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RESUMEN: El objetivo del presente trabajo fue evaluar la seguridad bioldgica de una cepa de
Lactobacillus plantarum 22 LMC con potencialidades probidticas, aislada de la mucosa del ciego de
cerdos criollos. Se realiz6 un estudio preclinico para evaluar el efecto del candidato a probiodtico en un
modelo agudo oral a dosis unica 10> UFC mL"!. Se emplearon ratas Sprague Dawley hembras y
machos divididas en grupos de cinco animales de cada sexo por tratamiento durante 14 dias: (1)
células viables de L. plantarum, (2) células inactivadas por calor del mismo microorganismo y (3)
solucion salina como control negativo. Posteriormente, se procedio a la eutanasia. Se realizaron los
estudios anatomopatologicos y microbioldgicos de los principales érganos. Se determinaron algunos
indices hematicos y de la bioquimica sanguinea. No se encontraron efectos toxicos atribuibles a la
administracion del probiotico; el peso corporal se mostrd caracteristico para la especie y no hubo
alteraciones en el peso de los 6rganos. No se observaron variaciones macroscopicas, histopatolégico y
de translocacion bacteriana en los 6rganos evaluados. Los estudios hematologicos y de la bioquimica
sanguinea mostraron valores normales para la especie. Se concluye que la cepa de L. plantarum 22
LMC demostré su seguridad bioldgica en la dosis tinica evaluada.
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ABSTRACT: This work was aimed at evaluating the biological safety of a Lactobacillus plantarum
22 LMC strain with probiotic potential, isolated from the caecum mucosa of Creole pigs. A pre-
clinical study was conducted to evaluate the effect of the probiotic candidate in an acute oral single-
dose model 10?2 CFU mL"!. Female and male Sprague Dawley rats were used divided into a group of
five animals of each sex per treatment (3): viable L. plantarum cells (1), heat-inactivated cells of the
same microorganism (2) and saline solution as a negative control (3) for 14 days; subsequently
proceeded to euthanasia. Pathological and microbiological studies of the main organs were carried out.
Some hematological and biochemical indices were determined. No toxic effects attributable to the
administration of the probiotic were found; body weight was shown to be characteristic for the species
and there were no alterations in organ weight. No macroscopic, histopathological and bacterial
translocation variations were observed in the organs evaluated. The hematological and blood
biochemical studies showed normal values for the species. It is concluded that the L. plantarum 22
CML strain was shown to be biologically safe at the single evaluated dose.
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INTRODUCCION

El género Lactobacillus se puede encontrar en
habitats tan variados como bebidas fermentadas,
leche, carne y sus derivados. Son reconocidos por
ser microorganismos inocuos,
relacion con los alimentos, forman parte de la
microbiota de la boca, tracto intestinal y vaginal
del ser humano y los animales, y se reporta su
bajo potencial patoégeno (1). Sin embargo,
algunas cepas de lactobacilos se asocian a
infecciones en humanos inmunodeprimidos.

Se recomienda realizar estudios de seguridad a
todas las cepas probidticas que se utilicen como
aditivos y evaluar los posibles efectos toxicos
(Toxicidad/Patogenicidad/Infectividad) que se
puedan producir en los animales de
experimentacion (2,3). El estudio de seguridad se
realiza a través del analisis clinico,
microbiologico y anatomopatoldgico, posterior a
la administracién por via oral de una dosis tinica
de la cepa de L. plantarum candidato a
probidtico.

En estudios previos de Vera et al. (4) se
selecciond la cepa de L. plantarum, denominada
22 LMC, como candidata a probidtico mediante
pruebas in vitro por ser con la que se obtuvo
mejores resultados. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la seguridad bioldgica de L. plantarum 22
LMC en animales de experimentacion.

debido a su

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizO en el area de
experimentacion animal del laboratorio de
Farmacologia y Toxicologia del Centro Nacional
de Sanidad Agropecuaria (CENSA), de acuerdo
con las guias generales para los ensayos de
pesticidas microbianos de la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA, de sus siglas en
inglés Environmental Protection Agency) (5), de
acuerdo con los principios de Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL) establecidos por la
Organizacion para la Cooperacion Economica y
Desarrollo (6) (Tabla 1).

Declaracion de conformidad con el

bienestar de los animales

Se conformaron tres grupos experimentales de
cinco animales, separados
mantenidas en las condiciones de tenencia,

segin el sexo,

manejo y alimentacion descritas previamente
hasta finalizar el experimento. Todos los
procedimientos se realizaron de acuerdo a la Guia
para el uso y cuidado de animales de laboratorio
(7) y la aprobacion del Comité de Etica del
CENSA (Tabla 2).

Grupos de experimentacion

La suspension bacteriana se obtuvo a partir
colonias de L. plantarum 22 LMC cultivadas en
medio Mann Rogosa Sharp (MRS, Difco™ EUA)
bajo condiciones de anaerobiosis,
descrito por Vera et al. (4). Se inocularon en dos
frascos con tapas de roscas con 400 mL de caldo
MRS y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente, se centrifugaron a 7500 g y la
biomasa resultante se resuspendid en solucion
salina a 0,8 %; se ajustd la concentracion
mediante el conteo de colonias correspondiente a
102 UFC mL"'. La dosis 10 UFC mL"! se
selecciond segin lo referido por Jin et al. (8),

segun lo

como la maxima que se le suministra como
probiotico a los animales.

El preparado bacteriano se recepcion6 48 horas
antes del experimento, de tal manera que se
garantiz6 su poder germinativo y capacidad de
infeccion al conservarlo a 4-8°C. Para el control
de la viabilidad y de la inactivacion por calor de
las suspensiones, se sembrd 0,2 mL de las
suspensiones bacterianas (102 UFC mL") en
placas de agar MRS durante 24 a 48 horas, para
corroborar el crecimiento en las placas. Una vez
liberadas las suspensiones bacterianas, antes de la
inoculacion en las ratas se tuvieron en cuenta los
siguientes aspectos:

a. El alimento se retir6 entre 12 y 18 horas antes
de la aplicacion.

b. Se suministrd el alimento a las ratas pasadas
tres horas del tratamiento.

c. Se registraron diariamente los signos clinicos,
asi como la ocurrencia de muertes.

Sacrificio

Concluido el tiempo de evaluacion (14 dias),
se sacrificaron todos los animales segun los
procedimientos descritos por Close et al. (9).
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Tabla 1. Condiciones experimentales para la evaluacion de toxicidad aguda oral en ratas tratadas
con L. plantarum 22 LMC. / Experimental conditions for the evaluation of acute oral toxicity in rats
treated with L. plantarum 22 LMC.

Aspectos a evaluar Especificaciones
Evaluacién preexperimental Siete dias: se selecciond al azar el 10 % de los animales y se realizo
el control de salud de los mismos
Duracién del experimento 14 dias

Dosificaciéon Unica administracion. Inicio del experimento
Nivel de dosis 10 2 UFC/animal

Tamaiio de los grupos 10 (cinco de cada sexo)

Via de administracion Oral con canulas

Frecuencia de la observacion clinica Diaria, dos veces al dia
Animales y condiciones de mantenimiento

Especie y linea Ratas Sprague Dawley
Edad 7-8 semanas
Procedencia de los animales CENPALAB
Peso vivo promedio 160-170 g (hembras) 180- 200 g (machos). Hembras nuliparas, no
gravidas.
Método de distribucion Al azar
Alimento Alimento concentrado para la especie
Ubicacion Individual en caja de polipropileno con cobertura de malla metalica

y viruta de madera esterilizada en su interior.

Otras sustancias quimicas en la sala de Ninguna
experimentacion

Condiciones ambientales Temperatura: 17- 23°C

Humedad relativa: 30-70 %
Ciclos luz-oscuridad: 12x 12 h

Tabla 2. Distribucion de los animales en los diferentes grupos experimentales. / Distribution of the
animals in the different experimental groups.

N/sexo

Grupos Tratamientos
Machos Hembras

A (Control negativo) Solucion salina al 0,8 % 5 5
B (Células viables)  Células viable de L. plantarum 22 LMC 5 5

C (Células inactivadas) Células inactivadas de L. plantarum 22 LMC inactivada a 121°C 5 5
10 min

Se evaluaron los siguientes parametros: Los diferentes sistemas evaluados incluyeron
ojos, mucosas visibles, piel y pelos, sistema

1. Sign lini . . ) . . ,
Signos clinicos circulatorio, sistema respiratorio, asi como

. Efecto sobre el peso corporal patronas de conducta, actividad motora, signos de
e L. , incoordinacion, convulsiones, salivacion,
. Analisis macroscépico de los 6rganos ., . o
sedacion, estado de sindrome diarreico, muerte u
. Peso de los 6rganos otras alteraciones clinicas.

. Microbiologia de los 6rganos y tejidos Anilisis microbiolégico

. Analisis histopatologico de los 6rganos ' . _
Posterior al sacrifico, se desarrolld el estudio

de infectividad en los organos mediante la

sanguinea siembra y la identificacion bacteriologica de las

N N N B~ W N

. Examenes de hematologia y de bioquimica
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muestras tomadas de animales inoculados con el
probiotico de ensayo.

Se tomaron muestras de todos los animales del
estudio, de los cuales se analizaron por examen
bacteriologico los siguientes organos y tejidos:
corazon, rifion, bazo, higado, pulmoén, nodulos
linfaticos y sangre. Las muestras se colocaron en
placas de Petri estériles y se flameo la superficie;
luego, con tijeras y pinzas estériles, se realizé un
corte para efectuar la impronta en los medios de
cultivo.

Las muestras se sembraron en agar sangre,
agar Sabouraud y agar MRS liquido. Se
realizaron dos réplicas. Las placas se incubaron
en condiciones aerobicas y para la anaerobica se
empled una incubadora (ESCO CelCulture®,
EUA) con una atmosfera de CO, de 10 % a 37°C.

Se realiz6 el examen de los cultivos a las 24,
48, 72, 96 horas para describir las caracteristicas
culturales del crecimiento, pruebas tintoriales y
bioquimicas y para crecimiento de lactobacilos,
como se describe por Sanchez et al. (10).

Analisis anatomopatologico

Se realizo el analisis macroscopico de los
organos corazon, rifiion, bazo, higado y pulmon
para todos los animales. Posteriormente, se
tomaron muestras para el estudio histopatolégico,
las que se procesaron por la técnica cldsica de
inclusion y cortes en bloques de parafina, previa
fijacion en formol neutro a 10 %; se colorearon
con hematoxilina y eosina (Merck KGaA,
Alemania).

Se analizaron 266 bloques de parafinas. Los
fragmentos de pulmoén, higado, rifién, corazén y
bazo, embebidos en parafina, se cortaron con el
microtomo (Leica RM2255, Alemania). Los
cortes se extendieron en laminas y a continuacion
se procedio a la tincién con hematoxilina-eosina
(11).

El estudio histologico incluy6 el 100 % de los
animales investigados. La identificacion de las
muestras fue Unica para cada animal y en todos
los casos se mantuvo la identificacion inicial de
los bloques.

Examenes hematicos y de bioquimica
sanguinea

Los animales se anestesiaron con éter dietilico
y las muestras de sangre se extrajeron de la
comisura interna del ojo (seno orbital) mediante
pipetas Pasteur. La sangre se colectd en viales
con EDTA (10 uL de EDTA/mL de sangre) para
su posterior procesamiento hematologico. Para la
determinacion de los parametros bioquimicos se
colectd sangre sin anticoagulante en viales de 2
mL; se dejo coagular a temperatura ambiente y se
centrifugd a 6000 g en una centrifuga Eppendorf
durante 10 minutos; posteriormente se colecto el
suero.

Mediante el empleo del Contador electrénico
de células Micros ABX de la firma ABX
Diagnostic Systems, en el hemograma completo
se determinaron la concentracion de hemoglobina
(HB), el conteo de eritrocitos (ETO), hematocrito
(HCT), conteo de plaquetas (PLT), el volumen
corpuscular medio (VCM), la hemoglobina
corpuscular media (HCM), la concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM) y los
leucocitos totales (LEUC).

El conteo diferencial de leucocitos incluyo
conteo de neutréfilos (N), linfocitos (L),
monocitos (M), eosindfilos (E) y basofilos (B); se
determind mediante técnica tradicional de
extension de sangre periférica; los resultados se
expresan en valores relativos y absolutos.

Mediante el empleo de un analizador
Automatico Hitachi 704 de la Boehringer
Mannheim con juego comercial de la misma
firma, se determinaron los siguientes indicadores
bioquimicos: Albumina (Alb), Proteinas totales
(PT), Glucosa (Gluc), Colesterol total (Chol-T),
Triglicéridos (TG).

Analisis estadistico

Los datos se procesaron mediante el paquete
estadistico IBM® SPSS version 21 (12). Como
prueba de bondad de ajuste, para comprobar la
normalidad de los datos, se emple6 la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Los datos se expresaron
como media + desviacion estandar (DE) y se
analizaron por ANOVA (andlisis de varianza de
una via), seguido de la prueba de Dunnett para
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determinar las diferencias significativas entre los
grupos tratados y el control negativo. Un valor de
p=<0,05 se considerd estadisticamente
significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la evaluacion preexperimental los animales
no evidenciaron alteraciones clinicas, por lo que
se procedio a la realizacion del estudio. Durante
el periodo de evaluacion los animales no
presentaron signos clinicos indicativos de
toxicidad. No se evidencid6 muerte en los
diferentes grupos estudiados.

El andlisis de la variacion del peso corporal
constituye uno de los parametros fundamentales a
tener en cuenta dentro de un estudio toxicologico,
debido a que sus alteraciones son un indicador
sensible de la toxicidad causada por el producto a
evaluar (13).

El peso de los animales se comportd con una
tendencia ascendente durante el periodo de
observacion. Este comportamiento es esperado
para los animales en estas edades. No se
encontraron diferencias significativas (p<0,05)
en los valores medios de peso corporal entre
animales controles y tratados, tanto para los
machos como para las hembras (Fig. 1).

T
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19,
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Figura 1. Comportamiento del peso promedio
corporal de ratas machos y hembras en el estudio
de infectividad/patogenicidad/toxicidad aguda
oral. A: Control negativo; B: Grupo tratado con
células viables de L. plantarum22 LMC; C:
Grupo tratado con células inactivadas de L.
plantarum 22 LMC. /Behaviour of average body
weight of male and female rats in the infectivity/
pathogenicity/acute oral toxicity study. A:
Negative control; B: Group treated with viable
cells of L. plantarum22 LMC; C: Group treated
with inactivated cells of L. plantarum 22 LMC.

Todos los valores se presentan como media =
DE (n=6). * No hay diferencias significativas con
respecto al grupo control (Prueba de Dunnett).

Peso relativo de los 6rganos

Al analizar el peso de los oOrganos de los
animales en estudio, no se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y los grupos
tratados para el mismo sexo (Figs. 2 y 3).

En el examen macroscopico del corazon,
pulmones, bazo, higado y rifiones, no se
evidenciaron lesiones indicativas de toxicidad
debido a la administracion oral del producto.

En el examen histopatologico del pulmoén, en
todos los casos se observd una morfologia
normal. En la porcion respiratoria se observaron
apropiadas formaciones infundibuliformes que se
resuelven en conductos alveolares, atrios, sacos
alveolares y alvéolos. Todas estas estructuras
desde el bronquiolo respiratorio hasta el alvéolo,
conjuntamente con los vasos sanguineos y
nervios, no presentaron alteraciones. Tal estado
califica a la unidad respiratoria del pulmoén desde
el punto de vista histolégico y funcional
estereotipado.

En el higado de los animales evaluados se
observo integridad estructural en la unidad
histologica de este 6rgano (acino de Rappaport),
con adecuados forma, tamafio y armonizacion de
los hepatocitos (formacion de cordones celulares
alrededor de la vena central), morfologia normal
del sinusoide, asi como de los canales que forman
el espacio porta (arteria hepatica, rama porta y
conductos biliares).

En el bazo de cinco animales del ensayo, que
pertenecen a los tres grupos de animales tratados,
se observo ausencia de los centros germinativos,
que no fue atribuible al producto de ensayo. En el
resto de los 6rganos evaluados (rifidn y corazoén)
no se mostraron cambios, por lo que en los
animales estudiados no se mostraron alteraciones
a mnivel histologico asociadas al candidato
probidtico de L. plantarum 22 MLC.

La toxicidad oral es una de las pruebas mas
utilizadas para determinar la inocuidad de cepas
probioticas; a su vez, la translocacion bacteriana
es un indicador importante de la toxicidad,
debido a que constituye el primer paso en el
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Figura 2. Pesos relativos de los drganos de ratas hembras en el estudio de infectividad/
patogenicidad/toxicidad aguda oral. A: Control negativo; B: Grupo tratado con células viables de L.
plantarum 22 LMC; C: Grupo tratado con células inactivadas de L. plantarum 22 LMC. /Relative
organ weights of female rats in the infectivity/pathogenicity/acute oral toxicity study. A: Negative
control; B: Group treated with viable cells of L. plantarum 22 LMC; C: Group treated with inactivated
cells of L. plantarum 22 LMC.
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Figura 3. Pesos relativos de los 6rganos de ratas machos en el estudio de infectividad/
patogenicidad/toxicidad aguda oral. A: Control negativo; B: Grupo tratado con cepa viables de L.
plantarum; C: Grupo tratado con células inactivadas de L. plantarum. / Relative organ weights of male
rats in the infectivity/pathogenicity/acute oral toxicity study. A: Negative control; B: Group treated
with viable cells of L. plantarum 22 LMC; C: Group treated with inactivated cells of L. plantarum 22
LMC.

patogénesis de muchos
microorganismos oportunistas habitantes del
intestino (5). En los organos evaluados no se
observo crecimiento de bacterias, lo que permite
plantear que los animales estudiados resultaron
negativos a la translocacion microbiana.

Los resultados coinciden con estudios previos,
en los cuales varias dosis de diferentes cepas de
lactobacilos, potencialmente probidticos, se
administraron a ratones BALB/c durante semanas

proceso de

o meses (14) y no se observod translocacion
bacteriana en estos organos de los ratones. En
contraste, otros estudios reportan que las
bacterias 4cido lacticas inducir la
translocacion de microbiota normal al higado y
bazo solo en dosis altas (15).

Sobre la base de los resultados del presente
estudio, se considera inocua la cepa de L.
plantarum 22 LMC para las ratas, teniendo en
cuenta los criterios previamente expuestos sobre

pueden




Revista de Salud Animal, Vol. 42, No. 2, mayo-agosto 2020, E-ISSN: 2224-4700

los estudios anatomopatologicos e histologicos,
asi como la ausencia de colonizacion de bacterias
intestinales a nivel extraintestinal en el modelo in
vivo evaluado.

En la Tabla 3 se muestra que no se observaron
diferencias significativas entre los grupos;
cuando se comparan los valores hematologicos
con los referenciados para la especie, estos estan
dentro de lo reportado por Leén et al. (16) para
ratas Sprague Dawley.

En la Tabla 4 se presentan los estudios de la
bioquimica sanguinea de ratas Sprague Dawley
inoculadas por via oral con el candidato a
probiotico de L. plantarum 22 LMC
seleccionado. Existen diferencias significativas
entre los grupos tratados y controles. Hay que
destacar los resultados encontrados en los valores
del colesterol de los grupos tratados, los cuales
fueron inferiores con respecto al grupo control;
sin embargo, estan dentro de los valores normales
referenciados para la especie.

La adicion de probidticos en la alimentacion
animal puede reducir el colesterol. Algunos
autores, como Jurado et al. (18) y Dlamini ef al.
(19), propusieron que ciertos lactobacilos
probidticos, con actividad de sal biliar hidrolasa,
pueden disminuir los niveles de colesterol en
sangre al desconjugar enzimaticamente los acidos
biliares, pues aumenta su tasa de excrecion y con
ello disminuyen la solubilidad y la absorcion de
los lipidos en el intestino.

Diferentes autores refieren que las pruebas
realizadas de toxicidad dependen de la utilizacion
final del probidtico (20). La estandarizacion de
los criterios de evaluacidon de la funcionalidad y
la seguridad de los probioticos, asi como el
establecimiento de entre los
ensayos de evaluacion in vivo e in vitro,
constituyen hasta el momento un gran reto para la
comunidad cientifica, los productores y los
organos reguladores. Las medidas adoptadas
armonizaron los criterios de comercializacion de

correlaciones

los alimentos funcionales y, entre ellos, los que
contienen probioticos (21). El uso de modelos de
experimentacion animal resulta muy util para
evaluar in vivo la seguridad y los efectos de la
administracién de altas dosis (22).

En el presente trabajo se evalud la dosis
propuesta de 102 UFC/ animal de la cepa de L.
plantarum 22 LMC, aislada del intestino de
cerdos, sobre la base de los estudios de
translocacion bacteriana, comportamiento de los
indicadores anatomopatologicos (macroscopicos
y microscopico de los organos), hematicos y
bioquimicos, los que no evidenciaron efecto
toxico asociado a la aplicacion del probidtico en
los grupos evaluados. Estos resultados avalan la
continuidad de las investigaciones relacionadas
con el efecto del probiotico en indicadores
productivos y de salud en la especie diana. Se
concluye que la cepa de L. plantarum 22 LMC es
segura en el modelo animal evaluado.

Tabla 3. Valores hematoldgicos de ratas Sprague Dawley tratadas con L. plantarum 22 LMC. /
Hematological values of Sprague Dawley rats treated with L. plantarum 22 LMC.

E HCT HCM PLT (x10° LEUC (x10° Monoc

Grupos HB (g/dL) VCM (fL) Neut % Linfoc %
(x102¢/L)  (L/L) (g/dL) ¢/L) ¢/L) %

A Control 13,27a 7,17a 41,18a  57,33a 18,48a 637,17a 4,63a 8,17a 90,83a  0,50a
B Células 13,27a 7,18a 41,17a  57,17a 18,62a 595,33 4,67a 0,50a 91,67a 0,33a
viables de L.
plantarum
C Células 14,25a 7,72a 44.17a 57,67a 18,45a 549,33a 4,20a 9,50a 89,83a  0,33a
inactivadas de
L. plantarum
+EE 0,18 0,11 0,56 0,39 0,19 16,10 0,40 0,62 0,72 0,14
Valores 12,64 6,03 32,7 48,6 18,2 438 3,84 14,5 83,51 0-25
referenciales
(17) 15,52 8,10 41,0 56,2 22,2 916 10,74 97,3

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0,05)
Leyenda: hemoglobina (HB), conteo de eritrocitos (ETO), hematocrito (HCT), conteo de plaquetas (PLT),
volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media(HCM), y leucocitos totales (LEUC)
Medias con letras comunes no difieren estadisticamente (p=0,05).
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1.

Tabla 4. Examenes de bioquimica sanguinea de las ratas Sprague Dawley tratadas con una cepa de
L. plantarum 22 LMC. / Blood chemistry tests of Sprague Dawley rats treated with a strain of L.
plantarum 22 LMC.

Albumina Proteinas Colesterol Glucosa Triglicéridos

Grupos g/L g/L  (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
A- grupo control 48,88° 67,532 2,83? 4, 00° 1,712
B- Células viables de L. plantarum 50,822 69,42° 2,10° 3,432 1,132

C Células inactivadas de L. plantarum  52,62° 70,682 2,05° 3,30° 1,50?
E+E 1,19 1,31 0,12 0,18 0,12
Valores de referencia (17) 29,4-52.20 59,4-82 1,36-2,64  2,7-5,06 0,6-1,4

Medias con una letra comun en la misma columna no son significativamente diferentes (p<0,05).
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