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RESUMEN 

 

 

 

Introducción. Los microorganismos probióticos han sido utilizados ampliamente por sus 

beneficios en la salud del hospedero. Tienen la capacidad de influir en la maduración de 

células dendríticas (DC), lo que implica la expresión de moléculas de membrana y 

producción de citocinas. Por otro lado, en la industria porcina, Salmonella choleraesuis 

es uno de los principales agentes etiológicos causantes de diarreas en lechones, para su 

control y tratamiento tradicionalmente se han utilizado antibióticos, por lo que los 

probióticos se proponen como una medida preventiva para disminuir el suministro de 

antibióticos. Objetivo: Analizar la respuesta inmunológica de DC de ganglios 

mesentéricos de cerdo estimuladas con bacterias probióticas y Salmonella choleraesuis. 

Métodos: Se obtuvieron DC a partir de ganglios mesentéricos de cerdo y se cultivaron y 

estimularon por 12 h con Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12, Bifidobacterium 

thermophilum 108, Lactobacillus reuteri 703, Lactobacillus reuteri 1447 o Lactobacillus 

reuteri ATCC 53608. Los cultivos se lavaron para retirar los probióticos, las DC se 

incubaron con Salmonella choleraesuis durante 12 h. Se analizó por citometría de flujo la 

expresión de moléculas de membrana como el MHC-II, CD1 y CD163 en las DC 

estimuladas con los distintos probióticos y en presencia de S. choleraesuis. Finalmente se 

determinó la producción de IL-10 e IFN-γ en los sobrenadantes de estos cultivos por 

ELISA. Resultados: Las cepas utilizadas mostraron distintos efectos sobre la expresión 

de MHC-II, CD1 y CD163. Todas las cepas incrementaron significativamente (p<0.05) el 

número de células positivas MHC-II. Lactobacillus reuteri ATCC 53608 incrementó 

significativamente el porcentaje de MHC-II+ y CD163+ en presencia de Salmonella 

choleraesuis (p<0.05). No hubo diferencia significativa entre los tratamientos sobre CD1 

(p<0.05). Únicamente se detectó producción de IL-10 por efecto de la cepa 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (p<0.05), pero no al agregar S. choleraesuis. 

Conclusiones: Lactobacillus reuteri ATCC 53608 podría modular la respuesta ante una 

infección con Salmonella choleraesuis, ya que aumenta la expresión de moléculas 

asociadas con la presentación de antígenos. Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 

podría inducir una respuesta anti-inflamatoria, lo que ayudaría a la regulación de la 

inflamación; como la que podría presentarse en una infección. 

 

Palabras clave: Células dendríticas, probióticos, Salmonella choleraesuis 

 

 

 

 

 



xii 
 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 

Introduction. Probiotic microorganisms have been used widely, they confer health 

benefits to the host. Probiotics are able to influence the maturation of dendritic cells 

(DC), this includes the expression of different membrane molecules and cytokine 

production. On the other hand, in the swine industry, Salmonella choleraesuis is one of 

the main etiological agents of infectious diarrhea in piglets, for which antibiotics have 

traditionally been used for control and treatment, therefore probiotics are proposed as a 

preventive measure to reduce the use of antibiotics. Aim: To analyze the immune 

response of swine mesenteric lymph node dendritic cells stimulated with probiotic 

bacteria and Salmonella choleraesuis. Methods: DC were obtained from swine 

mesenteric lymph nodes and cultured for 12 h with: Bifidobacterium animalis subsp. 

lactis Bb12, Bifidobacterium thermophilum 108, Lactobacillus reuteri 703, Lactobacillus 

reuteri 1447 or Lactobacillus reuteri ATCC 53608. The cultures were washed to remove 

probiotics and DC were incubated with Salmonella choleraesuis for additional 12 h. The 

surface membrane molecules expression of MHC-II, CD1 and CD163 on DC stimulated 

with different probiotics and infected with S. choleraesuis was analyzed by flow 

citometry. Finally, IL-10 and IFN-γ production were determined on supernatants from 

these cultures by ELISA. Results: Probiotic strains used had different effects on MHC-II, 

CD1 and CD163 expression. All strains significantly increased (p<0.05) the number of 

MHC-II positives cells. Lactobacillus reuteri ATCC 53608 significantly increased 

(p<0.05) the mean expression of MHC-II+ and CD163+ on DC in Salmonella 

choleraesuis presence. There was no significant difference (p<0.05) among treatments on 

CD1 molecule. Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (p<0.05) was the only 

probiotic bacteria able to increase IL-10 production, but not after inoculation with S. 

choleraesuis. Conclusion: Lactobacillus reuteri ATCC 53608 could modulate the 

response to infection with Salmonella choleraesuis as shown by the increase of the 

expression of molecules associated with antigen presentation. Bifidobacterium animalis 

subsp. lactis Bb12 could induce an anti-inflammatory response, this would help in the 

regulation of inflammation as might occur in an infection. 

 

Key words: Dendritic cells, probiotics, Salmonella choleraesuis 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

 

Etimológicamente el término probiótico procede del griego “probios”, que significa “por 

la vida”. La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha definido un probiótico como 

“organismos vivos que administrados en cantidades adecuadas ejercen un efecto benéfico 

sobre la salud del hospedero”. (FAO/WHO, 2002). 

Los probióticos se han utilizado desde tiempos antiguos y hasta hoy en día, tienen 

aplicación tanto a nivel industrial como científico. Se han utilizado adicionados en 

yogurts y suplementos alimenticios. Inclusive algunos de ellos, como Streptococcus 

lactis, han sido utilizados también para la elaboración de productos lácteos (Sanders, 

1993). 

Al modificar la microbiota intestinal los probióticos influyen directa e indirectamente en 

el estado de la salud. Algunos de sus beneficios incluyen la prevención de diarreas (Duffy 

et al., 1994), disminución del colesterol por modulación del metabolismo de lípidos 

(Gilliland y Walker, 1989), prevención de cáncer y tumores (Aso y Akazan, 1992), entre 

otros. Además, es de gran importancia su capacidad de estimular la respuesta inmune y 

defensa frente a microorganismos enteropatógenos (Lee y Salminen, 1995). Se han 

realizado varios estudios sobre esta capacidad de los probióticos que incluye la activación 

de células dendríticas (DC, por sus siglas en inglés), los cuales más adelante se 

describirán a detalle. 

Las DC son las células presentadoras de antígeno (APC, por sus siglas en inglés) más 

especializadas, se encuentran distribuidas ampliamente en todo el organismo, incluyendo 

la mucosa intestinal. Son las iniciadoras de la respuesta inmune adaptativa, esto es 

cuando son activadas ante un estímulo, al ser estimuladas expresan distintas moléculas de 

activación, algunas moléculas co-estimuladoras y de adhesión, además producen 
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citocinas. Los probióticos interaccionan directamente con las DC activándolas y 

promoviendo la estimulación específica de células T vírgenes, esto las distingue de otras 

APC como células B y macrófagos (Banchereau y Steinman, 1998).  

El efecto de los probióticos de activar la respuesta inmune está evidenciado en múltiples 

trabajos realizados principalmente en modelos murinos (Borchers et. al., 2009), pero 

poco se sabe sobre el efecto específicamente en el cerdo. El estudio inmunológico de DC 

intestinales es de gran relevancia, ya que el tracto gastrointestinal representa un sitio 

importante de entrada de microorganismos patógenos (Coombes y Powrie, 2008). Por 

todo lo anterior, es fundamental analizar la respuesta de la DC intestinales de cerdo 

estimuladas con probióticos y el efecto inmunológico que presentan frente a un reto con 

Salmonella choleraesuis, por lo que el género Salmonella es de gran interés para la 

industria porcícola, debido a que es uno de los principales agentes etiológicos causante de 

diarreas en lechones (Berends et al., 1996).  
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ANTECEDENTES 

 

 

Probióticos 

 

 

Descripción 

 

La OMS ha definido un probiótico como “organismos vivos que administrados en 

cantidades adecuadas ejercen un efecto beneficioso sobre la salud del hospedero”. 

(FAO/WHO, 2002). Para que una bacteria sea calificada como probiótico debe cumplir 

con algunos criterios. Entre ellos, ser habitante normal del tracto gastrointestinal, no ser 

patógeno o tóxico para el hospedero, tener un tiempo corto de reproducción. Así mismo, 

ser estables ante el contacto con bilis, ácido, enzimas y oxígeno; tener capacidad de 

adherencia a la mucosa intestinal, capacidad de colonización del tracto y de producir 

sustancias antimicrobianas (Kailasaphaty y Chin, 2000). 

Los microorganismos probióticos han sido clasificados ampliamente, los que cumplen 

con estos criterios son generalmente las bacterias ácido lácticas (LAB, por sus siglas en 

inglés) como Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus y cepas del 

género Bifidobacterium. Aunque algunas cepas no patogénicas de Escherichia coli y 

levaduras, también presentan características probióticas (Borchers et al., 2009). 

Las bifidobacterias son habitantes normales del tracto intestinal en mamíferos, aves e 

insectos. Están caracterizadas como bacterias Gram-positivas, catalasa negativa y 

anaerobias estrictas. Existen alrededor de 47 especies incluidas en el género 

Bifidobacterium que fueron aisladas de diferentes fuentes como caries dental, heces y 

vagina. Ejercen una variedad de efectos benéficos para la salud, incluyendo regulación de 

la homeostasis de la microbiota intestinal, inhibición de patógenos y bacterias dañinas 

que colonizan y/o infectan la mucosa del intestino, modulación de la respuesta inmune 

local y sistémica y la producción de vitaminas (Mayo y van Sinderen, 2010). 
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Los lactobacilos son bacterias Gram-positivas, catalasa negativa, anaerobias facultativas 

y estrictamente fermentativas. Se conocen más de 50 especies de este género distribuidas 

en la cavidad oral, en tracto gastrointestinal y en tracto uro-genital femenino, 

constituyendo parte importante de la flora endógena en el humano. Su distribución se ve 

afectada por varios factores ambientales, como pH, oxígeno, nivel de sustratos 

específicos e interacción bacteriana (Gomes y Malcata, 1999). 

 Muchas cepas de este género son utilizadas son utilizadas como probióticos, en su 

mayoría porque tienen la habilidad de fermentar sacáridos a ácido láctico. El ácido láctico 

en conjunto con otros productos del lactobacilo, son responsables de la actividad 

antimicrobiana que caracteriza a esta cepa (Ljung y Wadström, 2006). También pueden 

secretar otras sustancias como ácido acético, propiónico, butírico o fórmico; dióxido de 

carbono, peróxido de hidrogeno, lactocina, reuterina y otras bacteriocinas que actúan en 

contra de microorganismos patógenos (Savagodo et al., 2006). 

Otras bacterias lácticas también aportan efectos benéficos en la salud, algunas cepas de 

Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus. Streptococcus thermophilus administrado en 

conjunto con Bifidobacterium lactis reduce las diarreas asociadas a antibióticos en niños 

(Corrêa et al., 2005). Streptococcus thermophilus han sido utilizada también como 

iniciadora en la producción de queso (Michel and Martley, 2001).  

 

 

 

Beneficios en la Salud del Hospedero 

 

 

Los probióticos, son microorganismos con la capacidad de colonizar las mucosas del 

tracto respiratorio, gastrointestinal y genitourinario; pero sin tener un efecto patogénico 

sobre el hospedero. Por lo tanto, hay una competitividad de las bacterias benéficas con las 

bacterias patógenas por los sustratos disponibles y por los sitios de adhesión. Esta 

competencia física impide la adherencia y reproducción del patógeno. Un ejemplo de esto 

es el efecto competitivo que se ha observado in vitro e in vivo de Bifidobacterium infantis 

en el crecimiento de Bacteroides vulgatus, un patógeno putativo en enfermedades 

inflamatorias intestinales (IBD, por sus siglas en inglés) (Shiba et al., 2003). 
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Los probióticos también utilizan mecanismos bacteriostáticos o bactericidas, como la 

modificación del pH del lumen intestinal al producir metabolitos; como lactato y otros 

ácidos grasos de cadena corta; como acetato, propionato y butirato (Le Blay et al., 1999; 

Morrison, 2006). Otro mecanismo con el cual los probióticos combaten con 

microorganismos patógenos es por la producción de compuestos antibacterianos como 

peróxido de hidrógeno y bacteriocinas (Jack et al., 1995). 

Los probióticos juegan un papel clave en la salud intestinal. En muestras fecales de 

pacientes con enfermedades inflamatorias intestinales se encontró una disminución de 

Bifidobacterium y Lactobacillus, en comparación con las muestras obtenidas de 

individuos sanos. Este mismo patrón se observó en pacientes con Síndrome de colon 

irritable que presentaron una microbiota intestinal desbalanceada o disbiosis (Borchers et 

al., 2009). La influencia del medio ambiente, por ejemplo, la dieta, exposición a los 

antibióticos y distintas infecciones intestinales, pueden contribuir a condiciones 

inflamatorias patológicas y desencadenar disbiosis. La sinergia de una dieta balanceada, 

estilo de vida saludable y los probióticos son indispensables para el mantenimiento de 

una microbiota balanceada y de esta manera preservar la homeostasis (Littman y Pamer, 

2011). 

Así mismo, existen estudios sobre la efectividad del uso de probióticos para el 

tratamiento clínico de colitis ulcerosa. Se han utilizado E. coli Nissle 1917, Lactobacillus 

rhamnosus ATCC 53103 (LGG) y una mezcla probiótica VSL#3 (L. casei, L. plantarum, 

L. acidophilus, L. bulgaricus, Bifidobacterium longum, B. breve, B. infantis y 

Streptococcuss thermophilus), dando como resultado un efecto similar al de la 

mesalazina, que es el fármaco frecuentemente utilizado en esta patología (Zigra et al., 

2007). Por otra parte la combinación de cepas de Bifidobacterium y Lactobacillus 

suplementadas en pacientes con colitis ulcerosa presentaron actividad clínica poco 

significativa (Mallon et al., 2007).  

 

Entre otros beneficios, los probióticos se han utilizado en la prevención y tratamiento de 

infecciones como diarreas, mostrando una mejoría al ser administrados. En un estudio en 

lactantes con una alta tasa de diarreas donde se administró LGG, el grupo que recibió el 
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tratamiento presentó menos episodios de diarrea por año, en relación al grupo placebo 

(Oberhelman et al., 1999). Otro estudio, demostró la eficacia de esta misma bacteria 

probiótica en el tratamiento de gastroenteritis aguda causada por rotavirus (Szajewska y 

Mrukowicz, 2001). Por otro lado, los probióticos Lactobacillus casei BL23 y 

Lactobacillus paracasei CNCM I-3689, administrados en ratones modulan la infección 

por Listeria monocytogenes disminuyendo su diseminación (Archambaud et al., 2012).  

 

Algunos investigadores han evaluado los efectos terapéuticos de las LAB contra 

diferentes enfermedades como cáncer y desordenes gastrointestinales. Han descrito un 

incremento en la actividad inmune celular en la prevención del cáncer por el consumo de 

LAB (De Moreno de LeBlanc et al., 2007). 

 

 

 

Modulación del Sistema Inmune 

 

 

Uno de los beneficios más importantes de los probióticos, es su capacidad de activar al 

sistema inmune. Influyen tanto en la inmunidad innata, que son las primeras reacciones 

del organismo, como en la inmunidad adaptativa, que son las respuestas posteriores. 

Ambas respuesta integran el sistema encargado de defender al hospedero (Hammad y 

Lambrecht, 2008). 

La inmunidad innata o natural, está constituida de barreras químicas, mecánicas y 

mecanismos de defensa celulares, algunas proteínas sanguíneas, como los factores del 

complemento y otros mediadores de la inflamación. La acción de los organismos 

probióticos sobre la inmunidad innata se ha analizado en varios trabajos. Un ejemplo es 

Lactobacillus casei GG, que actúa sobre las células del tracto gastrointestinal 

incrementando la expresión del gen de mucina MUC2, la mucina del epitelio intestinal 

que impide la translocación de bacterias. (Mattar et al., 2002). 

Desde hace algunos años se ha demostrado que administrar Lactobacillus casei a ratones 

por vía intravenosa aumenta la actividad de células asesinas naturales (NK, por sus siglas 

en inglés) del bazo (Kato et al., 1984). De igual manera, administrado oralmente junto 
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con L. acidophilus activa la fagocitosis y en conjunto con L. bulgaricus induce la 

activación de macrófagos (Perdigón et al., 1986; Perdigón et al., 1998).  

La inmunidad humoral, es aquella que está mediada por anticuerpos producidos por 

células plasmáticas, es decir, linfocitos B especializados y específicos. Existen estudios 

donde se muestra la capacidad de los probióticos de estimular células plasmáticas e 

incrementar la producción de inmunoglobulina A. En uno de ellos, se administró 

Bifidobacterium bifidum a ratones y se observó un aumento en el número de células 

secretoras de IgA presentes en bazo y nódulos linfáticos mesentéricos, además de un 

incremento de IgA sistémica e intestinal (Park et al., 2002). 

También se observó que la administración oral de L. johnsonii NCC 533 indujo un 

cambio de isotipo hacia IgG1, este isotipo está asociado con la inducción de IL-4 de 

células B y una respuesta Th2 predominante. Por otro lado, L. paracasei NCC 2461 

indujo en gran proporción el cambio hacia IgG2a, con inducción de IFN-γ, que se asocia 

a una respuesta Th1 predominante (Ibnou et al., 2003). Así también, en ratones con asma 

y rinitis alérgica, se observó una disminución significativa de la producción de IgE contra 

el alergeno en específico (Forsythe et al., 2007). De igual manera, se observó que L. 

reuteri ATCC 55730 disminuyó la incidencia de reactividad cutánea en infantes con 

madres alérgicas (Abrahamsson et al., 2007). 

 

 

 

Células Dendríticas 

 

 

El sistema inmunitario es fundamental para la supervivencia de los vertebrados. En 

ausencia de un sistema inmunitario activo hasta las infecciones menores pueden 

prosperar y resultar mortales. El propósito del sistema inmunitario de los vertebrados es 

reconocer los microorganismos extraños invasores, impedir su diseminación y 

eliminarlos del organismo. Este sistema consiste en varias estructuras, procesos y miles 

de millones de células de varios tipos que interactúan con el agente infeccioso y entre sí 

para combatir la infección (Parham, 2006). 
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La respuesta inmune innata, también llamada inmunidad natural, es la primera línea de 

defensa. Está constituida por los mecanismos de defensa celulares y bioquímicos ya 

instaurados desde el nacimiento. (Abbas et al., 2008). 

 

El inicio de las respuestas inmunitarias adaptativas y su desarrollo requieren la captación 

de los antígenos y su exposición ante los linfocitos; esto es por medio de las células 

presentadoras de antígeno, siendo las células dendríticas las más potentes y 

especializadas, se consideran el vínculo entre la respuesta innata y adaptativa (Haverson 

et al., 2001b). Las vías habituales a través de las cuales los antígenos extraños (por 

ejemplo microrganismos patógenos) entran en el hospedero, es por medio de la piel y los 

epitelios de los aparatos digestivos y respiratorios. Los antígenos penetran desde el medio 

externo, son transportados hacia los órganos linfáticos y presentados a linfocitos T 

vírgenes para desencadenar las respuestas inmunitarias (Randolph et al., 2008).  

 

Las respuestas inmunes que pueden desencadenarse a partir de la activación de DC son: 

inducción y diferenciación de linfocitos CD4+ a tipo 1 y 2 (Maldonado y Moser, 2001), 

activación de linfocitos CD8+ (Smith et al., 2004) y maduración de linfocitos B, así como 

cambio de isotipo y producción de anticuerpos (Le Bon et al., 2001). 

Las DC se encuentran distribuidas en los órganos linfáticos, epitelios de la piel, mucosas 

del aparato digestivo y respiratorio, así como en la mayoría de los órganos 

parenquimatosos. Se caracterizan por la presencia de proyecciones citoplasmáticas y un 

núcleo grande. Estas proyecciones se pueden observar como dendritas, pseudópodos o 

vellos (Figura 1). Se pueden subdividir de acuerdo a su función, fenotipo y localización 

anatómica (Dudziak, et al., 2007). Derivan de precursores de la médula ósea y juegan un 

papel muy importante en la iniciación y regulación de la respuesta inmune (Banchereau 

et al., 2000). Las células dendríticas epiteliales y tisulares, cuando no han estado en 

contacto con ningún antígeno se encuentran en estado inmaduro. Al interaccionar con 

algún antígeno, migran a los órganos linfoides secundarios para someterse a un proceso 

de maduración (Janeway et al., 2001). 
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En la activación de DC ocurren cambios fenotípicos y funcionales, incluyendo la 

expresión de moléculas de membrana con distintas funciones; activación, co-

estimuladoras, de adhesión, además de la producción de quimiocinas y citocinas 

(Mohamadzadeh et al., 2005). A partir de este hecho se desencadena la respuesta 

adaptativa; es por eso que las DC se consideran un vínculo entre la inmunidad innata y 

adaptativa (Thomas y Versalovic, 2010).  

 

 

Figura 1. Fotografía de células dendríticas de ganglios mesentéricos. Teñidas con 

colorante Giemsa, imagen por microscopia óptica con aumento 40x. Imagen tomada en el 

laboratorio. 

 

Moléculas de Membrana en Células Dendríticas de Cerdo 

 

 

La identificación específica de moléculas de membrana en varias subpoblaciones de 

leucocitos permite conocer más a fondo la respuesta inmune ante varias infecciones en el 

cerdo. Las moléculas en la membrana celular o también llamadas marcadores de 

membrana, desempeñan distintas funciones inmunológicas. Por ejemplo: el proceso de 

activación de las DC implica la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad, 

(MHC, por sus siglas en inglés) tipo II, molécula presentadora de antígeno a las células T 

CD4+; además moléculas de maduración, CD83; moléculas co-estimuladoras, CD40 y 

CD80/CD86 para una estimulación efectiva de células T (Figura 2); moléculas de 

adhesión, CD54 y CD58; moléculas marcadoras de linaje, por ejemplo linaje 
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monocito/macrófago como SWC3, CD14; receptores de citocinas entre otras (Piriou-

Guzylack y Salmon, 2008). 

 

 

Figura 2. Principales moléculas co-estimuladoras en células presentadoras de antígeno. 

Adaptada de O'Hagan y Valiante, 2003. 

 

 

 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) 

 

 

Los linfocitos T αβ CD3+, reconocen antígenos solo si son presentados por medio del 

MHC de APC. El receptor de células T reacciona simultáneamente con el MHC y el 

péptido antigénico y con las moléculas CD4 o CD8. Dependiendo de su origen y tamaño, 

los péptidos antigénicos se presentan ya sea por MHC de clase II, reconocidos por 

Linfocitos T cooperadores CD4; o por MHC clase I, reconocidos por linfocitos T 

citotóxicos CD8 (Piriou-Guzylack y Salmon, 2008). 

 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase I (MHC-I). También se le conoce como 

antígeno leucocitario porcino tipo I (SLA, por sus siglas en ingles), presenta antígenos de 

8 a 9 aminoácidos provenientes del citosol, se expresa en todas las células del organismo 

a excepción de las del sistema neural y eritrocitos (Piriou-Guzylack y Salmon, 2008). 

 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase II (MHC-II). También llamado SLA II, 

su función es la presentación de antígeno a linfocitos CD4+, presenta péptidos de 12 a 25 
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aminoácidos de longitud que han sido captados y procesados por la APC. Se expresa 

principalmente en las células presentadoras de antígeno, macrófagos y células 

dendríticas; y en linfocitos B (Piriou-Guzylack y Salmon, 2008; Sinkora et al., 2002). 

 

 

 

Moléculas co-estimuladoras  

 

 

B7. Es la molécula co-estimuladora más relevante. Se encuentra en la superficie de APC, 

se describen 2 tipos, B7-1(CD80) y B7-2(CD86) ambas comparten un ligando común en 

la célula T (CD28). La co-estimulación CD28-CD80/CD86 induce la expresión del factor 

de crecimiento de células T, conocido también como IL-2 y además la expresión del 

receptor de IL-2 (IL-2R), de ésta forma, los linfocitos activados producirán IL-2 la cual 

de forma endocrina, paracrina o autocrina induce la expansión clonal de linfocitos T 

(Janeway et al., 2001). 

 

CD40. Se encuentra en células dendríticas y se une al ligando de CD40 (CD154; 

CD40L). La interacción CD40/CD154 inicia una señalización en ambos sentidos (célula 

T y DC), transmite señales activadoras al linfocito T y también induce a la APC a 

expresar moléculas B7, con lo que se estimula aún más la proliferación de células T 

(Janeway et al., 2001). 

 

 

Otras moléculas de superficie 

 

 

CD1. Tiene similitud con la molécula MHC tipo I, presenta antígenos 

predominantemente de naturaleza lipídica o glicolipídica (Schiefner y Wilson, 2009). Se 

expresa en timocitos, linfocitos B, células dendríticas, algunos macrófagos y células de 

Langerhans. Summerfield y colaboradores (2003), describieron 2 subpoblaciones de DC 

de sangre periférica de cerdo: SWC3+CD4-CD14-, SWC3+CD4-CD14-CD1+ y 

SWC3+CD4-CD14-CD1-; y proponen que la población SWC3+ CD4-CD14-CD1+ 

corresponde a la subpoblación de DC CD11c+ en humano, que se caracteriza por su alta 

expresión de MHC-II, CD80/86 y estimular fuertemente la actividad de células T. 
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También se midió la expresión relativa de CD1 por la reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real con transcriptasa reversa (RT-qPCR, por sus siglas en inglés), 

utilizando tratamientos anti-inflamatorios y observaron una disminución de CD1 al 

utilizar fluxinin meglumina, un anti-inflamatorio comúnmente utilizado en cerdo, por lo 

que estos resultados demuestran el potencial de CD1 de ser utilizado como biomarcador 

del proceso inflamatorio y en la eficacia de anti-inflamatorios (Peters et al., 2012). 

 

CD163. Es un receptor específico de células de linaje monocito/macrófago, 

específicamente de macrófagos y células dendríticas de tejido. Esta molécula se ha 

relacionado con la presentación de antígeno. Estudios demuestran que al derivar DC de 

sangre periférica de cerdo, la población CD163+ expresa altos niveles de MHC-II y 

CD80/86, además de inducir más eficientemente la proliferación de células T que las 

células CD163- (Chamorro et al., 2004). Otro estudio muestra que células monocíticas 

CD163+ expresan mayores niveles de moléculas de adhesión y son más eficientes en la 

presentación de antígeno que las células CD163 negativas (Chamorro et al., 2005). 

Además juega un papel importante en la regulación de la respuesta inflamatoria, se 

propone como un punto de estudio en enfermedades inflamatorias (Kowal et al., 2011). 

 

 

 

Efecto de Microrganismos Probióticos en la Maduración y Producción de Citocinas de 

Células Dendríticas 

 

 

Las células dendríticas juegan un papel fundamental en la funcionalidad de los 

microorganismos probióticos (Foligne et al., 2007). Las bacterias probióticas han 

mostrado tener la capacidad de modular el fenotipo y la función de las células dendríticas 

(Hart et al., 2004).  

 

Administrados oralmente, algunos probióticos como Bifidobacterium bifidum y 

Bifidobacterium longum tienen el potencial de activar a las DC de la mucosa intestinal y 

desencadenar una respuesta inmune (López et al., 2010). Varias especies de probióticos 

pueden inducir la producción de IL-12 en macrófagos y células dendríticas; a su vez IL-

12 induce la producción de IFN-γ, promueve la diferenciación hacia Th1 y suprime la 
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producción de IL-4, atenuando la respuesta por Th2 (Banchereau et al., 2000). Cepas de 

bifidobacterias estimulan la producción de altos niveles de IL-10, pero niveles moderados 

de IL-12 y TNF-α. Bifidobacterium longum BB536 indujo producción de IL-12, sin 

embargo, niveles muy bajos comparados con Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus 

thermophilus (Iwabuchi et al., 2007). Algunos probióticos, al estar en contacto con las 

DC, inducen la liberación de citocinas pro-inflamatorias como TNF-α e IL-12, y un 

aumento en los niveles de IL-10, una citocina anti-inflamatoria (Fink et al., 2007). La 

maduración fenotípica de las DC por un estímulo especifico, está acompañada de la 

producción de varias citocinas que mejoran la respuesta subsecuente de células T, B y 

NK (Borchers et al., 2009).  

 

En la Tabla 1 se muestra una recopilación de varios trabajos realizados donde se ha 

demostrado que la incubación de probióticos (vivos o inactivados con UV) y otras 

bacterias ácido lácticas inducen distintos patrones de maduración y producción de 

citocinas en DC obtenidas de sangre periférica humana. Se puede observar que el efecto 

en la expresión de moléculas co-estimuladoras y citocinas la respuesta generada en las 

DC es variable, aun tratándose de cepas probióticas del mismo género. 

 

Numerosos estudios han examinado el potencial de los probióticos para influir en la 

maduración de células dendríticas y secreción de citocinas. Sin embargo, la mayoría de 

los estudios se han realizado en DC derivadas de monocitos de sangre periférica (MDDC, 

por sus siglas en inglés) o médula ósea (BMDC, por sus siglas en inglés) de humano y 

ratón. Hay indicios de que las DC obtenidas de sangre periférica responden de manera 

distinta a las DC de nódulos linfoides mesentéricos (O’Mahony et al., 2006).  
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Tabla 1. Efecto de bacterias probióticas y comensales vivas en la maduración y 

producción de citocinas en MDDC de humano. 

 
 Cepa CD80 CD83 CD86 CD40 MHC-II IL-10 IL-12 

L. acidophilus X37 ↑ ↑ ↑  ↑ ↑ ↑ 

L. reuteri DSM 12246 ↑ ↑ ↑  ↑ ↑ L↑ 

L. paracasei DSM 12246 ↑ ↑  ± ± ↑ L↑ 

L. rhamnosus GG  ↑ ↑ ↑ ↑ L↑ ± 

B. bifidum S131 ↑ ↑ ↑  ↑ ↑ ↑ 

B. lactis Bb12 ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ± 

B. longum Q46 ↑ ↑  ± ± ↑ L↑ 

         

L↑ Aumenta ligeramente, ↑ Aumento, ± sin efecto 

Adaptada de Borchers et al., 2009. 

Al tener esta influencia sobre ciertas moléculas de maduración y co-estimulación y 

producción de citocinas, es posible que CD1 y CD163 jueguen un papel importante en la 

maduración y en la respuesta de las células dendríticas. La expresión de CD163 y está 

fuertemente regulada por factores mediadores de inflamación. IL-10 e IL-6 inducen 

significativamente la producción de mRNA CD163 en células mononucleares (Buechler 

et al., 2000). 
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Probióticos como Alternativa de Prevención contra Microorganismos Patógenos 

 

 

Generalmente las infecciones de patógenos se tratan con antibióticos. Sin embargo, en la 

actualidad se requiere prevenir la enfermedad más que tratarla, ya que el abuso de 

antibióticos promueve la resistencia bacteriana (Cunha, 2000). 

 

Se ha observado que cepas de Lactobacillus producen distintas sustancias en medio de 

cultivo que reducen e interfieren con la adhesión de Escherichia coli K88 a la mucosa 

intestinal en cerdo (Blomberg et al., 1993). Otros estudios han reportado que 

Lactobacillus plantarum tiene actividad bacteriostática en Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Listeria inocua y Pseudomonas aeruginosa (Bradley et al., 2005). 

También se observó inhibición de Salmonella enteritidis, S. typhimurium y Listeria 

monocytogenes por bacteriocinas producidas por cepas de lactobacilos aisladas de ciegos 

e intestino de pollos (Lima et al., 2007). 

Las especies Lactobacillus salivarius (WB1004) y Lactobacillus brevis (WB1005) han 

demostrado tener efecto inhibitorio en la unión in vitro de Helicobacter pylori a las 

células gástricas (Kabir et al., 1997). Se han utilizado también adicionados en yogurt 

(lactobacilos y bifidobacterias), acompañado de anzoprazol y amoxicilina, este último 

utilizado comúnmente para la erradicación de H. pylori y se observó que esta triple 

terapia tiene efecto significativo, incrementando la acción del fármaco (Sheu et al., 2002). 

En la industria avícola se han utilizado diversas cepas de Lactobacillus spp, se 

adicionaron en los bebederos de las aves y se observó una disminución bastante 

significativa en la mortalidad, lo que indica la acción benéfica de los probióticos ante la 

amenaza de los microorganismos patógenos que causan la muerte en aves (Vicente et al., 

2007). 

Las diarreas de origen infeccioso son uno de los padecimientos más frecuentes en cerdos 

neonatos y recién destetados. Es muy común que estas infecciones ataquen a los lechones 

más débiles y se corre el riesgo de que la infección se propague al resto de los cerdos. Es 

por ello que no prevenirlas o no tratarlas cuando aparecen, conduce, en la mayoría de los 
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casos, a la muerte de los animales. De cualquier manera, su organismo inmunodeprimido 

es susceptible a cualquier otra enfermedad (Brent, 2000). 

Se han administrado probióticos en la dieta de cerdos, con el fin de prevenir 

enfermedades diarreicas causadas por patógenos. El uso de probióticos sería una 

alternativa para prevenir la infección de E. coli K88 en cerdos. Se ha demostrado que una 

cepa de Enterococcus faecium impide que la bacteria se adhiera a la mucosa intestinal 

(Jin et al., 2000). Por otra parte, la salmonelosis es una de las enfermedades 

económicamente más importantes que afectan al cerdo. Se realizó un estudio en cerdo 

utilizando suplementación con una mezcla de probióticos Ferlac-2 (Lactobacillus 

acidophilus, Enterococcus faecium, L. rhamnosus, L. bulgaricus, Spreptococcus 

thermophilus), para reducir infecciones por Salmonella y se observó activación de 

fagocitosis (Letellier et al., 2001). 

 

En el presente trabajo, se probaron los efectos de bacterias probióticas sobre DC de cerdo 

y su comportamiento ante S. choleraesuis, ya que las DC dirigen la polarización de la 

respuesta de células T en el control de patógenos (Kapsenberg, 2003).   
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HIPÓTESIS 

 

 

 

La estimulación de células dendríticas de ganglios mesentéricos porcinos con cepas 

probióticas, puede modular la respuesta inmunológica a Salmonella choleraesuis. 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

 

 

Analizar la respuesta inmunológica de células dendríticas de ganglios mesentéricos de 

cerdo estimuladas con bacterias probióticas y Salmonella choleraesuis. 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 

1. Analizar por citometría de flujo la expresión de moléculas de superficie de 

membrana MCH-II, CD1, CD163 en células dendríticas de ganglios mesentéricos 

de cerdo estimuladas con los probióticos Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

Bb12, Bifidobacterium thermophilum 108, Lactobacillus reuteri 703, 

Lactobacillus reuteri 1447 y Lactobacillus reuteri ATCC 53608. 

2. Analizar por citometría de flujo la expresión de MHC-II, CD1 y CD163 de células 

dendríticas estimuladas e infectadas con Salmonella choleraesuis. 

3. Determinar por ELISA la producción de citocinas IL-10 e IFN-γ en sobrenadantes 

obtenidos de estos cultivos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

Animales de Experimentación 

 

 

Se utilizaron 6 lechones de 3 a 4 semanas de edad de raza Landrace libres del virus del 

síndrome respiratorio y reproductor porcino. 

 

 

 

Origen de las Cepas Bacterianas 

 

 

Las cepas probióticas utilizadas en el presente estudio fueron Bifidobacterium 

thermophilum 108, Lactobacillus reuteri 1447 y Lactobacillus reuteri 703, las cuales 

fueron aisladas y caracterizadas fenotípica y genotípicamente como probióticos por el 

Laboratorio de Biología Molecular del Centro de Investigación en Alimentación y 

Desarrollo A.C., (CIAD A.C.); se utilizaron las cepas de referencia Bifidobacterium 

animalis subsp. lactis Bb12 y Lactobacillus reuteri ATCC 53608, así como la cepa 

patógena Salmonella enterica subsp. enterica serovar choleraesuis (para fines prácticos 

Salmonella choleraesuis). 

 

 

 

Cultivo de Bacterias 

 

 

Las bacterias pertenecientes al género Lactobacillus fueron cultivadas en caldo Man 

Rogosa Sharpe, MRS (BD Difco, Sparks, MD, USA); en condiciones anaeróbicas, a 37 

°C por 24 horas. El cultivo de Bifidobacterium se realizó en caldo MRS suplementado 

con 0.05 % de cisteína (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), a 37 °C por 48 horas en 

condiciones anaerobias estrictas. Salmonella choleraesuis se cultivó en caldo tripticasa 
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soya, TBS (BD Difco); a 37 °C por 18 a 24 horas. Las bacterias una vez cultivadas, 

fueron centrifugadas a 5,000 rpm durante 10 minutos (Centrifuge 5424, eppendorf), el 

precipitado se lavó en bufer salino de fosfatos (PBS, NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, 

Na2HPO4 10 mM y KH2PO4 4.2 mM). La concentración de las suspensiones bacterianas 

se determinó realizando un ajuste de turbidez con la escala de McFarland. 

 

 

 

Diseño experimental 

 

 

El desarrollo del experimento de este trabajo se realizó de acuerdo al diagrama 

presentado en la Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Diagrama general del experimento.  
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Obtención de Células Dendríticas de Ganglios Mesentéricos 

 

 

Para la obtención de las DC se modificó el protocolo descrito por Weigmann (2007). Una 

vez sacrificado el cerdo, se obtuvo el intestino y se removieron los ganglios 

mesentéricos. Utilizando bisturí y pinzas estériles se retiró el tejido adiposo, y los 

ganglios fueron cortados en trozos pequeños para facilitar el macerado a través del 

disociador celular (BD Falcon, San José, CA, USA). La suspensión celular obtenida se 

lavó con PBS frío y se resuspendió en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM, Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA) suplementado con gentamicina 50 µg/mL, 

penicilina 5000 UI/mL, estreptomicina 5 µg/mL (antibióticos de Sigma-Aldrich) y 10 % 

de suero fetal bovino (SFB), se colocó en caja de cultivo de 75 cm
2 

(Corning Inc., 

Corning, NY, USA) en concentración 10-15 x 10
6 
cel/mL, se incubó durante 2 horas para 

la eliminación de macrófagos por adhesión a 37°C y 5% de CO2. Para evaluar el 

porcentaje de pureza se analizó por citometría de flujo en citómetro FACSCanto II™ 

(BD Biosciences, San José, CA, USA) utilizando anticuerpos anti-SWC3 conjugado con 

ficoeritrina (PE, VMRD, Seattle, WA, USA). Las DC se colocaron en placas para cultivo 

celular de 96 pozos (Corning Inc.) en concentración de 1 x 10
6 
células por pozo. 

 

 

 

Análisis de Moléculas de Membrana por Citometría de Flujo 

 

 

Las DC fueron estimuladas durante 12 horas con distintos tratamientos de bacterias 

probióticas, mencionadas anteriormente, en proporción 1:100 célula:bacteria. 

Posteriormente se infectaron con un inóculo de Samonella choleraesuis en proporción 

1:10 célula:bacteria y se incubaron por 12 horas a 37°C y 5 % de CO2. Al término de la 

incubación el sobrenadante fue recolectado y almacenado para la cuantificación de 

citocinas producidas. Las células a analizar fueron centrifugadas y posteriormente 

resuspendidas para el marcaje con anticuerpos específicos conjugados con fluorocromos. 

Se utilizaron anticuerpos anti-SWC3 conjugado con PE, anti-SLA clase II conjugado con 

Alexa488, anti-CD1 y anti-CD163 (VMRD), con los cuales se emplearon anticuerpos 

secundarios anti-IgG conjugados con Alexa488 (VMRD) y Alexa647 (AbDserotec, 
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Raleigh, NC, USA), respectivamente. Se incubaron por 30 minutos en oscuridad a 4°C. 

Para los lavados se utilizó PBS suplementados con 0.1 % de albúmina sérica bovina 

(Research Organics, Cleveland, OH, USA) para evitar uniones inespecíficas. Previo al 

análisis, las muestras se resuspendieron en 200 µL de PBS. Para el análisis de datos se 

utilizó el programa FACSDiva Ver 2.9 (BD Biosciences). 

 

 

Cuantificación de Citocinas en Sobrenadante de Cultivo Celular por ELISA 

 

 

El sobrenadante de los cultivos celulares con bacterias se colectó y centrifugó para 

remover bacterias, el sobrenadante restante se utilizó para determinar citocinas mediante 

un ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés). Las 

citocinas que se cuantificaron fueron IL-10 e IFN-γ; se usaron kits comerciales de 

Invitrogen, usando placas de 96 pozos y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 

colocaron 50 µL de dilución de anticuerpo de captura por pozo y se incubó durante toda 

una noche a temperatura ambiente (TA). Al día siguiente se lavaron los pozos con PBS 

conteniendo 0.1% de Tween 20, se cubrieron con 300 µL de PBS suplementado al 0.5% 

de albúmina (Research Organics), se incubó durante 1 h a TA. Se utilizaron 50 µL de 

muestra por pozo y se incubó por 1 h y media, se lavó y se añadieron 50 µL de la 

dilución del anticuerpo de detección por pozo, se incubó por 1 h. Se hicieron lavados y se 

añadieron 50 µL de solución de estreptavidina conjugada con peroxidasa de rábano 

(HRP, por sus siglas en inglés) y se incubó por 45 minutos en la oscuridad y a TA. Por 

último se agregó el sustrato 3,3'5,5' tetrametil-bencidina (TMB) y se incubó por 20 

minutos en la oscuridad y a TA. Para detener la reacción se acidificó con H2SO4 1.8 N. 

La lectura se realizó dentro de los primeros 30 minutos a 450 nm en un lector de 

Microplacas Benchmark (Bio-Rad, Hércules, CA, USA). 
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Análisis de Datos 

 

 

Los datos obtenidos se analizaron en el paquete estadístico NCSS 2007 (Hintze, 2009). 

Se realizó un análisis descriptivo de los datos, encontrándose un comportamiento normal 

(Kurtosis). Se buscaron efectos significativos de los tratamientos por medio de un análisis 

de varianza (ANOVA) de tipo modelo lineal general (GLM), considerando como factores 

el tratamiento con probiótico y el reto con Salmonella choleraesuis y si se encontraron 

diferencias significativas se hizo una comparación de medias por Fisher-LSD, 

considerando como diferencia significativa un valor de p menor a 0.05. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

 

Análisis de Células Dendríticas de Ganglios Mesentéricos por Citometría de Flujo 

 

 

Análisis del Porcentaje de Células SWC3 en Suspensión Celular de Ganglios 

Mesentéricos 

 

 

Los ganglios o nodos linfáticos son estructuras que forman parte del sistema linfático y 

son una parte importante del sistema inmunitario; éstos almacenan a linfocitos y células 

presentadoras de antígeno, como células dendríticas y macrófagos (Abbas et al., 2008). 

Por lo anterior para el aislamiento de células dendríticas, se hizo una incubación para la 

adhesión y eliminación de macrófagos, ya que el marcaje con anti-SWC3 discrimina solo 

linfocitos. Además, para la selección de DC se tomó en cuenta el tamaño celular, ya que 

este marcador es específico de células de linaje mielomonocítico; granulocitos, 

monocitos, macrófagos y DC (Figura 4) (Bimczok et al., 2005; Haverson et al., 2001a).  

 

 

 

Figura 4. Marcaje de células SWC3+ después de la eliminación de macrófagos por 

adherencia. La grafica de puntos que se muestra es de un experimento realizado para 

confirmar la presencia de células SWC3+ no adherentes, en la cual el área seleccionada 

corresponde a la región donde se ubican las células dendríticas de acuerdo a su tamaño. 
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En este experimento, en el conteo celular por citometría de flujo antes de la adhesión en 

placa se obtuvo un 0.4% de células SWC3+ del total, después de una incubación de 2 h se 

observó una disminución del 0.1% en la cantidad de células positivas a este marcador de 

linaje, además de la observación de células adherentes en el frasco de cultivo, con todo 

esto aseguramos que la población SWC3+ aislada fue en su mayoría células dendríticas. 

 

Análisis de Moléculas de Membrana de Células Dendríticas Estimuladas con 

Bacterias Probióticas y ante Salmonella choleraesuis 

Para llevar a cabo el análisis de las distintas moléculas de membrana se realizó doble 

marcaje para contraponer las poblaciones positivas a SWC3 a las distintas moléculas 

analizadas: MHC-II, CD1 y CD163. Se analizaron estos marcadores en células tratadas 

solo con la bacteria probiótica y posterior a 12 horas de infección con Salmonella 

choleraesuis. El tiempo de infección se determinó por experimentos previos, donde se 

observó que transcurridas 12 horas de infección el índice de mortalidad celular era mayor 

del 40%. Por lo tanto, se determinó este período como el tiempo máximo de incubación 

con el patógeno. 

En las siguientes graficas de puntos se muestra un ejemplo representativo del análisis por 

citometría de flujo de la expresión de los marcadores realizado en el programa FACsDiva 

(Figura 5). Primeramente se obtuvo una gráfica de puntos (dot plot) contraponiendo 

tamaño (FSC-A) contra SWC3+, se seleccionó el área donde se encontraba la población 

SWC3+ de mayor tamaño (Figura 5A), esta región fue seleccionada comparando con los 

controles de tinción. Una vez seleccionada esta región, se elaboró una nueva grafica de 

puntos de complejidad (SSC-A) contra tamaño (FSC-A) indicando mostrar solo la 

población seleccionada, esto para comprobar que las células seleccionadas se 

encontraban en la región correspondiente de DC según su tamaño y complejidad (Figura 

5B). Se analizó la población SWC3, graficando cada molécula contra SWC3 (Figuras 5C, 

5D y 5E). 

 



25 
 

Figura 5. Análisis de moléculas de membrana por citometría de flujo. Las gráficas 

muestran un ejemplo representativo de cómo se llevó a cabo la selección de la población 

y el análisis de cada molécula. A) Total de células adquiridas y área seleccionada 

SWC3+. B) Comprobación de la población seleccionada de acuerdo a tamaño y 

complejidad. C) Análisis de MHC-II en la población SWC3+. D) Análisis de CD1 en la 

población SWC3+. E) Análisis de MHC-II en la población SWC3+. 

 

 

Una vez que se realizó el análisis por citometría, se obtuvieron las tablas estadísticas de 

cada muestra con los porcentajes correspondientes (Tabla 2). Para elaborar las gráficas de 

barras y lograr normalizar los datos, se restó el porcentaje de las DC sin estímulo (s/E) 

correspondiente de cada experimento a cada uno de los resultados obtenidos. Por lo tanto, 

las gráficas muestran el porcentaje de incremento o disminución por efecto de los 

tratamientos en cada molécula analizada. Esto se debe a que resulta variable la expresión 

basal entre cada cerdo por tratarse de DC de ganglios mesentéricos, ya que por ser de 

nódulos linfáticos su fenotipo no es igual al de una célula inmadura (Willing et al., 2010). 
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Tabla 2. Datos de porcentajes de poblaciones celulares representativa del programa 

FACsDiva. La tabla muestra un ejemplo de los datos obtenidos en de una de las muestras. 

 

Nombre del experimento: Marcaje SWC3/MHCII 

Nombre del tubo: SE 

Población  Número de eventos % Población progenitora 

Todos los eventos 271,434 ----- 

SWC3+ 4,275 1.6 

SWC3+MHC-II+ 3,016 70.5 

SWC3+MHC-II- 1,256 29.4 

Nombre del experimento: Marcaje SWC3/CD1/CD163 

Nombre del tubo: SE 

Población Número de eventos % Población progenitora 

Todos los eventos 63,099 ----- 

SWC3+ 608 1.0 

SWC3+CD1+ 136 22.4 

SWC3+CD1- 466 76.6 

SWC3+CD163+ 89 14.6 

SWC3+CD163- 514 84.5 

 

MHC-II. Se analizó la población SWC3+ buscando algún efecto sobre el porcentaje de 

células MHC-II+. En la Figura 6 se muestran los porcentajes de células dendríticas MHC-

II+ inducidos por los distintos tratamientos. Se observó un incremento significativo por 

efecto de los tratamientos con lactobacilos y bifidobacterias, entre el 3 y 6% de células 

MHC-II+, con respecto al porcentaje basal (p<0.05). Sin embargo, no se encontró 

diferencia significativa entre tratamientos. Estos resultados concuerdan con la 

bibliografía, ya que en numerosos estudios se muestra la capacidad de los 

microorganismos probióticos de inducir la expresión de MHC-II en células dendríticas de 

distintos orígenes. 

Se ha descrito anteriormente la capacidad de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium 

de inducir la expresión de MHC-II en DC. Bifidobacterium bifidum incrementa la 

expresión de MHC-II y CD86 e induce la polarización hacia una respuesta Th1 en DC de 

recién nacido (Niers et al., 2007), Lactobacillus reuteri induce la expresión de MHC-II, 

CD80, CD86, CD40 y polarización hacia una respuesta Th1 en DC derivadas de 

monocitos de sangre periférica (Mohamadzadeh et al., 2005). Sin embargo, también se ha 

descrito la capacidad de Lactobacillus reuteri de inducir una respuesta Th2 en DC 

derivadas de medula ósea de ratón, por lo que la respuesta inducida por probióticos 



27 
 

dependerá de la cepa utilizada y del origen celular. En este trabajo se obtuvieron 

resultados favorables, las cepas utilizadas tienen la capacidad de incrementar el 

porcentaje de células MHC-II+, por lo que podría favorecer la presentación de antígeno. 

Se evaluó el efecto de cada cepa en conjunto con Salmonella choleraesuis. Al realizarse 

el reto con S. choleraesuis el efecto en la expresión de MHC-II en las DC fue distinto 

para cada tratamiento. En la Figura 7 se muestra la gráfica del porcentaje de células 

MHC-II+, ante la presencia del patógeno. El tratamiento con Lactobacillus reuteri ATCC 

53608 y S. choleraesuis resultó tener un efecto significativo con respecto al tratamiento 

con solo probiótico. Se observó un aumento significativo en el porcentaje de DC MHC-

II+, lo que podría indicar la capacidad de esta cepa de activar la respuesta de células T 

ante la presencia del patógeno. Las cepas Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 

Bifidobacterium thermophilum 108, Lactobacillus reuteri 703 y Lactobacillus reuteri 

1447 no tuvieron efecto (p<0.05). 

 

 

 

Figura 6. Diferencias del porcentaje de células dendríticas MHC-II+ con respecto al 

control sin estímulo. Los porcentajes fueron determinados por citometría de flujo. Las 

DC fueron estimuladas por 12 h y se recolectaron para analizar la expresión de MHC-II 

inducido por los distintos tratamientos. Los gráficos representan la media y el SEM de 

una n=4. Para determinar diferencias entre tratamientos se utilizó Fisher-LSD, (p<0.05).  
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Figura 7. Diferencia de porcentajes de células dendríticas de ganglios mesentéricos 

MHC-II+, estimuladas con probióticos y retadas con Salmonella choleraesuis con 

respecto al control sin estímulo. Los gráficos representan las medias y el SEM (n=4) 

del porcentaje inducido  por los distintos tratamientos y el comportamiento ante el reto 

con S. choleraesuis. Para determinar diferencias se utilizó Fisher LSD, (p<0.05). 
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CD1. En la Figura 8 se observa el efecto sobre los porcentajes de SWC3+CD1+ inducido 

por los distintos tratamientos. Se encontró efecto significativo de los tratamientos con 

respecto al control, a excepcion de la cepa L. reuteri 1447. Se puede observar 

disminución en el porcentaje de células al utilizar los distintos tratamientos, esto 

concuerda con lo reportado con López y colaboradores (2010), donde se observó una 

disminución de la expresion de CD1 al utilizar distintas cepas probióticas en MDDC de 

humano, sin embargo por la variabilidad de los resultados no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre tratamientos (p<0.05).  

 

 

Se han descrito subpoblaciones CD1+ de DC de sangre periférica de cerdo, en las cuales 

la expresión de CD1 implica una mayor expresión de MHC-II, CD80/86 (Summerfield et 

al., 2003), sin embargo nuestros resultados no concuerdan con estos antecedentes, lo que 

indica que en DC de ganglios mesentéricos esta subpoblación es distinta. Aunque estos 

Figura 8. Diferencias del porcentaje de células dendríticas CD1+ con respecto al 

control sin estímulo. Los porcentajes fueron determinados por citometría de flujo. Las 

DC fueron estimuladas por 12 h y se recolectaron para analizar la expresión de CD1 

inducido por los distintos tratamientos. Los gráficos representan la media y el SEM de 

una n=4. Para determinar diferencias entre tratamientos se utilizó Fisher-LSD, 

(p<0.05). 
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resultados también podrían estar relacionados con la maduración, también se ha reportado 

que células dendríticas derivadas de monocitos de humano inmaduras expresan altos 

niveles de CD1 (Leslie et al., 2002). 

En la Figura 9 se muestran las gráficas del porcentaje de células CD1+ ante el reto con el 

patógeno, el inóculo de control con solo Salmonella choleraesuis muestra una 

disminución en el porcentaje de células CD1+, pero no se encontró diferencia 

significativa al inocular con Salmonella choleraesuis en las células previamente 

estimuladas con probióticos ni con respecto al control con solo S. choleraesuis, sin 

embargo se puede observar que la cepa B. thermophilum 108 no tiene efecto en la 

disminución del porcentaje de células CD1+, por lo que se podría pensar en una menor 

capacidad de esta con respecto a las demás cepas de inducir la maduración de DC. 

CD163. Se evaluó la expresión de la molécula CD163 sobre las células SWC3+, esta 

molécula es exclusiva de células de linaje monocito/macrófago, específicamente 

macrófagos y células dendríticas de tejido (Chamorro et al., 2005), la gráfica del efecto 

de los probióticos sobre la expresión de CD163 (Figura 10), indica que los tratamientos 

con B. animalis Bb12 y L. reuteri 703 no mostraron efecto significativo con respecto al 

control, mientras que las cepas B. thermophilum 108, L. reuteri 1447 y L. reuteri ATCC 

53608 mostraron diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).  

La molécula CD163 está implicada en la presentación del antígeno, Chamorro y 

colaboradores (2004) reportaron que DC derivadas de monocitos CD163+ son más 

eficientes en la presentación de antígeno que las CD163-, además de expresar altos 

niveles de MHC-II y CD80/86.  

 

Al inocular las células solo con S. choleraesuis se puede observar un incremento en el 

porcentaje de expresión de la molécula, este comportamiento fue similar a estudios 

previos donde se trató a los monocitos de sangre periférica de cerdo con lipopolisacárido 

(Hintz et al., 2002).  
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Figura 9. Diferencia de porcentajes de células dendríticas de ganglios mesentéricos 

CD1+, estimuladas con probióticos y retadas con Salmonella choleraesuis con respecto al 

control sin estímulo. Los gráficos representan las medias y el SEM (n=4) del porcentaje 

inducido por los distintos tratamientos y el comportamiento ante el reto con S. 

choleraesuis. Para determinar diferencias se utilizó Fisher LSD, (p<0.05). 
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Tras la adición de Salmonella choleraesuis, en todos los tratamientos a excepción de B. 

thermophilum 108 se encontró efecto significativo con respecto al control con solo S. 

choleraesuis, sin embargo, se buscaron diferencias entre células con solo probiótico y 

células con probiótico e infección. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en 

los tratamientos con B. animalis Bb12 y L. reuteri 1447. Se observó que al retar las 

células tratadas con estos probióticos el porcentaje de CD163+ disminuyó. Como se 

puede observar el comportamiento ante S. choleraesuis de las cepas es muy variable 

(Figura 11), contrario a esto, la cepa L. reuteri 53608 induce un incremento de CD163+, 

esto puede deberse a los distintos perfiles de citocinas inducidos por estas bacterias. La 

molécula CD163 tiene un papel importante en la respuesta inflamatoria y en la respuesta 

a bacterias, su expresión es modulada por las citocinas de su ambiente.  

Figura 10. Diferencias del porcentaje de células dendríticas CD163+ con respecto al 

control sin estímulo. Los porcentajes fueron determinados por citometría de flujo. Las DC 

fueron estimuladas por 12 h y se recolectaron para analizar la expresión de CD163 

inducido por los distintos tratamientos. Los gráficos representan la media y el SEM de 

una n=3. Para determinar diferencias entre tratamientos se utilizó Fisher-LSD, (p<0.05). 
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Figura 11. Diferencia de porcentajes de células dendríticas de ganglios mesentéricos 

CD163+, estimuladas con probióticos y retadas con Salmonella choleraesuis con 

respecto al control sin estímulo. Los gráficos representan las medias y el SEM (n=3) 

del porcentaje inducido por los distintos tratamientos y el comportamiento ante el reto 

con S. choleraesuis. Para determinar diferencias se utilizó Fisher LSD, (p<0.05). 

%
 d

e
 D

C
 C

D
1

6
3

+
 



34 
 

Citocinas como IFN-γ y TNF-α suprimen CD163 mientras que IL-6 e IL-10 inducen la 

expresión de CD163 (Buechler et al., 2000), además de estar involucrados receptores tipo 

Toll (TLR, por sus siglas en inglés) (Weaver et al., 2007). 

Se puede observar como el tratamiento con L. reuteri 53608 induce mayor porcentaje de 

DC CD163+ ante la presencia de S. choleraesuis, esto puede estar relacionado con la 

eficiencia en la presentación de antígeno, ya que esta misma cepa tuvo el mismo 

comportamiento sobre el porcentaje de DC MHC-II+. 

 

Cuantificación de Citocinas por el Método ELISA 

 

 

Además de la evaluación de las moléculas de membrana se analizó por el método de 

ELISA si los tratamientos probióticos inducen la producción de citocinas, se evaluó la 

producción de IL-10 e IFN-γ, ya que a través del perfil de citocinas se podría conocer 

acerca de la polarización de la respuesta celular. 

 

La Figura 12 muestra las gráficas de la cuantificación de citocinas en sobrenadante de 

cultivo de DC estimuladas con las distintas cepas probióticas y además ante el reto con 

Salmonella choleraesuis. No se detectó producción de IFN-γ, con ninguna de las cepas 

probadas. Mata-Haro y colaboradores (2010), evaluaron la producción relativa de 

citocinas por medición de transcritos por RT-qPCR a las 72 h de estimulación y se 

encontró producción de IFN-γ por la cepa B. thermophilum 108. Estas diferencias entre 

los resultados se pueden atribuir a los distintos tiempos en los que se realizó el muestreo, 

ya que en este estudio el estímulo fue por 12 h. La cepa B. animalis Bb12 fue la única 

cepa que indujo significativamente producción de IL-10 (p<0.05). Esto concuerda con lo 

reportado por Zeuthen y colaboradores (2006) donde esta cepa induce producción de IL-

10 en MDDC de sangre periférica humana.  
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Figura 12. Cuantificación de IL-10 e IFN-γ en sobrenadantes de cultivos. Las DC 

fueron estimuladas por 12 h con el probiótico e inoculadas con Salmonella choleraesuis 

por 12 h se recolectaron y se analizaron por ELISA. Los gráficos muestran las medias y 

el SEM de una n=4. Se buscaron diferencias estadísticas por el método de Fisher-LSD, 

(p<0.05). 
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En resumen, son muchos los factores que intervienen en la respuesta inmunológica ante 

un patógeno, no podemos establecer el tipo de respuesta que se obtiene al realizar un reto 

con Salmonella choleraesuis, ya que intervienen otras citocinas, que no se analizaron en 

este estudio; proteínas del medio, la interacción con las células epiteliales del intestino, 

etcétera. Es importante tomar en cuenta el origen celular del experimento, los resultados 

obtenidos no pueden ser similares a estudios realizados en DC de otros orígenes; 

derivadas de monocito de sangre periférica humana principalmente. Las DC que migran a 

ganglios mesentéricos se originan primordialmente en lámina propia, son células que 

contribuyen a la presentación de antígeno para la inducción a la tolerancia oral. Se 

plantea que las funciones estimuladoras fueron moduladas por microorganismos ya que 

se ha observado una menor capacidad estimuladora en DC de ganglios mesentéricos de 

ratones libres de gérmenes (Stagg et al., 2007). 

Evidentemente el utilizar microorganismos probióticos beneficia la respuesta ante 

microorganismos patógenos. En este trabajo pudimos observar los cambios en las células 

a nivel inmunológico inducidos por bacterias probióticas y su comportamiento ante la 

presencia de un patógeno, indudablemente este efecto benéfico en el sistema 

inmunológico se debe a estas capacidades de inducir o inhibir la expresión o supresión de 

distintas proteínas en las células, con el fin de conservar el sistema inmunológico alerta y 

mantener un balance entre señales pro y anti-inflamatorias, dado que al presentarse una 

amenaza el sistema pueda responder adecuadamente. 
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CONCLUSIÓN 

 

 

 

La estimulación de DC de ganglios mesentéricos con L. reuteri ATCC 53608, podría 

combatir la infección ante S. choleraesuis modulando la respuesta inmunológica, 

llevando a cabo una correcta presentación de antígeno y por lo tanto obtener una 

respuesta adaptativa efectiva. El tratamiento con Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

Bb12 podría inducir una respuesta anti-inflamatoria, lo que ayudaría la regulación de la 

inflamación, como la que podría presentarse en una infección. 
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