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Resumen

La diarrea inducida por Escherichia coli es una de las principales afecciones en cabritos
destetados, provocando del 15 al 40% de mortalidad y pérdidas econdmicas. Los tratamientos
empleados es la aplicacién de antibidticos, sin embargo E. coli ha generado una rapida resistencia
a los antibidticos por su uso desmedido. Una de las alternativas para combatir esta afeccion es el
uso de probidticos, como la levadura Debaryomyces hansenii CBS 8339 que ha demostrado la
capacidad de modular el sistema inmune e inducir proteccién contra infecciones en animales. Por
ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar la inclusién de D. hansenii en |la dieta sobre la
respuesta inmune y proteccién contra la infeccidén ex vivo por E. coli 25 en cabritos al destete.
Primeramente, la levadura D. hansenii se cultivd en medio YPD suplementada con 1 puL/mL de
cloranfenicol (50mg/mL) a 30 °C en agitacién constante (120 rpm) de 24 a 48 h. Posteriormente,
la biomasa fue obtenida mediante centrifugacion (5000 rpm, 4 °C, 15 min) e incorporada en la
dieta (0.3%) y ofrecida diariamente a cabritos Sannen X Nubia destetados durante 14 dias.
Muestras de sangre periférica y heces de los cabritos en experimentacion se obtuvieron el primer
y decimocuarto dia del tratamiento. Finalmente, se analizaron pardmetros inmunolégicos en
leucocitos de sangre periférica como la actividad fagocitica, explosidn respiratoria, éxido nitrico,
actividad mieloperoxidasa, evaluacién de genes relacionados al sistema inmune y produccion de
anticuerpos IgA totales en heces de cabritos. La produccion de anticuerpos aumento (p <0.05) en
el grupo suplementado con D. hansenii en el primer y segundo muestreo comparado con el
control. La suplementacién con la levadura D. hansenii estimulé la sobreexpresion (p <0.05) de
los genes receptores TLR2 y TLR6, moduladores SYK y RAF1 y factor de transcripcion AP1 al
decimocuarto dia del experimento. La viabilidad no mostré evidencia de inmunoproteccion en
leucocitos de cabritos suplementados con D. hansenii antes y después de un reto con E. coli 25.
En conclusidn, la suplementacion con D. hansenii incrementé la produccion total de IgA y la
expresion de los genes relacionados al sistema inmune en leucocitos de sangre periférica de
cabritos, sin embargo, los resultados obtenidos en esta investigacion mostraron que el uso de D.
hansenii CBS 8339 no es la mejor opcidon para la suplementacidén en cabritos en esta etapa
productiva.

Palabras clave: Inmunoestimulante; patégenos; salud animal.
ORCID:0009-0001-8351-5493.
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Summary

Diarrheainduced by Escherichia coliis one of the main diseases in weaned kids, causing 15 to 40%
mortality and economic losses. The treatments used are the application of antibiotics; however,
E. coli has generated a rapid resistance to antibiotics due to their excessive use. One of the
alternatives to combat this condition is probiotics, such as the yeast Debaryomyces hansenii CBS
8339, which has demonstrated the ability to modulate the immune system and induce protection
against animal infections. Therefore, this work aimed to evaluate the inclusion of D. hansenii in
the diet on the immune response and protection against ex vivo E. coli 25 infection in weaned
kids. First, D. hansenii yeast was cultured in a YPD medium supplemented with 1 puL/mL of
chloramphenicol (50mg/mL) at 30 °C under constant agitation (120 rpm) from 24 to 48 h.
Subsequently, the biomass was obtained by centrifugation (5000 rpm, 4 °C, 15 min), incorporated
into the diet (0.3%), and offered daily to weaned Sannen X Nubia goats for 14 days. Samples of
peripheral blood and feces of the experimental kids were obtained on the first and fourteenth
day of treatment. Finally, immunological parameters were analyzed in peripheral blood
leukocytes such as phagocytic activity, respiratory burst, nitric oxide, myeloperoxidase activity,
evaluation of immune-related genes, and total IgA antibody production in kid feces. Antibody
production increased (p <0.05) in the group supplemented with D. hansenii in the first and second
sampling compared to the control. Supplementation with D. hansenii yeast stimulated
overexpression (p <0.05) of TLR2 and TLR6 receptor genes, SYK and RAF1 modulators, and AP1
transcription factor on the 14th day of the experiment. Viability showed no evidence of
immunoprotection in leukocytes from goat kids supplemented with D. hansenii before and after
the challenge with E. coli 25. In conclusion, supplementation with D. hansenii increased total IgA
production and the expression of immune system-related genes in goat peripheral blood
leukocytes, however, the results obtained in this research showed that the use of D. hansenii CBS
8339 is not the best option for supplementation in goats at this productive stage.

Keywords: Immunostimulant; pathogens; animal health.
ORCID:0009-0001-8351-5493.
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media * SE. a) Expresién relativa de TLR4 en el primer muestreo, los *** muestran significancia
(p=0,0003) entre control + desafio y Dh + reto. b) Expresién relativa de TLR4 en el segundo
muestreo, el * representa significancia (p=0,0137) entre control + desafio y Dh + reto. Las barras
representan [@ Media £ E.E. ... e e e a e e e 28
Figura 8. Expresion relativa del gen receptor de TLR6 en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n=10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacién e inmunoestimulacién con E.



coli. Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Las barras representan la
media + SE. a) Expresidn relativa de TLR6 en el primer muestreo, **** muestra significancia
(p<0,0001) entre control + desafio y Dh + reto. b) Expresion relativa de TLR6 en el segundo
muestreo, los **** representan diferencias significativas (p<0,0001) entre el control y Dh, los **
muestran significancia (p=0,0028) entre control + reto y Dh + desafio. Las barras representan la
g Y=Te [ T = USSR 29
Figura 9. Expresion relativa del gen receptor a SYK en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n= 10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacién e inmunoestimulacion con E.
coli. Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Las barras representan la
media + SE. a) Expresion relativa de SYK en el primer muestreo, **** denotando diferencias
significativas (p<0,0001) entre control + reto y Dh + reto. b) Expresion relativa de SYK en el
segundo muestreo, los **** muestran significativos (p<0,0001) entre el control y Dh. Las barras
representan (@ Media £ E.E. ... e a e e 30
Figura 10. Expresién relativa del gen receptor a RAF1 en leucocitos de sangre periférica de
cabritos suplementados (D. hansenii n= 10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D.
hansenii. Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacion e
inmunoestimulacion con E. coli. Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Las
barras representan la media + SE. a) Expresion relativa de RAF1 en el primer muestreo, los **
representa diferencias significativas (p=0,0012) entre control + reto y Dh + reto. b) Expresion
relativa de RAF-1 en el segundo muestreo, los *** representan diferencias significativas
(p=0,0003) entre el control y Dh, los ** muestran diferencias significativas (p=0,0054) entre
control + reto y Dh + reto. Las barras representan lamedia £ E.E........cccceeeeeiiiiiiiiiiiieeeeee e, 31
Figura 11. Expresion relativa del gen receptor a AP1 en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n= 10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacién e inmunoestimulacion con E.
coli. Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Las barras representan la
media + SE. a) Expresion relativa de AP1 en el primer muestreo, *** denotan diferencias
significativas (p=0,0009) entre control + reto y Dh + reto. b) Expresion relativa de AP1 en el
segundo muestreo, los **** representan diferencias significativas (p<0,0001) entre el control y
Dh. Las barrasrepresentan [a media £ E.E......ccceuviiiiiiiiiiiieiieceec ettt 32
Figura12. Expresion relativa del genreceptor a IL-18 en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n= 10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacién e inmunoestimulacién con E.
coli. Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Las barras representan la
media = SE. a) Expresion relativa de IL-18 en el primer muestreo, **** denota significativo (p<
0,0001) entre control + reto y Dh + reto. b) Expresion relativa de IL1-8 en el segundo muestreo,
los ** ** demuestran diferencias significativas (p<0,0001) entre control + reto y Dh + reto. Las
barrasrepresentan la media £ E.E. ......oooiiiiiiiiiiiiic e 33
Figura 13. Viabilidad de leucocitos de sangre periférica de cabritos suplementados (D. hansenii
n=10) y no suplementados (control n=10) con D. hansenii. a) Viabilidad de leucocitos retados con
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E. coli a la primera semana. b) viabilidad de leucocitos retados con E. coli a la segunda semana.
DMSO fue utilizado como control negativo. Las barras representan la media £ E.E. ................... 34
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1. INTRODUCCION

1.1 Problematica de la colibacilosis en cabritos al destete

Las enfermedades son la mayor causa de pérdidas econdmicas y dentro de ellas se encuentran
las diarreas, causando del 15 al 40 % de mortalidad en cabritos (Kumar et al., 2003; Sharma etal.,
2020). Las diarreasson enfermedades que generanuna disminucién en el desempefio del cabrito,
asi como un gasto econémico por medicacidon y cuidados (Sharma and Joshi, 2018).
Particularmente la colibacilosis, o referida como diarrea inducida por Escherichia coli, es una de
las principales enfermedades diarreicas en cabritos neonatales que provoca alta mortalidad

(Smith and Sherman, 2009).

1.2 Agente etioldgico y transmision

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria de la microbiota intestinal de animales y humanos
(Chapmanet al., 2001) que se excreta en las heces (McEvoy et al, 2003). Este microorganismo es
un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae
(Rodriguez-Angeles, 2002). Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las
cepas de E. coliresponsables de diarreas se clasifican en seis grupos: “enterotoxigénica (ETEC)”,
“enterohemorrdgica, también conocida como productora de toxina Vero o toxina semejante a
Shiga (EHEC o VTEC o STEC)”, “enteroinvasiva (EIEC)”, “enteropatdogena (EPEC)”,
“enteroagregativa (EAEC)” y “adherencia difusa (DAEC)” (Rodriguez-Angeles, 2002). El patotipo
enterotoxigénico (E. coli ETEC) es el mds comun (Mishra et al., 2019). Esta es una cepa bacteriana
de alta patogenicidad para cabritos desde los tres dias postnacimiento que produce diarreas

severas en las primeras dos semanas de vida (Costable et al., 2016).

1.3 Transmision

Una de las principales formas de adquirir la infeccidn de E. coli es por la convivencia con animales
infectados mediante la via fecal-oral, la cual se incrementa por la falta de higiene en las

instalaciones y el mal manejo de los animales (Resendiz et al., 2021). Por ejemplo, la falta de



desinfeccion del corddén umbilical al nacimiento, hacinamiento, calor y humedad excesiva

favorecieron la transmision de E. coliy la aparicion de diarreas en cabritos (Dell'Elce et al., 2019).

1.4 Signos clinicos

Los animales infectados por E. coli presentan diarreas blancas, fuertes célicos y dolor abdominal,
heces pastosas, y enteritis que puede culminar en la muerte por deshidratacién (Costable et al.,
2016). La infeccidn por E. coli ETEC comUnmente se presenta de forma repentina porque el
periodo de incubacién de la bacteria es corto, en un rango de 14 a 50 horas (Thompson Bonilla,
2009). Los signos patoldgicos en cabritos incluyen: bajo consumo de alimento, diarreas, cojerasy
bajo desarrollo corporal (Lara-Duran, 2019). El intestino presenta lesiones caracterizadas por su

engrosamiento con sangre, coagulos y manchas de color blanco (Bedotti, 2011).

1.5 Patogénesis

La bacteria E. coli ETEC es conocida por adherirse al epitelio del intestino delgado sin producir
cambios morfoldgicos significativos inicialmente. El primer paso del proceso patogénico es la
interaccién de adhesinligando en las microvellosidades del intestino delgado, resultando en una
unién no destructiva. Los antigenos mas comunes de adhesion son las fimbrias F4(K88), F5(K99),

F6(978P), F17(Fy/Att25), F41 y F18 (Nagy y Fekete, 1999).

La E. coli ETEC produce enterotoxinas (proteinas o péptidos) después de adherirse y proliferar en
la mucosa intestinal, lo que conduce a una secrecidn excesiva de fluidos por los enterocitos
(Costable et al., 2016). La principal enterotoxina es la toxina Shiga 1 y 2 (Stx1, Stx2). Adem3s, la
bacteria utiliza factores de virulencia, entre los cuales se encuentran intimina (proteina de unién

y eliminacién de enterocitos) y hemolisina (Law, 2000).

En la patogenia también influye el factor hospedero a través de los receptores de adhesinas y

enterotoxinas (Nagy y Fekete,2005).



1.6 Respuestas inmunes

Los principales mecanismos de la respuesta inmune contra E. coli son: la activacidn del sistema
del complemento, procesos inflamatorios y fagociticos involucrados en la accién antimicrobiana.
Algunas funciones del sistema del complemento incluyen la opsonizacién de los patdgenos para
ayudar en la fagocitosis, asi como lisar la membrana de patégenos para destruirlos. Los procesos
inflamatorios se ven activados por los mecanismos antimicrobianos, el dafio por patdgenos en los
tejidos y la produccidn de citocinas por células del sistema inmune. Entre las citocinas principales
se encuentran el factor de necrosis tumoral (TNF) y el interferdn (IFN) (McGettrick et al., 2007;
Iwasaki et al.,, 2010). Dentro de las respuestas celulares para la eliminacién de patdégenos
encontramos la fagocitosis, que consiste en el reconocimiento de marcadores de la membrana
de patégenos llamados patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs). Estos son
reconocidos por los macréfagos con la ayuda de los receptores tipo toll (TLR). Posterior al
reconocimiento y fagocitosis, los mecanismos iniciales para la eliminacidon de microorganismos
incluyen los dependientes de oxigeno (explosidn respiratoria y produccion de éxido nitrico) e
independientes de oxigeno (actividad de enzimas como la mieloperoxidasa). Otro mecanismo de
la respuesta inmune asociado a la presencia de bacterias como E. coli es la produccién de
anticuerpos que ayudan a neutralizar toxinas y factores de propagacion bacteriana, y a evitar la

adhesion de bacterias dafiinas a mucosas (Kumar, 2017).

1.7 Tratamientos

Los antimicrobianos son usados rutinariamente para el tratamiento de la colibacilosis (Constable,
2004). Sin embargo, E. coli ha generado una rapida resistencia a los antibidticos por su uso
inadecuado (Voravuthikunchai et al., 2004). Incluso, la aplicacion prolongada de antibidticos es
dafina para la mucosa intestinal de los cabritos neonatos, provocando mala absorcién de
nutrimentos y diarreas (Sharma et al., 2022). Ademas, en ocasiones no hay disponibilidad o
acceso alos antibidticos apropiados paratratarla infeccion por E. coli,lo que es un problema para

combatir esta infeccion (Ma et al., 2021).



1.8 Zoonosis

Los caprinos y otros rumiantes son reservorios de cepas de E. coli patdégenas que pueden ser
transmitidas a los humanos por la comida, ambiente (Aditya et al., 2023), agua (Hale et al., 2012),
contacto directo o indirecto con animales (Durso et al., 2005). Por ejemplo, el diario de
intoxicacién alimentaria (Food Poison Journal, por sus siglas en inglés) reporté la infeccién de 7
personas, entre ellos 3 nifios, que presentaron diarreasy nauseas en Seattle, Washington, por
consumo de carne de bovino y caprino (Clark, 2022). En otro estudio realizado en México, Rios-
Muiiz et al. (2019) destacaron la prevalencia de E. coli patégena en nifios y adultos con 17 casos
en la ciudad de México, 21 Yucatdn y 43 en Sinaloa. De hecho, |la bacteria es una las mas
transmitidas a los humanos por alimentos debido a su presencia natural en el tracto intestinal de

estos animales (Lim et al., 2007).

1.9 Alternativas para la prevencion de la colibacilosis en cabritos en etapas pre- y post-destete

1.9.1 Manejo preventivo e instalaciones adecuadas

El manejo zootécnico es una alternativa viable para reducir los riesgos y prevenir enfermedades
a temprana edad (Lorenzutti et al., 2017). Adicionalmente, el disefio y construccién de
instalaciones adecuadas proveen un espacio seguro para la crianza, alimentacién y prevencién de
infecciones (Aiello, 2000). Por ejemplo, Kritas et al. (2003) demostraron que el manejo preventivo
con areas de calentamiento y proteccién disminuyé mds de 3 veces la morbilidad, mortalidad y

duracion de las diarreas en cabritos.

1.9.2 Vacunas

La corriente actual en el desarrollo de vacunas inmunogénicas veterinarias es el uso de bacterias
vivas atenuadas, muertas o inactivadas, la membrana celular o toxoides de la bacteria (McVey et
al., 2010). El uso de bacterias vivas atenuadas genera una respuesta inmune mas eficiente,
provocando una respuesta tanto celular como humoral (Unnikrishnan, 2012). La vacuna comercial
ROTAVEC® CORONA con antigenos inactivados de Rotavirus, Coronavirus y E. coli ha demostrado

un incremento en la concentracién de anticuerpos contra E. coli en sangre y calostro de vacas



lactantes, asi como en la sangre de las crias (Recca et al., 2003; Crouch et al., 2001). Por otra
parte, la aplicacion de Colidex® (incluye cepas inactivadas de E. coli) en lechones al destete
aumento la expresion de genes relacionados al sistema inmune (IFN-a, TNF-a, TGF-B e IL 12) en
el intestino (Vidal etal., 2019). Otro ejemplo es la vacuna oral basada en subunidades de fimbrias
F4 con E. coli ETEC que aumentaron la expresion de genes relacionados con la respuesta Th17
contra la infeccion (Luo et al., 2015). Por otra parte, Calinescu (2005) encapsularon fimbrias F4 de
ETEC y las administraron en el alimento para cerdos. Los resultados indican la expresion de

receptores especificos de fimbrias en las placas de Peyers de porcinos.

1.9.3 Plantas medicinales

El uso de plantas medicinales ha aumentado en la ultima década debido a su potente actividad
antioxidante e inmunoestimulante relacionada a la presencia de compuestos bioactivos como los
fenoles (Farinacci, 2008; De La Lastra et al., 2007). La suplementacion con plantas brinda una
alternativa al uso de farmacos en la produccidn intensiva (Rochfort et al., 2008). Dentro de las
plantas con una alta cantidad de fenoles y polifenoles se encuentra el orégano, que le confieren
las propiedades mencionadas anteriormente (Gutiérrez-Grijalva, 2017). Recientemente, Gijon
(2019) demostré que los extractos de orégano a una concentracion de 100 pug/mL estimularon la
actividad antioxidante, capacidadfagociticay genes relacionados al sistema inmune en leucocitos

de sangre periférica de caprinos.

1.9.4 Prebidticos

Un prebidtico se define como un ingrediente alimenticio no digerible que genera un efecto
beneficio al hospedero estimulando el crecimiento selectivo y/o la actividad metabdlica de un
nuimero limitadode bacterias (Gibson y Roberfoid, 1995). Los prebidticos permiten cambios tanto
en la composicion como en la actividad de bacteriasfavorables ya presentes en el tracto intestinal
(microbiota) que confieren beneficios sobre el bienestar y salud del hospedero (Snel et al., 2002).
Ademas, los prebidticos tienen la funcién de servir como alimento (sustrato) para los
microrganismos probidticos, estimulando su crecimiento, proliferacion y generando una

exclusién competitiva contra patégenos (Rodriguez et al., 2005).



1.9.5 Simbidticos

Los simbidticos son el conjunto de probidticos y prebidticos, lo cual genera beneficios en el
hospedero mediante un incremento de la supervivencia, adherencia y proliferacién de
microorganismos benéficos en el tracto intestinal (Monbelli, 2000). El efecto sinérgico entre
prebiodticos y probidticos pueden estimular el desarrollo de cepas especificas, contribuyendo a la

instalacién de una microbiota con beneficios para la salud (Roberfroid, 2000).

1.9.6 Probioticos

El uso de probidticos ha brindado una alternativa amigable con el medio ambiente, confiriendo
proteccién contra infecciones patogénicas neonatales, ademds ayudan en la maduracién y
desarrollo del sistema inmune de caprinos (Chaucheyras-Durand et al. 2008). Las bacterias y
levaduras confieren funciones probidticas mediante diferentes mecanismos de accién, entre los
cuales se encuentran la inmunoestimulacion (Vohra et al. 2016; Zoumpopoulou et al. 2018). Los
probidticos mds comunes son las bacterias, principalmente cepas de Lactobacillus vy
Bifidobacterium, las cuales colonizan el intestino evitando la adhesién de microorganismos
patdgenos no deseables en el intestino (Caja et al., 2003). Dentro de los microorganismos con
potencial probidtico se encuentran algunas especies de levaduras. Algunas cepas de
Saccharomyces han sido ampliamente evaluadas por su efecto probidtico. No obstante, otros
géneros de levaduras tales como Saccharomyces, Debaryomyces, Pichia, Yarrowia,
Cryptococcues, Kluyveromyces, Rhodotorulla etc., han ganado mayor interés debido a sus
potenciales caracteristicas probidticas, antimicrobianas e inmunoestimulantes (Gil-Rodriguez et

al., 2015; Shruthi et al., 2022).

1.10 Levaduras como alternativa para prevenir la colibacilosis en cabritos

Diversos estudios han reportado la reduccién de la colonizacion intestinal de microorganismos
patdgenos, como E. coli,en rumiantes por laadministracion de Saccharomyces cerevisiae (Gracia,
2017). Por ejemplo, Liou et al. (2009) demostraron que la suplementacién con S. cerevisiae (Origin

XP yeast culture, Diamond V mills, USA) en vaquillas retadas con E. coli 0:157H7 disminuyé la



presencia de la bacteria en las heces. Por otra parte, Stella et al. (2007) observaron una
disminucién en las Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de E. coliy un aumento en las UFC de
S. cerevisiae en heces de caprinos suplementados con la levadura. Por otra parte, la estimulacién
de leucocitos de caprinos con la levadura Yarrowia lipolytica demostré aumentar la respuesta
inmune innata contra E. coli a través de un aumento de la actividad fagocitica, produccion de
Oxido nitricoy la expresion de genes relacionados al sistema inmune (Angulo et al., 2021). De la
misma manera, la administracién oral de Debaryomyces hansenii CBS 8339 en cabritos neonatos
aumento pardmetros de larespuesta inmune innata (Angulo et al., 2020). Por lo tanto, el objetivo
de esta investigacion es estudiar el efecto de la levadura Debaryomyces hansenii sobre la
productividad, la actividad inmunoestimulante y proteccién inmunitariacontra E. coli en cabritos

al destete.



2. ANTECEDENTES
2.1 Debaryomyces hansenii como levadura probidtica cabritos

2.1.1 Estudios inmunolégicos

Algunas levaduras marinastienen efectos inmunoestimulantes, dentro de las cualesse encuentra
Debaryomyces hansenii (Reyes-Becerril et al., 2008). Diferentes estudios han mostrado la
capacidadinmunoestimulante y antioxidante de D. hansenii en peces (Reyes-Becerril etal.,2012).
Un ejemplo es lainclusién de D. hansenii en la dieta del mero leopardo (Mycteroperca rosacea)
que estimulé la ganancia de peso, produccién de IgM, actividad de enzimas antioxidantes vy la
resistencia a la infeccion por Amylodium ocellatum (Reyes-Becerril et al., 2011a). Por otra parte,
la administraciéon de D. hansenii L2 en la dieta de dorada (Sparus aurata) incremento la actividad
fagocitica, produccion de especies reactivas de oxigeno y la actividad peroxidasa (Reyes-Becerril
et al., 2012). Recientemente, el potencial de B-glucanos de D. hansenii se ha evaluado como
inmunoestimulantes para caprinos (Medina-Cérdova et al, 2022). En un experimento se reporté
gue la estimulacion de leucocitos caprinos con D. hanseniiy sus B-glucanos promovié un aumento
en la viabilidad celular, la actividad fagocitica, la actividad antioxidante, asi como la expresién de
genes relacionados al sistema inmune (Medina-Cérdova et al, 2018). En otro estudio, Angulo et
al., (2018) demostraron que la estimulaciéon de leucocitos de cabritos con B-glucanos de D.
hansenii CBS 8339 aumentd parametros del sistema inmune innato como la actividad fagocitica,
produccion de dxido nitrico y la viabilidad celular después de un reto con E. coli. Posteriormente,
Angulo et al. (2019) mostraron que la administracion oral de D. hansenii CBS 8339 en cabritos
recién nacidos mejord la supervivencia de leucocitos aislados de los cabritos suplementados
después de un reto infeccioso con E. coli a través de un aumento en la explosion respiratoria,
actividades de catalasa y superéxido dismutasa, y la modulacién de la expresion de genes TLR2,
TLR4, TLR6, RAF 1, SYK, MYD88 IL-1B y TNF-a. Dentro de las nuevas vertientes de estudio se
encuentra el entrenamiento de la inmunidad innata, la cual se puede describir como la habilidad
de mejorar la respuesta del sistema inmune contra una infeccién-estimulacion con el mismo o
diferentes patégeno asi como con patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) (Netea
et al., 2015). Por ejemplo, la administracién oral de B-glucanos de D. hansenii CBS 8339 en

cabritos recién nacidos prepard a las células del sistema inmune innato para responder contra un



reto con LPS, aumentando la actividad de la explosion respiratoria y la produccién citocinas

inflamatorias (Angulo et al., 2020).

2.1.2 Funciones probidticas

Las levaduras de ambientes extremos les confieren propiedades unicas por la sintesis de
biomoléculas funcionales de uso biotecnoldgico (Zaky et al. 2014). Un ejemplo es Debaryomyces
hansenii aislada de diferentes ambientes, que ha sido considerada como probidtico por su
capacidad de supervivencia, crecimiento celular, diferenciacién y proliferacion, y por estimular
funciones digestivas, actividades antioxidante e inmunoestimulante en animales (Angulo et al.,
2020). Angulo et al., (2019) reportaron la resistencia moderada de D. hansenii a sales biliares de
caprinos y pH (2-5 a 6.5) en medio de cultivo. La suplementaciéon con probidticos ha sido
ampliamente descrita, resultando en beneficios a la salud como la regulacién del sistema inmune
y microbiota intestinal (Tsai et al., 2012). Algunos compuestos de los probidticos son reconocidos
por el sistema inmune mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRR), induciendo
rutas de sefializacion detonando parametros innatos y una primerarespuesta del sistema inmune
adaptativo (Lebeer et al. 2010). Uno de los principales compuestos inmunoestimulantes de D.
hansenii son los B-glucanos (Angulo et al., 2020) que incrementan en caprinos la habilidad
fagocitica, explosion respiratoria, actividad peroxidasa, y pardmetros antioxidantes (Angulo et al.

2018; Media-Cdrdova et al. 2018).

2.1.3 Uso de levaduras en la produccidn de cabritos

El uso de la levadura Debaryomyces hansenii sobre los pardmetros de produccién caprina no se
ha reportado, pero si en otras especies. Recientemente, la inclusiéon de D. hansenii en
concentraciones del 1 al 2 % en dietas de larvas de totoaba (Totoaba macdonaldi) aumenté el
crecimientoy supervivencia, mejord la maduracion del tracto digestivo e incrementd los niveles
de actividad enzimatica (Blanddn et al., 2021). Por otra parte, Tovar et al. (2004) observaron una
maduracién mas rdpida del sistema digestivo mediante la incorporacion de D. hansenii en larvas
de Dicentrachus labrax, asi como aumentos en el crecimiento y supervivencia. Por otro lado,

Campa-Cordova et al. (2020) reportaron D. hansenii en dietas aumenté el peso final, consumo
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aparente de alimento y disminuyd la tasa de conversiéon alimenticia en camarones (Litopenaeus
vannamei). Teniendo en cuenta lo anterior, el uso de la levadura Debaryomyces hansenii en
especies de interés pecuario, como los caprinos, podria ser una alternativa para incrementar el

rendimiento productivo de los animales.
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3. JUSTIFICACION

Dentro de la produccidn caprina se cuenta con la necesidad de alternativas naturales para la
suplementacion, principalmente en las primeras etapas productivas. El uso de probidticos es una
opcidn natural que podria ser aplicada en caprinos de temprana edad. La levadura Debaryomyces
hansenii tiene potencial probidtico para caprinos, aunque no se ha estudiado su efecto y los
mecanismos inmunoldgicos en cabritos al destete. El uso de D. hansenii podria ser una alternativa
natural para prevenir o mitigar las enfermedades oportunistas en etapas tempranas de los
cabritos, permitiendo la obtencién de productos con mejor calidad, beneficios econédmicos y
sociales. Por otra parte, la utilizacion de la levadura D. hansenii podria disminuir el uso de
antibidticos, la resistencia de los patégenos a ellos, y los residuos farmacolégicos en carne de
cabritos que podrian transmitirse a los seres humanos. Por todo lo anterior, el estudio de la
aplicaciéon de la levadura D. hansenii en cabritos al destete generaria conocimiento sobre su

potencial uso para la prevencidn de enfermedades oportunistas en etapas de vida tempranas.
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4. HIPOTESIS

Silalevadura D. hansenii CBS 8339 ha mostrado efectos inmunoestimulantes y protectores contra
infecciones por Escherichia coli en cabritos recién nacidos, entonces, su suplementacién oral
modulara la respuesta inmunoprotectiva contra la infeccion por E. coli en cabritos en la etapa

de destete.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de la suplementacién de la levadura Debaryomyces hansenii CBS 8339

sobre la respuesta inmunoprotectiva y productiva en cabritos en etapa de destete.

5.2 Objetivos particulares

e Analizar la respuesta inmune en cabritos suplementados con D. hansenii CBS 8339 en la
etapa de destete.
e Determinar la proteccidn contra un reto patogénico con Escherichia coli en leucocitos de

cabritos suplementados con D. hansenii CBS 8339.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales y alojamiento:

El experimento se llevé a cabo en la unidad de caprinos y ovinos en la posta zootécnica de la
Universidad Auténoma de Baja California Sur, siguiendo la normatividad de las guias bioéticas de
México (NOM-062-Z00-1999 y NOM -008-Z00-1994) con el propdsito de evitar posibles factores

de estrés dentro del manejo de los cabritos.

Se utilizaron 20 cabritos Sannen x Nubia lactantes de 6 semanas previos al destete, los cuales
fueron divididos aleatoriamente en dos grupos en diferentes corrales de 5.12 x 2.85 m. Los
cabritos se identificaron mediante aretes con su nimero de registro. Los animales permanecieron
8 horas diarias y posteriormente regresaron con su madre durante una semana previa al destete.

Dentro de los corrales tuvieron libre acceso a pastura fresca (alfalfa) y agua limpia.

6.2 Cultivo de Debaryomyces hansenii CBS 8339

La levadura D. hansenii se cultivé en medio YPD liquido (Sigma, St. Louis, MO, USA; Peptona 20
g/L, Dextrosa 20 g/L, Extracto de levadura 10 g/L) se suplementd con 1 pL/mL de cloranfenicol
(50mg/mL) a 30 °C en agitacion constante (120 rpm) de 24 a 48 h. Posterior al cultivo, se tomaron
2L de biomasa inicial la cual se afiadid a un biorreactor con un tanque de 20L de medio YPD liquido
en agitacion constante con suministro de oxigeno. La biomasa fue obtenida mediante

centrifugacioén (5000 rpm, 4 °C, 15 min) e incorporada en la dieta.

6.3 Dietas

6.3.1 Balanceo

La formulacion de las dietas fue realizada mediante los requisitos nutricionales para cabritos al
destete acorde al National Research Council (NRC) (2007). para pequefios rumiantes donde se
utilizaron las tablas relacionadas al aporte nutrimental de los ingredientes para la preparacién de

la dieta descrita en la Tabla 1.
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Tabla 1. Formulacién de dieta control y tratamiento con levadura (0.3% de D. hansenii) en
cabritos.

Dieta control Dieta tratamiento
Ingredientes Porcentaje en dieta (%)
Alfalfa 46 45.7
Maiz 50 50
Melaza 2 2
Levadura (Debaryomyces
hansenii) | o 0 0.3
Mezcla mineral 2 2
Total 100 100

6.4 Diseiio del experimento

Los grupos experimentales consistieron en (1) grupo control (n=10) y (2) grupo D. hansenii (n=10).
Cada uno homogenizado en peso y sexo de los cabritos. Los animales del grupo D. hansenii
recibieron diariamente la levadura con un porcentaje del 0.3 % de la dieta por un periodo de 14
dias. Lalevadura fue afiadiday homogenizada en la dieta descrita anteriormente (apartado 6.3.1).
Los cabritos control recibieron alimento de la dieta sin levadura. Se obtuvieron muestras de
sangre de los cabritos el primer y catorceavo dia de suplementacién para evaluar parametros

inmunologicos.

6.5 Extraccion de leucocitos de sangre periférica de cabritos

La obtencidon de muestras de sangre periférica de los cabritos se realizd con ayuda de tubos BD
Vacutainer® con heparina sédica (Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). El aislamiento de leucocitos se llevd
a cabo mediante la metodologia descrita por Azmi et al. (2006) con pequefias modificaciones. La
sangre fue diluida en medio RPMI 1640 (heparina 3x) (1:1 v/v); posteriormente se colocaron 1.25
mL en tubos Falcon de 15 mL los cuales fueron provistos con 2 mL de Histopaque®-1077 seguido
de una centrifugacion a 277 x g a 20°C por 20 min. Transcurrida la centrifugacion, la capa

leucocitica se incubd a temperatura ambiente adicionando 1 mL de buffer de lisis ACK (cloruro de
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amonio-potasio) por 10 min con el fin de lisar los eritrocitos. Pasando el tiempo de espera se
detuvo la reaccion con 3 mL de PBS, y centrifugada a las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Al terminar el ciclo, los leucocitos se re-suspendieron en RPMI 1640
suplementado con suero fetal bovino (10 %) penicilina/estreptomicina (100 Ul/mL, 100 mg/mL)
y glutamina (1 %). Por Ultimo, se comprobd la viabilidad de los leucocitos mediante |la prueba de
exclusién de azul tripano utilizando el contador de células automatizado TC20 (BioRad, Hercules,

CA, U.S.A.).

6.6 Reto de leucocitos de cabritos con Escherichia coli

Se colocd un mililitro de leucocitos (1x108 células por pozo) de cabritos suplementados con D.
hansenii y dieta control en una placa de 24 pozos con fondo plano (Sigma, St. Louis, MO, USA).
Subsecuentemente, los leucocitos fueron retados con el patdgeno E. coli 25 (20 pl; 1 x 108 cel/mL)

e incubados a 37 °Cy 5 % de CO2 atmosférico por 24 h.

6.7 Viabilidad de leucocitos retados con Escherichia coli.

La viabilidad de los leucocitos de los cabritos del experimento fue determinada mediante el
ensayo de reduccion de resazurina siguiendo la metodologia descrita por Riss et al. (2016).
Brevemente, 100 uL de leucocitos retados y no retados de ambos grupos fueron agregados a
placas de 96 pozos (1 x 10° células/ml). Subsecuentemente, se agregd 10 pL de solucién de
resazurina y se incubarana 37 °Cy 5 % de CO; por 4 h. La lectura de fluorescencia se realiz6 en
un lector de microplacasde fluorescencia Varioskan™ Flash Multimode Readera 560 nm (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). Como control positivo se utilizaron leucocitos de cabritos del

grupo control y se expresé como el 100% de viabilidad. Como control negativo se utiliz6 DMSO.

6.8 Parametros inmunoldgicos

6.8.1 Fagocitosis

La habilidad fagocitica de leucocitos de sangre periférica de cabritos se determind por la técnica

de rojo neutro acorde al método descrito por Teng et al. (2015). 100 uL de leucocitos de los
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cabritos (1x10° cel/mL) se afiadieron en una placa de 96 pozos y se agreg$ 100 pL de solucién rojo
neutro (0.085%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a cada pozo. Posteriormente, las células
fueron incubadas a 37 °C por 4 h seguido de dos lavados con PBS para remover el rojo neutro no
fagocitado. Los leucocitos se lisaron con buffer de lisis celular (acido acético y etanol; 1:1, V/V).
La absorbancia se midié a una densidad Optica a 570 nm en el espectrofotémetro Varioskan™

(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

6.8.2 Explosion respiratoria

Para analizar la explosidn respiratoria en leucocitos de sangre periférica de los cabritos, se utilizd
el ensayo de azul de nitro-tetrazolio (NBT) siguiendo la metodologia descrita por Kemenade et al.
(1994). Se tomaron 100uL de leucocitos (1x108 cel/mL) por triplicados en tubos Eppendorf de 1.5
mL. Las muestras se centrifugaron a 1000 x g por 1 min a temperatura ambiente eliminando el
sobrenadante. El pelletobtenido se re-suspendid en solucion NBT (1 mg/mL) para posteriormente
ser incubada a oscuridad y temperatura ambiente por 2 h. Transcurrido el tiempo, las muestras
se centrifugaron por 1000 x g por un 1 minuto. Posteriormente, se colocaron 100 pL de metanol
al 70 % (v/v) incubandose por 10 minutos. Las muestras se centrifugaron para eliminar el metanol.
Luego se afiadié 120 pL de hidroxido de potasio a 2 M y 140 pL de DMSO. Para finalizar, se
tomaron 20 uL colocdndolos en placas de 96 pozos para leer absorbancia a una longitud de 655

nm en el espectrofotometro.

6.8.3 Oxido nitrico

La produccion de éxido nitrico (ON) se cuantificd indirectamente por la concentracién de nitritos
por la reaccion de Griess en las muestras mediante la metodologia descrita por Neumann et al.
(1995). Brevemente, 100 pL de leucocitos de los cabritos (1x10° cel/mL) se afiadieron por
triplicado a una placa de 96 pozos y se agregaron 100 plL de reactivo de Griess (4 mg/mL). La
mezcla se incubd en oscuridad a temperatura ambiente por 15 minutos. Transcurrido el tiempo

se leerd a 540 nm en el espectrofotometro.
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6.8.4 Mieloperoxidasa

La actividad total de mieloperoxidasa (MPO) se determiné mediante la metodologia descrita por
Quade y Roth (1997) con ligeras modificaciones. Se afiadieron 20 uL de leucocitos de los cabritos
(1x10° cel/mL) en una placa de 96 pozos. Luego se adicionaron 100 pL (20mM) de 3,3',5'5-
tetrametilbencidina (TMB) y 5mM de H20.. La reaccién colorimétrica se detuvo a los 2 min con

50 puL de acido sulfurico al 2M (H2S04). La absorbancia fue leida a 450nm en el espectrofotémetro.

6.8.5 Inmunoglobulinas A totales

La evaluacidn de titulacion de anticuerpo IgA totales en heces de los cabritos se realizd mediante
el ensayo inmunoabsorbente ligadoa enzimas (ELISA) siguiendo la metodologia descrita por Lund
et al. (1995). Las muestras fueron maceradasy disueltas en PBS inhibidor de proteasas al 5% de
leche y centrifugar a 1303 x g por 10 minutos para la obtencién del sobrenadante. El
sobrenadante obtenido se diluyé con buffer de carbonato (0.2M, pH 9.6) en una proporcién de
1:128, se colocé en placas de 96 pozos (Microwell Nune TM, Thermo ScientificTM) y se incubaron
toda la noche a 4 °C. Se realizaron tres lavados con PBS-T con 100 L con 5% de leche sin grasa
(disuelta en PBS) a temperatura ambiente por 2 h. Después del lavado la placa fue incubada con
50 uL de IgA anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano picante (diluido 1:2000) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO USA) a temperatura ambiente por 2 h. Por ultimo, la inmunodeteccion se
revelé con una solucion la cual consistido en una tableta de 3.3%,5.5 tetrametilbencidina (TMB)
(SIGMA,; St. Louis, MO, USA) en 7.5 mL de buffer fosfato-citrato (pH 4.35) (Sigma-Aldrich, St. Louis
MO, USA)) y H202 al ImM incubadas a 25 °C por 30 minutos. La reaccion enzimatica se detuvo
con 50 pL de acido sulfurico (H4SO4) al 1M. Finalmente se leyd la absorbancia en el

espectrofotémetro a 450 nm.

6.8.6 Expresion de genes asociados a la respuesta inmune:

La extraccién de ARN de leucocitos de los cabritos se realizé utilizando el reactivo TRIzol® Reagent
(Invitrogen EUA) siguiendo lasindicaciones del fabricante. Las muestras se trataron con ADNsa |

(Life Technologies), posteriormente la sintesis de ADNc se llevd a cabo con 1 puL de ARN donde se
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utilizé el kit de ImProm-II™ Reverse Transcription (Promega, EUA). La expresién de genes
asociados al sistema inmune de cabritos se evalué por PCR en tiempo real mediante CFX96
Touch™ Real-Time PCR Detection System Bio-Rad (Bio-Rad) y el método 2-22CT (Livak and

Schmittgen, 2001).

Los primers necesarios para las reacciones fueron especificamente para caprinos como se
describe en la Tabla 2. Las mezclas de reaccion se incubaron a 98°C por 30 s, continuando con 40
ciclos a 98 °C por 10 s, siguiendo con un cicloa 60 °C por 10 s, y concluyendo con la curva de
disociacion (melt) a 65-95°C. La especificidad del producto PCR en tiempo real se evalué utilizando
la curva de disociacidn la cual se elaboré después de la amplificacion donde se visualizard un pico
a la temperatura de fusion esperada (Tm). La normalizacién del nivel de expresién de los genes
se realizd con el gen 18s ribosomal. El calculo de la expresién relativa de cada gen dentro del
grupo D. hansenii contra el control se estimé mediante la ecuacién de Pfaffl (Pfaffl, 2001). Los
resultados mayores al control expresaron un aumento, por otra parte, los resultados menores a

uno expresaron una disminucion.



Tabla 2. Secuencia de primers utilizadas en el experimento.

Gen

Longitud del
producto (pb)

No. de acceso

Secuencias (5°-3)

TLR2

TLR4

TLR6

Raf-1

Syk

IL-1 B

AP-1

18S

226

205

142

140

125

109

101

100

XM_012048489.1

NM_001285603.1

NM_001285574.1

XM_018066963.1

XM_005684191.3

D63351.1

XM_018044742.1

DQ149973.1

TGACTTGACTCACA
GATCCTC

AACGAGAGGATGC
AGCAC

ATCGACAACATCAT
TGACTCC

AGCAGAATCAGAAT
GGCAG

CAAATGATGTGTGC
AGAGCC

TGCTTTCACCTCTGC
CATAC

CGTGAACATCCTGC
TCTTC

CAATGTCAATCAGC
TGGAAC

CTAAGAAAGAGGC

CATCCATACTCTGC

ACACTCACTAGATG
C

ACATCCAGCTGCAG
ATTTCTC

AAGACATGTTCGTA
GGCACG

AGGAAGACAGGAG
ACAAGTGGCCGCCT
CTTTTCCTTCAC

TCGGGGATTGCAAT
TATTCACGGGCGGT
GTGTACAAA
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6.9 Analisis estadistico

Las mediciones se realizaron por triplicado calculando lamediay error estandar de la media (EEM)
para cada grupo. Para las pruebas estadisticas se llevé a cabo un analisis de varianza de una via
(ANOVA) y una prueba de T (T student) dependiendo de la determinacidn bioldgica. En caso de
existir diferencias, la comparacion de medias se evalud por un andlisis a posteriori de Tuckey. Se
considerd estadisticamente significante a una p < 0.05. El andlisis de los datos fue elaborado
mediante el software GraphPad Prism versién 10.0.0 para Windows (GraphPad Software, Boston,

Massachusetts USA, www.graphpad.com).



http://www.graphpad.com/
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7. RESULTADOS
7.1 Parametro inmunolégicos

7.1.1 Fagocitosis

La actividad fagocitica en leucocitos de cabritos tuvo un comportamiento similar antes y después
de un reto con E. coli al comparar entre el grupo control y D. hansenii en ambos muestreos; no
obstante, la capacidad fagocitica mostré un aumento tanto por el grupo control como en el D.

hansenii después de un estimulo bacteriano al primery segundo muestreo sin mostrar diferencias

significativas (p>0.05) (Figura 1).
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Figura 1. Actividad fagocitica de leucocitos de sangre periférica de cabritos suplementados (D.
hansenii n=10) y no suplementados (control n=10) con D. hansenii. a) Fagocitosis de leucocitos

retados con E. coliala primerasemana. b) Fagocitosis de leucocitos retados con E. coliala segunda
semana. Las barras representan la media + E.E.
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7.1.2 Explosion respiratoria

Los resultados obtenidos mediante el analisis de la explosidn respiratoria no denotaron
diferencias significativas (p>0.05) entre el grupo control y D. hansenii antes y después de un reto
patogénico con E. coli mostrando un comportamiento similar entre ellos en ambos muestreos.

(Figura 2).
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Figura 2. Explosion respiratoria en leucocitos de sangre periférica de cabritos suplementados (D.
hansenii n=10) y no suplementados (control n=10) con D. hansenii. a) Explosion respiratoria en
leucocitos retados con E. coli a la primera semana. b) Explosion respiratoria en leucocitos retados
con E. coli a la segunda semana. Las barras representan la media + E.E.
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7.1.3 Oxido nitrico

La produccion de oéxido nitrico en leucocitos de sangre periférica de cabritos mostré un
comportamiento similar entré grupo control y suplementados con D. hansenii sin denotar

diferencias significativas (p>0.05) antes y después de un reto bacteriano con E. coli en ambos

muestreos. . (Figura
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Figura 3. Concentracién de nitritos como metabolito estable de la produccién de éxido nitrico en
leucocitos de sangre periférica de cabritos suplementados (D. hansenii n=10) y no suplementados
(control n=10) con D. hansenii. a) Concentracion de nitritos en leucocitos retados con E. coli a la
primera semana. b) Concentracién de nitritos en leucocitos retados con E. coli a la segunda
semana. Las barras representan la media £ E.E.
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7.1.4 Mieloperoxidasa

Los resultados obtenidos mediante el andlisis sobre la actividad mieloperoxidasa en leucocitos de
cabritos presentd un comportamiento similar antes y después de un reto con E. coli al ser
comparados entre el grupo D. hansenii y control sin mostrar diferencias significativas (p>0.05),

tanto para el primer como segundo muestreo. (Figura 4).
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Figura 4. Actividad mieloperoxidasa (MPO) en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n=10) y no suplementados (control n=10) con D. hansenii. a) MPO en
leucocitos retados con E. coli a la primera semana. b) Concentraciéon de nitritos en leucocitos
retados con E. coli a la segunda semana. Las barras representan la media + E.E.
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7.1.5 inmunoglobulinas A totales
La produccion de IgA en heces de cabritos suplementados en dieta con D. hansenii mostré un

incremento denotando diferencias significativas (p<0.05) al primer y segundo muestreo al ser

comparados con el grupo control (Figura 5).
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Figura 5. IgA total en heces de cabritos suplementados (D. hansenii n=10) y no suplementados
(control n=10) con D. hansenii. a) IgA total a la primera semana, los **** denotan significancia
(p<0.0001) entre Dh y control. b) IgA total a la segunda semana, el * indican significancia
(p=0.0152) entre Dhy control. Las barras representan la media + E.E.
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7.1.6 Expresion de genes asociados a la respuesta inmune

La expresidn de los genes receptores TLR2, TLR4y TLR6 en leucocitos de cabritos suplementados
con D. hansenii mostraron una supresion de estos genes después de un reto con E. coli en
comparacion con el grupo control (Figura 6a; Figura 7a; Figura 8a). Por otra parte, al segundo
muestreo se observd un incremento en la expresion de estos genes por parte de los leucocitos
del grupo D. hansenii antes y después de un estimulo patogénico con E. colimostrando diferencias

significativas al ser comparadas con el grupo control (Figura 6b; Figura 7b; Figura 8b).
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Figura 6. Expresion relativa del gen receptor de TLR2 en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n=10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacién e inmunoestimulacién con E.
coli. Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Lasbarras representan la media
+ SE. a) Expresion relativa de TLR2 en la primera semana, **** representa significativo(p< 0,0001)
entre control y Dh + reto. b) Expresion relativa de TLR2 en la segunda semana, los *** indican
significancia (p=0,0008) entre control y D. hansenii, los ** representan significancia (p=0,0083)
entre control + desafio y Dh + reto. Las barras representan la media + E.E.
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Figura 7. Expresion relativa del gen receptor de TLR4 en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n=10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacién e inmunoestimulacién con E.
coli.Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Las barras representan la media
+ SE. a) Expresion relativa de TLR4 en el primer muestreo, los *** muestran significancia
(p=0,0003) entre control + desafio y Dh + reto. b) Expresidon relativa de TLR4 en el segundo

muestreo, el * representa significancia (p=0,0137) entre control + desafio y Dh + reto. Las barras
representan la media + E.E.
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Figura 8. Expresion relativa del gen receptor de TLR6 en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n=10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacion e inmunoestimulacion con E.
coli.Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Las barras representan la media
+ SE. a) Expresion relativa de TLR6 en el primer muestreo, **** muestra significancia (p<0,0001)
entre control + desafioy Dh + reto. b) Expresion relativa de TLR6 en el segundo muestreo, los ****
representan diferencias significativas (p<0,0001) entre el control y Dh, los ** muestran
significancia (p=0,0028) entre control + reto y Dh + desafio. Las barras representan la media + E.E.

La expresién de los genes moduladores SYK'y RAF1 mostraron un supresion de estos genes en
leucocitos de sangre periférica de cabritos del grupo D. hansenii al ser retados con E. coli
comparado con el grupo control al primer muestreo (Figura 9a;Figura 10a); en cambio, al segundo
muestreo se observd un aumento en la regulacién de estos genes por parte de los cabritos
estimulados con levadura comparado con los animales que no recibieron suplementacion oral
después de un reto patogénico un E. coli,mostrando diferencia significativa entre grupos (p>0.05)

(Figura 9b;Figura 10b).
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Figura 9. Expresidn relativa del gen receptor a SYK en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n= 10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacion e inmunoestimulacion con E.
coli.Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Lasbarras representan la media
+ SE. a) Expresion relativa de SYK en el primer muestreo, **** denotando diferencias significativas
(p<0,0001) entre control +reto y Dh + reto. b) Expresion relativa de SYK en el segundo muestreo,
los **** muestran significativos (p<0,0001) entre el control y Dh. Las barras representan la media
+ E.E.
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Figura 10. Expresion relativa del gen receptor a RAF1 en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n= 10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacion e inmunoestimulacion con E.
coli.Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Lasbarras representan la media
+ SE. a) Expresiéon relativa de RAF1 en el primer muestreo, los ** representa diferencias
significativas (p=0,0012) entre control + reto y Dh + reto. b) Expresién relativa de RAF-1 en el
segundo muestreo, los *** representan diferencias significativas (p=0,0003) entre el control y Dh,

los ** muestran diferencias significativas (p=0,0054) entre control + reto y Dh + reto. Las barras
representan la media + E.E.
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La expresion del gen de factor de transcripcion AP1 mostrd una supresion en su modulacién en
leucocitos de sangre periférica del grupo D. hansenii después de un reto bacteriano al primer
muestreo contrastado con el grupo control. Sin embargo, al segundo muestreo se observéd una
sobreexpresion del gen AP1 permaneciendo sin cambios antes y después de un reto con E. coli
por parte del grupo D. hansenii en comparacion con el grupo control, denotando diferencias

significativas (p>0.05) (Figura 10).
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Figura 11. Expresion relativa del gen receptor a AP1 en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n= 10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulacién e inmunoestimulacion con E.
coli. Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Lasbarras representan la media
+ SE. a) Expresion relativa de AP1 en el primer muestreo, *** denotan diferencias significativas
(p=0,0009) entre control + reto y Dh + reto. b) Expresion relativa de AP1 en el segundo muestreo,
los **** representan diferencias significativas (p<0,0001) entre el control y Dh. Las barras
representan la media + E.E.

La expresion relativa del gen IL18 mostré una supresion en leucocitos de sangre periférica de
cabritos estimulados con D. hansenii después de un reto patogénico con E. coli comparado con el

grupo control en ambos muestreos, mostrando diferencias significativas (p>0.05) (Figura 12).
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Figura 12. Expresion relativa del gen receptor a IL-18 en leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados (D. hansenii n= 10) y no suplementados (control n=10) en dieta con D. hansenii.
Las muestras se recolectaron a las 24 horas de inmunoestimulaciéon e inmunoestimulacion con E.
coli.Los leucocitos no desafiados representan el grupo de control. Lasbarras representan la media
+ SE. a) Expresion relativa de /L-18 en el primer muestreo, **** denota significativo (p< 0,0001)
entre control + retoy Dh + reto. b) Expresién relativa de IL1-8 en el segundo muestreo, los ** **
demuestran diferencias significativas (p<0,0001) entre control + reto y Dh + reto. Las barras
representan la media + E.E.

7.2 Viabilidad celular

Se midié la viabilidad celular de leucocitos de sangre periférica de cabritos destetados con dieta
control y dieta suplementada con la levadura D. hansenii CBS8339. Las células se retaron con E.
coli 25. No se observaron diferencias significativas (p > 0.05) entre los grupos el primer y segundo
muestreo. Sin embargo, se observd un incremento de células viables por parte del grupo D.

hansenii (79.9%) que fueron retadas con E. coli 25 al segundo muestreo (Figura 13).
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Figura 13. Viabilidad de leucocitos de sangre periférica de cabritos suplementados (D. hansenii
n=10) y no suplementados (control n=10) con D. hansenii. a) Viabilidad de leucocitos retados con
E. coli a la primera semana. b) viabilidad de leucocitos retados con E. coli a la segunda semana.
DMSO fue utilizado como control negativo. Las barras representan la media + E.E.
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8. DISCUSION

La viabilidad celular es implementada como un indicador sobre la proteccién brindada por
probidticos contra retos bacterianos (Kim et al., 2006; Kamiloglu et al., 2020). En este estudio,
contrastado con el grupo control, la viabilidad en leucocitos de cabritos suplementados con D.
hansenii no se vio afectada antes y después de un reto patogénico con E. coli. En este sentido,
Angulo et al (2019) reporté un aumento en la viabilidad celular al décimo cuarto y trigésimo dia
en leucocitos de cabritos neonatos suplementados con D. hansenii CBS 8339 después de un reto
con E. coli comparado con el grupo control; sin embargo, no mostroé diferencias significativas. En
un estudio similar, cabritos neonatos estimulados oralmente con B-glucanos de D. hansenii CBS
8339 mejord la supervivencia celular después de un reto in vivo con LPS comparado con el grupo
control (Angulo et al., 2020). Los resultados obtenidos en este estudio son comparables con lo
reportado en leucocitos estimulados con glucanos y lisados con distintas cepas de D. hansenii

(Medina-Cérdova et al., 2018, 2021).

El sistema inmune estda conformado por 6rganos, tejidos, células y moléculas, formando una
defensa coordinada contra patoégenos (Matos et al., 2017). Dentro de la respuesta inmune se
encuentra la actividad fagocitica, explosidn respiratoria, produccion de éxido nitrico y actividad
mieloperoxidasa, entre otras (Maurizio et al., 2021). Los resultados obtenidos en esta
investigacion, demostré que cabritos del grupo control y D. hansenii mostraron una actividad
similar en fagocitosis, explosién respiratoria, actividad mieloperoxidasa y produccién de éxido
nitrico, antes y después de un reto patogénico. No obstante, diferentes estudios han mostrado
resultados contrastantes. En este aspecto, leucocitos de sangre periférica de cabritos
suplementados con D. hansenii CBS 8339 mostraron un comportamiento similar oincremento en
la producciéon de éxido nitrico, explosidn respiratoria y actividad mieloperoxidasa dependiendo
de muestreo al décimo quinto y trigésimo dia, asi como al ser retados con E. coli, comparado con
el grupo control (Angulo et al., 2019). Este comportamiento es comparable con leucocitos de
caprinos estimulados de manera in vitro por 24 h con B-glucanos de D. hansenii CBS 8339 antes y
después de un estimulo con E. coli (Angulo et al., 2018) e in vivo mediante protocolo inmunidad
entrenada con B-glucanos de esta misma levadura (Angulo et al., 2020). Asimismo, leucocitos de

caprinos estimulados de manera in vitro implementando glucanoy lisados de diferentes cepas de
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D. hansenii obteniendo una respuesta inmune similar. Ejemplo de ello, glucanos de D. hansenii
DhhBCS005 y DhhBCS006 presentaron un comportamiento similar en produccién de éxido nitrico
comparado con células sin estimulo del grupo control; mientras que leucocitos incubados con
glucanos provenientes de D. hansenii DhhBCS003 y DhhBCS006 fueron comparables con la
actividad mieloperoxidasa respecto al grupo control (Medina-Cérdova et al., 2018). Por otra
parte, células estimuladas mediante lisados con cepas de D. hansenii DhhBCS002, DhhBCS003,
DhhBCS004 y DhhBCS005 obtuvieron un comportamiento similar por parte de la actividad
fagocitica y produccion de oxido nitrico que leucocitos del grupo control; en cambio, células
estimuladas con lisados de D. hansenii DhhBCS001, DhhBCS003 y DhhBCS004 obtuvieron una baja
actividad mieloperoxidasa (Medina-Cdrdova et al.,2021). No obstante, los autores mostraron un
aumento en explosion respiratoria en células estimuladas con glucanos, asi como lisados con
diferentes cepas de D. hansenii contrastado con el grupo control (Medina-Cérdova et al.,,
2018,2021). Por otro lado, el presente estudio mostré un incremento de IgA en heces de cabritos
suplementados con D. hansenii al primer y segundo muestreo, comparado con el grupo control.
La produccién de IgA mediante la suplementacidn con D. hansenii en cabritos no ha sido evaluada.
Sin embargo, estimulacién en becerros con Saccharomyces cerevisiae boulardii aumentd la
secrecion de IgA e IgA-plasmidico en células de ileon y colon, mostrando una posible
inmunoproteccion contra infecciones intestinales (Villot et al., 2020). Asimismo, corderos en
crecimiento estimulados con Saccharomyces cerevisiae por 90 dias aumenté la produccién de IgA
en suero los dias 60, 75 y 90 contrastado con los animales sin estimulo (Mahmoud et al., 2020).
Por lo tanto, diferentes cepas de D. hansenii, experimentacion in vitro o in vivo, etapa productiva,
asi como periodo de suplementacion son factores de importancia para una respuesta en la

modulacion del sistema inmune.

Uno de los elementos principales del sistema inmune son los receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) reaccionando con patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs)
(Janeway, 1989). Dentro de los PRRs, los receptores tipo Toll (TLRs) han sido identificados para
diferentes PAMPs, como mananos y B-glucanos de la pared celular (Thoma-Uszynski et al., 2001;
Zhou et al., 2021). El desencadenamiento en la sefializacién de receptores TLR es mediada por

reguladores intracelulares (ej. SYK) coordinando la respuesta de efectores, tales como citoquinas
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proinflamatorias ejemplo de IL-1B (Medzhitov, 2007; Mécsai et al., 2010). En el presente trabajo,
los genes TLR2, TLR4y TLR6 mostraron una supresion en su expresion en leucocitos de cabritos
suplementados con D. hansenii antes de un reto bacteriano contrastado con los cabritos del grupo
control en el primer muestreo. En comparacion, se observé una sobreexpresién de estos mismos
genes por parte del grupo D. hansenii contrastado con el grupo control antes y después de un
reto con E. coli al segundo muestreo. En este sentido, Angulo et al. (2019) demostrd que la
estimulacion con D. hansenii CBS8339 en células de cabritos neonatos no aumentd la expresion
de genes receptores TLR2y TLR6 en muestreos los dias 15 y 30 antes y después de un reto con E.
coli.Mientras que B-glucanosde diferentes cepas de D. hansenii aumentaron la expresion de TLR2
y TLR4 tras la exposicién a E. coli mediante un bioensayo in vitro e in vivo en cabritos (Angulo et
al., 2018; Medina-Cdrdova et al., 2018). Asimismo, Dectina-1 se encuentra relacionada en el
reconocimiento de B-glucanos en la pared celular desencadenando la activacién de reguladores
como SYK y RAF1 (Batbayar et al., 2012). Los resultados del presente estudio, no mostré una
amplificacion por parte del gen Decting-1. En este sentido, un estudio mediante la
suplementacién oral de D. hansenii en cabritos neonatos mostrd una supresion en la expresion
del gen Dectina-1 (Angulo et al., 2019). En cambio, la estimulacién con B-glucanos de levaduras
incrementaron la expresion del gen Dectina-1 en células de caprinos y monocitos de terneros
(Angulo et al., 2018; Reyes-Becerril et al., 2021; Angulo et al., 2023). En conjunto, los estudios
sobre la expresion proponen que el gen Dectina-1 posiblemente no reconoce los B-glucanos de
la levadura completa D. hansenii, pero si B-glucanos aislados de esta misma levadura. En la
presente investigacion, cabritos suplementados con levadura disminuyeron la expresién de los
genes SYK'y RAF1 al primer muestreo; mostrando una subexpresién al segundo muestreo en estos
genes por parte del grupo D. hansenii después de un reto bacteriano en comparacion del grupo
control. En trabajo previos, la suplementaciéon in vivo con D. hansenii CBS 8339 en cabritos
neonatos mostraron una sobreexpresion de SYKy RAF1 al primer muestreo (dia 15) antes de un
reto con E. coli en leucocitos, disminuyendo su expresion al segundo muestreo (dia 30) antes y
después de un estimulo con E. coli contrastado con el grupo control (Angulo et al., 2019). En otro
estudio, leucocitos de caprinos estimulados con D. hansenii CBS 8339 aumento la expresion de
los genes RAF1 y SYK antes de un reto con E. coli contrastado con el grupo control (Angulo et al.,

2018). La estimulacién con D. hansenii denota la activacion sobre las rutas de SYK y RAF1
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(relacionadas a Dectina-1), incluso cuando no se muestra una sobre expresion del gen Dectina-1.
La pared celular de levaduras estd conformada por a-mananos, a-manosas y N-mananos los
cuales pueden ser reconocidos por receptores como, Dectina-2, MINCLE, y DC-SIGN, los cuales
puedes activar la ruta de sefializacion de SYK y RAF1 (Kerrigan et al., 2011; Tang et al., 2018). De
la misma manera, se analizd la expresion relativa de mRNA del factor de transcripcion AP1. El
primer muestreo, no mostré sobreexpresion del gen AP1 en leucocitos de cabritos
suplementados con D. hansenii antes y después de un reto con E. coli comparado con el grupo
control. Curiosamente, la expresion relativa del gen AP1 incremento en leucocitos de cabritos
destetados suplementados con D. hansenii antes de un estimulo con E. coli contrastado con el
grupo control al dia 14. De manera similar, Angulo et al. (2019) reportaron una sobreexpresion
de mRNA AP1 en cabritos neonatos suplementados oralmente con D. hansenii CBS8339. En
general, los resultados sobre la expresion de genes muestran que la inclusion de D. hansenii
CBS8339 en dietas para cabritos destetados puede activar la ruta de sefializacion de TLR (2,6)
/AP1. Estos resultados transcriptomicas deberan ser validados a nivel de proteinas en futuros

estudios.

Monocitos, macrofagos entre otras células del sistema inmune secretan /L-168, involucrando
diferentes procesos inflamatorios y proinflamatorios en diferentes tipos de células (Rider et al.,
2011). En esta investigacion, la expresion del gen IL-16 mostré una disminucion por parte del
grupo D. hansenii retados con E. coli comparado con el grupo control en ambos muestreos. Por
el contrario, leucocitos de cabritos neonatos suplementados con D. hansenii mostré un aumento
en la expresién de /L-18 antes de un reto con E. coli en muestreos los dias 15y 30 en comparacion
con el control (Angulo et al., 2019). Curiosamente, la estimulacién con D. hansenii cepa DhBCS004
disminuyd la expresion del gen IL-18 en pargo dorado (Reyes-Becerril et al., 2021). Los resultados
en la expresion del gen IL-18 en el presente trabajo de investigacion podria estar asociada con un
efecto antiinflamatorio por parte de la levadura probidtica D. hansenii CBS 8339 en cabritos

destetados, lo cual amerita una futura investigacion.
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9. CONCLUSION

La suplementacién oral con la levadura probidtica Debaryomyces hansenii CBS 8339 en dietas
para cabritos en la etapa del destete mostrd un incremento en la produccion de IgA en ambos
muestreos, asi como, la expresion de los genes receptores TLR2, TLR4 y TLR6, los genes
moduladores SYK y RAF1, el gen del factor de transcripcion AP1, al decimocuarto dia antes y
después de un reto patogénico con E. coli 25 en leucocitos de sangre periférica de cabritos
destetados. Sin embargo, D. hansenii CBS 8339 no es la mejor opcidon para estimular el sistema
inmunitario brindando proteccién contra enfermedades por E. coli en cabritos al destete.

Perspectivas para futuros estudios: (1) Analizar la suplementacion con diferentes cepas de D.
hansenii; (2) estudiar vias alternas para laadministracion; (3) analizar la inmunoproteccioén contra

diferentes bacterias de interés productivo en cabritos.
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