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INTRODUCCION
Uno de los principales problemas en la produccién porcina es la aparicion de diarreas
al destete derivadas del estrés que sufren los animales durante ese periodo (Lallés et
al., 2007). Estas diarreas van asociadas comunmente a la proliferacién de Escherichia
coli enterotoxigénica (Fairbrother et al., 2005). Para su prevencion y tratamiento,
debido al actual aumento de resistencias bacterianas a los antibioticos, se esta
intentando reemplazar su uso terapéutico por la administracion de otros compuestos
entre los que se encuentran los probidticos y prebidticos.
Bifidobacterium longum subsp. infantis CECT 7210 es una cepa probiética con una
alta resistencia a las condiciones gastrointestinales y una gran capacidad de adhesion
al mucus intestinal, que ha demostrado prevenir la infecciéon por Rotavirus en ratas
(Moreno et al., 2011) y reducir la colonizacion intestinal de ETEC y Salmonella en
lechones (Barba-Vidal et al, 2017). Lactobacillus rhamnosus HNOO1 ha demostrado
modular y potenciar el sistema inmunitario (Good et al., 2014; Sheih et al., 2001).
Por otro lado, la administracién de galacto-oligosacaridos (GOS) se ha asociado a un
incremento del crecimiento de bifidobacterias en humanos (Depeint et al., 2008) y a la
inhibicién de la adhesion de Escherichia coli en cultivos celulares (Shoaf et al., 2006),
en adicion también a una actividad inmunomoduladora (Vulevic et al., 2015). Teniendo
todos estos factores en cuenta, la administracién conjunta de las mencionadas cepas
probioticas con GOS podria resultar de interés.
El objetivo del presente trabajo fue el de evaluar la eficacia de Bifidobacterium longum
subsp. infantis CETC7210 (Laboratorios Ordesa S.L.) y Lactobacillus rhamnosus
HNOO1, un prebidtico basado en GOS, o su combinacién simbiotica frente a
Escherichia coli enterotoxigénica F4+ utilizando un modelo experimental de lechon
destetado.

MATERIAL Y METODOS
El experimento se llevdé a cabo en la Universidad Autonoma de Barcelona previa
aprobacién del Comité de Etica (N° permiso CEAAH2933). Se utilizaron 96 lechones
machos de 21 dias (5,0+0,51 kg), distribuidos en 32 corrales asignados a 5
tratamientos: control no inoculado (CTR+), control inoculado (CTR-), combinacién
probidtica (PRO), prebidtico (PRE) y simbiético (SYN), siendo inoculados estos ultimos
cuatro grupos. Los animales recibieron la combinacién probiética (10° UFC/animal*dia
de cada cepa) y el prebiotico (GOS, 5%) en la dieta. Tras una semana de adaptacion,
los lechones se inocularon oralmente con ETEC F4+ (K88ab, K88ac, LT, STb, EAST1)
en una Unica dosis de 1.2x10' UFC, mientras que a los no infectados se les
administré caldo estéril (BHI). Se registr6 el consumo de pienso, el peso de los
animales y se evalué la consistencia fecal y la temperatura rectal, ademas de
muestrear heces. Los dias 4 y 8 post-inoculacién (PI), se eutanasié un animal de cada
corral y se recogieron muestras de sangre, raspado de mucosa ileal y tejido ileal fijado
en formol. Se realizaron recuentos de enterobacterias y coliformes en heces y
raspados ileales. En suero se determinaron diferentes biomarcadores de inflamacién
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(TNF- a (citoquina pro-inflamatoria) y PigMAP (principal proteina de fase aguda en el
cerdo) y a nivel ileal diversos parametros histomorfolégicos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron diferencias significativas en el consumo de pienso y ganancia de peso
diarios entre los distintos tratamientos. Durante el periodo Pl unicamente los animales
de los grupos CTR- y SYN mostraron una reduccion relevante en ambos parametros,
en comparacién a CTR+ (Ganancia media diaria (GMD): 2367, 2012°, 152%, 92° y 118"
g/d, P=0,002; Consumo medio diario (CMD): 3082, 267%, 227%*° 165° y 218° g/d,
P=0,001 para CTR+, PRO, PRE, SYN y CTR- respectivamente). No se observaron
diferencias significativas en la consistencia fecal entre los tratamientos desafiados. En
relacion a los recuentos de enterobacterias y coliformes en heces, se encontraron
reducciones a dia 8 Pl con PRO y SYN, pero no con PRE, en comparacién con CTR-
(Fig. 1). En raspados ileales, todos los lechones desafiados mostraron valores
significativamente mas altos que los del CTR+, excepto los del grupo PRO con
incrementos no significativos (Fig. 1).
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Figura 1. Contajes de enterobacterias y coliformes en heces y raspados ileales (UFC/ g MF).
CTR+: Animales no inoculados recibiendo placebo;, CTR-: Animales inoculados recibiendo
placebo; PRO: Animales inoculados recibiendo probiéticos; PRE: Animales inoculados
recibiendo prebiético; SYN: Animales inoculados recibiendo probiéticos+prebiotico.

En relacién a los cambios histomorfologicos a nivel ileal, a dia 4 Pl se observé un claro
acortamiento de las vellosidades intestinales en los grupos desafiados sin diferencias
entre dietas. Sin embargo, a dia 8 PI, los animales tratados con PRO mostraron una
mejor recuperacion de la longitud de las mismas (Tabla 1).

Tabla 1. Efectos en la histomorfolégia ileal 4 y 8 dias post-inoculacion.

Tratamiento

Dia CTR + PRO PRE SYN CTR - RSD  P-valor

saongitud 4 311,7°  2414° 2467° 2452° 2209° 3476 <0,001*
(um) 8 336,72 291,7°° 272,1° 269,0° 266,4° 2859 <0,001*
P"fr‘i’:td;:ad 4 2724 27197 28247 2516 2418 2210 0,020
(um) 8 271,3 2740 2713 2505 2783 3617 0,710

CTR+: Animales no inoculados recibiendo placebo;, CTR-: Animales inoculados recibiendo
placebo; PRO: Animales inoculados recibiendo probiéticos; PRE: Animales inoculados
recibiendo prebiodtico; SYN: Animales inoculados recibiendo probiéticos+prebiodtico.
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Por ultimo, la combinacién simbiética SYN mostré los valores mas altos de TNF-a a
dia 4 Pl (86%°, 98%°, 75° 1182 77° mg/ml, P=0,013 para CTR+, PRO, PRE, SYN y
CTR- respectivamente) y de PigMAP a dia 8 PI (0,51°, 0,57, 0,56°, 2,43%, 0,62° mg/ml,
P=0,003 para CTR+, PRO, PRE, SYN y CTR- respectivamente).

En conclusion, estos resultados sugieren que los animales que recibieron en la dieta la
combinacion probidtica tuvieron una mejor respuesta después del desafio oral con E.
coli ETEC F4+. Esta mejora podria deberse tanto a una disminucién en la colonizacién
intestinal por el patbgeno como a una mejor recuperacion del dafio ocasionado por el
mismo, considerando que exclusivamente este tratamiento fue capaz de mantener los
numeros de enterobacterias y coliformes similar al grupo no infectado y de promover
una normalizacion de las vellosidades intestinales. No obstante, la combinacion del
probiético con oligo-galactosa (SYN) no mostré estos beneficios.
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EFFICACY OF BIFIDOBACTERIUM LONGUM SUBSP. INFANTIS CECT 7210 AND
LACTOBACILLUS RHAMNOSUS HN001, OLIGOGALACTOSE AND THEIR
COMBINATION AGAINST ENTEROTOXIGENIC ESCHERICHIA COLI (ETEC) F4+ IN
AN EARLY WEANED PIGLET MODEL

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the efficacy of Bifidobacterium
longum subsp. infantis CECT7210 (Laboratorios Ordesa S.L.) and Lactobacillus
rhamnosus HNOO1, oligogalactose and their synbiotic combination against a ETEC F4+
challenge in weanlings. A total of 96 3-week-old piglets (5.0+£0.51 kg) were distributed
into 32 pens and 5 experimental groups: non-inoculated control (CTR+) and inoculated
control (CTR-), probiotic combination (PRO), prebiotic (PRE) and symbiotic (SYN), all
last four, orally challenged. Animals received the probiotic (10° CFU/day each strain)
and the prebiotic (5%) in the feed. After one week, animals were orally challenged with
the pathogen (1.2x10"° CFU) and fecal consistency evaluated. Furthermore, feces
were sampled for microbiological analysis. On days 4 and 8 post-inoculation (PI), one
animal per pen was euthanized and samples from blood (for TNF-o. & Pig-MAP) and
ileal tissues (histomorphology) were taken. Animals receiving PRO performed better
and showed lower increments of enterobacteria and coliforms in ileal scrapings after
the challenge (P<0.001).Villi height also showed a better recovery with this treatment at
day 8Pl (P<0.001). The synbiotic combination (SYN) did not show these benefits
suggesting that beneficial effects of PRO were lost when combined with oligo-
galactose.
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