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RESUMEN

Debido al desarrollo de la industria porcina, se han buscado lécnicas
de manejo y nutricion gue mejoren la produccion, Los probidticos son una
excelente alternative al uso de promotores de crecimiento, como alternativa
a los anlibidticos, por fog multiples beneficios que brinda al animal y la
ausencia de productos secundarios, Se alslaron 72 cepas de Bifidobacterium
sp. de cerdos sanos recién sacrificados de un rastro tipo inspeccion federal
(TIF), 6% del infestino delgado y 44% del intestino grueso. 37 cepas
resistigron en un 40% al pH bajo y de estas 32 cepas sobrevivieron a las
sales billares, Todas las cepas fueron antagonicas confra 8. choleraesuls y
E. coll KBB. Se seleccionaron tres cepas de B. infantis, con caracteristicas
probioticas v se les adminislrd a cerdos de dos dias de nacidos por un
periodo de 20 dias. No hubo diferencias significativas (P=0.08) en la
ganancia de peso, Solamente s presentaron diarreas en las camadas de
cerdos del grupo control.  El analisis tisular reveld un estado optimo en el
grupo con tratamiento @ diferencia del grupe control, el cual se obsernvd muy
dafiado, Las concentraciones de IgG en los cerdos control se mantuvo por
encima del grupo problema pero sin significancia estadistica (P=0.05), Sin
embargo, la IgA mostrd niveles mas altos a los 11y 21 dias de edad en los
cerdos inoculados con probidticos. Las bifidobaclerias expresaron buenas
caracleristicas probioticas en lo que respecta a resistencia a pH bajos v
sales biliares porcinas, asi como con el aragonismo contra otras baclerias

patogenas. Las bacterias no tuvieron capacidad para aumentar el peso en



s lechones, el sislema inmunoldgico y proteger al intesling de dafos

fisulares por diversas agrestones,



INTRODUCCION

L.a porcicultura  esta congiderada como una importanie  actividad
generadora de empleos € ingresos economicos, en muchos paises, Este tipo de
produccion beneficia en gran medida & ofras industrias, como a los productores
de alimentos balanceados y de granos forrajeros (Berreira, 1998), En México,
Sonora es el segundo estado con mayor produccion de carne de cerdo de alta
calidad en el pais (SAGARPA, 2003). Esto ha permitido a los porcicultores
sonorenses exportar carng a Estados Unidos v Japdn, por ser un estado libre
de fiebre porcina clasica y de contar ademdas con leyes de clasificacion de
carnes. Este logro fue el resultado del impulso tecnoldgico y productive aplicado
a la actividad porcina (Montijo, 1995).

Dentro de los programas productivos, se ha recomendado el seguimiento
de las buenas praclicas en los sistemas de produccion de las granjas,
enfocadoes a reducir la incidencia y prevalencia de enfermedades (Stephano &
Asociados, 1999). Para lograr estos objetivos también se han desarrollado
nuevas lecnicas y mélodos de alimentacion, como es el uso de aditivos en los
alimentos de los animales en forma de agregados a las raciones empleadas en
las distiMas etapas productivas (Ledn, 1892). Las investigaciones efectuadas
en torno a estos aditivos han determinado un efectp positive en ta aplicacion de
antibiolicos y probidticos (Abe, 1895). Sin embargo, el abuso de producios

como los antibidticos puede reducir el hivel de microorganismos intestinales,
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desequilibrando la flora microblana, provocando procesos dianeicos. El,nnado;-
a todo fo anterior, estos aditivos originan el desarrollo de la resistencia
microbiana a log mismos y se lornan deficientes en las terapias (Abe, 1995
Mantecon & Ahumada, 2000).

La apficacion de probibticos ha atraldo la atencion de grupos de
investigacion por sus propiedades benéficas sin efectos adversos (Abe, 1995),
La implementacion de este tipo de tratamiento se basa en la necesidad de
mantener el equilibrio en la flora normal de tracto digestivo, para que se
recupere el balance microbiano, ademas de estimular el sistema inmune
(Mantecon & Ahumada, 2000). Dentro de las especies probidticas de mayor
interés, se encuentran Lactobacilus sp, Streptococcus sp, Bifidobactenium sp Y
otras especies bacterias acido lacticas y lsvaduras (Corona, 2001). Estas
especies representan una atternativa al uso de antimicrobianos, ya que son
cullivos microbianos vives que mejoran la salud y crecimiento del cerdo {Doyle,
2007, Kirti, 2001).

kb objetivo de este trabajo fue el de caracterizar especies de
Biffdobacterium aisladas del tracto gastrointestinal de cerdo sano, en base a
sus caracteristicas probidlicas in vivo y probar su efecto in vitro, en lechones a

panir de los dos dias de edad.



QBJETIVOS

Caraglerizar  especies  de  Bifidobacterium  aisladas  del  tracto
gastrointestinal de cerdo sano, en base a sus caracteristicas probidticas

in vitro y su efecto in vivo.

Dbietives Particulares

Determinar el antagonismo microblane de las cepas de Bifidobacterium
sp, alsladas de cerdo sano de término.

Determinar el efecto de Biffdobacterium sp en la ganancia de peso én los
cerdos jactantes por medio de la implantacion del probidtico en el tracto
gastrointestinal.

Determinar el efecto en la produccion de IgG e IgA de los cerdos recién
nacidos al administrarles Bifidobacterium sp, como probidlico,

Determinar el estado tisular del intesting al término de cada tratamiento.



ANTECEDENTES

Bifidobacterium

Taxonomia

Desde el aistamiento de la primera cepa de bifidobacteria por Tissier en
1898 en el Instituto Pasteur, se han descrito 37 especies de bifidobacterias. Los
primeros trabajos taxondmicos de las bacterias se basaron en caracteristicas
morfologicas y con el paso de los anos, se fueron incluyendo nuevos criterios
de clasificacion. La introduccidn de los caracteres de fisiologia, requerimientos
nutritives, caracteristicas metabolicas y enzimaticas de los microorganismos
fueron hechos por Ora-Jensen en 1924, Esto provoctd una reclasificacion de
bifidobacteria, que originaimente se llamaba Bacillus bifidus a Bifidobacterium
bifichurn, - Asi misme, la clasificacidn de esta bacleria dentro del género
l.actobacilus 1ambiégn fue reconsiderada debido a la carencia de las enzimas
aldolasa y glucosa 8-fosfalo deshidrogenasas por parte de las bifidobacterias,
eslas son dos enzimas importantes encontradas en 10s lactobacilos. Sumado a
lo  anterior, se determino la ausencia de la enzima Fructosa 8-
fosfatofosfocetolasa en los lactobacilos, la cual esta presente Unicamente en las
bifidobacterias (Ballongue, 1898).

En 1960, se marco un cambio en el sentido de l1a clasificacion bacleriana
con el desarrollo de la quimiolaxonomia. En este pericdo se describieron mas

especies de  Bifidobacterium (B, adolescentis, B. reve, B infantis, B.

4
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“lactensis”, B, "liherorum”, 8. longum y B."panadorum”) (Pol v cols,, 1984), las

cuales fueron diferenciadas en base a sus caracteristicas serologicas y
fermentativas  (Ballongue, 1998). Hasta 1969 se tenlan identificadas 16
gspecies, con la descripcion de las especies de B, thermophylum, B. "fongum
subsp. animalis”, B. pseudolongum, B, globosum, B. ruminale, B. asleroides, B,
indicum y B. coryneforme (Pot y cols., 1994),

Con el progreso de la genética molecular en 1965, fuéd posible diferenciar
mas especies de bifidobacterias (Ballongue, 1998). Se describid que el género
Bifidobacterium posee un allo contenido de G + C en el DNA (5567 mol%)
(Scardovi, 1986; Ballongue, 1898, Schleifer & Ludwig, 1995; Gomes & Malcata,
19956). Esta caracteristica lo coloca en la rama de los Actinomycetes de las
bacterias Gram posilivas y las diferencla de los Lactobacillus, Corynebaclerium
y Fropionibacterium (Ballongue, 1998, Gomes & Malcata, 1999). Los datos
reportados para clasificar a estas baclerias, no incluyen las propiedades
actualmente identificadas como especias moderadamente (olerantes al oxigeno
como B. lactis (Gomes & Malcata, 1999; Meile y cols., 1997).

Con la aplicacién de técnicas moleculares se hizo la descripcion de
nuevas especies. La tecnica de hibridacion DNA-DNA permitio la identificacion
de B. sufs, B, angulatum, B. dentium, B. catenulatum, B, pulforum, B. magum, B.
boum, B. choernnum, B. cuniculi y B. pseudocatenulafitm, También subio a
range de especie a 8. lungum subsp. animalis, como B. animalis. Con Ja l(:’:c:nic_:sa
de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de un extracto de

proteinas tolales, se logro describir las especies de B minimum, B
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corynelorme, B. globosum, y B. subtite (Pot, y cols., 1994). Con los métodos

genotipicos también se ha definido la igualdad de algunas especies: B,
liberorum" y B. "lactensis” fueron identificadas como B. infantis; 8. "parvulorum”
como B. brave y B. "ruminale” como B. thermophylum (Watabe y cols,, 1983).
Actualmente se han descrito especies nuevas; B. galiinarum (Watabe y
cols., 1983), B. gallicum (lLauer, 1990), B. merycicum, B. ruminantium (Biavatli
& Matarelli, 1991) B. denticolens, B. inopinatum (Crociani y cols,, 1996), B.
lactis (Meile y cols., 1997), B. thermacidophilum (Dong v cols., 2000) v B,
scardovii (Hoyles y cols., 2002). En total son 34 especies y 2 subespecies las
que se han aislado, 13 especles provienen de fuentes humanas, 14 de
animales, 3 de abejas, 3 de aguas contaminadas y una de leches fermentadas
(Tabla 1) (Scardovi, 1986; Lauer, 1990, Watabe y cols., 1983; Crociani y cols,,
1956, Meile y cols,, 1997, Biavali y cols., 1991, 1892, Dong y cols., 2000

MHoyles y cots,, 2002).

Caracteristicas del Género

Las especies de bifidobacterias se han daescrito como bacilos rectos,
bacilos bifurcados o bacilos con mulliples ramificaciones, con formacion de
baston y extremos semejantes a una flama (Miller-Catchpole, 1989a). Pueden
ser bacilos cortos, regulares o delgados, asi como células cocoides regulares,
Se pueden presentar solas o en cadenas de muchos elementos, en agregados

formando una figura similar a una estrella, en forma de "V* o en empalizada,



Tabla 1.Especies de Bifidobacterium, aisladas de distintos habitat,

Humanos Animales | Abejas Aguas Leches
N | contaminadas fermentadas
B3, bifidum 8 globosum 1B coryneforme | B, minimun B, lactis
8, longum £, A. asteroides | B, sublile
pseudofongu
m ‘
B. infantis B._cuniculi B. indicum B, thermacidophilu

. breve

B. choerinum

. ddolescentis

B. animalis

. Angulatum

f.
thermophilum

. catenulatum

£. houm

. pseudocat
. dentivm

. gaflicum

. Inopingtumn

. tlenticolens

B, saeculare

8.

ruminanti

scardovii

B. merycy

8. gallinarum

(Scardovi, 1‘;‘3536; Lauer, 1990; Watabe E)ccnls., ﬂQt%S;"'E:ruc:izani y ol 199[3 Meite

y col., 1997, Biavati y col., 1991, 1992;

ong y cols.

, 2000)
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Las colonias cremosas, convexas, de bordes enleros, de crema a

blancas, brillantes y de consistencia dura. Son bacilos Gram positivos, no
formadores de esporas, sin movilidad. Se lifien irregulammente con azul de
metileno (Scardovi, 1986) y con la tincion de Gram (Miller-Catchpole, 1989a). La
bacleria puede medir de 0.51.3 X 1.5-8.0 (Holt y cols,, 1994). E| género
Bifidobacterium tiene una morfologia celular pleomértica, dependiente de sus
especies y del medio del cultivo donde es crecido (Miller-Catchpole, 1989a:
Scardovi, 1886). Se puede comparar la morfologla de varias especies
sembradas en triptona-peptona-extracto de levadura (TPY). Ameglos en "V o
en empalizada de B. angulatum, las cadenas largas de 8. pullorum, 1as células
grandes de B. magnum, las células peguenas de B. minimum y el inusual
arreglo de 8. asteroides en forma de estrefla, Asl mismo, existen especies
como tas de 8, indicum y B. asteroides que no presentan la morologia bifida
caracteristica de este género (Scardovi, 1986),

Los medios de cultivos pueden variar la forma de las bacterias por
deficiencias en algun nutriente, asi como por la presencia de otros {Corona,
2001). Por ejemplo B. bifidum crece en un medio de cullivo deficiente en fi-
metil-N-acetil-D-glucosaming, se determind gue el grado de deficiencia de este
aminoazucar es proporcional al grado de ramificaciones,

Asl mismo, se han hecho estudios en una bifidobacteria allamente
ramificada crecida en un medio minimo. Al adicionar algunos aminocacidos a
esle medio como serina, alanina, Acido asparico y acido glutamico o por

triptona (digerido pancredlico de caseina), se observaron bacilos curveados o
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formas bifidas. Existen también algunas sales gue pueden allerar la

morfologia, las sales de sodio aumentan las ramificaciones (Miller-Catchpole,
1989a) y el calcio en algunos casos puede reverir esta morfologia a formas
haciivides (Poupard y cols., 1973).

Las ramificaciones o las formas bifidas de las bifidobacterias, no son un
precursor de algun tipo de forma resistente 0 de esporas, Son solamente una
adaptacion a una imperfecta formacion de la pared celular en un medio de
cultivo que permite del crecimiento del citoplasma. Esto se debe a la deficiencia
de la separacidn o divisién del septo después de su formacion, o a un desarrolio
asimetrico del septo divisional, por la falla de aminoacidos o amineazlcares

(Miller-Catchpole, 198%9a).

Requerimientos nulricionales v atmosféricos.  Las bifidobacterias no son un

grupo nulricionaimente homogéneo y han sido reporados distintos tipos
nutricionales de bifidobacteria. En estudios hechos en este aspecio, se ha
determinado que la  ulilizacion de cisteina por las bifidobacterias  es
indispensable para la obtencion de sales de amonio come fugnte de nitrdgeno.
Esta 25 una de las mas notables diferencias entre los requerimientos
nutricionales, comparados con el género Laclobacilius, los cuales tienen un
sistema nutricional mas complejo (Poupard y cols., 1973). Las especies de B
suis, B, magnum, B, choerinum y B, cuniculi solo crecen en presencia ::Je:r

hitrogeno organico (Ballongue, 1998),
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B, bifidum crece solo en presencia de magnesio, manganeso y todas

las formas del hierro, Ef hierro ferroso (Fe®) lo usan a pH 5 y su incorporacion
al sistema, depende de la ATPasa de membrana y puede ser inhibido
competitivamente por zinc, El hierro férrico (Fe™) se utiliza a pH neutro en ta
produccion de acido acético por las ferroenzimas. La lacloferrina con sus
complejos de metales (Fe, Cu, Zn) es un buen promotor del crecimiento de las
bifidobacterias, ademas de gue es inhibidor de £. coli y S. aureus (Ballongue,
1998),

Los nutrientes que comunmente necesilan estas bacterias son: biotina y
pantotenato de calcio, asi mismo, la purina y pirmidina, aungue no muy
esenciales, la cisteina no puede ser sustituida por metioning, homocisteina o
compuestos relacionados (Poupard v cols., 1973). Las vitaminas esenciales
son. fiamina, piridoxing, acido félico, cianocobalamina y 4cido nicotinico
(Ballongue, 1998),

El factor esencial (factor bifido) en la leche humana, el cual se ve
notablemente disminuido en la leche de vaca, son los sacaridos que contienen
la N-acetil-D-glucosamina. Este compuesto lo ulilizan las bifidobacterias para la
sinfesis de la pared celular, Existen derivados de este compuesto que
promueven el crecimienio de estas baclerias mejor que la N-acetil-D-
glucosamina. Probablemente se deba a que eslos derivados disminuyen su
velocidad de conversion a glucosamina-6-fosfato y la deaminacion de |a misma
a fructosa-6-fosfato. Todo esto bace capaz a la bacleria de utilizar mas

eficientemente la glucosamina-G-fosfato para la sintesis de la pared celular. La
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poca promocion del crecimiento de estas bacterias por la N-acetil-D-

ghucosamina compearada con otros N-glucosamino sustitutos, es debida a la
rapida conversion de este compuesto a fructosa 8-fosfalo, el cual es degradado
en st mayoria pot ta via acetil fosfato a acelato y lactalo en una relacion de 3:2
(Poupard y cols,, 1973).

La lactutosa y los fructologosacaridos no son metabolizados por el tracto
digestivo de los humanos o especies animales, por lo que llegan intactos al
colon donde son utilizados por las bacterias, principaimente por las
bifidobacterias, aunque no de forma exclusiva. Por lo tanto, estos azlcares no
son considerados un buen factor bifidogénico La rafinosa, estaguiosa y la
Inulina son utitizadas exclusivameme por 1a B. infaniis y no por otras bacterias
intestinales (Ballongue, 1998).

Las bifidobacterias son microorganismos estrictamente anaerobios, sin
embargo, la sensibilidad al oxigeno varia notablemente entre cepas y especies
{(Scardovi, 1986). Las razones probables a esta variacion pueden ser debidas a
que en condiciones agrobias, estas bacterias lienden a acumular peroxido de
hidrogeno, el cual es reducido por un sistema NaOH peroxidasa, que varla
dependiendo de la cepa. La cepa mas sensible a la presencia de oxigeno tiene
mas baja actividad de NaOH peroxidasa, lo que provoca una acumulacion de
perdxido, el cual @s toxico para las células porque no poseen la enzima catlalasa
(Ballongue, 1998), aunque en presencia de aire, las bifidobacterias se vum!vm)
calalasa-posilivo si se les suma hemina al medio (Scardovi, 1986), F| peroxido

de hidrégeno causa un blogqueo en el camino de la fermemacion por la
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inactivacion de la enzima Fructosa-G-fosfato-fosfocetolasa (FGPPK), 1a cual es
una enzima clave en el metabolismo de este organismo (Poupard y cols., 1873),
El pH optimo de crecimiento para las bifidobacierias es de 6-7, sin
crecimianto por debajo de 4.5-5.0, o bien por encima de 8.0-8.5. Estas bacterias
pueden crecer a de 37-41°C, con crecimiento minimo a 25-28°C y 43-45°C

{Gomas & Malcata, 1899, Scardovi, 1986),

morfologta qua presenta la bifidobacteria, esta puede ser confundida con otros
géneros muy pleomdrficos como  Actinomyces sp, Corynebacterium  sp.,
Lactobacillus sp., Clostridium sp., Arthrobacter sp. y Proplonibacterium sp.,
(Miller-Catchpole, 1988b; Scardovi, 1986). La prueba no molecular, mas directa
y fiable de las caracteristicas asignadas al organismo del génern
Bifidobacterium estd basada en la demostracion de la presencia de la enzima
FOPPK en los extractos celulares, la cual esta ausente en los olros géneros, a
excepcion  del  aerobio  obligado  Acetohacter xylinum vy Leuconostoc
mesentercides que también poseen esta enzima (Orban & Patlerson, 2000
Scardovi, 1988, Poupard y cols,, 1973). Esta prueba no es capaz de distinguir
entre especies de bifidobacterias (Ballongue, 1998).

Las bifidobacterias metabolizan la glucosa exclusivamenie por el camino
diz la Fructosa B-fosfato-fosfocetolasa, donde la convierten a fruclosa 6-fosfato
la gual es hidrolizada por la fosfocelolasa a eritrosa-4-fosfato, aceti! fosfato v

agua. Las moléculas de acetil fosfato pueden ser medidas con procedimientos
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colorimetricos por ohservacion visual de un color rojizo-violeta (Miller-

Catchpole, 1988b). La eritrosa-4-Tosfato y la fructosa G-fosfato son convertidas a
2 moles de pentosa fosfato por la accién de 1a transaldolasa y transcetolasa, La
xilulosa-5-fosfato es entonces hidrolizada por la fosfocetolasa a acetil fosfato y
ghceraldehido-3-fosfato. El gliceraldehido-3-fosfato es converlido a piruvato, o
cual se reduce a lactato o bien hidrolizado por una reaccion fostoroclastica a
acetato y formato (Poupard & cols,, 1973).

El ensayo propuesto por Scardovi (1986) consume mucho tiempo debido
A gue se emplean de 5 a 10 minutos de sonicacion para cada cepa, con ia
desvertaja de analizar un pequefio numero de muestras. En investigaciones
recientes se ha realizado una modificacion al procedimiento gue nos permile el
andlisis de un mayor nomero de muestras, en menor liampo y con equipos no
tan caros, En este trabajo utilizaron el detergente  de bromuro de
hexadeciltimelilamonio (bromuro de cetrimonio, CTAB) para romper las células

e lugar det sonicador (Orban & Patterson, 2000),

Resistipificagion. La determinacion de la susceptibilidad a los antibicticos por las

bifidobacterias es de gran interés por diversos motivos, en 1os que no solo se
aplica a los casos patogenos sino que también al desbalance gque un antibidtico
puede ocasionar a la microflora (Miller-Catchpole, 1989b). Asl mismo, un
antibiograma puede contribuir a la selectividad del medio de cullivo para las
bifidobacterias (Ballongue, 1898). También es muy comun administrar el

probidtico con antibiéticos en el mismo alimenlo, para obtener un sinergismo en
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la respuesta eplre ambos promotores de crecimiento (Nousiainen & Seldl,

1993).

El género es mas resistente a kanamicina, neomicina, estreptomicina,
acido nalidixico y metronidazol (Scardovi, 1986). La resistencia es uniforme en
el genero, Sin embargo, para los antibioticos tales como polimixina, neomicina,
kanamicina, estreptomicina o acido nalidixico, varia notablemente dentro de las
especies, y el rango puede estar entre 10-500 o mas pg/ml de antibittico
(Scardovi, 1986; Ballongue, 1998). Las bifldobacterias no son susceptibles a
metronidazol, que actla contra casi lodos los microorganismos anaerobios
obligados, debido a que este actla sobre un sistema de ferredoxina para crear
un producto intlermedio que interacta con la sintesls de DNA. Este sistema
ferredoxina no lo poseen las bifidobacterias.

Por otro lado estas bacterias son susceptibles a penicilina, eritromicina,
clindamicina,  vancomicina  (Miller-Catehpole,  1988b),  oleandomicina,
lincomicina, ampicilina, bacitracina, cloranfenicol y nitrofurantoina (Scardowi,
1986). La susceptibilidad de Jas bifidobacterias hacia la {etraciclina varia
notlablemente de una especie a otra y dentro de las especies de una cepa a otra
(Ballongue, 1998}, Se ha manejado que las bifidobacterias pueden ser un buen
prebidtico, ya gque son las primeras bacterias que se implantan en el tracto
gastrointestinal durante los primeros dias de nacimiento de los animales

atimentados al seno matemo.



Frobidgticos

Un probidtico es un suplemento de origen microbiane que afecta
benéficamente al huésped por modulacién de la inmunidad sistémica y de la
mucosa y proporciona un balance nutricional v microbiano en el tracto
pastrointestinal (Naidu y cols. 1999). Actuaimente los probisticos mas comunes
que se estan usando en animales son: Lactobacilus, Bifidobacterium, Baciflus,
streptococcus, Pediococeus, Enlerococcus y levaduras como Saccharomyces y
Totulopsis y hongos del género Aspergillus (Dunne y cols., 2001).

l.os beneficios en la salud del huésped por estos MHCIonrganismos, se
pueden categorizar en beneficios nutricionales o beneficios terapsuticos. Dentro
de lo nutricional se encuentra su papel para aumentar la biodisponibilidad de
caicio, zine, hierro, manganeso, cobre y fosforo (Prasad y cols., 1998). E
genero Bifidobacterium ha llamado la atencion tltimamente porque sintetiza y
excretan vitaminas solubles en agua con considerables diferencias entre las
especies (MacFarlane & Cummings, 1999). A nive terapéutico, un probidtico
puede ser ulilizado para tratamientos de desordenes inteslinales,
hipercolesterolemia,  supresion  de  enzimas procarcinogenicas e
inmunomodulacion entre otros (Prasad y cols., 1998). En la Tabla 2 se enlistan
una serie de caracleristicas y propiedades que debe tener un MIcroonrganismo

para ser considerado como prebidtico.
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Tabla 2 .Caracteristicas de un buen probidtico en animales.

1.

on

l.a cepa debe propotcionar beneficios al animal (g). incremento en el
crecimiento o resisiencia a enfermedades).

Debe ser no patogénica y no toxica.

Debe estar presente en células viables, preferentemente en gran numero
(no se conoce la dosis efectiva minima).

Ser capaz de sobrevivir a las condiciones del tracto digestivo (resistencia
a acidos gastricos y acidos organicos),

Debe ser estable y capaz de permanecer viable por largos periodos bajo

almacenamiento y condiciongs de ambiente.

Tomado de: Fuller, 1989
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Las baclerias probidticas son  frecuentemente usadas como el

ingrediente  activo en los alimentos funcionales tales como bioyoghurs,
suplementos dietarios y productos relacionados con la salud (Prasad y cols.,
1998). Eslos microorganismos no colonizan permanentemente al huesped, por
lo que se necesita que su ingesta sea periodica para que persistan las

propiedades promatoras de la salud (MacFarane & Cummings, 1999).

Criterios de Seleccion de los Probidticos

Se ha fijado una lista de criterios para la seleccion de organismos probioticos y
a su vez, se han estado sumando mas, al mismo tiempo que el conocimiento
del comportamiento huésped-microorganismo aumenta (Jonsson y Conway,
1992). Esencialmente, este criterio sugiere que la cepa debe ser segura, viable
y metabolicamente activa dentro del tracto gastrointestinal, para que pueda

beneficiar al huésped (Prasad y cols., 1998).

Qrigen_de la_cepa. Quizd en el aspeclo taxondmico se puede encontrar una

confusion para las personasg no especializadas en el tema. Se puede elegir una
cepa como es el caso de L. acidophilus la cual se puede aislar de distintas
fuentes, incluyendo leche, porcidn baja del intestino de cerdos y rumen de
bovinos, Si esta cepa se quiere aplicar a cerdos, solo debe seleccionarse |a
cepa aislada de cerdo porque esta es capaz de sobrevivir a las condiciones dmﬂi
tracto digestivo (sales biliares), el cual es su habitat nalural. Si se usa otra cepa

de distinto origen, puede ser que no desamolle su actividad y por lo tanto, no
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crece en el nuevo medio ambiente, debido B que en su antiguo habitat no

necesitaba de sobrevivir a estas condiciones, Solo 1a cepa gque esta adaplada a
la vida en el intestino puede asegurar su actividad en ese medio (Hiliman,

2001),

Lrganismos generalmente reconocidos como segquros (GRAS), Los probidticos

confieren beneficios al huésped por medio de compuestos microbianos vy
metaboliios que por lo regular son excluidos de la definicion de probidticos
(Ishibashi & Yamazaki, 2001). La introduccion de un nuevo microorganismo
dentro del grupo de probioticos implica el hecho de analizar estos compuestos y
su actividad metabdlica (Borrielio v cols.,, 2003). Lo anterior orentado a su
infectividad, patogenicidad, 1oxicidad y propiedades intrinsecas para poder ser
considerado un organismo GRAS (Generalmente Reconucido Como Seguros).
Aungue no se tiene una guia general aun del examen de seguridad de los
probidlicos, se puede determinar la sequridad de ia bacteria usando animales
experimentales y voluntarios humanos, asi como métodos in vitro (Ishibashi &
Yamazaki, 2001; Donohue y cols., 1998),

L.os ensayos de patogenicidad & infectividad son un requisito, donde las
bactetias candidatas no deben de poseer ninguna de estas caracleristicas.
Analizando este punio se puede comentar gue las bacterias acido lacticas asi
como las bifidobacterias han sido analizadas en el aspecto de seguridad y 5@
encontraron con resultados negativos respecto a su patogenicidad (Borriglo y

cols,, 2003), Aunque se puedsn geperar infecciones oportunistas en pacientes
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inmunecomprometidos o bien por infecciones en areas fueta de su habitat

para ambos géneros (Ishibashi & Yamazaki, 2001}, Las bifidobacterias han sido
Involucradas en casos raros de infecciones oporunistas vy en algunas de ellas
se ha producido la muerle del paciente por reacciones secundarias a la
infeccion (Miller-Catchpole, 1986b).

La actividad enzimatica se determina como otro aspecto de seguridad en
una bacteria. En este punto se analiza la actividad de las enzimas asociada con
sustancias toxicas. Los estudios en baclerias acidos lacticas y bifidobacterias
no reportan compuesios peligrosos. Los acidos biliares secundarios son
sustancias peligrosas carcinogénicas muy imporantes, que son produgidas por
las bacterias intestinales en las secreciones corporales. Las bifidobacterias y los
lactobacilos pueden deconjugar las sales biliares, aunque esta caracteristica no
@s presentada en 5 especies de bifidobacterias y 15 de lactobacilos (Ishibashi &
Yamazaki, 2001). La agregacion en placa es otro requisito considerado en la
prueba, la cual contribuye a una progresion de una endocarditis infectiva, Asi
como se analiza lambién la degradacion del moco, cuya actividad no se
encuentra producida por el género Bifidobacterium (Denchue y cols., 1998

Ishibashi & Yamazaki, 2001).

Resistencia a gcidos gastricos y sales bilares. Las cepas de probisticos deben

ser capaces de sobrevivir y permanecer activo en el {racto digestivo (Dunne y
cols., 2001). El liempo de retencion en el estomago e inlestinos, asi como el

grado de mezcla del material ingerido y el lento paso por el intestino delgado,



a0
pueden afectar la adhesion de estos microorganismos al epitelio intestinal

(Jonsson & Conway, 1882). Los jugos gastricos en el estomago contienen
moce, HCL enzimas proteoliticas (Jonsson & Conway, 1992) v representan el
primer mecanismo de defensa contra la mayorla de log microorganismos
ingeridos (Dunne y cols., 2001).

Esta composicion suele afectarse con el tipo de digtas, 1a edad del cerdo,
el grado de mezcla del alimento y por {a duracidén del mismo en el estomago. El
pH varla segan la porcion de este drgano, siendo el antro pildrico el sitio de
menor pH, En el cerdo recién nacido &l pH es relativamente alto en el antro
pildrico (6.2-5.9), bajando en los proximos 4-10 dias de nacimiento hasta 4.1-
44, En los cerdos adultos el pH es de 3,8-48 (Tabla 3) Las porciones
acidificadas de la ingesta en el estdomago, desembocan en el duodeno, En este
sitio, el alimento se mezcla con la bilis v jugos pancreaticos los cuales tienen
gnzimas y sustancias buffer (Jonson & Conway, 1992).

Las cepas que son capaces de sobrevivir y llevar a cabo su metabolismo
en presencia de los niveles fisioldgico de sales biliares, sobrevivird mejor el
transito gastrointestinal (Percival, 1997),

En toda la porcidn del intestino ef pH es mdas allp vy tiende a ser menos
varianie y la diferencia enire cerdo lactante y adulto es minima. En duodeno el
pH varia de 2-6 y en el ileum ¢s de 7.0 a 7.5 siendo las bacterias de la parte
distal del iMestino delgado quienes bajan el pH en esa region (Jonsson &

Conway, 1992).
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Tabla 3. Niveles de pH por porcion de cada drgano intestinal de los cerdos,

Intestino delgado

Edad Estomago Ciego  Colon
Fare anterior Farte posterior

Neonato 4.0-5.9 5.4-6.8 6.3-6.7 6.7-7.7  66-7.2

Lactante 3.0-4.4 5.0-5.9 8.0-6.8 6.8-75 8574

Destetado 2.6-4.9 4.7-7.3 6.3-7.9 6.1-7.7 6677

Adulto 2-3-4.5 3.5-6.5 5.0-6.7 5864 58868

Tomado de: Jonsson & Conway, 19937
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) paso a traves del inlestino delgado es muy rapido (2.5 horas) y
disminuye conforme va llegando al ano, Por lo tamto, para que (B bacteria se
pueda multiplicar es npecesario que esta se adhiera al epitelio del intestino,
Como el epitelio esta constantemente regenerandose (cada 2-4 dlag), lag
baclerias pueden colonizano solo si I3 laza de generacion es mayor que la laza
de recambio cefular (Jonsson & Conway, 1992). Sin embargo, hay estudios en
los que se ha comprobado gue las bacterias en especial las bifidobacierias se
ven afectadas en sus receplores de membrana de manera no reversible al ser
expuestas a sales bifiares, impidiendo su adhesion a las células epitelales
(Goméz-Zavaglia y cols., 2002). Sin embargo, otras investigaciones han
indicade o contrario, donde las hifidobacierias se ven dafadas en su

membrana pero de manera reversible (Ibrahim & Bezkorovainy, 1983).

Antagonismo bacteriann, Los mecanismos de compelicion exclusiva son hasta

ahora desconocidos pero se le ha asociado con factores como pH, #cido
sulfhidrico, bacteriocinas, acidos grasos, acidos biliares deconjugados,
competencia por nutrientes y por los sitios de adhesion al epitelio intestinal,
Esta ultima es la que se sugiere como el mecanismo mas probable debido a
gue la respuesta se define dentro de las 2 horas de la infeccion, tiempo de
respuesta fuera de la posibilidad de Ja respuesta inmune (Fuller, 1999, Doyle,
2001).

Se ha observado que el género Bifidobacterium es mas inhibitotio contra

E. coli y 5. choleraesuis que Laclobacifius, debido a que estos producen acido
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lactico y ademas acido acétice, &l cual es mas inhibitorio que el primero, pero

juntos dan una accion sinérgica (Percival, 1987), Esta inhibicion se da
basicamente por el grado de disociacidon de este acido, el cual tiene un PK de
4.75, mientras que el 4cido lactico tiene el pK de 3.08. Cuando se encuentra el
pH a 4, el acido acético se encuanira en un 11% no disociado, mientras que el
acido lactico se encuentra en un 85%, Esta caracteristica le da la posibilidad al
acido acético de penetrar con mas facilidad la célula por encontrarse la
molécula de acido en su forma neutral y por ser liposoluble, La entrada de estos
acidos a la molécula provoca un desequilibrio en el gradiente de protones,
disminuyendo el pH del citoplasma, inhibiendo con ello el crecimiento de la
célula. Pero hay otras investigaciones que sugieren gue no s el protén el que
causa la muerle de ia célula, sino que son los aniones. Estos investigadores
proponen que el hecho de fener una acumulacion de aniones en el citoplasma,
se reduce la lasa de sintesis de macromoléculas y afecta el transporte sobre la
membrana celular (Quwehand, 1998).

Aparte de producir este tipo de acidos grasos de cadena corla, las
bifidobacterias producen &cido propidnico, acido butirico y acido fonmico
(Percival, 1997). Ademas de gue este género produce unas sustancias
inhibitorias a las que se les ha Hamado ‘bifidinas” vy "bifilong” y otras
bacteriocinas activas confra algunas especies Gram positivas (O 'Riordan &
Filzgerald, 1988).

Cuando se trabaja con estos lipos de microorganismos antagonicos, se

debe tomar muy eh cuenta el tiempo de vida de las cepas, debido a que con el
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tiempo pierden la eficacia antagdnica, Esto se debe a que las bacterias se

adaptan muy faciimente al medio en el que se siembra y 81 No se encuentran en
constante competencia como en el medio ambiente intestinal, pierden algunas
capacidades que a su vez son pérdidas de energla para la célula, Ejemplo de
ello es la produccién del inhibidor activo contra un competidor ausente. Por lo
tanto, en cada resiembra, la proporcidn de las cepas no inhibidoras aumenta
(Hillman, 2001).

Los Probidticos Como Alternativa al Uso de Antibiéticos Promotores de
Crecimiento

Actualmente el Estado de Sonora tiene el segundo lugar a nivel nacional
en produccion de came de cerdo de calidad (SAGARPA, 2003). El riesgo de
las perdidas econdmicas causadas por la disminucion de peso y el deterioro de
la salud del animal, son de gran importancia y s han hecho grandes esfuerzos
para encontrar la solucion para mejorar la produccion (Jonsson y Conway,
1992).

Se sabe que el desarrollo y salud del tracto gastrointestinal son un factor
importante de la productividad de todos los animales de granja (Anderson vy
cols., 1999). En animales saludables, la microbiola tiende a estar en balance &n
la que los Microorganismos se encuentran en una proporcion adecuada, Pero la
privacion de los alimenios y/o agua, desplazamientos, y estrés entre otros,
desestabiliza el sistema, desembocando en una infeccion por favorecer el

crecimiento de patogenos (Garriga & Hugas, 2000),
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En algunas investigaciones se ha propuesto que al alimentar a los

animales con antibidticos se puede revertir ta depresion del crecimiento
promovida por los microorganismos patdgenos. Para esto, se han contemplado
los costos reducidos por el mantenimiento del sistema gastrointestinal por el
uso de antimicrobianos como promotores de crecimiento (Anderson y cols.,
1999),

Sin embargo, el peligro de la transferencia de resistencia bacleriana a jos
antibidticos se encuentra considerade de alto impacto en la salud en los
animales (Close, 2000, Feinman, 1898), Este punto ha sido analizado por las
distintas instituciones en la Unidn Europea en las que hay controversias por la
prahibicion de estos promolores de crecimiento (Pérez, 2002},

£n octubre del 2002 se publicod la lista de los antibidticos permitidos en
porcinos: avilamicina, flavomicina y fa salinomicina que son antibidticos no
homolegos en medicing humana y veterinaria. Sin embargo, en el 2001 se
solicitd su prohibicion al Comilé Permanente de la Comision Europea (Pérez,
2002; Doyle, 2001). Esta restriccion ha creado un vacio gue los probidticos
empiezan a llenar debido a que son microorganismos que han sido incluidos en
alimentos por muchos anos, sin causar efectos adversos y porque estan
presentes naturalimente en la flora intestinal (Close, 2000; Fuller, 1999; Mulder y
cols., 1997}, Esto se debe a que un probidtico puede promover el balance en la
flora intestinal (Fuller, 1989: Nousiainen & Setdld, 1993; Mulder y cols,, 1997).

Ef empleo de los probidticos en animales ha sido practicado desde hace

30 aftos (Garriga & Hugas, 2000, Baliongue, 1998 Fuller, 1809), pero en la
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aclualidad se ha generado un renovado interés acerca de las bifidobacterias

como aplicacion probidtica, por lo gque se ha producido un intenso estudio en
estas (Hoover, 2000; Hillman, 2001). Mucha de la informacion sobre los
ensayos con probidlicos deriva de pruebas experimentales realizadas por
organizaciones comerciales productoras de probidticos, que en algunos casos
sus publicaciones no son aceptadas en revistas reconocidas (Fuller, 1999),
Todo esto da motivo a crear una perspectiva falsa acerca de los probidticos,
pero por otro lado hay muchos estudios que han probado la eficacia de los
probidticos en animales (Hillman, 20013,

El uso de los probidlicos ha manifestado variaciones en la respuesta
benefica (Garriga & Hugas, 2000, Doyle, 2001; Fuller, 1999). Estas
inconsistencias han sido probablemente provocadas por la escasa viabilidad,
inapropiada administracion, utilizacion de organismos erréneos para el animal y
para ia condicion que se esta tratando entre otros factores. Ef tener presente
esios puntos pueden ayudar a establecer una respuesta probiotica dptima de
las preparaciones existentes reflejada en la economia de la granja (Garriga &
Hugas, 2000). Aunque se ha observado que los efectos benéficos de estos
IMICroorganismos 85 mas pronunciado en condiciones no oplimas de higiene

como en el caso de los antibioticos (Doyle, 2001).



Beneficios de los Probidticos en Animales

Los beneficios gue los probidlicos pueden brindar son muchos y muy
variados (Tabla 4). Entre los beneficios son que han sido involucrados en una
vanedad de proteccion contra patdgenos tales como £ coli, Salmonella y
Clostridium los cuales son patdgenos pofenciales del cerdo en la etapa de
destete (Fulier, 1999 Mulder y cols., 1897). Ademas no generan resisiencia a
los antimicrobianos lo cual puede comprometer una terapia. Asi mismo, no
producen productos ni residuos toxicos en la carcasa (Fuller, 1989). También se
ha uhservado gue la taza de crecimiento de los animales se ve aumentada con
una mejor conversion del alimento (Jonsson & Conway, 1992).

L.os probioticos pueden ser administrados en varias formas, entre las que
se encuentran el sumar directamente a los alimentos el sedimento del
crecimiento de las bacterias, asi como ingerirlos en capsulas, pastas, polvo o
granulos. También se puede administrar una cepa de determinada especie, o
bien una mezcla en la que se emplea de dos hasta ocho cepas distintas de
bacterias en una formulacion probidtica. Las mezclas comerciales por lp general
poseen lactobacilos y estreplococos y muy rara vez bifidobacterias (Fuller,
1989). Al utilizar un probidlico multicepa se puede asegurar un amplio spectro
de accidn, asi como su uso en varias especies de animales y frente a un rango
de condiciones adversas, entre Jas que se encuentran infecciones baclerianas y
depresion del crecimiento por el uso de antibidlicos (Garriga & Hugas, 2000;

Fuller, 1999),
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Tabla 4. Beneficios potenciales de los probidticos para los animales de granja.

R

G,

. Resistencia a enfermedades
CAumento en ia tasa de crecimiento
. Mejor conversion alimenticia

. Digestidn mejorada de acidos fiticos, glucosinolalos, inhibidores de tripsina

kectinas y fibra dietaria,

. Mejor absorcion de nutrientes

Frovision de nutrientes esenciales

. Mejora en la calidad de la carcasa y menor contaminacion

. Estimulacion de la respuesta inmune no especifica

Fuller, 1999, Mulder y cols | 1997
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El rango de administracion varia enfre 10° y 10" segin la edad del

cardo (Tortuero y cols, 1896, Abe y cols, 1895, Jonsson & Conway, 1992,
Folimann y cols,, 1980, Jurgens v cols, 1997, Rangel, 1994). No se daebe de
administrar @n cantidades excesivas que puedan causar problemas digeslivos
{Jonsson & Conway, 1992). En este ultimo punto, la edad del animal se debe
tomar en cuenta debido a gque entre mas tempranamente se implamente (recién
nacidos) se pusde asegurar su recepcion en el intestino pormgue adin no esta

estable la microbiota de un neonato (Garriga & Hugas, 2000; Fuller, 1999),

A nivel inmunelegico. Los cerdos nacen sin inmunoglicbulinas, siendo después

del parto, cuando adquieren su inmunidad pasiva (Gomez y cobs,, 1998, Candia,
18996). Esto les da la caracteristica de ser inmunocompetentes mas tarde que a
otras especies. Los linfocitos B llegan a estar en las mismas concentraciones
s@ricas que en los animales adullos a los 30 dias después del pacimiento,
manteniéndose por 9 dias después del deslete (Candia, 1896) Sin embargo,
los cerdos pueden empezar su produceion de inmunoglobulinas a los 10 dias de
edad, siendo la IgM fa primera en sintetizarse (Gomez, 2001}, y pequedas
concentraciones de IgA (Wilson, 1974). Se sabe que las inmunoglobulinas que
produce el cerdo son solamente 196G, IgA, IgM e gk, porque aun no se da
demostrado la presencia de IgD en ellos (Gomez, 2001).

La proteccion del calosiro de las cerdas dura las primeras 48 horas y
después es la leche la que proporciona la proleccion. Teubner (2002),

menciona que la proleccion del calostro puede durar hasta 10 a 14 dias para
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despues ser continuada con la leche. El calostro de 1as cerdas generalments

liene distintas concentraciones de inmunoglobulinas en relacién con la leche
{Tabla §), estos valores pueden variar dependiendo de la raza, alimento y tipo
de técnicas ulilizadas. Esto le confiere al animal, primero proteccion a
enfermedades sistémicas y después contra enteropatogenas (Wilson, 1974),
Las inmunoglobulinas tienen su vida media en circulacion, de 21 dias para la
1gG, 4 dias para la lgM y 2.5 dias para la IgA (Morilla, 1688).

L.a Tabla 6 muestra la concentracion de IgA a partlr de los dos dias de
nacidos hasta los 2 afos de edad. Alli se puede observar que al inicio el
calostro proporciona una gran cantidad de lgA, la cual va disminuyendo
conforme pasa el tiermpo, para después aumentar debido a la produccion propia
del animal {Teubner, 2002},

El sistema inmune asociado a la mucosa es la primera  banera de
defensa que tiene el organismo contra los patdgenos U otros antigenos de la
dieta. Esta se encuenira situada bajo 1a Gltima capa celular de 1a mucosa. L.as
inmunoglobulinas secretadas por este tejido son principalmente las IgA e igG
(Nousiainen & Setalad, 1993). Los linfocitos producen las inmunoglobulinas del
tipo A (en forma dimerica), en la region linfoide de las placas de Peyer. Esia
forma dimérica es enlazada por un péptido de cadena "J", el cual se une a
receplor de Ja mucina conocido como componente secretorio para formar una
capa prolectora en la mucosa, Se ha hipoletizado que estas inmunoglobulinas
son activadas por antigenos locales cerca de la superficie de la mucosa

{(Nousiainen & Seléia, 1993).



Tabla 5, Concentracién de inmunoglobulinas en el calostro vy leche de cerdas.

i..,-.‘r-\"".-.,\‘,.

Liquide

Calosiro

Inmunoglobulinas (mg/di)

IigM

T 950-1050

250-320 3000-7000

Leche

300-700

30-00 100-300

Suern

50-500

100-500 1700-2900

" Tomado de: Tizzard, 2000




Tabla 6. Concentracion de IgA en suero en cerdos a distintas edades.

Edad” lgA (mgidh
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T3 S 130 & 40
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"""""" 24 semanas -' 21090

 2Zafios 210+ 40

Tomado de: Teubnar. 2002
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Ademas se ha observado que las bacterias propias del huésped

interactuan con los receptores mucina-anticuerpo proporeionands una barrera
de defensa mas fuere contra los patégenos. Lo que no se sabe es como el
organisme puede diferenciar entre bacterias silvestres y bactetias patdgenas y
se ha especulado que la microflora normal tiene antigenos en comun con el
hugsped (Nousiainen & Seléls, 1993). Los acidos lipoteicoicos de las bacterias
Gram positivas como las bifidobaclerias, poseen una aita afinidad por la
membrana de las células epiteliales y pueden servir también como acarreador
de otros antigenos, enlazdndolos a tgjido blanco, provocando una reaccion
inmune (MacFarane & Cummings, 1988),

Los mecanismos de proteccion de los probidticos contra los patégenos
es poco conocido, pero se sabe que en rogdores puede aumentar
significativamente la respuesta inmune asociada a la mucosa y sistémica
(Fuller, 1889). Como los resultados que produjeron las bifidobacterias in vivo,
con ralones en los que se indujp la produccion de IgA (MacFarland &
Cummings, 1999).

En trabajos realizados con probidticos, se han encontrado que cepas de
pacteras acido lacticas al ser expuestas a £, coli en cerdos, aumentan los
niveles séricos de 1gG (Jonsson & Canway, 1992). Asi mismo, se ha observado
gque las IgA también se ven incrementadas al ser administradas las bacterias
probioticas junto con Salmonella typhimurium (Nousiainen & Setals, 1993).

Los macrofagos y Jas células T ciloldxicas son las que se encargan de

las respuesta inmune mediada por células en el intestino (Nousiainen & Setils,
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1993). En animales convencionales con una flora completa se  ve

incrementada la  actividad fagocitica vy los niveles de inmunogiobulina
comparados con los animales gnolobioticos, y lo mismo se observd en
humanos (Fuller, 1989, Nousiainen & Setala, 1993).  Por otro lado, la
administracion de bifidobacterias induce el factor necrdtico de tumor o (TNF-cx)
y la interleucina-6 (IL-6) en hurmanos. Con esto los investigadores afirman gue
las bacterias &cido lacticas y las bifidobacterias estimulan la inmunidad
sistemica {Isolaurt y cols,, 1998),

En resumen, los probidticos interactian con el sistema ihmune en
muchos niveles, incluyendo la produccion de citoquinas, proliferacion celular de
monenucleares, fagocitosis  por macrofagos vy la  modulacion de la
autoinmunidad e inmunidad y muerte hacia los patdgenos baclerianos y

protozoarios (MacFarland & Cummings, 1999),

A nivel ambiental, Los olores que se despiden en granjas porcicolas son muy

caracteristicos e incomodos para la comunidad, la cual cominmente se queja
de fa devaluacion de la propiedad y del aumento de insectos y roedores, Eslos
ambientes pueden ser dafiinos también para los granjeros donde el sulfuro de
hidrdgeno puede provocar un paro respiratorio instantaneo y rmuerte por
remover el estiércol liquido en grandes fosas. £ polvo contiene hongos,
bacterias, alimento animal, fluidos y excretas de animales. Ef amoniaco tambien
puede producir danos, Se genera también monoxido de carbono, el cual puede

causar problemas respiratorios. Al igual que en Ios humanos, los animales son



también victimas de su propio desecho, lo cual se traduce en pérdidas

economicas para la granja. Para controlar parte de este problema se han
propuesto el utilizar bacterias dcido lacticas porque reducen la emision de

amoniaco hasta en un B0% (Rodriguez, 200%2).

A nivel fisioldnico, La pared del intestino esta formada de mucosa en pliegues,

proyectada en forma de dedos (vellosidades), la cual esta coneciada a los
enterocitos absorbentes o células secretoras de moco. Entre las vellosidades
existen las criptas de Lieberklhn, donde proliferan las células epiteliales,
extendiendose debajo de la ld&mina propria. En la migracion de estas células
profiferadas hacia tas criptas de las vellosidades, las células globosas de la
mucosa se diferencian y maduran, incrementando las enzimas digestivas en
ese proceso (Nousiainen & Seldld, 1983),

l.a presencia de la microflora causa muchos cambios en la fisiologia vy
morfulogia del animal. El tracta digestivo es mas delgado y con mas pliegues de
veliosidades en animales libres de microorganismos, también tienen una lamina
propia mas reducida y los tiempos de renovacion celular son mas largos, asl
como mas altas las aclividades de las enzimas digestivas. Al ser comparado
con animales alimeniados con lactobacilos, se pudo observar cambios
significativos en fa misma y una taza de recambio de las células epiteliales
aumentada (Nousiainen & Setdld, 1993) vy la permeabilidad de las células

afectadas, incrementando la ingesta de nutrientes (Doyle, 2001).
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=1 tubo digestivo es el portal a través del cual entran nutrientes, fluidos,

y electrolitos en el cuerpe. fn los cerdos esta constituido por boca, faringe, el
canal alimentario y distintas glandulas accesorias. El canal alimentario estd
compuesio de esofago, estomago, intestino delgado e intestine grueso. Las
glandulas accesorias se encuentran localizadas en la region de la cabeza como
las salivales, y dentro del abdomen el higado y pancreas. Estas gldndulas estan
asociadas con el canal alimentario, liberando sus excreciones en la luz
intestinal. El intestino delgado se divide en tres secciones: duodens, yeyuno e
fleon, £n los cerdos de término, el intestino delgado mide entre 16 y 21 m de
longitud, mientras que en cerdos recién nacidos, mide de 2 a 4 m. El intestino
grueso tiene tres porciones: ciego, colon y recto, en cerdos de termino, @l colon
llega a medir de 3.5 a 6 m de longitud, correspondiendo de 7 a 8 % de ciego. El
clego es un saco cilindrico localizado en la parte terminal proximal del colon,
Las capas de la mucosa del ciego y colon no tienen vellosidades, pero existen
pequefias proyecciones cortas de epitelio columnar, con un borde estriado
formado por microvellosidades, las cuales no conlienen enzimas digestivas,
Existen numerosas ceélulas globosas esparcidas a lo targo del epitelio columnar,
las cuales excretan un complejo de proteinas y carbohidratos sulfatados que
actia como lubricante, El recto también posee epitelio columnar alto y células
globosas, pero en menor proporcidn, mienfras que en el ano, no hay células
mucosas (Yen, 2001),

La pared del intestino delgado consiste en cuatro principales capas: la

mucosa, constituida por tres subcapas llamadas muscularis de ka mucosa,
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laming propia y epitelio. La submucosa estd formada por tejido congctivo

denso con células dispersas, la subcapa muscular constituida por fibras
musculares lisas y por altimo, la serosa que es una exiension del peritoneo, La
lamina propia esta constituida por vasos sanguineos, linfocitos libres y nddulos
linfaticos (Placas de Peyer). La lamina propia sopona la estructura de la capa
apitelial y nutre el epitelio (Yan, 2001). El gpitelio estd compuesto de células
columnares, denominadas enteracitos con funcion absontiva y secrelora, La
capa epialial cubre las vellosidades inlestinales, las cuales son proyecciones
de fa mucosa en forma de dedos, de guantes o de hojas, Cada vellosidad tiene
en el interior de su la lamina propia un vaso linfatico, el cual se une al resto de
los vasos linfaticos de la mucosa y también en la lamina propia hay vasos
sanguineos (aneriola y vénula). Las células epiteliales gue caducan son
expulsadas a la juz intestinal en el dapex de la vellosidad. Este proceso lleva tres
dias, por lo que la renovacion del epilelio intestinal es constante, siendo este

proceso el mas rapido del organismo (Riveron, 1999).

A nivel patologico. Las infecciones entéricas pueden ser consideradas en base

al grupo de edad afectado donde se toman en cuenta lechones desde el pre y
post destete, engorda vy finalizadores (Thomson, 2002).

los aspectos de edad, genélica y dieta jusgan un papel muy imporanie
en el desarollo de las propiedades de los receptores intestinales. |.a
glicosilacion de los receplores de las paredes inlestinales son importantes para

el reconocimiento, tanto de patdgenos como de bacterias de la flora normal del
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hugsped (Thomson, 2002). L.as cepas de E. coli pueden causar diamea &n

cardos recién nacidos vy su incremento puede ser debida a la disminucion de las
bacterias acido lacticas (Doyle, 2001). Esta diarrea puede ser clasificada en
bese a sus adhesinas Timbriales (KB8, K99, 887, F41) y las enterotoxinas, las
cuales son imporlantes faclores de virulencia gque  pueden  competir
exitosamernte con los comensales (Stewart y cols,, 1993),

La E goli KE8 enlerctoxigénica es 1a principal causante de diarmrea en los
cerdos (Stewarl y cols,, 1993). Las resistencias heredables para esta bacteria
en los cerdos s deben a un gen autosdmico recesivo por un fracaso en la
expresion del receptor sobre la fimbrna de adbhesidn en el borde de las
membranas epiteliales. Se ha observado gue lag bacterias prebidticas, en
especial los laciobacllos, producen un compuesto de allo peso molecular € cual
reduce la adhesion jn vitro de la £, coli KBB por menos del 50% por blogueo
eslearico de os receptores de membrana (Ouwehand, 1998). Solo el 50% de
los lechones genelicamente comunes heredan la resisiencia para este
organismo y tienen un efecto significativo sobre las perdidas economicas en
infecciones por E. coli. En resumen la susceptibilidad frente a estas infecciones
as dominante sobre las resistencias (Stewart y cols., 1983).

En estudios que se han hecho con probidticos se ha demostrado la
gficacia que tienen estos microorganismos (lactobacilos, bifidobacterias vy
enterococos) contra este patdgeno, cuyo mecanismo esta relacionado con la
adhesion al epitelio intestinal (Fuller, 1989). Pero el movimiento peristallico y ta

secrecion de fluidos por las bifidobactenas puede bloguear la adhesion e
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invasion de muchos enteropatbgenos y uropatgenos (Quwehand, 1998). Asi

mismo el género Bifidobacterium ha manifestado resistencia a la colonizacion
de paldgenos en el intestino grueso (MacFarlane & Cummings, 1999),
salmonella sp es un potente patégeno para los cerdos, generdandoles
diarreas severas. La especie de S. choleraesuis es antibioticoresistente en
especial a las tetraciclinas, 10 que hace mas dificil su erradicacidn, Otra causa
de la persistencia de esta bacteria es por fa reinoculacion via heces (Slewart v

cols., 1983).
Explotacion en los Sistemas de Produccion de Granjas Porcicolas.

Las granjas porcicolas son excelentes fuentes de empleo y generacion
de divisas para el pais, por consiguiente esta produccion en el pals lleva una
trayectoria  ascendente  (Montijo, 1885). Este fendmeno es apoyado
principalimente por los estados de Guanajuato, Sonora, Jalisco y Puebla y por
cooperativas de productores que procesan la carme en alimentos de distintos
tipos (Montijo, 1995). De estos estados, Sonora ocupa el segundo lugar en
produccion de carne (SAGARPA, 2003). El desarrollo de esta produccion en
Sonora es relativamente reciente, se inicia en la década de los sesenta, se
incrementa en los sesenta y ochenta con una destacada mejora tecnologica y
acelerado crecimiento de la produccion (Feuchter, 2000, Montijo, 1895). Prueba
de eflo es que segln esladisticas realizadas en el pais, en la década de los

hovema se pude apreciar que Sonora fue el Onico eslado que se pobld de
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cerdos en los 30 afios que tiene en la produccidn (Censo Agricola-Ganadero y

hdal, 1960, VI Censo Agropecuario, 1991),

Los porcicullores en Sonora estan organizados a nivel privado v a nivel
ejidal. A nivel privado se encuentran 4 asociaciones locales de porcicultores
lwcalizados en  Cajeme, Hermosillo, Navojea y HMHuatabampo, quienes
representan a la Union Ganadera Regional de Porcicultores de Sonora. Esta
organizacion les permite estar coordinados en cuestiongs de gestoria,
adquisicion de granos forrajeros y pastas alimenticias que se utilizan en el
halanceo de racienes, También se les facilita de esla manera el proceso de
comercializacion del producto y subproducto del cerdo. A nivel ejidal, la
agrupacion esta representada por Asociaciones Rurales de Interés Colective lo
cual les penmite a los ejidatarios inegrarse al sector productivo del Estado,
Tambien les facilita conseguir organizadamente recursos economicos asi como
la comercializacion de cerdos (Montijo, 1995).

Sonora cuenta hasta ahora con un sistema de produccion intensivo de
gramjas, una infraestructura para la crla y explotacion del cerdo muy variado,
pues cuenta con granjas productoras de pie de crla de excelente calidad,
plantas empacadoras de productos y subproductos del cerdo, grandes
extensionss agricolas, bodegas para almacenamignto de granos e insumos,
plantas dedicadas a la elaboracion de alimentos balanceados, ademas de
rastros altamente tecnificados y sofisticados de Tipo Inspeccion Federal (TIF)

para la matanza de cerdos y bovinos (Montijo, 1995),
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El avance tecnologico que ha tenido este Estado le ha permitido ser

considerado zona libre de colera porcino, debido a que no dependen de la
adquisicion de lechones de olros estados del pais (Feuchter, 2000). También
porgue es el unico Estado que cuenta con leyes de clasificacion, regulacion vy
reglamentacion de cortes para camne de res y puerco. Esto le ha permitido
comercializar cerdo en pie y en canal tanto dentro del pais como para Estados
Unidos y ofros palses (Montijo, 1995; Campos, 1993}, Esto ha obligado a los
productores del estado, a realizar modificaciones casi radicales en la crianza de
estos animales (Montijo, 1995), Las modificaciones fueron desde aspectos
genélicos, zootecnicos, nutricionales, sanitario, economicos, de instalaciones,

gquipo y administrativo (Feuchter, 2000).



MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de ia Bifidobaclieria

se procedid a tomar muestras de intestinos de cerdos sanos recign
sacrificados, provenientes de una planta tlipo inspeccion federal (TIF). Estas
muestras fueron depositadas en bolsas estériles con medio de transporte Stuar
y colocadas en higlo para su transponte hasta las instalaciones del laboratorio
de Microbiologia Molecular del Centro de Investigacion y Alimentacion vy
Desarrollo, 4.C.

Las muestras fueron maceradas en un masticador (Masticator UL
instruments) para la liberacion de células adheridas al epitelio v la
homogenizacion de las muestras. Se tomaron muestras del homogenizado en
el medio de transporte Stuart, asi como de las paredes intestinales raspando la
superficie para obtener un inoculo representativo del trozo intestinal, El inoculo
fug depositado en caido MRS enriquecido con los ingredientes recomendados
por Corona, (2001) para el aislamiento primario, Se incubaron a 37°C por 48
horas en anaerobiosis, proporcionada por la jarra anaerobica y una bolsa
Gaspak para ambiente anaerobio.

El cultivo fue sembrado en placas con agar MRS vy agar TPY
suptementado con los mismos ingredientes indicados anteriormente, Se incubd
de igual forma que los tubos de caldo de enriquecimienio, Se separaton las

colonias que mostraban un aspecto similar a las colonias de bifidobacterias,
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stas colonias se sembraron por separado en placas con agar MRS ‘”l"P‘x”
respectivamente y fueron incubados en condiciones aerdbicas,

Las cepas gue mostraron caracteristicas anaerdbias se escogieron para
tefiflas con los colorantes de Gram para ver su morfologia microscopica. Solo
las cepas que presentaron similitudes morfolagicas con las bifidobacterias

fueron seleccionadas (Ibrahim & Salameh, 2001),

Las cepas seleccionadas por caracteristicas anaercbias y morfologla
bifida fueron sembradas en caldo TPY e incubadas en las condiciones
originales de cultive. Al crecimiento se le deferming la presencia de la enzima
fruclosa B-fosfato-fosfocetolasa, por el mélodo de Scardovi, (1986) madificado

por Orban & Patlerson, (2000),

Biolipificacgion

l.as cepas identificadas en base al género se identificaron por
fermentacion de azicares, para delerminar su especie. En este analisis se
procedio a preparar caldo TPY sin glucosa. El azicar adicionado a este medio
luvo una concentracion final del 1%. Se trabajd con placas ELISA para
depositar los caldos con los respectivos carbohidratos (Figura 1), Se inocularon

estos caldos (180 pul.) con las respectivas cepas (20 pl). Se taparon los pociltos

con aceite mineral estérll y posteriormente fueron incubados en condiciones
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anaerobias. En tolal fueron 16 azucares, 2 aminoacidos y 2 alcoholes los

utilizados para este estudio (Tabla 7). Los resultados fueron comparados porlas

pruebas de fermentacion proporcionadas por Ballongue (1998),

Prueba de resistencia a pH bajos

Determinacion Cualitativa

En esta prueba se tomaron las cepas sembradas en valdo TPY para
exponer st sedimento a la accion de pH bajo (3.0) Posteriormente se
inogularon por estrias a placas con agar TPY pH 6.0 e incubadas por 24 horas a
37°C en condiciones anaerobias. Se llevd a cabo un control de la cepa en caldo
TPY a pH 8.0, el cual fué sembrado de la misma manera en placas con agar
TPY. Las cepas con el mejor crecimiento en las estrias, fueron seleccionadas

para delerminar cuantitativamente ia resistencia a pH 3,

Determinacion Cuantitativa

Se expuso a las cepas seleccionadas a pH 3.0 en las mismag
condiciones que la prueba cualitativa, con la diferencia de que después de
exponer al probiotico frente al acido se hicigron diluciones seriadas 1:10 para

ser sembrado por duplicado en agar TRY, por placa vaciada a pH 6.0, Las el

-



Tabla 7. Caracteristicas de fermentacion de lag especies de bifidobacierias.
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pmacas se incubaron a 37°C por 24 horas en condiciones anaerobias. Se

contaron aquellas placas gue luvieran entre 25 y 300 UFC/mL y se determind e
porcentaje de sobrevivencia, lomando en cuenla el control de la cepa, la cual
fue sembrada de iguat forma que el tratamiento previo con el acido y se calould
elporcentaje de resistencia con la ecuacion desarrollada por Gomez-Zavaglia

(1998},

UFC/mi (hacterias testigo)

Prueha de Resistencia a Sales Biliares

Determinacion Cualitativa

Para esta delerminacion se sembro la bacteria en 10 mL de caldeo TRY.
Del crecimiento se tomaron alicuotas de la siembra para inocularias en una
placa con agar TPY con 0.5% de sales biliares porcinas a pH 6.0. Se tomé otra
muesira de Ja misma cepa para sembrarla por estria en una placa con agar TPY
sin sales biliares, como control. Se incubaron las placas a 37° C por 24 horas
en anaerobiosis. Se observo el crecimiento de las cepas en eslas placas para
determinar objetivamente la resistencia a las sales biliares, Las CEPAas que
mostraron buen crecimiento en las placas con sales biliares, se seleccionaron

para analizar la resigtencia cuantitaliva a estas sales biliares.



Determinacion Cuantitativa

Del crecimiento en caldo TPY de las cepas seleccionadas en el paso
anterior se hicieron diluciones seriadas 1:10 para inocular 1mi., por placa
vaciada, en agar TPY, adicionado con sales biliares porcinas {0.5%). La
Incubacion de las placas fue la misma ya descrita en la prueba cualitativa de
resistencia a las sales bilisres. En las placas cuya dilucion alcanzaba e
crecimiento entre 25 y 300 UFC/mL fueron escogidas para su conteo en Ja
placa. Hubo un control de las cepas sembrado en placas sin sales bifiares. El
porcentaje de sobrevivencia se determing con el numero de cepas resistente
con respecto al control, utiizando ta ecuacion disenada por Gomez-Zavaglia

(1998),

% de sobrevivencia = UFC/mI (bacterias expuesta al pH 3.0) X 100
UFC/ml (bacterias testigo)

Anlagonismo Bacteriang

En esta determinacion las cepas fueron sembradas en caldo MRS e
incubadas por 24 horas en anaerobiosis a 37°C. Asi mismo, se sembraron las
cepas patogenas en caldo BHI (Infusion Cerebro-Corazdn). Los paldgenos
fueron E. coli KBB y 8§, choleraesuis. Las cepas patogénicas fueron ajustadaizs
con el tuho 0.5 del nefeldmetro de MceFarland, para inocular 100 pl. por placa

vaciada en agar MRS, Al agar inoculado con el patdgeno se le hicigron pocilios
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con una pipeta Pasteur, para inocular 80 b del sobrenadante del probidtico,

previamente esterilizado por membrana (0.25 um, Nalge Co., Rochester, NY).
Las placas con el sobrenadante fueron incubadas sin inverir a 37° C en
aerobiosis por 24 horas, El hato de inhibicidon fue medido en milimetros
(Gonzalez y cols., 1993). Las cepas con los mejores halos de inhibicidn fueron
elegidas para analizar el porcentaje de antagonismo bacteriano, frente a

bactenas del mismo genero y de igual o distinta especie.

A it Bl i L

El analisis de sensibilidad a los antibidticos fue determinado a las cepas
que finalmente cumplieron con los criterios de seleccidn definidos en este
trabajo. Se procedié a sembrar las cepas en 10 mL de caldo MRS por 18 horas
a 37" C en condiciones anaerobias. El crecimianto se ajustd con el nefelometro
de McFarand nimero 0.5 y se sembrd de forma masiva con hisopos en agar
MRE modificado (Roy & Ward, 1890). Posteriormente se depositaron los discos
de antibidticos (nitrofurantoina, 100 pg, eritromicina, 15 g tetracicling, 30 g,
amoxiciling, 10 pg; cloranfenicol, 30 pg: y penicilina, 10 1Y en el medio de
cultivo, Las placas se invirlieron y fueron incubadas a 37° C por 18 horas en
condiciones anaerobias. Los halos de inhibicion se midieron en milimetros

(Velazquez & Feirtag, 1997).



50}
Estudio in vivo

Animales y Manejo

El estudio in vive fug realizado en una granja comearcial, Se utilizaron
lechones de dos dias de edad, Los lechones se mantuvieron con sus madres y
se identificaron por medio de tatuajes en la oreja. Duranie el transcurso del
gxperimento no hubo medicacion para los lechones y las madres. Los lechones
solamente se alimentaron con calostro y leche de la madre ad libiturm. Se llevod
un control diario de las incidencias de diarrea.

En utilizaron un total de 147 lechones distribuidos en 17 camadas, de
estos, 9 fueron controles, y 9 tratados con la mezcla bifidobacterias, Ef nmero
de partes fue considerado de manera que no fuera mayor que 5 y que en

ambos tratamientos fueron similares en promedio,

Toma de Muestras

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular de los lechones
(Figura 2) en los dias 2, 11y 21 para determinar IgA e 19G, Los dias 8 y 21 se
sacrificaron dos animales para la toma de muestras de intestino grueso y

delgado (yeyuno e ileon) para analisis histologicos.
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Cepas

Las cepas ulilizadas fueron aisladas a parlir de intestinos de cerdos
sanos recién sacrificados, provenientes de un rastro tipo inspeccidn federal
(TIF), a las cuales se les caracterizd previamente su resistencia al transito

gastrointestinal y su actividad antagonica contra S. choleraesuis y £, coli KBS,

Inoculacion en Lechones.

La estimacién de ias células se hizo utilizando el tubo na. 0.5 del
nefelometro de McFarfand. El sedimento celular se resuspendid en leche (NAN
5-29®) reconstituida en agua estéril (Tortuero, 1995). Se hicieron las mezclas
de las bacterias amtes de ser administradas a los lechones las cuales se
inocularon 5 ml de esta mezcla directamente al esofago, con agujas de
alimentacion (Figura 3) (Polimann, 1980}, El control solo recibid 1a leche
reconstituida. La concentracion de las bacterias fue dependiente de la edad

(Tabla 8). El probidtico se administrd los dias 2, 5, 8 y 11 (Toruero, 1995).

Desempeno en Lechones

Para determinar ganancia de peso los lechones fueron pesados

individualmente los dias 2, 11, y 21 del experimenio.



Figura 3, Alimentacion de los le

shones

con agujas tiraleches,



Tabla 8. Dosis del probidtico administrado a los lechones.

Dias de nacidos

Concentracitn de la bacteria®
{celulas/mi)

T

7X10%

T3X107

3X10°

Fsiiiare, 1655

N
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Determinacion de 1gA e lgG por Inmunodifusion Radial

Para la determinacion de 1gA e 1973 se depositaron 5 pl del suers en un
pocillo. y se siguieron las recomendaciones de las casa comercial {Bethyi
Laboratories, inc.). Posteriormente se procedid a medir el diametro del anillo de
precipitado de esta reaccion antigeno anticuerpo, con ayuda de un ocular. Los
resultados de los estandares se aplicaron para delerminar una curva de
calibracion mediante una grafica semilogaritmica proporcionada por la casa
comercial, siguiendos la técnica de Fahey & McKelvey, (1965). Los resultados de
la muestra fueron extrapolados a esta curva para determinar la concentracion de

inmunoglobulinas expresadas en mg/dl.

Analisis Histologicos

Se analizaron en lotal 7 animales, tres alimentados con las bacterias en
estudio y cuatro como control. Se sacrificaron 4 cerdos de 8 dias de nacidos (2
cerdos suplementados con probidticos y 2 cerdos control), y 3 cerdos con 21
dias de edad (1 cerdo suplementado con probidticos y 2 cerdos control),
aparentemente sanos.

Se prepararon cortes histolégicos del intestino de los lechones, de las
porciones media, distal y proximal de yeyuno, ileon y colon y fueron enviados al
Laboratorio de patologia del DI, Para la observacion de los corles, se liferon
con hematoxilina y eosina. Los parametros a observar en los intestinos fueron

los cambios en la luz intestinal, en la mucosa (epitetio y lamina propia), en la
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submucosa (muscular y serosa), A cada cambio encontrado se calificd de la

siguiente manera: sin cambiog = 0, leve = +, moderado = 4+ @ intense = +++,

Analisis Estadisticos

Se hizo un analisis de covarianza para determinar el efeclo del peso al
incio del estudio, el nimero de parlos, y concentraciones de IgA e lgG al inicion
del estudio. Ef analisis estadistico se llevd a cabo por medio de un programa de
computadora llamado NCSS (MHintze, 2000). Para determinar las diferencias en
las medias se utilizo 1a prugba de Tuckey-Kramer. Se trabajd con un 95 % de

confianza.



RESULTADOS Y DISCUSION

Cepas Aisladas

Se aiglaron en total 72 cepas (7 especies) de los distintos Organns
muestreados, 40 cepas provenian de intestino delgado (56%) y 32 cepas del
ntestine grueso (44%). A estas cepas se les determind la presencia de la
enzima FBPPK y 54 cepas produjeron una reaccion de color, mientras que las
restantes viraron el color debilmente. Se tomo esta coloracién como positiva
porque el analisis fue objelivo, sin aparatos espectrofotométricos, Orban &
Patterson, (2000) quienes modificaron a téenica de Scardovi para la deteccion
de la enzima, encontraron que la especie B, infantis no mostraba cambios en la
coloracion en el tubo de reaccidn. Las especies obtenidas son presentadas en
la Tabla 9, de las cuales sobresale el porcentaje de las especies de B
choerinum, B. infantis y B. breve (Figura 4), Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Corona (2001) En el presente trabajo se encontrd una
distribucion distinta de especies de bifidobacterias en el tracto gastrointestinal
de los cerdos. Esta diferencia puede deberse a la edad, alimentacion y medio
ambiente, que cambian el balance ecologico de log intestinos (Gomez-Zavaglia
y cols., 1998), No hubo diferencias significativas entre las especies (p<0.05)

respecto al drgano analizado,



Tabla 9. Porcentaje de aislamiento de las especies de Bifidobacterium.

Especie

Cepas alsladas

Porcentaje

8. ahogrinem

48 4

A infanlis

236

i brove

3, bourn

11.1

27

& thermophyium

fﬂ &P,

B indicum

27

B3

2.

58
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Figura 4. Especies de Bifidobaclenum aisladas por rgano muestreado en
cerdos sanos recién sacrificados,
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Caracterizacion Probidlica

Existen varios criterios para ta seleccion de un probidtico, Uno de log mas
imporantes es sobrevivir a su paso por &l tracto gastrointestinal, donde se verd
expuesio a un pH bajo, provocado por el HCI generado en el estomago.
Posteriormente serd cubierto por sales biliares secretadas en el intestino
delgado (Nousiainen & Setdld, 1993), En este trabajo se determind la
resistencia de las bifidobacterias al pH bajo v a las sales billares. Se observaron
diferencias significativas (P<0,05) entre las aespecies y su resistencia a sales
biliares solamente. Se obluvieron 37 cepas resistentes en un 40% a pH bajo y

de estas solo 33 cepas resistieron las sales biliares (Figura 5).

Resistencia a pH 3.0

En tetal fueron 37 cepas resistentes al pH  acido. Estas cepas
corresponden a cinco especies: £, choerinum, 8. infantis, 8. breve, B
thermophylum y B. indicum, Las especies restantes {(B. boum y Bifidobacterium
5p.) nO Mostraron ningun tipo de resistencia a estas condicionas (Figura 5). No
hubo diferencias significativas en las cepas con respecto al porcentaje de

resistencia a pH acido.



T

90

Fesistencia

1]

a pH Acidos

A0y

~d3
-

Ssig

Porcenigie de resisi

L
o

30
2
10
a0
& b
i
i &
e sl
m

| (Y
b".'\‘\a,'

‘\I:UH'
il

SR
o

i
iy

!

£h}

5ot

Figura 5. Porcentaje de resistencia al trénsito gastrointestinal de las especies

de Bifidobacterium (* P=0.004)



.2
Los porcentajes de resistencia coinciden con la investigacion realizada

por Corona, (2001), donde las especies que mas resistieron a las pruebas
probioticas fueron las mismas que en el presente trabajo, a excepcion de 2.
indicum la cual no generd resistencia a pH bajos ni sales billares. La
resistencia al acido en alguncs microorganismos es muy pobre. Sin embargo,
microorganismos como bifidobacterias y lactobacilos han sido reporiades como
resistentes, pero con grandes diferencias de resistencia entre cepas (Charteris
y cols., 1948). En investigaciones que se han realizado para aplicar esta
bacteria como probidtica, se ha elegido por que son cepas mas resistentes a

acidos gastricos y sales biliares (Lee & Heo, 2000).

Resistencia a Sales Biliares

Bl siguiente punto a evaluar de las caracteristicas probioticas de un
microorganismo es su resistencia a las sales biliares en el intestino delgado.
Los acidos biliares al ser secretados al duodeno por la vesicula biliar en forma
conjugada, se llegan a modificar a formas deconjugadas. Ambas son formas
antibacterianas sensibles contra bacterias Gram positivas mas que para Gram
negativas (Dunne y cols,, 1999).

Ue Jas 37 cepas qgue sobrevivigron al pH acido, se les analizo su
resistencia a las sales biliares, resultando 33 cepas de estas con un buen peil
probiotico, Las cepas perteneclan a las mismas especies resistentes al ph

acido (B. choerinum, B. infantis, B. breve, B. thermophylum y B. indicum). En
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esta prueba si hubo diferencias significalivas de las cepas con respecto a su

resistencia a las sales billares, siendo B. breve y B. thenmophylum las especies
que marcaron la diferencia por ser mas resistentes (Figura 5),

Los resultados de este trabajo no coinciden con ofros autores quienes
dificiimente encontraron una cepa resistente a pH bajos y a la concentracion
fisiologica de sales biliares de 0.5%. Gomez-Zavaglia y cols., (1998) obtuvieron
res cepas resisientes al transito gastrointestinal por encima del 23%. Estas
cepas fueron B, pseudolongum, B. infantis, y B. animalis, y solo la primera
mostrd el mismo porcentaje de resistencia con @ cual se hizo @l criterio de
seleccion del presente trabajo. Kociubinski y cols., (1999), encontraron la misma
relacion de cepas resistentes a fas sales biliares, en conjunto con B. breve, Se
observe en esta investigacion que B. pseudolongum presentd un porcentaje de
resistencia superior al resto de las bacterias, Sin embargo, se han documeniado
datos gue apoyan los mismos generados en esta investigacion, como el de
Ibrahim & Bezkorovainy, (1893), quienes trabajaron con cuatro cepas de
bifidobacterias (B. bifidum, B.breve, 8. infanlis y B. fongum) y todas resultaron
muy resistentes a las condiciones adversas de! tracto digestivo. Estos
investigadores comprobaron que las bifidobacterias son capaces de recuperar
sus caracteristicas originales despues de la exposicion por 48 horas a las sales
biiares, a excepcion de 8. infantis. Sin embargo, Gomez-Zavaglia y cols.,
(1988), demostraron que las cepas de Bifidobacterium no recuperan sUS
propiedades de membrana ante la exposicion de estas a sales biliares,

resultando dificit su adhesion al epitelio intestinal,
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Se ha observado que el género Lactobacillus puede resistir mejor que

las bifidobaclerias a las condiciones del intestino delgado, Este fenomeno se
puade entender porgue los laciobacilos son habitantes nommales del tracto
intestinal superior e inferior, mientras que las bifidobacierias son baclerias

colonicas (Kociubinskl y cols., 1999).

Antagonismo Bacteriano

k4 intestino grueso es un complejo ecosistema el cual posee mas de 50
generos de bacleria, y ciertos de especies (Yusof y cols, 2000). Este
ecosistema y el epitelio intestinal intacto, representan una batrera al movimiento
de los patogenos, antigenos y otras sustancias nocivas del lumen intestinal & la
sangre. En un desbalance de estos factores se comunmente se produce un
crecimiento excesivo de patdgenos (Gomes & Malcata, 1999), Se ha sugerido
que los probidticos se pueden coagregar al patdgeno y liberar sustancias
antagonicas (bacteriocinas y acidos organicos) que acttan sobre estos
micronrganismos no deseados (Ouwehand y cols., 1999). Estudios en el génern
Bifidobacterium han mostrado que estas bacterias poseen propiedades
promotoras de la salud y sus niveles pueden fluctuar v ser manipulados, El
éxito de estos microorganismos sobre los patégenos ha sido por la produccion
de acido aceético y dcido lactico, asi como por sustancias similares a los

anlibidticos y bacteriocinas que tienen actividad antagonica contra patdgenos, -
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se  analizd la capacidad antimicrobiana a las 33 cepas de
bifidubacterias gue sobrevivieron a las condiciones arificiales del {racto
digestivo. B& hicieron ensayos preliminares de las bifidobacterias seleccionadas
y todas mostraron actividad antagonica contra £, coli y 8. choleraesuis, Segun
los datos estadisticos no hay diferencias significativas con respecto  al
antagonismo de las bifidobacterias contra los patdgenos. Sin embargo, la
significancia se marcd cuando se compararon los diametros de inhibicion
generados contra £, coli cotejados gon 8, choleraesuis, siendo mas fuerte su
adlividad antimicrobiana contra £. coli, Las cepas que sobresalieron en los
halos de inhibicidon (7 cepas) fueron 5 especies de B, infantis, una de B.
choerinum y otra de B. indicum, Yusof y cols,, (2000), trabajaron con cepas de
hifidobacteria sisladas de heces de infarntes y encontraron que las cepas de B,
infantis fueron mas inhibitorias contra £, coli comparada con 8. typhimurium, Lo
mismo publicaron Gibson & Wang, (1994) quienes encontraron una inclinacion
de esta bacleria (B. infantis) hacia £ coli mas que para Salmonella con
similares halos de inhibicidon a los determinados por Yusof y cols., (2000). Se
observo una marcada diferencia en la actividad antagénica contra Salmonella,
siendo mayor en la especie de B. infantis por presentar halos de inhibicion
mayores (Tabla 10). Gibson y Wang, (1994), concluyeron que las cepas
pertenecientes al género de B. infantis y B. longum fueron mas antagonicas en

sus estudios.



fify

Tabla 10, Efecto antagonico promedio por especies de bifidobactarias contra los

patogenos £, coliy Salmonella choleraasuis.

g' choerinum

B. infantis

8. indicum

| S. choleraesuis®

20,0 19.7 25
“““ 9.6 10,2

Las mediciones de 108 Malos estAn hechas por mm.
Literales distintas en la misma hilera son estadisticamente diferente (F=0 001}
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L.as cepas gue quedaron seleccionadas s les expuso entre sl para ver

el antagonismo gue tenian unas contra otras y seleccionar las que fueran aptas
para ser inoculadas en un mezcla (Tabla 11). Los resultados mostraron que dos
de estas cepas inhibieron el crecimiento de otras cepas de bifidobacterias, Una
de ellas fue B. indicum, esta bacteria presentd una mayor reaccion antagonica
contra los mismos de su genero. La otra bacteria fue de la especie B. infantis
pero los halos de inhibicidn generados (y no en todas las cepas) fue muy

pequeno.
Antibiograma

Los probidticos son muy frecugmemente mencionados como sustitulos
de lvs antibidticos, pero fambién es muy comun que se administren combinados
con los antimicrobianos, para obtener una accion sinérgica (Nousiainen &
Seldld, 1993, Abe y cols,, 1995). Ei objetivo de esta delerminacion es el de
mantener viable a la bifidobacteria en el tracto digestivo, sin ninguna agresion
durante algun tralamiento con antibidticos. Se han hecho pocos estudios con
respecto a la sensibilidad de estas bacterias a los antimicrobianos (Ballongue,
1898). Se realizo un antibiograma a las siele cepas que presentaron mayor
actividad antagonica contra los patégenos (Tabla 12). Todss las cepas fueron
susceptibles  a  cloranfenicol, penicilina, amoxicilina y  nitrofurantoina,
concordando con los datos mostrados en otros trabajos (Ballongue, 1998,

Miller-Catchpole, 1988b; Scardovi, 1986, Veldzquez & Feirtag, 1987},
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Tabla 11. Antagonismo bacleriano entre las cepas de bifidobacterias aisladas del
tracto gastrointestinal del cerdo.

Cepas

NS

A1)

0

B,
infantis

B.
infantis

infantis

choerinum

““““ (4)

indicum

infantis

B

B.
infantis

{2)
0

(3)....
0

0

e dB)
0

(6)
0

(7)
0

B, infantis

(2

mi infant}"ﬁ"”-
(3)

0

0

~5

0

0

0

0

0

B,
choerinum

(4).

0

0

"0

0

0

0

B. indigcum

N e

(6)

10

BT

3

0

B. infantis |

(7}

4

5

0

in

L.ag mediciones de los halos eslan dadas en mm,
£t nimero posterior en cada especie represents 1a cepas analizada.
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La nitrofurantoina mostrd caracteristicas de antibidtico dependiente de

concentracion en una cepa de B, infantis. Con respecto a la letracicling, 6 Cepas
solamente no presemaron  sensibilidad, mientras que la otra fue My
susceptible, Esta variabilidad ya ha sido documentada por otros investigadores,
fuienes indicaron que la susceptibilidad de estas bacterias a la tetraciclina varia
enitre 10 y 500 pg/mL de antibidtico, También se ha demostrado la variabilidad
de la susceplibilidad de las bifidobacterias inter- e intra- especies (Ballongue,
1998, Milter-Catchpole, 1989b; Scardovi, 1986 Velazquez & Feirtag, 1997), Se
cree que se deba a que la mayoria de las especies analizadas fueron 8.
infantis, y fueron cepas de esla especie quienes mostraron halos de inhibician
muy fuertes (24 mm), asi como un pequefio halo (4 mm) gque no indica
susceptibilidad intermedia, y sin halo que nos dice que no son sensibles a este

antibidtico,



Tabla 12. Susceptibilidad de las cepas a distintos antibioticos,

T

Cepa 1 3 4 B

E N

B, infanlis (1) ] 27 24 |22 23

2
HE S

Y

B. infantis (2) o

2

s

B. infantis (3) 28 ) 27

32

B. choerinum 40 |30 0 BE 55
{4)
B. infantis (6) 10 B T R S =5 53

3

Las mediciores de los halos esian hechas en mm.
1 = Cloranfanicol

2 = Eritreumicina

3= Tetravicling

4 = Amoxiciling

b = Mitrafurantoina

G = Penicilins
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Al exponer a estas baclerias a la eritromicina, la susceptibilidad fue

variable de igual manera que con tetracicling, solo que con este antibidtico
fueron dos cepas las que no fueron sensibles. Estos resultados  son
contradictorios a los publicados anteriormente, debido a que se ha probado que
este género es susceptible a este antibidtico (Ballongue, 1998; Miller-Catchpole,

1989b; Scardovi, 1986; Velazquez & Feirlag, 1997).

Estudio in vivo

La Tabla 13 muestra el desempefio de los lechones en el presents
gstudio. Se puede observar que no hubo diferencias significativas en el nomero
de partos de las cerdas seleccionadas por lo que este no fue un parametro a
afectar en el desempeiio de los lechones. La monalidad en las camadas al
destete (dia 21) no presentd diferencias significativas (p=>0.05) entre el grupo
control (8 mueros) y el suplementado con bifidobacterias (9 muertos). Se
observd gue Ja mayor causa de moralidad fue aplastamiento por las madres,
El peso de los lechones al inicio del experimento (dia 2 de nacido), a los dias 11
y 21 asi como la ganancia de peso (2-21 dias) no fue significativamente
diferente (p»0.05) entre lus tratamientos.  Contrario a o reportado por Abe y
cols,, quienes observaron diferencias significativas, siendo el grupo alimentado
con el probiotico el de mayor peso (en este caso una cepa de B,
pseudolongum). Estos autores wilizaron antibidtlicos ademas del probiotico. Ls

importante sefialar que los animales suplementados con el probidtico pero sin
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adicionar antibidticos la ganancia de peso no fue significativamente diferente

del control sin embargo, el valor fue marcadamente mas bajo en el grupo
conirol

Siose comparan estos pesos con los reportados por Abe y cols,, (1995),
s¢ puede apreciar que por igual en esa investigacion se inicio el ensayn con
una diferencia de pesos (1.48 kg para tratamiento y 1.60 kg para el control),
siendo los del grupo suplementados con bifidobacteria los que tendieron a tener
menor peso, sin ser estadlsticamente diferentes (P=0.08),

Sin significancias estadisticas ni covariables que interfieran en el
resultado. Estos resultados no coinciden con los oblenidos por Gudding en
1984 (en Rangel, 1994), quien trabajé con dos Qrupos de cerdos, a uho le
administro una mezcla de Streptococcus faecium y un control,  Rosales y
cols, en 1983 (en Rangel, 1994) y Rangel, (1994) por otra parle, no encontraron
diferencias significativas entre grupos tratados con bacterias benéficas y
aguellos senfalados como testigos.

No hubo diferencias significativas (P>0.05) en los dias de muestreo
lomando como covariables el peso al inicio del ensayo (dia 2), numero de
Partos de la madre, el total de IgA v de IyG en el dia 2. Pero 1o gue se puede
destfacar es & efecto del peso al inicio del experimento (dia 2), el cual tuvo
efectos significativos (P = 0.001636) en el peso del dia 11, datos que no fueron

significativos entre control y problema del mismo dia.
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En el peso del dia 21, no hubo pardmetros que influenciara en los
resultados y tampoco diferencias significativas entre los mismos. EI grupo
control fue el que obtuvo mayor peso al final del ensayo, pero sin significancia
(P=0.05),

En otras investigaciones se obtuvieron resultados simitares, utilizando un
producto comercial (Fastrack™), el cual contenla S. cerevisiae, en una
concentracion de 4 X 10% células por libra de producto (Windschitl y cals.,
1991). Zani y cols.,, en 1998 investigaron la ganancia de peso en animales
destetados hasta los 21 dlas y tampoco encontraron diferencias signhificativas
(P=0.05) con el probidtico comercial utilizado, que contenia B. cereus.
Observaron que a una concentracion de la bacteria de 5 X 10° o de 1 X 10°
esporas viables por kg de alimento, se podia mejorar [ ganancia de peso, Al
reducir fa concentracion de este bacilo a 1 X 10°0 2.6 X 10% kg'* de alimento. la
panancia de peso se vio reducida. Oropeza y cols., (1998), tampoco
encontraron diferencias significativas en la ganancia de peso en becerros,
usando un probidtico comercial a base de Lactobacillus, en distintas
concentraciones. Estos investigadores encontraron gue la cantidad de baclerias
consumidas tenfa influencia en la ganancia de peso. Asi mismo, se menciona
que Monilt y cols. (1977, en Abe y cols., 1895) no uso el suficiente nimero de
bacterias en su estudio y uso cepas no aisladas de animales. Probablemente la
concentracion de bacterias en la presente investigacion no era la adacuada, ya

que Fuller (1988) y Lyons, (1987) resaltan como un punto relevante, la
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concentracion de bacterias como clave para el éxitc en el snsayo con
probioticos, También se ha propuesto que 1os probidticos son efectivos cuando
el animal se encuentra en estado de esirés (Oropeza y cols., 1998; Doyle,
2001), pero si se proporcionan dosis de baclerias probidticas incorrectas,
pueden provocar dafos tisulares a nivel intestinal con alteraciones en las
estructuras de las vellosidades, asi como un alto concentrado linfocitario en las
placas de Peyer. Eslo hace inapropiado el uso de probidtico como preventivo en
las infecciones contra 8. typhimurium, debido a la reaccién inflamatoria que

pueden producir (Perdigon & Pesce, 2000).

Inmunoglobulinas

IgA. La Tabla 14 muestra las concentraciones de las inmunoglobulinas
de tipo A en el suero de los lechones en los diferentes dias de muestreo. No
hubo diferencias significativas en las concentraciones de IgA entre fratamientos
en los diferentes dias de muestreo aunque en los dias 11 y 21 las
concentraciones de IgA fueron ligeramente mayores en el grupo suplementado
con bifidobacterias sin ser estadisticamente significativas (p>0.05) respecto al
grupo control. También se encontrd que las concentraciones fueron similares a
las del cerdo adulto como la reportan Tizard (2000) y Sanchez Vizcaino (2000),
Por otro lado, se observd una disminucion significativa  (p<0.001) de las
concentraciones de IgA conforme avanzaba el experimenio en ambos

ratamientos. Estos allas concentracionas al inicio del axperimento (dos dias de
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nacido) se deben a la ingesta del calostro a través de cual la madre le provee
al recién nacido las inmunoglobulinas necesarias para su profeccion mientras
se inicia la maduracion del sistema inmune del lechon. (Tizard, 1096, Morilla,
1985: Barcelo & Cugan, 2002). Las inmunoglobulinas pasan libremenle a través
de las células intestinales los primeros dias de vida del lachdn, debido a que
@ste organo no tienen la capacidad aun de seleccionar las moléculas e
pueden entrar al sistema circutalorio (Gomez y cols., 1988). Solo las I1gA son
retenidas en gran medida en el tracto digestivo, para proleccion de los animales
contra  enteropatbgenos  (Morifla,  1998). La  concentraciones  de
inmunoglobulinas en calostro es mayor gue en leche (ver Tabla 5), este es
proceso natural, ya gque conforme madura el sistema inmune del lechon, éste

requiere menor cantidad de inmunoglobulinas de la madre.

gG. En la Tabla 15 se muestra las concentraciones de l9G de suero de
lechones en fos diferentes dias de muestreo. Se observod que siguid el mismo
patron que las IgA es decir no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos y disminuyeron significativamente (p=<0.001) a traveés del estudio,
[Je acuerdo a Teubner (2002), las mayores concenlraciones de lgG, se
encuentran al segundo dia de vida del techon, con niveles de inmnoglobulinas
similares a la de un adulto. Durante la sequnda y lercer semanas disminuye sus
valores drasticamente y después sube sus niveles a la concentracion qd@

permanecera hasta su vida adulta, produciendo sus propios anlicuerpos.



Tabla 14. Concentraciones de IgA (mg/dl) en lechones durante el estudio con
probidticos v control,

Dias de muestreo Probiaoticos Control
2 | 586.9°(14.1)  TTTTEE2 7 (14.4)
11 713 (day T 65.3" (15.5)
21 S 42E (39 41.8%(14.9)
Significancia | o B

Diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas
*r P<0.001
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Tabla 15. Concentracion de 1gG (mg/dl) en lechones durante el estudio con
probidtico y control,

Dias de muestreo Probidticos Control

2 2530.7%( 80.7) 28781 (83.8)

11 1300.5%(79.0) 13055 (83.8)

21 782.6%(76.9) B21.8% (81.3)

LR

Significancia wa

Diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas
SR 001
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En el presente trabajo se observaron concentraciones mayores de  1gG
que de IgA en ambos grupos, durarnte todo el ensayo (Figura 6). Esto esta n
concordancia con fo reportado en la fiteratura. Esto se debe a que en el
calostro se encuentran en mayor cantidad las 196G (Blecha, 2001). Conforme
pasan los dlas ambas inmunoglobulinas tienden a disminuir su concentracion
en el suero, debido también a su tiempo de vida media.

Se encontro que las concentraciones de 1gG e IgA al inicio del
experimento no tuvieron influencia en las concentraciones de ambas
inmunoglobulinas  al término del experimento. Contrario a los resultados
obtenidos en este estudio hay reporles que encontraron que al administrar L.
casei a ratas, hubo un incremento en la produccion de lgA en el lumen
intestinal, lo cual provee una defensa contra patégenos como S. typhimurium
(Perdigdn y cols., 1990 en Nousiainen & Setala, 1995). En estudios anteriores
hechos en ralones (Shiba y cols., 2003), encontraron niveles mas altos de lgG
en ratones infectados con Bacteroides vulgatus en comparacion con los ratones

inoculados con Bacteroides vulgatus pearo tratados con 8. infantis.
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Log de la Concentracién de 1gA (mg/dl)

Log de Ia Concentracién de 1gG
{mg/dh

2.5 o S - R
dia 2 dia 11 dia 21
Jias de muestreo

Figura 6 Concentracion de IgA e IgG en suero de lechonaes en los diferentes
dias de muestreo.
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Analisis Histologico

Las Tablas 15 y 16 muestran las observaciones histopatoldgicas en
intestinos de lechones sacrificados de ambos tratamientos en los dias B y 21 del
experimento. Los dafios mas severns se presentaron a los 21 dias del
experimento en el grupo control respacio al grupo suplememado gon
bifidobacterias siendo ileum y colon los mas afectados. También se observo
que fas capas submucosa, muscular y serosa no mostraron alteraciones o
cambios sin embargo en la mucosa si se observaron cambios mofologicos en
ambos dias de muestreo, como puede observarse en las tablas mencionadas y
la Figura 7 (B ~ F).

Se  observd  desprendimiento  masivo de las celulas  epiteliales
encontradas en la luz intestinal (CCEDLD vy la presencia de necrosis de fa punila
de las vellosidades (NAVI) (Figura 7B y 7F) en los lechones de ambos grupos,
este fendmeno se puede determinar como efecto-causa, siendo secuenciales y
puede ser debida a la presencia de algun toxico o algin microorganismo
enteropatogeno como £. coli, ya que de acuerdo a la bibliografia en estos casos
se produce el fendmeno (Kumar y cols, 2001). Se detectaron marcadas
diferencias microscopicas entre los tejidos en los dias de sacrificio (8 y 21
dias), pero no entre el grupo control y ¢l suplementado que consistieron en un

aumento en el infiltrado linfocitario en la lamina propia (ILLP) (Figura 7E),
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Tabla 15. Analisis histopatoldgicos en intestinos de lechones sacrificados a los
8 dias de nacimignto.

AN 000 i
HY del cerdo YRyLnNo flewm Golon
L Wi
Cerdos con tratamiento
2] HLLP, AMC ZLP Mo hubio muestra
M sin cambics HE R EMS Mo hubo muesira
D sin cambios HPP: EM5 Wi hubo muesira
Cerdos con tratamiento
&) ELP HPP EA EMS EME; AMC
botde ot cepillo aparente
M sir cambios EME EMS, AMC
0 barde en cepillo aparante EMS, HPP Na hubo muestra

Cerdos control

2] Wiy Vi ECA EMS AME
M HLLP: migos ++ VA ECA HPP EMS, AMC
i VA ECA EMS, HPP EMS

Cerdos control

P sin cambios EMS EMS
M s cambios EME EMS
[} EfS EMG; HP? EMS

P proximal, M = medial, O = distal; inensidad @ severigad = & 44 e
CCEDL! = cumulo de células epiteliales desprendidas en la luz intestinal,
NAVI = necrosis del apex de la vellosidad IMesting,

HPP = hiperplasia de ta placa de Peyer

VA = vedlosidades allas,

ECA = epiteho columnar alte.

BLLP = infiltrado linfoctario en la ldmina propa.

£MES = epitelio mucosecralor,

AME = abundantes mitosis en griptas

ELP = edeima en lamina propia
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Tabla 16. Analisis histopaloldgicos en intestinos de lechones sacrificados a los
p e

21 dias de nacimiento.

e N i i o o i i i N,
D del cerdo Y eyuno Hewm (Motlaly
i i iy i L i, N iy
Gerdo con tratamlento,
& GOEDLY da WAV 444 CCEDLI ++; Navi: VACHLLP +: EMS
HPP HLLP 4, PP
M CUEDLL +; VA, ECA; COCEDLL +4+ NAVI VA IILLP +; EMS

MLLE +

[y VA, ECA; EMS

HELP +

CCEDRLL 444, NAVY,
HLLP # HPR

HPp

GOEDL) 44+ NAVI:
HLLP +

Cerdo control,

F COEDRLE+; NAV +
M DOEDL #4494 NAVE 4+

HLLP o+ MR

D COEDLY #+4 NAVI +4
HLLP +, AMC; moco ++

COEDL 44+ WAV 44+
HELE +, AMC: mioco ++

CCEDLL +44; NAY) 44w
IILLP + AMC mogn +++

CCEDLL +44+, NAVT 444
HLLP +; AMC: moco +4+

COEDLE 4+ NAW bk
L+ AME: moco ++

CCEDLI #44; NAVI +44:
HLLP +, AMC, moco ++

CCERLY -4 AN oAb o
HLLP +0 AME; moco ++

Cerdo control,
i COEDL +; AV +
HLLE - AMC mace ++

Y NAV| &
HLLP +; AMG: moco ++

3 NAME +
HLLP +; AMOC: mono +4

CCEDLI 4 NAV! 4+
{9 EN AMG' ML 4

COEDLL +: NAV »
HLLE 4+ AMC: moco o+

CUEDN) + NAV| +
HLLE + AMC: moco 4+

COEDLT + NAVI +
HLLP A+ AMG: mocg ++

CCEDLI + WAV +
HLLP 4 AMC mipas 4

CCEDLI +, NAVI +
HLLP +; AMC: mocg ++

P = praximal, M = medial D = distal, intensidad o severidag = 4 44 44

GCEDLI = cumuto de células epiteliales desprendidas en la luz inlestinal.
NAVE = necrosis def apex de la veliosidad itestinal,
HPP = hiperplasia de fa placa de Peyar.

VA = vellosidades altas.
ECA = apilelio cotumnar altp.

RLLP = infiftrade linfocitario en 1a (@mina proga,

EMS = epitelio mucosecrelor.
AMC = abundames miosis en criplas
ELP = edema en lamina propia
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= comulo de células epitelisles desprendidas en ta luz intestina); NAVI= Necrosis del
apex de la vellosidad intestinal; EMS= Epitelio Mucosecretor, AGC =abundantes células
calciformes; AMC= Abundante milosis en criptas; IILLP = infiltrado linfocario en la laming
propia,

Figura 7. Observaciones mas sobresalientes del analisis de los cores
histologicos de intestinps de cerdos en los dias 8 y 21, Corle histoldgico de
intestino normal (A), cortes histologicos de intestinos dafados (B,C,D,E y F).
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He observd la necrosis de los punta de las velinsidades (Figura 7 B) y la
presencia dal cimulo celular intraluminal (CCEDLY) en los cerdos de 21 dias de
edad en ambos tratamientos (Figura 78 y 7F), con respecto a los cerdos de 8
dias de edad. Elinfiltrado linfocitario en la lamina propia se vio acompafado de
hiperplasia de la placa de Peyer, hallazgo en ambos dias de sacrificio, en
ambos grupos. Estos dos cambios inflamatorios corresponden a procesos
infeccivsos cronicos. Esta respuesta quiza mayor a 10 dias, debido a que ios
nodulos linfaticos de la placa de Peyer se observaron hiperplasicos y con
mucha reactividad. El posible agente agresor podria aun estar presente, ya
que hubo Infiltrado linfocitario en la lamina propia. Se han observado los
mismos resultados causados por palogenos invasivos como son £ cofi,
salmonella y Shigella. En estos esludios se ha encontrado que los dafos
sufridos afectan seriamenta los procesos normales de absorcion y excrecion de
agua y electrolilos (Canal y cols. 1999).

El hecho de haber sido encontrados los dafios mas severos en s
cerdos control, sugieren que las bacteriag acido lacticas pueden inducir
beneficios en la salud. Mengheri y cols,, (1999), encontraron que cepas de B
animatis administradas en ratas con deficiencia de zing, pueden reducir la
severidad de dano en el intestino delgado. Elos propusieron que el efecto
benéfico de las bifidobacterias resulta de su habilidad para ejercer una actividad
antinflamatoria, modulando la expresion de las citoquinas, Por otro lado, Shit;a

y cols., {2003), observaron que cepas de 8. infantis y 8, adolescentis pueden
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inhibir el enlace de las patogenos del género Bacteroides, los cuales producen
setvera respuesta infflamaltoria en ratas, Esta accion prolectora es propercionada
por un factor proteico, producido por las bifidobacterias. Como el enlace de los
patbgenos a los enterocitos es clave para invadir y desencadenar una
respuesia inmunologica sistémica, al producirge una exclusion competitiva de
las capas probidticas por los sitios de enlace, no s lleva a cabo Ia invasion. Sin
embargo, no esta claro aun el porqué las cepas de bifidobacterias pueden
mejorar la histologia del intestine.

En el presente estudio, tambign se observo que ¢l lechdn suplementado
con bifidobacteria, sacrificado el dia 21 tenia las vellosidades mas altas que los
dos cerdos controles,

Como practica comun en las granjas porcinas se enfrena a los cerdos en
el consumo de alimento solido, en bajas cantidades, a parir de los 14 dias de
edad, para que el cambio al destele no sea tan brusco, Estas aclividades
podrian Hlegar a afectar moderadamente 1a morfologla de las vellosidades,

Un cerdo del grupo control fue seleccionado para comparar con las
muestras restanies, por considerarse morfoldgicamente normal todos los
segmentos del intestino (Figura 7A), Este criterio, ya ha sido referido en otras
investigaciones donde se observd que en cerdos lactantes inoculados Con
bacterias, no se observaban anormalidades en algunos casos, La posible
ausencia de signos de inflamacion puede ser atribuida en parte al efecto

profecior del calostro (Fedorka-Cray y cols., 1999),
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En o individual, cada cerdo mostrd similitudes en los cambios suscitados
de un segmento a otro, pero mostrando una ligera variacion  en el colon
respecto al intestino deigado, Canal y cols. (1899), observaren que el ileum es
la seccidon mas afectada por cepas patbgenas de £, coli
Ademas, se tienen las figuras mitdticas como aspecto sobresaliente
(Figura 7D), asl como la reaccion inflamatoria mas aparente en los casos de
cerdos destetados (21 dias de edad) suplementados con bifidobacteria. Estos
aspectos suelen ser cambios transitorios en la fisiologia det animal debido al
crecimiento. El edema en la lamina propia vy la presencia del epitelio
mucesecretor (Figura 7C) (reaccién inflamatoria) son de aparicion primaria
frente a un aspecto nocivo (bioldgico, fisico, traumatico 6 foxico). Estos
fendmenos son respuesta inicial al proceso inflamatorio en el lgfido agredido
para eliminar mas rapidamente al agemte agresor, La mulliplicacion o
reproduccion celular (mitosis) es distinto en cada tejido, Tanto el epitelio
irtestinal como la piel, responden a cualquier agresion con mayor Indice de
multiplicacion celular. En este estudio, la presencia de abundanie mitosis en las
Gliptas puede deberse tano a la posible reparaciéon de un dafo (Adami &
Pignataro, 2000), 6 bien a la multiplicacion celular normal para la edad del
animal (Dr. Lopez Cervantes). Esto se observd en los diferentes dias de
sacrificio, que pueden ser causa del proceso mismo de crecimiento del cerdo

mMAas que por una infeccion,



CONCLUSIONES

Se aislaron siete especies del tracto gastrointestinal de cerdos sanos: B,
choerinum. B, infantis, B, brave, B. indicum, B. thermophylum, B. boum y
Biffdohacterium sp. De las siele especies, B. choerdnum. B. infanlis, y B. breve
fueron las mas frecuentemente aisladas,

De 72 cepas de bifidobacterias aisiadas, 33 mostraron resistencia al
transito gastrointestinal, correspondientes a 5 especies. B, choerinum, B.
infantis, B. indicurn, B, breve y B, thermophylum.

Todas las cepas resistentes al transito gastrointestinal mostraron
antagonismo microbiano contra patdgenoes, pero 7 cepas tuvieron el mayor
efecto antagdnico, sin diferencias entre todas las cepas, contra cada unp de los
patdgenos por separado, El efecto amagénico por las bifidobacterias es mas
marcado contra £, colf comparado con S, choleraesuis, existiendo diferencias
significativas,

Et antibiograma reveld que la susceptibilidad de las 7 cepas analizadas a
tetraciclina y eriromicing es en forma variable. La susceptibilidad hacia
tetracicling y eritromicina es infer- e intra- especies. De las cepas analizadas,
todas son susceplibles a cloranfenicol, penicilina, amoxiciiina y nitrofurantoina,
con halos de inhibicién regularmente homogéneos.

El estudio in vive mostrd que no hubo efecto significativo de la
suplementacion con bifidobacteria en el desempefio de los lechones ya gue no

hubo diferencias de peso en los diferentes dias de muestreo asl como en
B
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ganancia de peso (dia 2 al dia 21), y en monalidad al destete respecto al Grupo
control.

Las concentraciones séricas de inmunoglobulinas A e inmunoglobulinas
G de los lechones no fueron diferentes estadisticamente de las del grupo
comtrol en los diferentes dias de muestra. Ambas nmunoglobulinas
disminuyeron en el transcurso del experimento.

Los estudios histoldgicos en el intestine delgado, sugleren gue la mezcla
de bifidobacterias produjeron un aumemo en las vellosidades ¥ un incremento
del infiltrado linfocitario asi como también el estado tisular del intestino a nivel
microscopico  al destete (dia 21), pero sin ser concluyente debido a fque el
numero de cerdos sacrificados fue muy bajo. De ahi, que se requiere de un
mayor ndmero cerdos para asegurar este efecto benéfico de la mezcla de

bifidobacteras a nivel intestino,



RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer nuevos ensayos en cerdos donde se apligue
distinlas dosis de probidticos a los cerdos para encontrar ta concentracion
idonea, Ademas de wlilizar un mayor numero de animales para determinar el
efecto de los probicticos en ta ganancia de peso asl come en nivel de daio en
intestino delgado.

CGtro punto es hacer un andlisis antagonico i vivo de cepas de £, coli
K88 y de &. choleraesuls que son las que mas afectan a los cerdos.

Asi mismo, se sugieren ensayos de adherencia celular de las

bifidobacterias para determinar su adherencia en el tracto gastrointestinal,

H}
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