellosidades 3,974 4,034 5.438 0,050
Criptas 3,22~ 3,25 3.678

Plasmocitos Vellosidades 0,240 0,2448 0,2888 0,004
Criptas 0,105* 0,1104 0,1258

Linfocitos Granulares Vellosidades 0,089* 0,096* 0,1178 0,003
Criptas 0,693* 0,703* 0,7838

D1: Alimento comercial sin antibidtico y sin probidtico; D2: Alimento comercial + antibidtico; D3: Alimento comercial sin antibiotico + L.
acidophilus; D4: Alimento comercial sin antibiético + L. casei; D5: Alimento comercial sin antibidtico + E. faecium. ##<PE Dentro de una
misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p<0,05). *¥Z Dentro de una misma columna, segmentos
intestinales con un superindice comun no difieren estadisticamente (p>0,05). EEM: Error estandar de la media.

RESULTADOS Los cambios de las poblaciones celulares del siste-
ma inmune estudiadas en las vellosidades intestinales

entre cada una de las dietas y periodos de exposicién

Los cerdos que consumieron las dietas experimen-

tales no presentaron signo alguno de enfermedad que
causara su retiro o sacrificio inmediato. Ademas, al
nivel en que se fijé el suministro diario de alimento y
agua no genero sobrantes.

En este experimento no se encontrd interaccion
estadistica entre las diferentes dietas experimentales
dentro de cada periodo de evaluacién para ninguna
de las variables en estudio, por lo que no fue necesario
analizar y desglosar dichos factores de manera inde-
pendiente.

se pueden observar en la tabla II. Las poblaciones celu-
lares presentaron un aumento estadistico significativo
(p<0,01) entre las diferentes dietas evaluadas dentro de
cada periodo de evaluacién, donde D1 obtuvo valores
menores respecto a D2 y frente a los tratamientos con
probidticos, donde los animales del tratamiento D5
mostraron los valores mds altos en las poblaciones de
células del sistema inmune intestinal. Para las mismas
variables en estudio, se presenté diferencia significativa
estadistica entre los diferentes dias de muestreo dentro
de cada una de las dietas (p<0,05), donde en el dia 30

Tabla V. pH intestinal en cerdos, con y sin adicién de cepas probidticas (Intestinal pH in pigs, with and without addition

of probiotic strains).

Segmento Dia D1 D2 D3 D4 D5 EEM
intestinal
Duodeno’ 1 6,78% 6,79% 6,76% 6,78% 6,77%
15 6,634 6,528Y 6,45¢Y 6,340 6,295
30 6,54A7 6,458 6,37¢2 6,3102 6,2552
Yeyuno? 1 6,55% 6,54% 6,55% 6,53% 6,54%
15 6,394 6,298 6,24¢Y 6,255 6,175Y 0,005
30 6,237 6,188 6,15¢2 6,09°2 6,035
ileon3 1 6,45% 6,44* 6,44 6,45% 6,44*
15 6,27~ 6,218Y 6,14¢Y 6,082 6,015
30 6,194 6,1282 6,07¢7 6,0102 5,878

D1: Alimento comercial sin antibidtico y sin probiotico; D2: Alimento comercial + antibiético; D3: Alimento comercial sin antibiético +

L. acidophilus; D4: Alimento comercial sin antibiético + L. casei; D5: Alimento comercial sin antibiético + E. faecium. ~8¢PE Dentro de
una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p<0,05). *¥ Dentro de una misma columna, medias
con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (p< 0.05). "2® Dentro de una misma columna con un
superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (p<0,05). EEM: Error estandar de la media.
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se presentaron los mayores valores para cada dieta en
estudio.

Las figuras 1 a 6, ilustran el comportamiento de las
poblaciones de células del sistema inmune en las vello-
sidades intestinales, de acuerdo a las diferentes dietas
experimentales durante el tiempo del experimento.

En relacién al parametro de las poblaciones celu-
lares inmunes estudiadas en las criptas intestinales
entre cada una de las dietas y periodos de exposicién,
los cambios se pueden observar en la tabla III. Las
poblaciones celulares presentaron un aumento esta-
distico significativo (p<0,01) entre las diferentes dietas
evaluadas dentro de cada periodo de evaluacién, donde
D1 obtuvo valores menores respecto a D2 y frente a
las dietas con probiédticos, donde los animales en D5
mostraron los valores mas altos en las poblaciones de
células intestinales. Para las mismas variables en estu-
dio se present6 diferencia significativa estadistica entre
los diferentes dias de muestreo dentro de cada una de
las dietas (p<0,05), donde en el dia 30 se presentaron los
mayores valores para cada dieta en estudio.

Las figuras 7 a 12, ilustran el comportamiento de
las poblaciones celulares en las criptas intestinales, de
acuerdo a las diferentes dietas durante el tiempo del
experimento.

Para los segmentos intestinales se ha observado
diferencia estadistica significativa (p<0,01) para las po-
blaciones celulares intestinales, donde duodeno exhibié
los valores mas bajos en comparacién con los otros dos
segmentos (yeyuno e ileon) tanto en vellosidades como
en criptas intestinales (tabla IV).

Las figuras 13 y 14, ilustran el comportamiento de
células de acuerdo a los diferentes segmentos del TGI
de los lechones, tanto en vellosidades (13) como en crip-
tas intestinales (14), durante el tiempo del experimento.

Los cambios del pH intestinal determinado entre
cada una de las dietas y periodos de exposicién se
pueden observar en la tabla V. Con respecto al pH
intestinal, se presentd una disminucién estadistica sig-
nificativa (p<0,01) entre las diferentes dietas evaluadas,
donde D1 obtuvo valores mayores respecto a D2 y fren-
te a las dietas con probidticos, donde los animales en
D5 reportaron los valores mas bajos en el pH intestinal.

Las figuras 15 a 17, ilustran el comportamiento del
pH intestinal de acuerdo a los dietas en los diferentes
segmentos del TGI de los lechones, durante el periodo
experimental.

DISCUSION

La superficie de la mucosa de los mamiferos esta en
contacto directo con el medio ambiente por lo que es-
tan expuestos a antigenos. Las secreciones intestinales
(enzimas, bacteriocinas, e inmunoglobulinas) en estas
superficies estan involucradas en la defensa del hués-
ped junto a la secrecién de anticuerpos de la mucosa
(Abraham y Medzhitov, 2011). El epitelio intestinal
estd constantemente expuesto a grandes cantidades de
antigenos alimenticios y bacterianos. En condiciones
fisiolégicas normales, la monocapa epitelial intestinal
facilita un flujo controlado y selectivo de componentes
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entre el ldmen y la mucosa (Ghadimi et al., 2010). El
balance entre la tolerancia y la inmunidad en el intes-
tino estd, en parte, determinada por poblaciones de
células presentadoras de antigeno (CPA) en el intesti-
no. El desbalance de este equilibrio puede contribuir a
numerosas patogénesis de condiciones inflamatorias
(Walker et al., 2012).

Existen varias células encargadas de la presentacién
de antigenos en el GALT, incluyendo los enterocitos y
otras células epiteliales intestinales (CEI), tales como
células M, células dendriticas (CD), macréfagos y lin-
focitos Ty B (Gémez-Llorente et al., 2010). Las bacterias
activan las CD directamente a través de los receptores
de reconocimiento de patrones (PRR) o indirectamente
por la captura de los productos apoptéticos/necréticos
de otras células que estdn muriendo en respuesta a la
exposicién microbiana (Bermudez-Brito et al., 2012).
Como se observo en los resultados de la investigacion
actual, los lechones pertenecientes a los grupos suple-
mentados con cepas probidticas, aumentaron el niime-
ro de sus poblaciones intestinales debido en parte al
destete y, ademads, a la inmunomodulacién causada por
la ingesta de las cepas probiéticas. Segun lo explicado
por Galdeano (2007), la inmunomodulacién ocurre
simultdneamente de dos maneras: i) por la presencia
de ingredientes de la nueva dieta y ii) por el consumo
de bacterias probidticas que ayudan al equilibrio bac-
teriano y a la activacién controlada del sistema inmune

Significativamente, en los dias de muestreo de esta
investigacion, las poblaciones inmunes aumentaron,
explicado esto por la accién ejercida por los probidticos
y la preparacién del sistema inmune del hospedador.
Galdeano et al. (2013) demostraron que las bacterias
probiéticas indujeron un aumento en la celularidad de
la ldmina propia del intestino, principalmente en las
células mononucleares, sin alterar la histologia nor-
mal del intestino, donde los neutrdfilos son las células
predominantes.

La alteracion de la histologia normal del intestino,
podria estar asociada a las respuestas inflamatorias e
inmunes provocadas por diferentes manifestaciones de
estrés durante el destete, dentro de las que se encuen-
tran la separacién abrupta de la madre, la reubicacién
en nuevos grupos sociales y el cambio a un alimento
solido (Mejia et al., 2012). Ademas, las respuestas fi-
siologicas al estrés del destete implican interacciones
y respuestas complejas por parte de los sistemas ner-
vioso central e inmunolégico (Ospina et al., 2011); tal
como se mostré en nuestra investigacion, donde los
lechones exhibieron alteraciones inmunolégicas a ni-
vel intestinal, evidenciando un aumento significativo
de las poblaciones celulares inmunes intestinales a lo
largo del experimento.

La manera en que se produce la activacion del sis-
tema inmune del intestino de manera controlada fue
explicado por Galdeano et al. (2013), que demostraron
que todas las bacterias probidticas interactiian con las
células epiteliales intestinales (CEI), y los fragmentos
bacterianos se internalizan por diferentes rutas de en-
trada (transcitosis) y hacen contacto con las células
del sistema inmune, y a su vez, son capturados por la
prolongacion de células dendriticas en el ltimen o por



LA ADICION DE E. FAECIUM AUMENTA LA RESPUESTA INMUNE INTESTINAL EN CERDOS EN CRECIMIENTO

0,125

0,1

0,075 Dial

Dial5

0,05

Neutréfilos

Dia30

0,025

T T T T
D1 D2 D3 D4 D5
Dietas

Figura 1. Neutrofilos en vellosidades de cerdos con y
sin adicion de cepa probidtica (Neutrophils in villi of pigs with
and without adittion of probiotic strains).
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Figura 2. Eosinéfilos en vellosidades de cerdos, con
y sin adicion de cepa probiética (Eosinophils in villi of pigs
with and without addition of probiotic strain).
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Figura 3. Macrofagos en vellosidades de cerdos, con 'y
sin adicién de cepa probidtica (Macrophages in villi of pigs
with and without addition of probiotic strain).
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Figura 4. Linfocitos en vellosidades de cerdos, con y
sin adicién de cepa probidtica (Lymphocytes in villi of pigs
with and without addition of probiotic strain).
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sin adicién de cepa probidtica (Plasmocytes in villi of pigs
with and without adittion of probiotic strains).
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Figura 6. Linf. granulares Vellosidades de cerdos, con
y sin adicion de cepa probiética (Granular lymphocytes in
villi of pigs with and without addition of probiotic strain).
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Figura 17. pH en fleon de cerdos, con y sin adicién de
cepas probidticas (lleum pH of pigs, with and without addition
of probiotic strains).

las células M. La administracion oral de bacterias pro-
bidticas puede provocar algtn tipo de interaccién con
la superficie de la mucosa, la cual puede ser traducida
en una activacién de las CEI e inducir la liberacién de
citoquinas antiproinflamatorias, ya que dicha interac-
cioén se realiza a través de receptores tipo Toll (TRL),
evitando una respuesta inmune inflamatoria. Después
de que las bacterias probidticas o sus fragmentos hacen
contacto con las células dendriticas o los macréfagos en
la ldmina propia de la mucosa intestinal, son fagocita-
das a través de los receptores de membrana, receptor
TLR-2, y activan estas células. La activaciéon produce
la liberacién de citoquinas reguladoras o proinflama-
torias sin alteracion de la homeostasis intestinal. Ade-
mas, no se produce presentacién antigénica, incluso
cuando el probidtico interacttia con las células inmunes
de las placas de Peyer (sitio inductor de inmunidad),
ya que no se encuentran anticuerpos contra BAL (Gal-
deano y Perdigén, 2006). Como se puede observar en
los resultados de nuestra investigacion, se present6 una
respuesta inmune controlada en el intestino delgado,
evitando la hipersensibilidad que pudiese causar el
probidtico como agente extrarfio.

Varios trabajos han demostrado que el reconoci-
miento microbiano por células epiteliales intestinales
(CEI) es un aspecto integral de respuesta del hospe-
dador de primera linea, apuntando a la idea de que el
epitelio es mas que simplemente una barrera fisica que
separa contenido luminal de las células presentadoras
de antigenos (CPA) de la mucosa (Villena et al., 2012;
Villena et al., 2013). Es cada vez mas reconocido que el
epitelio intestinal estd jugando un papel esencial en la
homeostasis inmune, mediante la promocion de res-
puestas tolerogénicas y regulatorias. Estos resultados
tienen implicaciones importantes sobre la regulacion
de la homeostasis de la mucosa por las bacterias pro-
bidticas (Suda et al., 2014), explicando la regulacién de
la respuesta inmune contra los probiéticos. Como se
observo en los resultados de esta investigacion se pre-
sentd un proceso de tolerancia a favor de los probioti-
cos y, por ende, una adaptacién a dichos microorganis-
mos. Esto se demuestra con la activacién regulada del
sistema inmune, mediante un aumento significativo
de las poblaciones celulares inmunes en los lechones
suplementados con cepas probiéticas, en comparacién

con los lechones de los grupos control (antibidtico y sin
adicién de cepa probidtica ni antibidtico) a lo largo del
experimento. Ademas, se pudo determinar un aumen-
to significativo de las células inmunes intestinales en
los lechones que fueron suplementados con E. faecium.

Por dltimo, Franz et al. (2011) demostraron que la
administracion de probiéticos condujo a una reduccién
significativa en el pH intestinal. Lo anterior coincide
con los resultados de nuestra investigacién, donde se
observ una disminucién significativa del pH intesti-
nal, a lo largo del intestino y durante los diferentes dias
de evaluacién. Estos resultados apoyan la hipétesis de
que los probidticos pueden inhibir las cepas patégenas
en el intestino a través del descenso del valor de pH, ya
que este pH crea un ambiente favorable para la proli-
feracion de los probiéticos, y esto a su vez, aumenta la
exclusién competitiva por parte de las cepas probioti-
cas hacia los microorganismos patégenos.

Por todo lo desarrollado anteriormente, los microor-
ganismos probiéticos no solo actiian a nivel intestinal
estimulando la flora local, sino también, afectando
otros 6rganos a través de estimulos inmunolégicos, los
cuales modulan la permeabilidad intestinal, la trans-
locacién bacteriana, y la producciéon de metabolitos
bioactivos (Pala et al., 2011; Zhu et al., 2013).

CONCLUSION

El destete esta asociado con multiples factores que
generan la presentacién de estrés en los animales, los
cuales provocan un desequilibrio entre la tolerancia y
la inmunidad en el intestino lo que puede contribuir
a numerosas patogénesis de condiciones inflamato-
rias. Los resultados de la investigacion indican que las
cepas probidticas inducen el aumento en el niimero
de poblaciones celulares inmunolégicas intestinales.
Ademas, los probiéticos lograron un mayor descenso
del valor de pH, creando un ambiente favorable para
su proliferacién, y a su vez, aumentando la exclusién
competitiva contra patégenos, siendo representativo
en los lechones suplementados con la cepa probidtica
E. faecium. Por lo anterior, las cepas de probiéticos,
especificamente E. faecium, inducen las diferentes re-
des inmunoldgicas ayudando a mantener la tolerancia
intestinal y mejorando el desarrollo de respuestas in-
munes protectoras y controladas.
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