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Efecto de levaduras probiodticas del género Kluyveromyces en
el espesor de la capa de mucus intestinal de cerdos al destete

Effect of probiotics yeast of the genus Kluyveromyces on
intestinal mucus layer thickness in weaning piglets
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Resumen

El sindrome de estrés posdestete induce la disbiosis e inflamacion intestinal, afectando negativamente la
salud y productividad de los lechones. Como alternativa al uso de antibiéticos como promotores del
crecimiento, nuestro grupo viene evaluando la administracion de levaduras probiéticas de la especie
Kluyveromyces marxianus para facilitar el establecimiento de una microbiota adecuada, resultando en
menores tasas de diarreas y mejor conversién del alimento (Pendén et al., 2021). El objetivo de este trabajo
fue comparar el espesor de la capa de mucus, la primera barrera de defensa del intestino, entre un grupo de
cerdos suplementados (incluyendo suplementacion materna) y un grupo control no suplementado. Para ello,
se utilizaron técnicas histoquimicas como la tincion Periodic Acid Schiff-Alcian Blue (PAS-AB) y
lectinhistoquimica con el uso de la lectina Glycine Max (SBA). Los resultados mostraron que los lechones
suplementados presentaron una capa de mucus significativamente méas gruesa (SBA: 4,56 um; PAS-AB:
3,99 um) que el grupo control (SBA: 3,12 um; PAS-AB: 3,07 um). Estos hallazgos indican una barrera
intestinal mas robusta en el grupo suplementado, lo que sugiere que K. marxianus impacta positivamente
en la integridad intestinal y en la proteccién frente a patégenos durante el periodo critico del posdestete
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Abstract

Post-weaning stress syndrome induces dysbiosis and intestinal inflammation, negatively affecting the
health and productivity of piglets. As an alternative to the use of antibiotic growth promoters, our group
has been evaluating the administration of probiotic yeasts of the species Kluyveromyces marxianus to
induce the establishment of a balanced intestinal microbiota, resulting in lower diarrhea rates and improved
feed conversion (Penddn et al., 2021). The objective of this study was to compare the thickness of the
mucus layer—the first line of intestinal defense—between a group of supplemented pigs (including
maternal supplementation) and an unsupplemented control group. Histochemical techniques, such as
Periodic Acid Schiff-Alcian Blue (PAS-AB) staining, and lectin histochemistry using Glycine max (SBA)
lectin were employed. Results showed that supplemented piglets exhibited a significantly thicker mucus
layer (SBA: 4.56 um; PAS-AB: 3.99 um) compared to the control group (SBA: 3.12 um; PAS-AB: 3.07
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pm). These findings indicate a more robust intestinal barrier in the supplemented group, suggesting that K.
marxianus positively impacts intestinal integrity and protection against pathogens during the critical post-

weaning period.

Keywords: probiotics, intestinal health, piglets, lectinhistochemistry, PAS-AB.

Introduccién

En los sistemas de produccidn porcina intensiva,
el sindrome de estrés posdestete ocurre
especialmente cuando el destete se realiza a los
21 dias de edad. Para los lechones, esta practica
implica una transicion abrupta desde una dieta
liquida (leche materna) a una dieta solida, la
separacion de la madre y el rearmado de lotes, lo
que genera un importante desafio fisiolégico y
conductual (Gresse et al., 2017). Ademaés,
durante los primeros 14 dias posdestete, aumenta
la susceptibilidad a infecciones entéricas, lo que
favorece la disbiosis de la microbiota y la
inflamacién intestinal (Soares et al., 2022). Este
momento de la recria coincide con la aparicion
de diarreas y la caida de la ganancia diaria de
peso, resultando en importantes pérdidas
economicas (Wang et al., 2023). El empleo de
antibiéticos en forma preventiva para
contrarrestar las pérdidas por diarreas tiende a ser
reemplazado debido a que contribuye a la
resistencia a los antimicrobianos, siendo una
amenaza para la salud humana y animal. Una
alternativa a su uso, es la utilizacion de
probidticos como promotores de crecimiento
(Perfumo, 2019). En nuestro grupo venimos
evaluando la administracion de levaduras
probidticas de la especie Kluyveromyces
marxianus a lechones para inducir el
establecimiento de una microbiota adecuada
(Pendodn et al., 2021b). La primera linea de
defensa del intestino es la capa de mucus de la
superficie epitelial, producida por células
caliciformes, y esta formada por una gran red
polimérica de mucinas O-glicosiladas, entre ellas
la N-acetil-galactosamina (Gal-NAc), capaz de
ser aglutinada especificamente por la lectina
Glycine Max (SBA). La técnica de Periodic Acid
Schiff-Alcian  Blue  (PAS-AB)  permite
diferenciar mucinas neutras (rojas) de acidas
sialiladas (azul) en el mucus y en las células
caliciformes, propiedad fisicoquimica que puede
ser relevante en la adaptacion al postdestete
(Brown et al., 1988b; Baum et al., 2002). El
objetivo de este trabajo fue comparar el espesor
de la capa de mucus intestinal del intestino
delgado entre un grupo de cinco cerdos

suplementados con levadura desde el destete
hasta el sacrificio (a los 5 dias posdestete) y a
cuya madre se la habia suplementado con
levaduras durante los dltimos 20 dias de
gestacion y durante la lactancia (Grupo Km). Se
utilizé en el estudio un grupo control de cinco
cerdos no suplementados en ninguna condicion
(Grupo control). En la necropsia, se tomaron
muestras de ileon, se fijaron en formol 10 %
durante 48 hs y se realiz6 la inclusion en
parafina. A partir de los bloques se realizaron
cortes histologicos de 4 um de espesor con
micrétomo Leica Jung RM 2055, sobre los que
se aplicaron las técnicas de PAS-AB vy
lectinhistoquimica. Se tomaron imagenes con
objetivo 60x con maquina fotografica digital
Nikon DS-Fil-U2 conectada a microscopio
Nikon Eclipse 50i (Jap6n) y se analizaron con
Image] 1549. En la técnica de
lectinhistoquimica, los cortes se desparafinaron,
rehidrataron y se les inhibio la enzima peroxidasa
enddgena. Se realiz6 el bloqueo de uniones
inespecificas con solucion de albdmina sérica
bovina 1 % en PBS, se incubd cada portaobjetos
con 30 um/ml de la lectina SBA, en camara
himeda, toda la noche a 4°C. Se incubaron con
el complejo estreptavidina-peroxidasa, se
revelaron con solucién de DAB, se realiz6 una
coloracion de contraste con hematoxilina y se
montaron los cortes. La reaccion positiva fue
reconocida por la presencia de una coloracion
pardo-dorada. En la técnica de PAS-AB se
desparafing, rehidraté y tifid un corte de cada
taco con AB pH 2,5, se coloc6 en solucion de
acido peryddico 1 % 3 minutos y en solucion
reactivo de Schiff de Coleman 5 minutos. Se
realiz6 la  deshidratacion en  alcohol,
aclaramiento en xilol, deshidratacion y montaje.

Objetivo

Se registro el espesor del mucus coloreado en
cada técnica, considerando el promedio de 10
medidas tomadas desde la superficie epitelial
hasta la superficie luminal, con objetivo 60x. En
el grupo suplementado con levaduras
probidticas, el promedio del espesor de la capa
de mucus entre los 5 animales fue de 4,56 pm en
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SBA 'y 3,99 umen PAS-AB. En el grupo control,
el promedio del espesor de la capa de mucus
entre los 5 animales fue de 3,12 um en SBA y
3,07 um en PAS-AB.

Resultados

Los resultados obtenidos en este estudio
mostraron diferencias entre los grupos, siendo el
espesor promedio de la capa de mucus en el ileon
significativamente  mayor en el grupo
suplementado con levaduras probidticas de la
especie  Kluyveromyces  marxianus  en
comparacion con el grupo control no
suplementado (Figura. 3) (Penddn et al., 2021).
Este aumento se verificO en ambas técnicas
histoquimicas: 4,56 pum con SBA (Figura. 1) y
3,99 um con PAS-AB para el Grupo Km, frente
a 3,12 umcon SBA'y 3,07 um con PAS-AB para
el Grupo control (Figura. 2). El incremento en el
espesor del mucus es un indicador clave de una
barrera intestinal mas robusta y sugiere que K.
marxianus ejerce un efecto tréfico o modulador
directo/indirecto sobre el epitelio intestinal. Este
fortalecimiento es de vital importancia, ya que
una capa de mucus mas gruesa ofrece una mejor
proteccidn fisica contra la invasion de patdgenos
y la accién de toxinas, mitigando asi las
alteraciones intestinales y el impacto negativo
sobre el rendimiento productivo inducido por el
estrés posdestete. El andlisis mediante PAS-AB
(que diferencia mucinas neutras de &cidas) y
lectinhistoquimica con SBA (especifica para N-
acetil-galactosamina) permite inferir que la
suplementacion no solo increment6 la cantidad
de mucus, sino que también estimuld la
produccion de una capa con mayor cantidad de
mucinas SBA-reactivas, reforzando la red
polimérica de defensa primaria. Un aspecto
crucial de este trabajo es el disefio experimental,
que incluye la suplementacién dual (madre y
lechén). La mayor robustez de la barrera
intestinal observada a los 5 dias posdestete
podria ser el resultado de un efecto preparatorio
o residual de la suplementacion materna, ya sea
por transferencia de metabolitos o por el
establecimiento temprano de un microbiota
beneficioso que hace al intestino del lech6n mas
resiliente al desafio del destete.

Conclusioén

En resumen, estos hallazgos refuerzan Ia
hipotesis de que la suplementacién con K.
marxianus es una estrategia eficaz para potenciar
la integridad estructural y funcional del intestino

del lechon, un mecanismo que va mas alla de la
mera modulacién de la microbiota, y se traduce
en una mejora en la primera linea de defensa de
la mucosa.

Figura 2. 60x. PAS-AB. Grupo control.

PROMEDIO DEL ESPESOR DEL MUCUS POR GRUPO

B Lectinhistoquimica [l PAS - AB

Espesor de mucus (L)

Grupo control

Grupo Km

Figura 3. Cuadro comparativo entre el promedio del
espesor del mucus en grupo Kmy en grupo control.
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