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Resumen

Introduccion. Durante el destete los animales son
sometidos a diferentes tipos de estrés en el momento
que el lechén no es capaz de producir una adecuada
actividad inmunoldgica, debido a que la inmunidad
pasiva adquirida del calostro va disminuyendo y el
lechdn presenta una baja respuesta inmunolégica
durante el periodo posdestete. Como una alternativa
al uso de antibidticos contra las bacterias que
provocan alteraciones del sistema inmune y sin
afectar la salud animal y humana, se ha propuesto
la utilizacion de microorganismos vivos conocidos
como probidticos. Objetivo. Determinar el efecto de
probiéticos (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
caseiy Enterococcus faecium) sobre las poblaciones
de células inmunes a nivel sanguineo de cerdos
destetos. Materiales y métodos. Se experimentd
con 80 lechones destetados a los 21 dias de vida,
alimentados con dos dietas: dieta comercial con
y sin la adicion de antibitico; a esta Ultima se
adicionaron los diferentes probiéticos en el agua
de bebida. Se tomé muestra sanguinea de la vena
yugular los dias 1, 15, y 30 posdestete. Se utilizé
un disefio por bloques al azar en un arreglo de
medidas repetidas en el tiempo. Cada animal fue
aleatorizado a uno de 15 tratamientos (5 dietas*
3 tiempos). Resultados. Aumento significativo
(P<0.01) en el numero de células inmunes
sanguineas y del nimero de anticuerpos vacunales
en los animales que consumieron E. faecium, frente
a aquellos que consumieron la dieta con antibiotico.
Conclusiones. El probiotico E. faecium mejora la
respuesta del animal frente a estimulos estresantes
como el destete, al mostrar un aumento controlado
de células inmunes sanguineas.

Palabras clave: células inmunes, destete, lechones,
probidticos.

The addition of enterococcus faecium
improves immune cellular populations and
vaccine antibodies in weaners

Abstract

Introduction. Animals are subjected, at the moment
the sucking pig cannot produce an adequate
immunological activity, to several stress types during
waning, due to the fact that the passive immunity
acquired at the colostrum is gradually reduced and
the sucking pig has a low immunological response
during post weaning. Objective. Determine the
effect of probiotics (Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei and Enterococcus faecium)
on the populations of immune cells in the blood of
weaners. Materials and methods. The experiment
was made with 80 weaners with 2 days of age, fed
with two diets: commercial diet with and without
probiotics. For the first, different probiotics were
added in the weaner’s water. A blood sample was
taken from the jugular vein at the 1, 15 and 30 post
weaning days. A randomized blocks design was
used, arranged with repeated measures during
time. Every animal was randomized to one of 15
treatments (5 diets*3times). Results. A significant
increase (P<0.01) in the number of immune blood
cells and of the number of vaccine antibodies in the
animals that consumed E. faecium, in comparison
to those that consumed the diet with antibiotics.
Conclusions. E. faecium improves the animal’s
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response to stressful stimuli such as weaning,
having a controlled increase of immune blood cells.

Key words:
probiotics.

immune cells, weaning, weaners,

Adicdo de enterococcus faecium melhora
populacdes celulares imunes e anticorpos
vacunais de leitbes desmamados

Resumo

Introdugdo. Durante o desmame 0s animais séo
submetidos a diferentes tipos de estresse no
momento que o leitdo ndo é capaz de produzir
sua atividade imunoldgica adequada, devido a
que a imunidade passiva adquirida do colostro va
diminuindo e o leitdo apresenta uma baixa resposta
imunologica durante o periodo pds-desmame.
Como uma alternativa ao uso de antibiéticos contra
as bactérias que provocam alteragfes do sistema
imune e sem afetar a saude animal e humana, se
h& proposto a utilizagdo de microrganismos vivos

conhecidos como probidticos. Objetivo. Determinar
o efeito de probidticos (Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei e Enterococcus faecium) sobre
as populagdes de células imunes a nivel sanguineo
de porcos desmamados. Materiais e métodos. Se
experimentou com 80 leitbes desmamados aos 21 dias
de vida, alimentados com duas dietas: dieta comercial
com e sem a adicdo de antibidtico; a esta Ultima se
adicionaram os diferentes probiéticos na agua para
beber. Se tomou amostra sanguinea da veia jugular nos
dias 1, 15, e 30 pos-desmame. Se utilizou um desenho
por blocos ao azar num acordo de medidas repetidas
no tempo. Cada animal foi aleatorizado a um de 15
tratamentos (5dietas*3tempos). Resultados. Aumento
significativo (P<0.01) no ndmero de células imunes
sanguineas e do nimero de anticorpos vacunais nos
animais que consumiram E. faecium, frente a aqueles
que consumiram a dieta com antibiético. Conclusdes.
O probidtico E. faecium melhora a resposta do animal
frente a estimulos estressantes como o desmame, ao
mostrar um aumento controlado de células imunes
sanguineas.

Palavras chave: células imunes, desmame, leitdes,
probidticos.

Introduccioén

Ellechénreciénnacido depende de lainmunidad
pasiva suministrada por la madre. Al nacer, el
animal recibe inmunoglobulinas (lg), que son
ingredientes inmunizantes del calostro de vital
importancia y determinantes para la defensa
y prevencién frente a infecciones que pueden
atacar al lechon, y que atraviesan la pared
intestinal durante las primeras horas de vida
(apertura intestinal) y proporcionan inmunidad
sistémica; no obstante, su absorcién disminuye
con el tiempo (cierre intestinal). Posteriormente,
el animal recibe leche materna que empapa las
paredes intestinales y proporciona inmunidad
local a través de la IgA (Galitsopouloua,
Michaelidoua, Menexesb & Alichanidisa,
2015). Hasta los 28-30 dias de edad, el lechdn
no es capaz de producir su propia actividad
inmunolégica de manera apropiada, por tanto,
cualquier manifestacion de estrés, bien sea
digestivo, de manejo o combinado va a afectar
al lechén desde el punto de vista inmunoldgico
(Ciro, 2012). Debido a esto, los lechones
presentan una baja respuesta inmunoldgica
durante el periodo del posdestete.

Durante el periodo posdestete, la colonizacion
bacteriana y la infeccidon intestinal por
enteropatdgenos tienen un impacto en el
ndamero de linfocitos intraepiteliales asociados
con el tracto intestinal (Parra, Agudelo, Sanin,
Forero, Muskus & Loépez, 2013). Esto se
debe principalmente a que el desarrollo de
la inmunidad pasiva proveniente del calostro
de la madre cae drasticamente a partir de la
segunda semana de vida, y la inmunidad activa
toma mayor fuerza a partir de la cuarta semana,
presentando una baja respuesta inmunolédgica
durante el destete (Gomez, Vergara & Argote,
2008; Jurado, Ramirez & Martinez, 2013).
Ademas, durante este periodo el lechdn suele
presentar reacciones de hipersensibilidad a
antigenos de los ingredientes vegetales en
el alimento, especialmente las leguminosas,
lo que aumenta la aparicion de episodios
diarreicos (Heo, Opapeju, Pluske, Kim,
Hampson & Nyachoti, 2013).

Los lechones se encuentran diariamente
enfrentados a agentes patdgenos presentes
en las producciones; por esto surge la
necesidad de buscar diferentes estrategias
que permitan tener un mayor control sobre el
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estatus sanitario de los lechones. Un indicador
del estado inmunitario de los animales es la
necesidad del uso de la vacunacion.

Mycoplasma hyopneumoniae es el principal
agente etiologico de la neumonia enzodtica
porcina, y es uno de los principales patégenos
implicados en el complejo respiratorio porcino
(Thacker & Minion, 2012). La infeccion por M.
hyopneumoniae se produce al nivel mundial,
resultando enimportantes pérdidas econdémicas
en la industria porcina. Actualmente se dispone
de vacunas inactivadas y vacunas vivas
con adyuvante, que se utilizan comunmente
para controlar la enfermedad y las pérdidas
asociadas con el rendimiento, y su eficacia se
ha demostrado en diversos ensayos de campo
y condiciones experimentales (Maes, 2014).
Por otra parte, el Circovirus porcino tipo 2
(PCV2) es el agente causal del sindrome del
desmedro multisistémico posdestete (PMWS),
una enfermedad multifactorial que afecta a
los cerdos de cria y de engorde (Segalés,
2012). Este sindrome se caracteriza por una
pérdida progresiva de peso, y las infecciones
oportunistas o secundarias son reportadas
como comunes (Grau-Roma, Frailea & Segalés,
2012). Todo el cuadro de la enfermedad es
altamente sugestivo de una inmunodeficiencia
adquirida.

Algunos alimentos utilizados para la nutricion
de lechones durante la etapa posdestete sufren
procesos de adicion de antibidticos en niveles
subterapéuticos, aportando  propiedades
que controlan o destruyen microorganismos
presentes en el tracto gastrointestinal, lo
que hace que los animales sean menos
susceptibles a estimulos antigénicos y gracias
a esto puedan actuar al mismo tiempo como
promotores de crecimiento (Martin, Pieper,
Kroéger, Boroojenia, Vahjen, Neumann, Van
Kessel, & Zentek, 2012). Actualmente se
han creado controversias acerca del uso de
dichos antibiéticos en la produccion porcina
intensiva, debido a que se han considerado
como factores de riesgo de transmision
de resistencias microbianas a antibidticos
utilizados en medicina humana (Claesson,
Cusacka, O’Sullivan, Greene-Diniza, deWeerd,
Flannery, et al., 2011; Allen, Levine, Looft,
Bandrick & Casey, 2013).

Como una alternativa al uso de antibidticos,
se han utlizado microorganismos vivos
que mejoran el equilibrio microbiano
intestinal y que aportan beneficios a la
salud del animal (Zacharof & Lovitt, 2012).
Estos microorganismos son denominados
probiéticos (Saad, Delattre, Urdaci, Schmitter,
& Bressollier, 2013). Debido a lo anterior, el
objetivo de nuestro trabajo fue determinar el
efecto de probidticos (L. acidophilus, L. casei
y E. Faecium) sobre las poblaciones de células
inmunes a nivel sanguineo de cerdos en
crecimiento.

Materiales y métodos
Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales
fueron llevados a cabo de acuerdo con las
guias propuestas por “The International Guiding
Principles for Biomedical Research Involving
Animals” (CIOMS, 1985). Esta investigacion
fue avalada por el Comité de Etica en la
Experimentacion 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 (msnm),
con una temperatura promedio de 21 °C,
perteneciente a la zona de vida de bosque
hamedo premontano (bh-PM).

Animales

Se utilizaron 80 lechones (hembras y machos)
del cruce duroc x pietran, buscando asemejar
las condiciones normales de produccion,
destetados exactamente a los 21 dias de
edad, con un peso aproximado de 6 * 0.5
kg, los cuales fueron alojados en grupos de 8
animales durante el periodo de levante. Cada
una de las instalaciones o corrales estaba
provista de comederos de canoa y bebedero
automatico con agua a voluntad, y contaba
con temperatura controlada (26 + 3 °C). La
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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 1). La cantidad de
alimento ofrecido a los lechones por jaula fue
administrada de acuerdo con la tabla dietaria

que corresponde para la etapa productiva
(levante). Asimismo, el agua de bebida que
contenia las cepas probidticas se ofrecio
diariamente desde el dia 1 del destete hasta
finalizar el experimento, el cual tuvo una
duracién de 30 dias. Durante la lactancia no se
suministré alimento sélido a los lechones.

Tabla 1. Composicién proximal

Proteina cruda (%)

22.0

Extracto etéreo (%)

6.0

Cenizas (%)

8.0

Fibra (%)

5.0

Humedad (%)

13.0

Fuente: elaborado por el autor

Instalaciones y equipos

Las instalaciones fueron desinfectadas vy
encaladas para la llegada de los lechones. Los
cerdos fueron alojados en corrales con piso
de cemento (1.5 x 3 metros). Del dia 0 al 15
del experimento, los corrales estaban dotados
de lechoneras (cuarto para el mantenimiento
de la temperatura de los lechones) y cama de
viruta de madera dentro de la lechonera. Para
mantener la temperatura homogénea el corral
estaba provisto de cortinas.

Dietas

Los animales fueron alimentados con dos
dietas: dieta comercial con y sin la adicion
de antibidtico. Los diferentes probiéticos
(Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus
o Enterococcus faecium) se suministraron
en el agua de bebida de los animales que
consumieron la dieta comercial sin antibidtico,
asi:

e Dieta 1 Control (D1): Alimento comercial sin
antibidtico, sin adicion de cepa probidtica
en el agua de bebida.

o Dieta 2 (D2): Alimento comercial con
antibiotico, sin adicion de cepa probidtica
en el agua de bebida.

e Dieta 3 (D3: D1+ L. Acidophilus): Alimento
comercial sin antibiético, con adicién de la
cepa comercial probiética L. Acidophilus en
el agua de bebida.

e Dieta 4 (D4: D1+ L. Casei): Alimento
comercial sin antibiético, con adicién de la
cepa comercial probiética L. Casei en el
agua de bebida.

e Dieta 5 (D5: D1+ E. faecium): Alimento
comercial sin antibidtico, con adicién de la
cepa comercial probittica E. faecium en el
agua de bebida.

La cantidad del probiotico adicionado (relacion
v/p) fue del 20 % con respecto al peso de la
racion utilizada, siguiendo las instrucciones
para su preparacion y adicion, segun lo
recomendado por el fabricante. La inclusion de
los probidticos en el agua de bebida se realizé
(dos veces al dia) por mezclado directo de un
litro de agua con 30 gr de azucar comercial,
la cual fue adicionada en un tanque de 20 L
de agua, y evaluada por medio de analisis
microbiolégicos semanales para garantizar
poblaciones minimas de 108 UFC/mL con una
viabilidad adecuada. El alimento utilizado en el
estudio estuvo libre de antibiéticos (excepto la
dieta D2), ya que no fue de interés modificar la
dieta, sino la incorporacion de los probiéticos
como una alternativa al uso de antibidticos.
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Las dietas experimentales se proporcionaron
durante 30 dias a partir del dia del destete (dia
21 de vida).

Toma de muestras

Sangre para la determinacion de células
inmunes

Se tomaron de la vena yugular 10 mL de sangre
por animal en un tubo con anticoagulante los
dias 1, 15, y 30 posdestete. Las muestras
se mantuvieron en frio para su transporte al
laboratorio donde fueron analizadas.

Sangre para la determinacion de titulos de
anticuerpos vacunales

Se tomdé una muestra de sangre (5 mL
aproximadamente) directamente de la vena
yugular de cada animal, la cual fue almacenada
en tubos de ensayos tapa roja debidamente
identificados, e inmediatamente centrifugada
para separar el suero. Las muestras fueron
almacenadas a -70 °C hasta la realizacion
de los analisis de laboratorio (titulos de
anticuerpos vacunales contra Micoplasma y
Circovirus porcino tipo 2).

Andlisis de las muestras

Analisis de las poblaciones de células
inmunes en sangre

Luego de la toma de muestras, dichas
muestras fueron fijadas en portaobjetos, los
cuales fueron transportados al laboratorio para
su posterior analisis. Se realizé un extendido
de sangre periférica, luego el portaobjetos fue
sometido a tincién con el colorante de Wright
y finalmente se realiz6 el conteo diferencial de
células para cada muestra (Yavari, Haghkhah,
Ahmadi, Gheisari, & Nazifi, 2009). Se realiz6 un
conteo general para observar las poblaciones
de  eosindfilos, basdfilos, neutrofilos,
monocitos y linfocitos para determinar cuales
se encontraban en mayor porcentaje. Se
contaron cien a doscientos campos con ayuda
del contador manual de células bajo el lente
de 100X y se realiz6 el célculo general del
porcentaje de cada poblacion de leucocitos
(Ahmadi, Nazifi, & Ghaisari, 2006)

Andlisis estadistico

Se realizé un disefio de bloques al azar
(dos bloques) en un arreglo de medidas
repetidas en el tiempo (Steel & Torrie, 1985)
donde los animales fueron aleatorizados a
uno de 5 tratamientos (alimento comercial
sin probidticos, alimento sin antibidticos y
sin probioticos, y alimento con adiciéon de
L. Casei, L. Acidophilus y E. Faecium). El
andlisis estadistico fue desarrollado usando
el procedimiento GLM del (SAS®, 2007).
Las diferencias entre tratamientos y periodos
fueron determinadas por LS means (media de
minimos cuadrados); ademas, se utilizé una
prueba de Duncan para detectar significancia
(P<0.05) entre las medias.

Resultados

Los cerdos que consumieron las dietas
experimentales no presentaron signo alguno
de enfermedad que causara su retiro o
sacrificio inmediato, es decir su rendimiento
durante la fase de produccion avanzé sin
problemas fisiolégicos, como decaimiento,
alta temperatura corporal o bajo desarrollo, y
bajo los parametros esperados de rendimiento.
Ademas, al nivel en que se fijo 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
independiente.

Los cambios de las poblaciones celulares
inmunes sanguineas estudiadas entre cada
una de las dietas y periodos de exposicién se
pueden observar en la tabla 2. Con respecto a
las poblaciones celulares inmunes sanguineas,
se presentd un aumento estadistico significativo
(P<0.01) entre las diferentes dietas evaluadas
dentro de cada periodo de evaluacion, donde
D1 obtuvo valores menores respecto a D2 y
frente a las dietas con probioticos, donde los
animales en D5 reportaron los valores mas
altos en las poblaciones de células inmunes
sanguineas. Para las mismas variables en
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estudio, se presentd diferencia significativa
estadistica entre los diferentes dias de
muestreo dentro de cada una de las dietas

(P<0.05), donde en el dia 30 posdestete se
presentaron los mayores valores para cada
dieta en estudio.

Tabla 2. Caracterizacion de poblaciones de células inmunes sanguineas en cerdos,
con y sin adicion de cepas probiéticas durante 30 dias posdestete

VARIABLE Dia D1 D2 D3 D4 D5 EEM
Recuento 1 12,04% 12,12% 12,09 12,04% 12,12%
Let‘gctglij;‘” 15 | 12,56 13,735 13,957 15,470Y 15,97
(Cél. X10°%uL) | 30 13,6772 14,9582 15,1302 15,9602 16,4482

1 40,51% 40,61% 40,52% 40,57% 40,58%
Linfocitos (%) | 15 42,720 43,418Y 44,150 47,520 49,48EY

30 44,627 47,5282 49,4807 49,5207 51,620

1 2,15 2,14% 2,15% 2,14% 2,15%
Monocitos (%) | 15 2,21~ 2,388 2,55¢Y 2,840Y 3,08EY

30 2,31A2 2,5482 2,8207 3,0502 3,2562 0,03

1 31,34 31,39 31,29 31,31% 31,24x
Neutrofilos (%) | 15 33,38~ 34,238 34,348 35,74¢Y 37,080

30 34,0272 35,7482 36,89¢2 37,0202 39,2182

1 0,41% 0,48% 0,49% 0,42% 0,42%
Eosinéfilos (%) | 15 0,59AY 0,788Y 0,97¢Y 0,107 0,1268Y

30 0,81A2 0,9987 1,12¢2 1,29P2 1,5182

1 0,11 0,12 0,1 0,11 0,12
Basofilos (%) | 15 0 0 0 0,095 0,04

30 0 0 0 0 0

D1: Alimento comercial sin antibiético 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.ABCPE 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). EEM: Error estandar de la media.

Las figuras 1 a 6 ilustran el comportamiento
de las poblaciones de células inmunes
sanguineas, de acuerdo con las diferentes
dietas experimentales, durante el tiempo del
experimento.

Con respecto a la produccion de anticuerpos
sanguineos contra Micoplasma y Circovirus
(tabla 3), se presentd una disminucion
estadistica significativa (P<0.01) entre las
diferentes dietas evaluadas dentro de cada
periodo de evaluacién, donde D1 obtuvo
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valores menores respecto a D2 y frente a
dietas con probiodticos; ademas, los animales
en D5 reportaron los valores mas altos en la
produccién de anticuerpos sanguineos contra
Micoplasma. De igual manera, la produccion de
anticuerpos contra Circovirus porcino (tabla 3)
presenté un aumento estadistico significativo
(P<0.01) entre las diferentes dietas, donde D5
present6 los mayores valores en comparacion
con las otras dietas suplementadas con
probidticos (D3 y D4) y, especialmente, con
la dieta adicionada con antibidtico. Para las
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mismas variables en estudio, se presentd
diferencia significativa estadistica entre los
diferentes dias de muestreo dentro de cada
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Figura 5. Eosinéfilos de cerdos, con y sin adicion
de cepas probiéticas durante 30 dias posdestete

una de las dietas (P<0.05), donde en el dia 30
posdestete se presentaron los mayores valores
para cada dieta en estudio.
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Figura 6. Basofilos de cerdos, con y sin adicion
de cepas probiéticas durante 30 dias posdestete

Tabla 3. Produccién de anticuerpos vacunales en cerdos con y
sin adicion de cepas probiéticas durante 30 dias posdestete

VARIABLE | Dia D1 D2 D3 D4 D5 EEM
1 ND ND ND ND ND
Micoplasma| 15 0,41A% | 0,45~ | 0,598% | 0,65°% | 0,75°* | 0,01
30 0,26AY | 0,25~ | 0,27AY | 0,328 | 0,41¢
1 ND ND ND ND ND
Circovirus 15 28,4A% | 30,78% | 35,2CX | 47,6PX | 55 18X
30 20,64 | 25,78Y | 27,4%Y | 35,50V | 46,6

D1: Alimento comercial sin antibidtico y sin probiético; D2: Alimento comercial+ antibiético; D3: Alimento comercial sin antibiético+ L.
acidophilus; D4: Alimento comercial sin antibiético+ L. casei; D5: Alimento comercial sin antibidtico+ E. faecium.AB¢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). EEM: Error estandar de la media.
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Las figuras 7 y 8 ilustran el cambio en la de acuerdo con las diferentes dietas
produccion de anticuerpos contra Micoplasma experimentales, durante el tiempo del
y Circovirus porcino (respectivamente), experimento.
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Figura 7. Anticuerpos Micoplasma de cerdos, con y sin
adicion de cepas probiéticas durante 30 dias posdestete
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Figura 8. Anticuerpos Circovirus de cerdos,
cony sin adicién de cepas probioticas
durante 30 dias posdestete
Discusion inmune innata y/o adaptativa (Batista-

El periodo posdestete se caracteriza por
una reduccién inmediata, pero transitoria,
en el consumo de alimento que conduce a
un estado de desnutricion y de retraso en el
crecimiento; y por la apariciéon de signos de
inflamacion intestinal temprana, como signo
del desequilibrio bacteriano y la presencia
de antigenos alimentarios de la nueva dieta,
que llevan a la activacion descontrolada del
sistema inmune intestinal y sistémico (Ciro,
2012). Después del destete, pueden ser
detectadas respuestas inmunes a ingredientes
del alimento, a raiz de la cual, el animal va
adquiriendo tolerancia al alimento, aunque
esto pueda tomar algun tiempo (Pasternak,
Hon & Wilson, 2014).

Se ha demostrado que las sustancias
gue mejoran o0 estimulan la respuesta
inmune (sustancias adyuvantes o]
inmunomoduladores), para nuestro caso los
probidticos, pueden mejorar los mecanismos
de defensa inespecificos del huésped vy
activar las células implicadas en la respuesta

Duharte Lindbladb & Oviedo-Ortac, 2011).
Los probiéticos pueden activar el sistema
inmunitario mediante la estimulacién de uno, o
todoslostipos derespuestas, ytienen el potencial
para ejercer un efecto mediante la prevencién
de enfermedades en las que el sistema inmune
desempefia un papel fundamental. Esto,
como se observo en los resultados de nuestra
investigacion, estéd dado por el aumento en
la poblacion de células inmunes sanguineas
preparando al hospedero para un desafio al
cambio de ambiente y de alimento.

La modulacion de la respuesta inmune
sistémica y secretora esta bien establecida en
ratones y otros animales de experimentacion
(cerdos), donde se ha demostrado la
proliferacién de los érganos del sistema inmune
(Placas de Peyer); la estimulacién de fagocitos
y células Natural Killer (NK); el incremento
en la liberacion de citoquinas (TNF-alfa, INF-
gamma) y defensinas; y el aumento en la
produccioén de anticuerpos especificos durante
la administracion de virus, toxinas y bacterias
(Zhu, Gao, Wu & Qin, 2013). Algunos estudios
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demostraron que tanto los microorganismos
probidticos, como los componentes
de su pared celular (peptidoglicanos,
lipopolisacéaridos), el ADN, y los metabolitos
tienen propiedades inmunomodulatorias al
nivel intestinal (Roberfroid, Gibson, Hoyles,
McCartney, Rastall, Rowland, et al., 2010). De
acuerdo con nuestra investigacion, podriamos
afirmar que los lechones suplementados con
las cepas probidticas mostraron una rapida
adaptacién a los desafios del destete. Esto
exhibido por el aumento significativo de las
poblaciones celulares inmunes sanguineas
(linfocitos, monocitos y granulocitos) en
los lechones suplementados con cepas
probiéticas. Los lechones suplementados con
el probidtico E. faecium mostraron de manera
significativa un mayor efecto en el nivel
inmune, en comparacion con los demas grupos
suplementados, contrario a lo sucedido con los
lechones de los grupos control (antibiético y
sin adicién de cepa probidtica ni antibiético),
gue exhibieron menores niveles de células
inmunes sanguineas.

El papel fundamental de la microbiota intestinal
en el desarrollo y la maduracion de la respuesta
inmune se ha demostrado claramente
evidenciando problemas significativos en el
desarrollo y la maduracion de la respuesta
inmune, tanto de tipo celular como humoral,
en modelos animales en ausencia de la
microbiota intestinal (Di Mauro, Neu, Riezzo,
Raimondi, Martinelli, Francavilla, et al., 2013).
Los probidticos mejoran la inmunidad a través
de la inmunomodulacion donde interactdan
con células presentadoras de antigeno, es
decir, los macrofagos y las células dendriticas.
Tras la interaccibn con probiéticos estas
células secretan ciertas citoquinas que regulan
la funcion de las células T reguladoras, lo que
resulta en la inmunomodulacién (Forsythe &
Bienenstock, 2010). Esto da como resultado
un sistema inmunolégico eficaz disminuyendo
la susceptibilidad a diversas inflamaciones y
alergias (tolerancia) a través de diversos ejes
tracto grastrointestinal (TGIl) —6rganos de
inmunomodulacién, es decir, eje TGI-cerebro,
TGl—-, pulmén y TGl-piel (Forsythe, 2011;
Philpott, Gibson & Thien, 2011; Bercik, Collins
& Verdu, 2012). Dicha inmunomodulacién
ocurre simultaneamente de dos maneras: i)
por la presencia de antigenos alimentarios de

la nueva dieta y ii) por el consumo de bacterias
probidticas que ayudan al equilibrio bacteriano
y a la activacion controlada del sistema
inmune. Por lo anterior, se ha sugerido que la
seleccibn de una cepa probibtica apropiada
para su inclusién en una preparacion probiética
debe hacerse sobre la base de su capacidad
para inducir una respuesta inmune mejorada
(Galdeano, Dogi, Bonet, de Moreno de
LeBlanc & Perdigon, 2013). De acuerdo con
lo anterior y con los resultados obtenidos en
nuestra investigacién, se confirma que las
bacterias utilizadas, especialmente E. faecium,
cumplen con el criterio de inmunomodulacion
para la seleccién como cepa probidtica, ya
que ayudan a la presentacion de respuestas
inmunes controladas en situaciones de alto
estrés, como el destete.

Dong et al. (2010) demostraron que el
Lactobacillus casei indujo la activacion
preferencial de las células citotoxicas. La
maduracion de células NK y células T (CD8+)
por los macrofagos contribuye a una respuesta
basada en linfocitos T ayudadores (Critchfield,
van Hemert, Ash, Mulder, & Ashwood, 2011).
En un estudio in vitro, se demostré que luego
de ser fagocitada la cepa probiética L. casei
por los monocitos, se estimulé directamente la
secrecionnosolode citoquinas proinflamatorias,
como IL-12 y TNF-q, sino también citoquinas
antinflamatorias, IL-10 (Dong, Rowland &
Yaqood, 2012). Por consiguiente, se propone
gue los monocitos desempefian un papel
importante en la inmunomodulacién inducida
por probidticos.

El efecto de mejora de la inmunidad por
administracibn de bacterias acidolacticas
(BAL) también se demostr6 en un modelo
de inmunosupresion en ratones inducida por
corticoides o la administracion de ampicilina,
mostrando un aumento en el nimero de
leucocitos y una mejora en la actividad
fagocitica de los macréfagos peritoneales
(Galdeano, Dogi, Bonet, de Moreno de LeBlanc
& Perdigon, 2013).

Varios estudios en humanos han demostrado
que los probidticos mejoran la actividad
de las células NK (Olivares, Diaz-Ropero,
Sierra, Lara-Villoslada, Fonolla, Navas, 2007,
Takeda & Okumura, 2007; Zanini, Marzotto,
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Castellazzi, Borsari, Dellaglio, & Torriani, 2007,
Biagi, Candela, Fairweather-Tait, Franceschi
& Brigidi, 2012). Los resultados presentados
por Dong et al. (2010) mostraron una mejora
directa de la actividad de células NK en células
mononucleares de sangre periférica humana
(CMSP) estimuladas por Lactobacillus casei in
vitro, lo que esta de acuerdo con otro estudio
in vitro (Dong et al.,, 2012) empleando dicha
cepa muerta por calor y que muestra que la
activaciony la actividad de las células NK fueron
mejoradas por estimulacion del Lactobacillus
casei. Estos datos sugieren que las cepas
probiéticas podrian potenciar la destruccién de
las células infectadas en el cuerpo y mejorar la
defensa del huésped.

Los estudios in vitro y en modelos animales
han indicado que los organismos probioéticos
pueden mejorar tanto la respuesta inmune
especifica, como también la respuesta inmune
no especifica mediante la activacion de los
macréfagos, la alteracion de la expresion
de citoquinas, aumento de la actividad
de las células NK, y aumento del nivel de
inmunoglobulina (van Baarlen, Troost, Hemert
Svan, van der, de Groota, Hooivelda, et al.,
2009). Estas observaciones, junto con los
resultados obtenidos en nuestro estudio,
indican que los monocitos son importantes
para los efectos inmunomodulatorios en el
huésped.

Referente a la produccion de anticuerpos, los
ensayos de campo mostraron gque las vacunas
de M. hyopneumoniae tuvieron efectos
beneficiosos en varias camadas clinicamente
afectadas por la neumonia enzodética. Ademas
de ser eficaz y segura, la vacuna también
debe ser rentable (Siugzdaite, Garlaite &
Urbsiene, 2003). Por su parte, en condiciones
de campo, todas las vacunas comerciales para
Circovirus porcino (PCV2) han sido capaces
de reducir el impacto del Sindrome del
desmedro multisistémico posdestete (PMWS)
disminuyendo significativamente la mortalidad
en los lechones (Kekarainen, McCullough,
Fort, Fossum, Segalés, & Allan, 2010), ademas
de disminuir la frecuencia de co-infecciones en
cerdos vacunados en comparacién con cerdos
no vacunados (Desrosiers, Clark, Tremblay,
Tremblay & Polson, 2009; Segalés, 2012). Sin
embargo, la vacunacion tiene sus limitaciones

debido a que la proteccion es incompleta, la
eficacia varia de una camada a otra, y a que
en Ultima instancia, no evitan la adherencia/
colonizacion de patégenos del hospedero.

Los titulos de anticuerpos vacunales contra
Micoplasma y Circovirus porcino presentaron
diferencias estadisticas significativas de
acuerdo con la cepa probidtica suplementada.
Los lechones suplementados con E. faecium
presentaron una mayor produccién de
anticuerpos contra Micoplasma y Circovirus
porcino, en comparacion con los demas grupos
suplementados, la dieta comercial y el grupo
control. Los probiéticos en el organismo de un
animal sano pueden estimular la respuesta
inmune no especifica y optimizar la proteccién
inmune (Musa, Wu, Zhu, Seri & Zhu, 2009).

Conclusion

El destete esta asociado con multiples factores
que generan la presentaciéon de estrés en los
animales, los cuales provocan un desequilibrio
bacteriano, lo que puede contribuir a
numerosas patogénesis de condiciones
inflamatorias. La cepa de probiético E. faecium
pudo ayudar a mantener la funcionalidad
sistémica y la respuesta inmune protectora
de manera apropiada y controlada. La
inclusion de probidticos, especialmente E.
faecium, parece ser un elemento importante
en el control de Micoplasma y Circovirus en la
produccién porcina, reflejado en el aumento en
la produccién de anticuerpos que favorecen la
salud del animal.
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