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RESUMEN: Existe creciente interés, sobre el papel que los probidticos desempenan en la prevencion y tratamiento de diferentes
enfermedades.

Los principales microorganismos considerados probidticos pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobaclerium. Sus efectos
fueron estudiados administrandolos por via oral a humanos y animales de experimentacion.

En este Irabajo se estudic la variacion de la flora lactobacilar fecal de ratones sanos alimentados con leche conteniendo bacterias
probidticas aisladas de humanos.

Se estudiaron un lote control y uno tratado con leche probidtica. Se investigd el recuento total de Lactobacillus spp. en materia
fecal utilizando cualro disenos, variando: nimero de ratones por lote, duracidn de Ia experiencia, momento e intervalo de la toma
de muestra. En el Gltimo diseno, se efectud ademas, el recuento de Lactobacillus acidophilus.

Cuando se analizaron los recuentos, no se observd diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos. El consumo de
leche probidtica. no modificd cuantitativamente el contenido lactobacilar fecal.

Palabras claves: probidticos — Laclobacillus spp - heces - ratones .

SUMMARY: COUNT OF Lacfobacillys spp. IN FAECES OF HEALTHY MICE FED ON MILK CONTAINING PROBIOTICS. Baroni,
M.R., Zurbriggen M.L.; Alvarez, C.; Salamone, F.; Méndez, E.. Minella, K.; Fuentes, M.. There is an increasing interest in the role
of probiotics in preventing and treating diiferent diseases.

The main human prabiotic bacteria belong to Genera Lactobacilius and Bifidobacterium. Their effects have been studied by
administering them orally to human beings and laboratory animals.

In this work, the variation of fecal lactobacillus flora in healthy mice fed on milk containing probiotics isolated from human beings
was analysed.

Two lots of mice were studied. One was taken as control and the other one was Wrealed with probiotic milk. The total count of
Lactobacillus spp. in faeces was assessed using four designs, varying number of mice in each lot, test duration, and sampling time
and interval. Counts of Lactebacillus acidophilus were also carried out in the latter design.

When counts of Lactobaciflus spp. were analysed, no statistically significant differences between both groups could be found.
Therefore, probiotic milk feeding did not quantitatively modify fecal laclobacillius content.
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Introduccion

Existe un creciente interés, tanto de la comuni-
dad cientifica, como de la poblacién general, sobre
el papel que los probi6ticos desemperan en la pre-
vencion y tratamiento de diferentes enfermedades.

Los principales microorganismos considera-
dos probioticos para humanos pertenecen a los gé-
neros Lactobaciltus y Bifidobacterium. Sus efectos
han sido estudiados administrandolos por via oral a
humanos y animales de experimentacion. Mediante
el uso de determinadas cepas de Lactobaciflus
acidophilus y Lactobacillus casei se ha logrado un
efecto significativo en la prevencion (1) y tratamien-
to de diarreas infantiles, diarreas asociadas a
antibiéticos y en la profilaxis de la «diarrea del viaje-
10"(2).

Algunas especies de Lactobacillus producen
antibidticos y otras sustancias como dcidos organi-
cos (acético y lactico) que inhiben el crecimiento de
gérmenes patégenos, actian desconjugando sales
biliares y constituyen fuente de enzimas que facilitan
la absorcién de alimentos(3).

Determinadas cepas bacterianas activan célu-
las del sistema inmune, mostrando un incremento
en la respuesta especilica y no especifica del hués-
ped (4).

Se ha demostrado que la administracion oral
de lactobacilos induce la liberacion de enzimas p-
galactosidasa y {-glucuronidasa por parte de
macréfagos peritoneales en ratones, siendo mayor
la actividad de los mismos cuando se administran
lactobacilos viables.(3)

Un factor a considerar es que el efecto de los
probidticos es optimo cuando se utilizan bacterias
lacticas aisladas del mismo huésped al que se vana
administrar. No obstante existen numerosos experi-
mentos en ratas(5), ratones (6) o cerdos, con el fin
de demostrar |a capacidad de ciertos cultivos, de
procedencia humana, para inhibir la proliferacion de
patégenos.(2)

El objetivo del presente trabajo fue observar si
existe un aumento en el recuento de Lactobacillus
spp en materia fecal de ratones sanos alimentados
con leche probidtica sometidos a distintas condicio-
nes experimentales.
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Materiales y Métodos

Animales y tratamiento probiético

Se trabajo con ratones Balb/c sanos, divididos
en dos grupos: control & incégnita, en el momento
del destete (20 dias después del nacimiento).

Al grupo control se le administré comida y agua
“ad libitum”, y al grupo incognita se le reemplazo el
agua por leche probiotica comercial con una carga
bacteriana de 10%-10¢ UFC/ml, conteniendo
Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei , de
acuerdo con especificaciones del comerciante.

La leche probidtica fue diluida al 20% v/v con
agua, segun protocolo del grupo de trabajo.

Los animales de ambos grupos se mantuvie-
ron a temperatura controlada (22°C) con un ciclo luz-
oscuridad.

Se realizo el recuento total de Lacfobacilius spp.
en materia fecal de ratones sanos aplicando cuatro
disefios diferentes. Dicha diferencia consistié en mo-
dificar las condiciones del experimento referidas a:
(1) ndmero de ratones por lote; (2) duracion de la
experiencia en dias; (3) momento de la toma de
muestra (inmediatamente antes de ofrecerle leche
probidtica fresca y dos horas después de ofrecerla)
y (4) intervalo en dias de la toma de muestra. En el
ditimo diseno se efectud ademas el recuento de
Lactobacillus acidophilus.

En el primer diseno el experimento duré 7 dias,
estudiando los dos lotes de ratones Balb/c: control (6
ratones) con comida y agua “ad libitum" e incognita
(5 ratones) a los cuales se les reemplazd el agua por
leche probi6tica comercial diluida al 20 % v/v (LPCD).

En el segundo diseiio se estudiaron otros dos
lotes durante 14 semanas. Durante este periodo al
lote control (11 ratones) siempre se le suministro
agua y al lote incognita (10 ratones), agua y LPCD
alternadamente: 3 semanas leche, 4 semanas agua
y las Gltimas 7 semanas leche,

En el tercer y cuarto disefo se evaluaron du-
rante un periodo de 7 dias el lote control (8 ratones) y
el lote incognita (7 ratones), radicando la diferencia
entre ambos disefios en el intervalo, en dias, de la
toma de muestra.

Ensayo microhiolégico
En el primer diserio se efectuaron tomas de
muestra de materia fecal:
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a) el dia del destete, b) el 3°, 5°y 7° dia des-
pués del destete, 24 horas después de ofrecerle LPCD
fresca. Teniendo en cuenta que la leche se cambid
diariamente.

Todas las muestras se procesaron el mismo
dia de la recoleccion,

Fueron colocadas en recipientes estériles pre-
viamente tarados, obteniendo por diferencia el peso
de cada materia fecal.

Se realizaron diluciones de las mismas con
agua peptonada y se sembraron por duplicado, en
superficie, sobre agar MRS (7,8,9). Seincub6 a 37°C
durante 48 horas en atmasfera de CO,; después de
este tiempo las colonias fueron contadas y los resul-
tados expresados como Unidades Formadoras de
Colonias por gramo de Materia Fecal (UFC/g MF).

Para |2 identificacién presuntiva de las colo-
nias de lactobacilos se realizd coloracion de Gram a
fin de determinar caracteristicas morfoldgicas y
tintoriales. Se determino la actividad de la enzima
catalasa y se verifico el crecimiento a 37 y 45 °C.

En el segundo diserio las tomas de muestra se
efectuaron semanalmente. Se emplearon en este caso
medios mas selectivos con el objetivo de eliminar la
flora fecal acompanante, para ello se adiciond al agar
MRS (empleado anteriormente), acetato de sodio a
una concentracion final del 2% (9) y bilis de buey al
5%(10). Las muestras se procesaron de la misma
manera que en el ensayo anterior.

En el tercer diserio se efectuaron las tomas de
muestra el dia del destete, al 3°, 5%y 7° dfa, a las dos
horas posteriores del cambio de leche (momento de
latorna de muestra), para que consuman el producto
fresco (LPCD inmediatamente después de prepara-
da la dilucion), asegurando que los lactobacilos se
encontraban viables, y poder asi tener més recupe-
racion en las muestras de materia fecal.

Para el andlisis de las muestras se realizo el
procedimiento descripto anteriormente,

En el cuarto disefio se tomaron muestra de
materia fecal: el dia del destete, al 2°, 3°y 7° dia, dos
horas después de ofrecerle LPCD recién preparada.
Las muestras se analizaron siguiendo el mismo pro-
cedimiento descripto anteriormente.

En este dltimo disefio se realizd ademas el re-
cuento diferencial de Lactobacillus acidophilus para
detectar si habia diferencias entre los ratones ali-
mentados con probiético y los que tomaban agua.

Para laidentificacion de |as colonias de Lacfobacilfius
acidophilus, se empleé ademas de las pruebas
bioguimicas mencionadas anteriormente, el siste-
ma de identificacion API 50CHL (BioMerieux).

Recuento de lactobacilos en el alimento probidtico

Se realizo, para todos los disefios, el recuento
lactobacilar del producte probidtico para asegurar la
viabilidad de los lactobacilos en |2 leche suministra-
da a los animales de experimentacion. Para este fin
se realizaron diluciones del producto con agua
peptonada, se sembraron las distintas diluciones en
agar MRS y se incubaron a 37°C durante 48 horas en
atmostera de CO, Los recuentos se realizaron en la
leche pura, LPCD recién ofrecida y LPCD que perma-
necio 24 hs. a temperatura ambiente en los bebede-
ros. Los recuentos se expresaron como UFC/ml del
producto probidtico.

Analisis estadistico

Para analizar el efecto del alimento probidtico
se compararon las medias de cada grupo de ratones
utilizando un diseno estadistico que tuviera en cuen-
ta el seguimiento de los grupos en el tiempo; dicho
diseno es el de analisis de la variancia para datos
longitudinales. La variable respuesta del modelo li-
neal propuesto es el logaritmo de los recuentos de
UFC/g de materia fecal. Los gréficos de perfiles fue-
ron obtenidos para mostrar los efectos principales o
la posible diferencia entre los grupos, identificados
como Control e Incdgnita. En todos los casos sein-
forma el valor P exacto, resultado de las compara-
ciones. El nivel de significancia elegido fue de 0,05.
Los datos fueron procesados con el Software SPSS
version 10.0. (11,12)

Resultados y Discusion

Los recuentos de Lactobaciflus spp. en la leche
probidtica se mantuvieron en el orden de 10° - 108
UFC/ml durante todas las experiencias.

La figura 1 muestra los recuentos de
Lactobacitus spp. del grupo control (C) e incognita
(I) realizados al momento del destete, al 3%, 5%y 7°
dias posteriores al mismo. En | se obtuvo al guinto
dia un valor de 10% UFC/g de materia fecal mientras
que en C se recuperd al 7° dia, 10° UFC/g.
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En la figura 2 se observan los recuentos totales
obtenidos durante el segundo disefio en funcion del
tiempo (semanas). Los resultados de ambos lotes
coinciden en las 4°, 13°y 15° semanas. Esta figura
muestra que los recuentos aumentan en funcién del
tiempo, pero esto ocurre para ambos grupos de estu-
dio y no existe entre ellos diferencia estadisticamente
significativa. Se piensa que, este efecto se observa
unicamente en este diseno porque se estudiaron los
lotes durante un periodo mas prolongado y podria
deberse a la colonizacién intestinal propia del desa-
rrollo de los animales de experimentacion.

La figura 3 indica el recuento total de
Laclobacilius spp. en funcion del tiempo (dias) para
el diseno 3. En el grupo C se alcanzé 10°-10' UFC/g
al 5° dia del destete, recuperandose idéntico nimero
de bacterias al 7° dia en los dos grupos.

Enlafigura 4 los recuentos del C e | se mantie-
nen entre valores 10°y 10'° UFC/g al destete, 2°y 3°
dia y descienden al 7° dia a valores entre 108 - 10¢
UFC/g de materia fecal.

Enlafigura 5 se comparan los recuentos de L.
acidophilus, observandose que al 7° dia los valores
oscilan entre 10%-10° UFC/g parael grupo C e l.

La ausencia de variacion en los recuentos de
lactobacilos en el grupo experimental que recibio le-
che probidtica como bebida, podria deberse a varios
factores: 1) que la materia fecal no sea una muestra
apta para evaluar colonizacion por bacterias lacticas,
pudiendo pensarse en otras muestras con mayor sen-
sibilidad para la deteccion de la variacion de los re-
cuentos como puede ser la biopsia coldnica, a fin de
evaluar la adherencia a la mucosa intestinal; 2) que
se usaron cepas probidticas de origen humano pre-
sentes en la leche utilizada como bebida en ratones,
atribuyendo a esta diferencia de especies, la falta de
variacion en los recuentos.

Alander y col. (13) trabajando con individuos
sanos que recibieron oralmente cepas probidticas
de Lactobacillus rhamnosus GG, demostraron que la
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materia fecal no es suficiente para evaluar la coloni-
zacion por estas cepas, ya que observaron su per-
sistencia en biopsias de mucosa coldnica ain des-
pués de su desaparicion de la materia fecal. Por ello,
el estudio de esta Unica muestra puede subestimar
Ia colonizacion. Este resultado podria avalar nuestra
hipotesis de que la materia fecal seria una muestra
poco representativa para el estudio del contenido de
la mucosa intestinal.

Locascio y col.(8) demostraron que adminis-
trando oralmente a ninos con diarrea crénica leche
adicionada de Lactobacillus acidophilus y L. casei
(ambas cepas aisladas de heces de infantes sanos)
aumentaban los recuentos de lactobacilos en mate-
ria fecal, sugiriendo que la flora probidtica restaura
los niveles de lactobacilos. Si bien estos autores
observaron un incremento en [os recuentos, hay que
tener en cuenta que trabajaron con un grupo experi-
mental cuya flora intestinal lactobacilar se encontra-
ba probablemente disminuida por la patologfa de
base. La falta de variacion en nuestros resultados tal
vez se deba a que trabajamos con ratones sanos.

Pavan, Mercenier y col. (14) trabajaron con
condiciones similares a las nuestras; administraron
especies humanas de Lactobacillus plantarum vy
Lactobacillus salivarius a ratones sanos. Evaluaron
la persistencia de estas cepas en el tracto digestivo
de los ratones, observando que los recuentos au-
mentaban y los periodos de tiempo, en los que se
recuperaban los microorganismos en materia fecal,
eran diferentes, dependiendo de la via de adminis-
tracion (oral, intragdstrica e intrarrectal) y cepa
probidtica. Sin embargo, nuestros resultados no mos-
traron una diferencia estadisticamente significativa
en los recuentos en los dos grupos de estudio.

Se desea destacar que existen en la bibliogra-
fia pocos reportes realizados en humanos y/o rato-
nes sanos que determinen la variacion de los re-
cuentos de lactobacilos en muestras fecales, por lo
que consideramos importante comunicar los hallaz-
gos de este trabajo.
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Figura 1: Comparacién entre el grupo control e incognita, del log de UFC/g de materia fecal de Lactobacillus spp. en
funcion del tiempo (dias); en el dia del destete, 3%, 5%y 7° dia.
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Figura 2: Comparacion entre el grupo control e incognita, del log de UFC/g de materia fecal de Lactobacillus spp.
para cada semana de gstudio.
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Figura 3: Recuento fecal total de Lactobaciflus spp para el disefio 3. Datos expresados en UFC/g de materia fecal en
funcion del tiempo (dias); en el dia del destete, 3° , 5° y 7° dia.
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Figura 4: Comparacidn, entre el grupo control e incégnita, del log de UFC/g de materia fecal de Lactobacillus spp.
en funcion del tiempo (dias); en el dia del destete, 2°, 3%y 7° dia.
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Figura 5:Comparacion, entre el grupo control € incognita, del log de UFC/g de materia fecal de Lactobacilius
acidophilus para el disefio 4 en funcion del tiempo (dias); en el dia del destete, 2°, 3° y 7° dia.
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Conclusion

Se concluye que los recuentos de Lactobacillus
spp. en materia fecal de ratones sanos alimentados
con leche conteniendo cepas probidticas humanas
no mostraron diferencia estadisticamente significa-
tiva con los del grupo control, quedando como inte-
rrogante si el estudio de la materia fecal no subesti-
ma la colonizacion intestinal con cepas probiéticas.
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