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Resumen: Existen varios agentes microbianos, incluyendo hon-
£0s, protozoos, virus y bacterias, que han sido utilizados como
mosquiticidas. No obstante, entre esos agentes, el Bacillus thu-
ringiensis es el mas potente y ha sido el mas ampliamente utili-
zado. El Bactivec es un biolarvicida producido en Cuba, que
contiene Bacillus thuringiensis variedad israelensis como agen-
te activo. Con el objetivo de evaluar su toxicidad/patogenicidad,
se administr6 el Bactivec en una dosis tnica de 5 x 108 unidades
formadoras de colonias por via oral a ratas, y por via dérmica a
dos grupos de conejos albinos, uno recibiendo una dosis de
Bactivec de 1 x 10° unidades formadoras de colonia por animal,
y el otro una dosis de 9.2 x 108 de unidades formadoras de colo-
nia de Bacillus thuringiensis variedad israelensis por animal. En
ambos ensayos las observaciones clinicas fueron diarias, y se
evalud el comportamiento del peso corporal. Ademas, en el
ensayo por via oral se estimé el aclaramiento mediante recolec-
cion de las heces fecales, y se evalué la infectividad mediante
toma de muestras de fluidos y organos. Al final de los ensayos
se realizo6 la necropsia a todos los animales. No ocurrieron mor-
talidades, ni evidencias de patogenicidad o toxicidad relaciona-
da con el tratamiento en ninguno de los ensayos. En el ensayo de
toxicidad/patogenicidad aguda oral se obtuvo que el microorga-
nismo fue eliminado rapidamente sin provocar infeccion signifi-
cativa. Se concluyo que el Bactivec no es patogénico por las vias
oral y dérmica a las dosis evaluadas.

Palabras clave: Bactivec, Bacillus thuringiensis var israelensis,
toxicidad, patogenicidad, infectividad.

Abstract: Toxicity/pathogenicity evaluation of a Bacillus thu-
ringiensis var israelensis formulation (Bactivec). There are a
number of microbial agents, including fungi, protozoa, viruses
and bacteria, which act as mosquitocidal agents. However,
among these agents, Bacillus thuringiensis is the most potent
and widely used. Biolarvicide Bactivec is produced in Cuba and
possesses the active biological agent, Bacillus thuringiensis var
israelensis. In order to evaluate its toxicity/pathogenicity, single
dose administration of Bactivec was carried out to rats by oral
route (dose of Bactivec: (5 x 108 colony-forming units) and to
two groups of albino rabbits, by dermal application 1 x 10°
colony-forming units per animal; dose of Bacillus thuringiensis
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var israelensis: 9.2 x 108 colony-forming units per animal). In
both assays, clinical examinations were performed daily after
the administration, evaluating the animal body-weight gain. In
the oral assay, clearance was estimated by collecting faeces and
infectivity was evaluated by collecting samples of organs and
corporal fluids. A gross necropsy of all of the animals was per-
formed at the end of the study. There was no mortality or evi-
dence of pathogenicity or treatment-related toxicity in either test
(oral and dermal). In the acute oral toxicity/pathogenicity test,
microorganism clearance was rapid, without causing any signi-
ficant infection. It was concluded that, at the tested doses,
Bactivec is not pathogenic following oral or dermal administra-
tion.

Key words: Bactivec, Bacillus thuringiensis var israelensis,
toxicity, pathogenicity, infectivity.

Introduccion

El control de plagas de insectos con plaguicidas quimicos ha
generado varios problemas, incluyendo la resistencia a los insec-
ticidas, desarrollo de plagas secundarias normalmente manteni-
das bajo control por enemigos naturales, riesgos de seguridad
para el hombre y los animales domésticos, contaminacion del
agua, decrecimiento en la biodiversidad, y otros problemas
ambientales [1, 2]. El uso alternativo de los organismos ento-
mopatdgenos para el control microbiano, méds alla del aspecto de
la eficacia y los costos, incluye numerosas ventajas, como segu-
ridad para los humanos y organismos no diana, reduccion de
residuos de plaguicidas en los alimentos, y aumento de la acti-
vidad de la mayoria de los demds enemigos naturales de la plaga
a controlar [1].

El agente microbiano para el control biologico mas ampliamen-
te utilizado es el Bacillus thuringiensis (Bt), con una historia de
mas de 40 afos de uso [3]. La efectividad de la variedad israe-
lensis hacia varios géneros de insectos ha sido probada amplia-
mente [4-7]. A pesar del reconocimiento a la seguridad en el uso
de los agentes en base al B. thuringiensis, la evaluacion toxico-
légica de éstos es un requisito de caracter obligatorio [8].

Los ensayos de seguridad requeridos para el registro de produc-
tos microbianos de Bt han evolucionado a través de los aiios,
basado en revisiones de la EPA de estudios completos de toxici-




dad/patogenicidad [9,10). Mientras que en los primeros produc-
tos microbianos desarrollados sobre Bf se realizaron estudios
subcrénicos y crénicos, la EPA decidié posteriormente que la
evaluacién del riesgo por exposicion aguda es suficiente para
valorar la seguridad de nuevos productos de Bt. Los ensayos de
toxicidad/patogenicidad aguda oral y dérmica estan incluidos en
el Nivel 1 de evaluacién toxicolégica de los Agentes Micro-
bianos para el Control de Plagas (AMCP), que tiene el proposi-
to de valorar la patogenicidad, infectividad/persistencia inusual,
y toxicidad de estos productos [11].

La sustancia de ensayo evaluada en nuestro estudio fue el
Bactivec, biolarvicida liquido que contiene como agente biolé-
gico activo esporas y proteinas cristalinas de la bacteria Bacillus
thuringiensis var israelensis (Bti), siendo efectivo para el control
de las larvas de los mosquitos. Su accion se produce por inges-
tion, produciendo paralisis intestinal y envenenamiento por la
accion de la endotoxina liberada a partir de las proteinas crista-
linas producidas por las esporas de la bacteria. Destruye las lar-
vas de los mosquitos entre la primera y tercera etapa de vida
entre las 24 y 48 horas después de la ingestion, permaneciendo
en el medio un periodo de 15 a 90 dias, dependiendo del tipo de
criadero y la especie a controlar.

Material y Métodos

Los estudios se realizaron cumpliendo las normas internaciona-
les [12], y lo establecido en el cuidado y uso de animales de
laboratorio [13, 14].

Local experimental

Los ensayos se realizaron en salas protegidas herméticas, con
aire climatizado y ultrafiitrado por filtros HEPA. Poseen una
autoclave de doble puerta, ademas de contar con un dispositivo
de Transferencia Rapida Estéril (DPTE) para la entrada de mate-
riales que no pueden ser esterilizados por calor como la sustan-
cia de ensayo. La temperatura de las salas fue 22 + 3 °C, la
humedad relativa del 50-65 %, y el fotoperiodo 12:12 luz/oscu-
ridad.

Toxicidad/patogenicidad aguda oral
Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Sprague Dawley con calidad higiénico sani-
taria SPF. Se emplearon 36 ejemplares jovenes y adultos de
ambos sexos, de 7 semanas de edad, con peso promedio de
180.98 g en las hembras y de 201.33 g en los machos. Previo al
comienzo del ensayo, se establecié un tiempo de aclimatacion de
7 dias.

Condiciones de alojamiento y alimentacion

Los animales se alojaron durante el periodo de aclimatacion y en
el estudio, en cajas plasticas de policarbonato tipo T4, con fondo
de rejilla sin encamado. El alimento (EMO 1002, ALYCo®) y el
agua fueron esterilizados por vapor himedo en Autoclave
SAKURA FOA 24 de doble puerta, incluida en la barrera de la
sala protegida, y suministrados ad libitum.

Toxicidad/patogenicidad del Bactivec

Grupos experimentales y dosificacién

Los animales se distribuyeron en 4 grupos, a dos de los cuales
se les administré la sustancia de ensayo: sacrificios intermedios
(9 animales por sexo, para andlisis de infectividad y aclaramien-
to), y grupo tratado (3 animales/sexo). Se utilizé un nivel de
dosis de 5 x 108 UFC del producto por animal tratado, en dosis
unica mediante una canula curva metalica, en un volumen cons-
tante de 2 ml por animal. Los grupos autocontrol (alojado junto
con los animales del grupo tratado, para andlisis de posible tras-
mision del agente biologico de individuo inoculado a no inocu-
lado) y control, de 3 animales/sexo cada uno, no fueron admi-
nistrados. El estudio se prolongé durante 21 dias tras la admi-
nistracion de la sustancia.

Observaciones clinicas

Los animales fueron observados diariamente. Las observaciones
incluyeron, entre otras, cambios en piel y pelaje, membranas
mucosas y 0jos, sistemas respiratorio, circulatorio, nervioso
central y auténomo, actividad somatomotora, y patrén de com-
portamiento. Se presté atencion a la posible ocurrencia de algu-
nos signos como temblores, convulsiones, diarrea, letargo, sali-
vacion, suefio y coma. Los pesos individuales fueron determina-
dos el dia anterior a la administracion de la sustancia, a los 3
dias, semanalmente, y a la muerte, sacrificio intermedio o final.

Andlisis de infectividad

Para la evaluacion de la infectividad del Bri (capacidad del
microorganismo de reproducirse en el cuerpo del hospedero), se
realizaron sacrificios de 3 animales/sexo del grupo sacrificios
intermedios en los dias 3, 7 y 14, para tomar muestras de orga-
nos, analisis efectuado también en los animales de los grupos
tratado y autocontrol al finalizar el ensayo. En estas muestras,
correspondientes a rifiones, cerebro, higado, bazo, pulmones,
sangre y nodulos linféticos, se realizo el conteo del Bfi median-
te recuento de viables, cultivaindose en Agar Mac Conkey. A los
3 dias se realizd la lectura, contando las colonias tipicas crecidas
en el medio de cultivo (colonias amarillentas, resecas, media-
nas).

Aclaramiento

Para estimar la eliminacion del Bt del cuerpo dc las ratas, las
heces de los animales del grupo tratado fueron recolectadas a las
3 horas de administrado el producto, y a los dias 3, 7, 14, y 21
del ensayo; y procesadas para el recuento de viables, cultivan-
dose en Agar Mac Conkey. A los 3 dias se realiz6 la lectura, con-
tando las colonias tipicas crecidas en el medio de cultivo (colo-
nias amarillentas, resecas, medianas).

Patologia

El ultimo dia del ensayo se sacrificaron los animales del grupo
tratado, los controles, y los animales del grupo autocontrol, sien-
do realizadas necropsias completas. La eutanasia se efectud
mediante dislocacion cervical, previa anestesia con éter dietili-
co. lgual procedimiento se aplicd en los animales del grupo de
sacrificios intermedios en los dias establecidos.
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Andlisis estadistico del peso corporal

El anilisis estadistico de los resultados obtenidos se llevé a cabo
mediante el programa estadistico SPSS 8.0 para Windows. Se
realizaron pruebas de distribucién normal mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov, y una vez establecida esta, se analizo la
homogeneidad de varianza por el test de Levene. Al no obtener-
se homogeneidad de varianza en las hembras, se realizé el ana-
lisis de ambos sexos mediante pruebas no paramétricas, utili-
zdndose el test U de Mann-Whitney, para muestras aleatorias
independientes.

Toxicidad/patogenicidad aguda dérmica
Animales

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda White. Se emplearon 20
ejemplares jovenes y adultos de ambos sexos, de 12 semanas
de edad, con peso promedio de 1,923 kg en las hembras y de
2,067 kg en los machos.

Condiciones de alojamiento y alimentacién

Los animales fueron alojados individualmente en jaulas de reji-
lla de acero inoxidable. El alimento (CMO:1400, ALYCo®) y el
agua (esterilizada por vapor humedo hiimedo en Autoclave
SAKURA FOA 24 de doble puerta, incluida en la barrera de la
sala protegida) fueron suministrados ad libitum.

Grupos experimentales y dosificacion

Los animales se distribuyeron en 2 grupos de 5 animales/sexo en
salas independientes. 24 horas antes del inicio del ensayo, el
pelo fue removido de las areas dorsal y ventral del lomo de cada
animal, asegurdndose el 10% del area de la superficie corporal.
A un grupo se le aplico 4 ml de Bactivec por animal de ensayo
2.5x108 UFC/ml), y al otro 4 ml de una suspension de Bti (2.3
x 108 UFC/ml). Las sustancias se mantuvieron en contacto con
la piel por 24 horas, mediante gasa porosa y cinta no irritante.
En ambos grupos, se utilizé la piel no tratada como control. El
estudio se prolongo por 14 dias tras la aplicacion de las sustan-
cias.

Observaciones clinicas

Los animales se observaron diariamente. Las observaciones
incluyeron, entre otras, cambios en piel y pelaje, membranas
mucosas y 0jos, sistemas respiratorio, circulatorio, nervioso

central y auténomo, actividad somatomotora y patrén de com-
portamiento. Se presto atencion a la posible ocurrencia de algu-
nos signos como temblores, convulsiones, diarrea, letargo, sali-
vacion, suefio y coma. Los pesos individuales fueron determina-
dos poco antes de la aplicacion de las sustancias y a los 7 'y 14
dias.

Patologia

Al término de 14 dias tras la aplicacién de las sustancias, a todos
los animales se les practico la eutanasia mediante contusién y
desangramiento, y se realizaron necropsias completas.

Resultados

Tanto en la via dérmica como por la oral no se reportaron muer-
tes, ni signos clinicos de toxicidad debidos a la administracién o
aplicacion de la sustancia de ensayo. El comportamiento de los
animales fue el normal para cada especie, conservando sus habi-
tos y caracteristicas [14].

En el estudio por via oral, se detecto la excrecion del producto
el dia 3 después de la administracion; no se obtuvo aislamiento
del Bti en las heces fecales en los demas dias (Tabla 1). Con res-
pecto al estudio de la infectividad, la tabla 2 refleja el resultado
del recuento del producto en los organos de los animales de
sacrificios intermedios, donde se aprecia la muy escasa y aisla-
da infectacion de las ratas, demostrandose ésta sélo en el 3er dia
del ensayo, no siendo aislado el microorganismo en los dias pos-
teriores. Con relacion a los animales del grupo autocontrol, alo-
jados junto con los tratados, los resultados mostraron la no
infectacion de los mismos.

Los graficos 1 y 2 reflejan las curvas ponderales en el ensayo de
toxicidad aguda oral, donde se aprecia el paralelismo de estas;
ademas, el analisis estadistico (Test U de Mann-Whitney) no
arrojo diferencias significativas entre los grupos tratado y auto-
control para ninguno de los sexos. El grafico 3 refleja el parale-
lismo de las curvas ponderales en el ensayo agudo dérmico, en
el que el aumento de peso de los animales fue constante duran-
te el ensayo y se corresponde con lo establecido para esta espe-
cie [14].

Discusion
Existe numerosa informacion sobre la evaluacién de la toxicidad
del Bt en humanos y otros mamiferos, siendo considerado prac-

Tabla 1. Resultados del aclaramiento.

Tiempo de toma de muestras

Animal 3 Horas 3 Dias 7 Dias 14 Dias 21 Dias
1 0 2.5x 10? 0 0 0
Hembras 2 0 0 0 0 0
3 0 25x 10* 0 0 0
1 0 0 0 0 0
Machos 2 0 5x 103 0 0 0
3 0 2.5x 104 0 0 0
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Tabla 2. Recuento del producto en el grupo de sacrificios intermedios el dia 3.

Grupo Animal Rifién Cerebro Higado Bazo Pulmén Sangre Nédulos linfaticos
1 0 0 0 0 0 0 0
Hembras 2 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
Dia 3 3 0 0 >
1 0 0 2.5x 10° 0 0 0 0
Machos 2 0 0 0 0 0 2.5 x 102 3x 10
3 0 0 0 0 0 0 7.5 x 10
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Fig. 1. Comportamiento del peso corporal en el ensayo de toxicidad/
patogenicidad aguda oral. Hembras.

ticamente no toxico, lo cual ha propiciado que la EPA considere
la exposicion dietaria a sus residuos, como no daiiina para los
humanos [9]. Asimismo, la Organizacién Mundial de la Salud
considera que estos productos no constituyen riesgo para el
hombre u otros vertebrados [15].

Humanos adultos voluntarios expuestos a dosis diarias de 1000
mg 6 1 x 10! esporas de Bt durante 3 dias, no mostraron toxici-
dad/infectividad y todos los cultivos de sangre resultaron nega-
tivos [16, 17]. La administracion por via oral a ratas de dosis
mayores de 1.2 x 10!} esporas de Bti/g, no arrojé toxicidad,
mientras que un estudio de administracién diaria oral durante 13
semanas de mas de 4000 mg/kg, tampoco mostro signos de toxi-
cidad [17]. Otros estudios sobre algunas variedades de Bt, utili-
zando igualmente la exposicién oral en ratas, arrojaron resulta-
dos similares [17-19].

En nuestro ensayo oral, se demostrd una muy escasa presencia
de la bacteria en los tejidos y drganos analizados, lo cual se rela-
ciona a su vez con la rapida eliminacion observada en el aclara-
miento. Resultados similares obtuvieron Siegel y Shadduk, los
cuales encontraron que el Bti no persiste en el sistema digestivo
de los mamiferos que lo ingieren [20]. Otros investigadores
refieren que tras la ingestion del Br este no se distribuye sisté-
micamente, sino que se mantiene confinado en el tracto gas-
trointestinal, de donde es aclarado [17].

Nuestros resultados en el ensayo dérmico, en el cual no se obtu-
vo toxicidad, coinciden con otros estudios, segun los cuales la
DLy dérmica para un formulado de Bf en conejos fue de 6289
mg/kg, y una simple aplicacion dérmica de 7200 mg/kg de Bt no
fue toxica para conejos [21]. En otros experimentos la exposi-
cion dérmica de ratas a dosis de 4.6 x 10'0 UFC/kg arrojé una
baja toxicidad, y se encontré que la exposicion de conejos a

|-&-Tratado —tr—Autocontrol |

Fig. 2. Comportamiento del peso corporal en el ensayo de toxicidad/
patogenicidad aguda oral. Machos.
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Fig. 2. Comportamiento del peso corporal en el ensayo de toxicidad/
patogenicidad aguda dérmica.

varias subespecies de B7 causé una moderada irritacién dérmica
[17].

Los resultados obtenidos concuerdan con la alta especificidad
del Bt, dada por su mecanismo de accion. Durante la esporula-
cion, Bt produce inclusiones cristalinas que contienen una o mas
proteinas llamadas delta-endotoxinas (proteinas Cry) [22]. Esos
cristales se disuelven en el pH alcalino del intestino del insecto,
y las protoxinas son liberadas y proteoliticamente activadas en
un fragmento toxico. Esa toxina se liga a un receptor especifico
de alta afinidad en las células epiteliales del intestino y se inser-
ta parcialmente en la membrana celular, generando poros. Esto
resulta en la lisis de las células epiteliales del intestino y, por
ultimo, conlleva a la muerte del insecto [22, 23).

Las proteinas Cry son altamente especificas, por lo que los
mamiferos y otras muchas especies no son susceptibles a estas
proteinas, lo cual se explica porque las condiciones requeridas
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para los diferentes pasos explicados no existen en ellos [24]. Las
proteinas Cry requieren pH alcalinos para ser solubles, con valo-
res por encima de 10 para una solubilidad efectiva. En el pH del
tracto gastrointestinal de los mamiferos (1, 2), las proteinas Cry
tienen una solubilidad extremadamente limitada [24]. Las prote-
inas Cry deben ser proteoliticamente digeridas hacia la forma
insecticida activa, debiendo permanecer activas antes que ser
degradadas [25]. Sin embargo, en condiciones de simulacién de
las condiciones gastrointestinales de los mamiferos en ensayos
in vitro, los cuales son menos fuertes que el sistema gastrointes-
tinal de humanos y animales, esas proteinas son rapidamente
degradadas [26-28]. Por tltimo, se requiere el enlace de las pro-
teinas Cry a los receptores para ejercer alguna actividad [24].
Noteborn et al. no detectaron enlazamiento especifico de prote-
inas Cry al tejido del tracto gastrointestinal de ratas y ratones en
ensayos in vivo. El andlisis inmunocitoquimico in vitro de sec-
ciones del tracto gastrointestinal de ratones, ratas, monos y
humano, no revel6 sitios de enlace para las proteinas Cry en esos
tejidos [29].

Estos resultados, en general, apoyan la seguridad en la ingestion
de estas proteinas para humanos y animales debido a: 1a ausen-
cia de condiciones apropiadas para solubilizar las proteinas Cry;
la rdpida degradacion de estas tras su consumo; y la falta de
receptores especificos para las proteinas Cry, los cuales son
requeridos para su actividad [25]. Por lo tanto, en nuestros ensa-
yos, resulta logica la no existencia de efectos toxicos en los ani-
males de experimentacion sometidos a la exposicion oral.
Asimismo, existia una muy baja probabilidad de que se infecta-
ran las ratas del grupo autocontrol y de que se manifestaran sig-
nos por via dérmica, ya que las proteinas Cry deben ser ingeri-
das para ser efectivas, no teniendo actividad por contacto [25].

En conclusion, los ensayos realizados, bajo las condiciones
experimentales, evaluaciones realizadas y resultados obtenidos,
concuerdan en que el Bactivec, cuyo agente biologico activo es
el Bacillus thuringiensis var israelensis, no es toxico ni patogé-
nico en los animales evaluados.
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