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EXTRACTOS CRUDOS DE POLYGONUM
PUNCTATUMELLIOT CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

Amer, Lidia S.; Jerke, Gladis; Horianski, Marta A.; Kramer, Fernando L.; Jorda, Graciela B.; Bargardi
Severino; Guida, Adriana M.

Catedra de Microbiologia e Inmunologia (C. Lic. Genética), Farmacotecnia | 'y Il (C. Farmacia).
Mddulo de Farmacia y Bioguimica. Av. M. Moreno 1375. Cod. 3300. Posadas, Misiones. Facultad de
Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales. Universidad Nacional de Misiones.
sebarces@fcegyn.unam.edu.ar

RAW EXTRACTS OF POLYGONUM PUNCTATUM ELLIOT WITH ANTIMICROBIAL ACTIVITY

ABSTRACT

Polygonum punctatum Elliot is an abundant species in the Province of Misiones used in popular medicine
for wound antisepsis, as cicatrizant, etc.The objective of this work was to determine the antimicrobial
activity of crude extracts obtained by different methods and with different parts of the plant against different
bacterial and fungal genera. The antibacterial activity was determined by diffusion and minimum inhibitory
concentration by dilution in agar against Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, meticiline resistant Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalls,
Salmonella enteritidis, Staphylococcus epidermidis, Acinetobacter Iwoffii, Klebsiella pneumoniae and
antifungal activity by diffusion in plates and paper disks against Candida albicans, Aspergiflus parasiticus,
Aspergiflus niger, Penicillum chrysogenum Thom and Penicillum citrinum Thom.

The extracts resulted active by diffusion against Gram positive and Gram negative strains. By minimum
inhibitory concentration the tested bacteria proved to be resistant, except Bacillus subtilis. The antifungal
effect was observed in the Penicillum genera and Aspergillus parasiticus species.

KEYWORDS: Polygonum punctatum Elliot, vegetable antimicrobial, antifungal extracts, phytomedicines.

RESUMEN

Polygonum punctatum Elliot es una especie abundante en la provincia de Misiones y es utilizada en medicina
popular en la antisepsia de heridas, como cicatrizante, etc. Nuestro objetivo fue determinar la actividad
antimicrobiana de extractos crudos obtenidos por diferentes métodos, y con distintas partes de la planta,
frente a una serie de diversos géneros bacterianos y flngicos. Se determiné la actividad antibacteriana por
difusion y concentracion inhibitoria minima por dilucion en agar frente a Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus metici-
lino resistente, Streptococcus faecalis, Salmonella enteritidis, Staphylococcus epidemidis, Acinetobacter
Iwoffil, Klebsiella pneumoniaey la actividad antifungica por difusion en pocillos y discos de papel frente
a Ccandida albicans, Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger, Penicillum chrysogenumThom'y Penicillum
citrinum Thom.

Por difusion los extractos resultaron activos frente a cepas Gram positivas y Gram negativas mientras que
por concentraciones inhibitorias minimas las bacterias ensayadas resultaron resistentes, excepto Bacillus
subtilis. Efectos antiflngicos fueron observados en el género Penicillumy la especie Aspergillus parasiti-
cus.

PALABRAS CLAVES: Polygonum punctatum Elliot; antimicrobianos vegetales; extractos antiflngicos; fito-
medicamentos.
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INTRODUCCION

El uso de los vegetales como fuente de compuestos
fitomedicinales pasa por un momento de absoluta vigen-
cia. Actualmente, las plantas se pueden usar con mayor
rigor cientifico al contar con técnicas de microanalisis
quimico, que permiten el conocimiento de muchos com-
puestos de los que se sospechaba un poder curativo, pero
que no habia podido ser confirmado mas que por el uso
tradicional.

La OMS ha presentado ptiblicamente una estrategia
valida hasta el afio 2005 cuyo objetivo es el de apoyar
las medicinas tradicionales en todos los rincones del orbe
[1]. Entre otros conceptos destaca la necesidad de llevar
la medicina tradicional a la cientifica, pensando en los
paises en vias de desarrollo [2].

En la provincia de Misiones el uso de las plantas
medicinales como alternativa terapéutica para diferentes
aspectos de la salud humana forma parte de una cultura
arraigada en la gente. Este hecho no se circunscribe so-
lamente a las comunidades guaranies, una gran parte de
la poblacién no indigena también las utiliza. Es por ello
necesario frenar el vertiginoso ritmo de deforestacion de
selvas tropicales, ya que existe la posibilidad de que con
cada especie vegetal que se pierda, no se puedan disponer
de valiosos principios activos contra enfermedades de
importancia en salud publica.

En el afio 2005 cobro notoriedad a nivel provincial
y nacional el caso de un nifio aborigen con tumores en
el corazon, presumiblemente de origen infeccioso. El
choque de dos culturas diferentes puso en riesgo su vida
[3]. Ello evidencia la necesidad de considerar también a
la medicina alternativa y el trabajo interdisciplinario e
integral en la curacion del paciente.

Frente a esta realidad insoslayable es que la provincia
puso en marcha el Programa Provincial de Desarrollo
Integral de Plantas Medicinales con el fin de revalorizar
y de introducir a la Atencion Primaria de Salud, algunos
medicamentos a base de plantas medicinales, preferen-
temente autdctonas. Misiones cuenta con la habilitacion
para realizar convenios con otras provincias o paises
interesados en esta temadtica y los fitomedicamentos mi-
sioneros son los unicos reconocidos en el pais [4,5].

La Asociacion Argentina de Fitomedicina resalta que
la obtencion de un buen fitomedicamento implica una
serie de cuidadosos pasos que comienzan en las buenas
précticas de cultivo hasta la venta del mismo en el comer-
cio, advirtiendo que las plantas mal usadas pueden hacer
mucho daio [5]. Un riguroso control es necesario porque
es falso que todo lo natural sea bueno.

Nuestro objetivo, desde la Universidad, es el de cola-
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borar en la busqueda de nuevos principios activos anti-
microbianos de las plantas, garantizar su eficacia, segu-
ridad y calidad que se adecuen a las normativas de las
disposiciones del Instituto Nacional de Medicamentos
(INAME), reglamentadas en junio de 1999 por medio de
metodologias y técnicas estandarizadas.

Para este estudio la especie vegetal elegida fue Po-
lygonum punctatum Elliot. El género Polygonum posee
una distribucién mundial, se encuentra desde Estados
Unidos hasta el sur de la Argentina. Se desarrolla en los
campos de terrenos bajos, inundables, himedos, a orillas
de rios, arroyos, arrozales, aunque muchas veces forman
malezales conocidos con el nombre de "cataysales".

Este género se ubica dentro de la familia de las po-
ligonaceas. En la Argentina se encuentran entre 20 y 30
especies. Polygonum punctatum Elliot se conoce con el
nombre vulgar de "catay" o "caa-tay", "kaa-tay", "yerba
picante", "picantilla", "sanguinaria" y abunda especial-
mente en la provincia de Misiones. Hierba anual, hasta de
1,5 metros de altura. Es utilizada en la medicina popular,
para el tratamiento de la sarna y hongos, machacando y
triturando toda la planta en agua fria. El cocimiento de la
planta en agua o decoccion se la utiliza como diurética,
abortiva, anticonceptiva y antihelmintica [6,7].

Existen antecedentes sobre el uso popular de la planta
en la antisepsia de las heridas. Ademas, el estudio fitoqui-
mico y los resultados alentadores de la actividad antibac-
teriana realizados en un trabajo anterior, nos alentaron a
profundizar su estudio [8].

MATERIALES Y METODOS

Muestras y preparacion de extractos vegetales

Se recolectaron tallos (T), hojas (H), flor (F1), rama
(R), fruto (Fr) y raiz (Rz) de Polygonum punctatum en
las localidades de San Vicente y Santa Rita, Provincia
de Misiones.

El material fue clasificado y depositado para su con-
servacion en el Herbario de la Facultad de Ciencias Exac-
tas, Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de
Misiones [8]. Se emplearon en forma natural verde (v)
y desecada (s) a temperatura ambiente £+ 25° C, en lugar
ventilado y a la sombra. Posteriormente se efectud la mo-
lienda con un molino a cuchillas tipo Viley obteniéndose
particulas por tamizado, de 5 a 10 mesh. El material fue
envasado en frascos adecuados y conservados en un am-
biente seco y fresco. A este polvo se le llam6 droga.

Para obtener los extractos crudos se pesaron diversas
cantidades de droga a razon de 100, 150 y 200 g/l de
solvente respectivamente, se usaron métodos de extrac-
cioén conocidos como decoccion, maceracion, soxhlet y



Amer, Lidia S. et a/.: Extractos crudos de Polygonurm punctatum Elliot con... 7

solventes de distinta polaridad como el alcohol etilico,
metanol, acetato de etilo y hexano.

Accion antibacteriana

El estudio de la determinacion de la sensibilidad anti-
microbiana por difusion con discos y de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de los extractos se realizo si-
guiendo las Normas del Clinical And Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI) / National Committee For Clinical
Laboratory Standards (NCCLS).

Meétodo de difusion: se llevaron a cabo en dos expe-
riencias en diferentes tiempos de acuerdo a la disponibi-
lidad de droga y de cepas bacterianas [9].

EXPERIENCIA 1
Muestras: se emplearon 17 extractos crudos de Po-
lygonum punctatum Elliot (Tabla N°1).

TABLA N° 1: Obtencion de extractos crudos de Polygonum
punctatumElliot.

Ext N° Pa;tlgndt(; B Solventes It\en:t::?:gig:

1 THFr/v Agua

2 TV Agua

3 Friv Agua Decoccion

4 THFr/s Agua

5 Rz/s Agua

6 THFr/s Metanol

7 Rz/s Metanol

8 T/s Metanol

9 TH/s Metanol

10 THFr/s Acetato de etilo

11 Fliv Acetato de etilo »

12 H/V Acetato de etilo Maceracion

13 THFIFr/v Acetato de etilo

14 THFrFI/s Acetato de etilo

15 TV Acetato de etilo

16 THFr/s Hexano

17 H/V Etanol 96°
Todas las muestras procedieron de San Vicente y se utilizaron en una
concentracion de 100 g/1.

Cepas: Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 25923,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobac-
ter cloacae ATCC 202 y Escherichia coli ATCC 35218.

Discos de Prueba: se utilizaron discos de papel What-
man N°3 de 6 mm de didmetro, embebidos con 25ul, 50ul
y 100ul de extracto crudo con una carga correspondiente
a 2,5 mg, 5 mgy 10 mg, secados a 37° C durante 24
horas.

EXPERIENCIA 2
Muestras: se emplearon 6 extractos crudos de Polygo-
num punctatum Elliot (Tabla N° 2).

TABLA N° 2: Obtencion de extractos crudos de Polygonum
punctatumElliot.

Parte de la Método de
0
EXtN planta 2L extraccion
18 Fl/s 200
19 Fr/s 200 )
Maceracion
20 R/s 200
21 H/s 100
22 HFIFr/s 150
Soxhlet
23 THFIFr/s 100
Referencias: ver texto. Todas las muestras procedieron de Santa Rita 'y el
solvente utilizado fue el metanol.

Cepas: se incluyeron ademas Staphylococcus aureus
meticilino resistentes ATCC 43300, Streptococcus fae-
calis ATCC 29232, Salmonella enteritidis EB 1874/88,
Staphylococcus epidemidis ATCC 12228, Acinetobacter
Iwoffii cepa remitida por el INEI-ANLIS “Dr Carlos Mal-
bran”, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

Discos de Prueba: los discos fueron impregnados con
50 pl de extracto pero de carga variable segun la concen-
tracion del extracto en cada caso.

Técnica: se sembraron placas de Agar Mueller Hinton
(AMH) con un hisopo a partir de una suspension estan-
darizada de cada microorganismo. Luego de colocar los
discos embebidos con los extractos sobre la superficie del
agar, se procedio a la incubacion a 35 °C durante 16-18
hy a la lectura de las placas observando la presencia de
los halos de inhibicion medidos en mm.

En las dos experiencias se utilizé la misma técnica
y se efectuaron los controles que se detallan a continua-
cion.

a) De contaminacion de extractos: cultivo en estrias
con un ansa de los mismos en placas de AMH y poste-
rior incubacion a 35 °C debiendo observarse ausencia de
desarrollo.

b) De viabilidad de cepas: cultivo de los microorga-
nismos en placas de AMH para obtener cultivos frescos
y para detectar contaminacion.

¢) De inactividad de los solventes: con discos embe-
bidos con cada solvente y sometidos a las mismas condi-
ciones que los discos de prueba. Al cultivarse en el AMH
no debe observarse inhibicion del desarrollo de ninguna
de las cepas de prueba.

d) De metodologia: con discos de gentamicina (10
ug) y ampicilina (10 pg) frente a P. aeruginosa ATCC
27853 y E. coli ATCC 35218 respectivamente.

Concentracion inhibitoria minima: se realiz6 el mé-
todo de dilucion en agar [10].

Muestra: extracto de Fl y Fr obtenido por soxhlet y
con solvente acetato de etilo. Para la prueba se empled
la fraccidn acuosa del extracto seco, solubilizandose en
el momento de realizar el trabajo, a una concentracion

Rev. Cienc. Tecnol. / Afio 8 / N° 8 / 2006
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final de 50 mg/ml.

Concentraciones probadas: el rango utilizado estuvo
entre 78 a 2.500 pg/ml.

Cepas: se emplearon todas las cepas utilizadas en el
método de difusion.

Técnica: el extracto se incorpor6 dentro del medio
AMH, de manera tal que cada placa contenia una con-
centracion de extracto diferente. Los indculos de los
distintos microorganismos se aplicaron por triplicado
simultaneamente sobre la superficie del agar utilizando
un replicador de Stern.

Controles: a) De método: como antibidtico de referen-
cia se usoé cefalotina, frente a S. aureus ATCC 29213.

b) De viabilidad de las cepas 1: cultivo de los micro-
organismos en placas de AMH sin extracto, para obtener
cultivos frescos y para detectar mezcla de gérmenes.

c) De viabilidad de las cepas 2: se procedid de la
misma manera pero al finalizar la inoculacion de todas
las placas (efecto “carry over”).

Accion antifiingica

En el estudio de la determinacion de la sensibilidad
se emplearon dos métodos:

Meétodol. Prueba de sensibilidad al extracto por difu-
sion en discos de papel de filtro (PSEDDi) [9].

Muestras: se emplearon 6 extractos crudos de Polygo-
num punctatum Elliot (Tabla 2).

Cepas: hongos levaduriformes: Candida albicans
CDC B385 (cedida por la division Micologia del INEI
“Dr Carlos G. Malbran). Hongos filamentosos: Asper-
gillus parasiticus, Aspergillus niger, Penicillium chry-
sogenum Thom y Penicillum citrinum Thom aisladas e
identificadas de té negro cultivado en Misiones [11].

Discos de prueba: se prepararon los discos de la mis-
ma manera que en el estudio de la accion antibacteriana
y fueron embebidos con 100 pl del extracto crudo.

Preparacion del Inoculo de hongos filamentosos: cada
especie fungica fue cultivada en pico de flauta con Agar
papa dextrosa (PDA, Oxoid), durante 10 dias a 25 +2 °C.
Luego se prepard una suspension madre de conidias,
agregando a cada tubo 10 ml de solucién fisioldgica
0,85% con 0,1% de Tween 80 (Polisorbato 80, Sigma),
para prevenir la aglomeracion y la rapida precipitacion de
las conidias. Las suspensiones conteniendo las conidias
desprendidas fueron recogidas en frascos de vidrio esté-
riles color caramelo y se realiz6 su recuento en camara de
Neubauer, constituyendo la suspension madre de conidias
(SME). A partir de la SME se prepar6 la suspension de
trabajo, ajustando la concentracion de conidias a 1x10°
UFC/ml con solucion fisioldgica [12].

Preparacion del Indculo de Candida albicans: cultivo
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del mismo en agar Sabouraud 40 (AS40) durante 24 h a
37 °C. Se preparo una suspension en solucion fisiologica
y se ajusto al tubo N° 1 de la escala de Mc Farland.

Técnica: se utiliz6 la misma técnica descripta, adap-
tada a las cepas fungicas [9]. Con un hisopo se distri-
buyeron uniformemente las células levaduriformes y/o
conidias por toda la placa de AS40. Luego se colocaron
6 discos embebidos con los extractos. Se Incubaron las
placas sembradas con C. albicans a 37°C, se observo la
presencia o ausencia de desarrollo a las 24 horas y hasta
10 dias.

Las placas sembradas con los hongos filamentosos
se incubaron a 28°C, se observo a partir del tercer dia y
hasta 20 dias. Todas las determinaciones se realizaron
por duplicado.

Meétodo 2. Prueba de sensibilidad al extracto por di-
fusion en pocillos de agar (PSEDPA) [13].

La preparacion de las placas y la siembra del indculo
se llevaron a cabo como en el método anterior.

Preparacion y carga de los pocillos: con un saca-
bocado se realizaron pocillos de 6 mm de diametro. Se
cargaron los mismos con 50 pl del extracto crudo.

Incubacion: se tomaron los mismos parametros que
en el Método 1.

Controles: a) De contaminacion de extractos: se
sembro cada extracto crudo en AS40 y se incubé a 28 °C
durante 15 dias.

b) De viabilidad de las cepas: cultivo de C. albicans
y de los hongos filamentosos en AS40 y posterior incu-
bacion a 37°C durante 24 a 48 h y a 28°C durante 5 dias
respectivamente.

c¢) De inactividad del solvente: con discos embebidos
con el solvente y sometidos a las mismas condiciones que
los discos de prueba. Al cultivarse en AS40 no debe dar
inhibicion del desarrollo.

Se definio la sensibilidad (S) o resistencia (R) por la
presencia o ausencia de halos de inhibicion respectiva-
mente, medidos en mm.

RESULTADOS

a) Resultados de la actividad antibacteriana

Se registraron en tablas solo aquellos extractos que
mostraron actividad antibacteriana en las condiciones
de prueba.

METODO DE DIFUSION

En la experiencia 1 (Tabla 3).

Los extractos obtenidos de distintas partes de las
plantas verdes y secadas, cuando se utiliz6 como solven-
te el acetato de etilo, mostraron actividad antibacteriana



Amer, Lidia S. et a/.: Extractos crudos de Polygonurm punctatum Elliot con... 9

sobre S. aureus 'y B. subtilis.

Cuando la obtencion de los extractos se realizo con
solventes como el hexano y etanol 96°, la actividad se
observo sobre S. aureus.

Con las bacterias Gram negativas Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter cloacae los
extractos no resultaron activos.

Los extractos obtenidos por maceracion con meta-
nol de THF1/s, Raiz/s, T/s y TH/s no tuvieron actividad
inhibitoria sobre las bacterias Gram positivas y Gram
negativas.

No tuvieron efecto inhibitorio los extractos obtenidos
por decoccion usando como solvente el agua de THFr/v,
T/v, Fr/v, THFr/s y Raiz/s de la planta, no resultaron
activos.

TABLA N° 3: Actividad antibacteriana de extractos crudos
obtenidos por maceracion de Polygonum punctatum Elliot.

Resultados (diametro del halo en mm)
Sthaphyloccocus aureus Bacillus subtilis

Ext. N° Carga por disco en p Carga por disco en pl
25 50 100 25 50 100

10 9 R R R R R
1 13 13 12 8 10 1
12 R R 10 8 9 10
13 11 12 12 8 10 13
14 R 8 R 8 10 11
15 R R 9 R 8 8
16 9 R R R R
17 R R 8 R R R

Referencias: R = resistente

En la experiencia 2 (tabla 4).

TABLA N° 4: Actividad antibacteriana por difusion de extractos
crudos de Polygonum punctatum Elliot.

Resultados (didmetro del halo en mm)

Ext.|Conc. | Mét. S. |S. aureus| B. E. E. A
N° | g/l |ext. |aureus| met-r |subtilis| coli|cloacae|lwoffi
18 | 200 16 R R 9 9 10
19 | 200 | Mac. 1 R 9 R R 10
20 | 200 15 9 R R R R
22 | 150 R R R R R R
2] 100 | [ R 7 R |R| R R

Referencias: Mac. = maceracion; Sox = soxhlet; S. gureus met-r. =

Staphylococcus aureus meticilino-resistente; M = metanol; R = resistente.

En los extractos obtenidos por maceracion y utili-
zando como solvente el metanol los resultados fueron
variables, dependiendo de la parte de la planta utilizada.
El extracto de H/s obtenido por maceraciéon con metanol
no mostré actividad antibacteriana alguna.

Con el método de soxhlet tuvo efecto antibacteriano
el extracto de THFrFl1/s sobre S. aureus meticilino-re-
sistente.

No se observo actividad de los extractos sobre los
bacilos Gram negativos aerobios Salmonella enteritidis,
Pseudomonas aeruginosa'y Klebsiella pneumoniae. Tam-
poco fueron activos sobre las bacterias Gram-positivas
Streptococcus faecalis y Staphylococcus epidermidis.

Controles de metodologia: los halos de inhibicion se
observaron en el rango esperado.

CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA

La CIM de Bacillus subtilis resulto igual a 625 pg/ml.
Las otras cepas fueron resistentes.

La CIM del control coincidié con el rango esperado
(0,12-0,5. pg/ml)

b) Resultados de la actividad antifingica

Se registraron en tabla solo aquellos extractos que
mostraron actividad antifingica (Tabla N° 5).

Con el método por difusion en discos de papel, y en
las condiciones de prueba no se observé inhibicion sobre
todas las cepas ensayadas con los extractos crudos de
Polygonum punctatum Elliott.

No se observo6 actividad de los extractos sobre Can-
dida albicans y Aspergillus niger por ninguno de los
métodos de difusion empleados

Los extractos obtenidos de fruto y rama desecados
por maceracion con metanol no presentaron actividad en
las condiciones de prueba.

TABLA N° 5: Actividad antifingica por difusion en pocillos de
extractos crudos de Polygonum punctatum Elliot.

Ext.|Conc.| Mét. | Partes de | Aspergillus| Penicillum | Penicillum
Ne | g/l ext. | laplanta | parasiticus|chrysogenum| citrinum
18 | 200 Flor/s R 9 9
Mac. -
21 | 200 Hoja/s R R 10
Hoja, Flor
22 | 150 |Soxhlet v Fruto/s 9 R R

Referencias: R = resistente.

DISCUSION

El espectro de actividad de los extractos de Polygo-
num punctatum Elliot abarco a bacterias Gram positivas
y Gram negativas. Se observo actividad frente a las cepas
S. aureus, S.aureus meticilino-resistente, B. subtilis, A.
Iwoffii, E. coli y E. cloacae.

No se observo actividad de los extractos frente a S.
epidermidis y S. faecalis en las condiciones de prueba.
Ello difiere de otros autores que emplearon procedimien-
tos diferentes y resultaron sensibles. En forma coinciden-
te con ellos, hubo inhibicion frente a A. Iwoffii y fueron
inactivos con P. aeruginosa y S. enteritidis [8].

Se observo distinta distribucion de los principios
activos en las diferentes partes de la planta y con solven-
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tes de polaridad variable. Los extractos de flor y fruto
mostraron inhibicion sobre bacterias Gram negativas y
Gram positivas, y se amplio el espectro de accion de otros
vegetales que se circunscriben unicamente a las bacterias
Gram positivas [13].

En los extractos obtenidos con acetato de etilo el efec-
to inhibitorio se observo frente a el S. aureus y B. subtilis.
La incapacidad de los principios activos de atravesar la
membrana externa de los bacilos Gram negativos podria
explicar la resistencia.

La falta de actividad antibacteriana de los extractos
acuosos de Polygonum punctatum Elliot es coincidente
con los encontrados con otras plantas obtenidos por decoc-
cion con agua y la atribuimos a diversas causas, entre ellas
a la escasa solubilidad del o de los principios activos, al
poco poder de extraccion o a la inhibicion de los princi-
pios activos por el calor al realizar la decoccion [14].

Las altas cargas de los discos embebidos con los
extractos crudos, cuando se lleva a cabo el método de
difusion en nuestra experiencia y de otros estudios reali-
zados con otras plantas, difieren sustancialmente con la
de los antimicrobianos de uso clinico en donde es mucho
menor [8, 13, 14, 15,16]. El mismo razonamiento podria
aplicarse a los resultados obtenidos con la concentracion
inhibitoria minima. La obtencion de los principios bio-
activos podria modificar esta situacion.

La amplia variacion de los efectos antifiingicos es
dificil de dilucidar, porque no contamos con datos sobre
la composicion quimica de los extractos.

CONCLUSIONES

La actividad de los extractos crudos de Polygonum
punctatum Elliot es amplia y variable. Esta sujeta a cam-
bios importantes tales como: parte de la planta empleada,
método de extraccion y polaridad del solvente.

Es posible seleccionar la actividad sobre bacterias
Gram positivas o Gram negativas o ambas u hongos
solamente.

Los resultados obtenidos justifican una propuesta a
acotar las variables para obtener mayores logros.
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CARACTERIZACION DE AMINOPEPTIDASA N
DE STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS TWA3
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CHARACTERIZATION OF AMINOPEPTIDASE N FROM STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS TWA3

ABSTRACT

Biochemical and kinetic characteristics of the general Aminopeptidase N (PepN) from
Streptococcus thermophilus TWA3 were studied. Maximal activity of the enzyme was determined
at pH 6.8 and 40°C. Pep N was strongly inhibited by EDTA and o-phenanthroline. Therefore, it
was considered to be a metallopeptidase. Imidazole partially inhibited enzyme activity suggesting
histidine is one of the amino acids related to metal binding in the active site. Among the bivalent
cations only Cu++ exhibited slight inhibition while Co++ increased enzymatic activity nearly
fivefold. PepN remained active under ripening condition (pH 5.0 and 15°C) suggesting that
Streptococcus thermophilus TW43 may contribute to flavor cheese development through its
role in production of free amino acids.

KEYWORDS: Aminopeptidase N, Streptococcus thermophilus.

RESUMEN

Se estudiaron las caracteristicas bioquimicas y cinéticas de Aminopeptidasa N (PepN) de Strepto-
coccus thermophilus TWA3. La maxima actividad de la enzima fue determinada a pH 6,8 y 40°C.
El EDTA y la o-fenantrolina inhibieron fuertemente a PepN, en consecuencia se la considerd
una metalopeptidasa. El imidazol inhibi6 parcialmente la actividad enzimatica sugiriendo que la
histidina es responsable de la union del idn metalico en el sitio activo. Dentro de los cationes
divalentes solo el Cu++ exhibi6 una leve inhibicion, mientras que el Co++ aumento la actividad
enzimatica aproximadamente cinco veces. La PepN se mantuvo activa bajo las condiciones de
maduracion sugiriendo que Streptococcus thermophilus TW43 puede contribuir al desarrollo del
flavor en quesos a través de su funcién en la produccion de aminoacidos libres.

PALABRAS CLAVE: Aminopeptidasa N, Streptococcus thermophilus.
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INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL), en especial aque-
llas que se emplean en la elaboracion de productos lac-
teos, exhiben numerosas auxotrofias para aminoacidos,
que varian entre 4 y 14 dependiendo de la cepa [1]. Las
caseinas, que constituyen mas del 80% de las proteinas
lacteas, contienen todos los aminoacidos esenciales
exigidos por el metabolismo de las BAL, sin embargo,
la concentracion en forma libre que se encuentra en la
leche solo permite alcanzar un 10-15 % de la maxima
poblacion [2, 3]. En consecuencia, para lograr en este
medio un crecimiento 6ptimo, este grupo de bacterias
depende de la capacidad de su sistema proteolitico para
degradar las caseinas y proveerlas de los aminoacidos
necesarios [4, 5].

Sobre la base de su funcién se puede separar al siste-
ma proteolitico de las BAL en 3 componentes estructura-
les: a) una proteinasa asociada a la pared, responsable de
la degradacion inicial de las caseinas [6, 7], b) un sistema
de transporte que importa al citoplasma los productos de
la hidrdlisis proteica a través de la membrana [8, 9, 10] y
¢) un grupo de peptidasas intracelulares [1].

El sistema de peptidasas intracelulares esta involucra-
do en la hidrdlisis de los péptidos exdgenos derivados de
la actividad enzimatica de la proteinasa y posteriormente
transportados al citoplasma por el sistema Opp [8]. Hasta
la actualidad se logré la caracterizacion bioquimica y/o
genética de al menos 16 peptidasas de BAL [1]. Estas
enzimas exhiben una variada capacidad catalitica des-
tacandose las aminopeptidasas generales por su amplia
especificidad, caracteristica que les permite proveer a la
célula de aminoacidos esenciales para su posterior utili-
zacion en la sintesis de proteinas, generacion de energia
metabdlica y recuperacion de cofactores reducidos. En
todas las especies de BAL, la Aminopeptidasa N (PepN)
se considera la aminopeptidasa general mas importante
ya que cataliza mas del 90% de la hidrolisis de los ami-
noacidos del extremo amino de los oligopéptidos que se
originan por la degradacion de la caseina [11, 12].

Streptococcus thermophilus es una BAL que se utili-
za, en combinacion con cepas del género Lactobacillus,
en la elaboracion de quesos duros, yogur y quesos blan-
dos. La gran velocidad de acidificacion de esta especie se
considera una caracteristica excluyente, pero posterga la
posibilidad de estudiar otras propiedades fisioldgicas que
se aplican a la elaboracion de productos lacteos. Debido
a su particular estructura, la proteinasa de esta especie
es poco activa [13], pero presenta una alta actividad de
peptidasas intracelulares, especialmente de aminopepti-
dasas generales [14]. Se ha descripto en esta especie la

presencia de aminopeptidasas adicionales cuando se la
compara con las exhibidas por el género Lactococcus,
caracteristica fisioldgica que se comienza a estudiar
en profundidad debido a la influencia que ejerce en la
elaboracion de quesos [15]. Se vincula su alta actividad
degradativa de péptidos con la aceleracion de la madu-
racion [16, 17], la eliminacion de sabores amargos [15]
y el aumento de aminoacidos libres que actuan como
sustratos para la formaciéon de compuestos que influyen
en el flavor [18].

En los ultimos afios se hacen intentos por combinar
cepas de St. thermophilus con cepas de Lactococcus en
fermentos que se destinan a la elaboracion de quesos
Cheddar y semiduros, buscando en estas experiencias
complementar las caracteristicas proteoliticas de ambas
especies [16, 18, 19]. No obstante haber logrado resul-
tados alentadores, atin falta resolver algunos problemas
derivados de usar una combinacion de cepas termofilas y
mesdfilas como la evolucion de las poblaciones parciales
durante la maduracion, y el destino de la galactosa que se
origina por el metabolismo de St. thermophilus [16].

En este trabajo se determinaron caracteristicas bio-
quimicas y cinéticas de PepN de St. thermophilus TW43,
cepa seleccionada por la alta actividad enzimatica de pep-
tidasas intracelulares exhibida [19]. El conocimiento de
las caracteristicas de esta enzima, particularmente en las
condiciones de maduracion, tiene por objetivo proveer
informacion sobre una cepa que podria ser utilizada para
conformar fermentos con cepas mesofilas en la elabora-
cion de quesos semiduros.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo y determinacion de la actividad
enzimatica

La cepa de St thermophilus TW43 utilizada en este
estudio pertenece al cepario de bacterias acido lacticas de
la Catedra de Biologia Celular y Molecular (Facultad de
Ciencias Naturales, sede Trelew, Universidad Nacional
de la Patagonia). Luego de un periodo de incubacion de
18 hs a 35°C en caldo MRS [20], el medio fue sometido
auna centrifugacion de 5000 g durante 5 min. Las células
obtenidas fueron tratadas con cuentas de vidrio y vortex
durante 10 min, con el objeto de liberar su contenido
citoplasmatico. Luego de este tratamiento se centrifuga-
ron los extractos celulares a 5000 g durante 5 min, y se
determino la actividad enzimatica de los sobrenadantes
utilizando leucina-p-nitroanilina como sustrato [11].

La mezcla de reaccion contenia 100 pl de sustrato
(10 mg/ml), 100 pl de sobrenadante y 700 ul de buffer
fosfato de Na 0,1 M, pH 6,8. Luego del periodo de incu-
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bacion, la reaccion se detuvo con 100 pl de acido acético.
La densidad optica fue determinada en espectrofotometro
a 405 nm y los calculos se realizaron utilizando una curva
patrén de p-nitroanilina [12].

Determinacion del pH 6ptimo

La actividad enzimatica de los sobrenadantes fue en-
sayada desde pH 5,0 hasta 8,6 y se utiliz6 buffer acetato
de Na 0,1M en el rango 5,0-6,4; buffer fosfato de Na
0,1M en el rango 6,8-7,6 y buffer Tris-HCI1 0,1M en el
rango 7,8-8,6.

Determinacion de la temperatura 6ptima
La actividad enzimatica de los sobrenadantes fue en-
sayada, a pH optimo, a 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45°C.

Determinacion de Km y Velocidad Maxima (Vmax )

EIK ylaV, _se determinaron en las condiciones
optimas de pH y temperatura, utilizando la grafica de
Lineweaver-Burk [21]. Los calculos de los parametros
cinéticos se realizaron utilizando la ecuacion de la recta
obtenida en la linea de tendencia. La V _se expreso
como la cantidad de pmoles de p-nitroanilina producidos
por minuto por miligramo de proteina.

Estudios de inhibicion

Los sobrenadantes se incubaron durante 10 min a
37°C en presencia de EDTA, o-fenantrolina y fenilme-
tilsulfonil fluoruro (PMSF) a una concentracion final de
1 mM. Luego del periodo de incubacion con los inhi-
bidores, se determind la actividad enzimatica como se
describid previamente en un rango de pH 5-8,6.

La influencia de cationes metalicos se estudid bajo
las mismas condiciones y a concentraciones finales de
0,1l mMy 1 mM.

El efecto inhibitorio del imidazol se realizé a una
concentracion de 0,1 M. y la actividad se determiné en
el rango de pH 6,4-7,8.

Determinacion de la concentracién de proteinas

La concentracion de proteinas de los sobrenadantes se
determin por el método de Bradford utilizando albumina
bovina como estandar [22].

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se observa en la Figura 1, PepN de St. ther-
mophilus TW43 se mantuvo activa dentro del rango de
pH 5,0 y 8,6; exhibiendo la maxima actividad a pH 6,8.
Este valor revela una leve diferencia con respecto a otros
trabajos donde la maxima capacidad catalitica fue deter-
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minada a pH 6,5 [23] y 7 [11, 24]. Se observa, en este
caso en particular, una marcada reduccion de la actividad
de la enzima cuando los ensayos se realizan aumentando
o disminuyendo levemente el pH 6ptimo.

-
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0,8

0,6

0,4+

0,24

Actividad enzimatica relativa

o

FIGURA 1. Efecto del pH sobre la actividad de Aminopeptidasa N de
Streptococcus thermophilus TW43.

La enzima se mantuvo activa a pH 5, propiedad im-
portante desde el punto de vista biotecnologico ya que
esta es una de las condiciones impuestas durante la ma-
duracion de quesos. En este proceso, el nimero de células
viables de BAL atrapadas en la masa casearia comienza
a declinar y se produce, después de la muerte celular,
una autdlisis que permite a las peptidasas citoplasmaticas
difundir dentro de la estructura del queso y continuar la
degradacion de los péptidos originados por la accion de
las proteinasas [25].

La temperatura 6ptima de la enzima, determinada a
pH 6,8, fue 40°C (Figura 2), este resultado coincidio con
lo descripto en trabajos previos [11, 23, 24]. A 15°C, de-
sarrollo una actividad remanente de 16%, lo que significa
que PepN puede llevar a cabo su accion degradativa a
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0,4 -
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Actividad enzimatica relativa

0

T T T T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Temperatura (°C)

FIGURA 2. Efecto de la temperatura sobre la actividad de Aminopeptidasa
N de Streptococcus thermophilus TW43.
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la temperatura habitualmente seleccionada en la camara
de maduracion. La actividad relativa a 50°C super? el
50%, caracteristica significativa teniendo en cuenta que
St. thermophilus es utilizado en la elaboracion de quesos
duros; variedad que, luego del desuerado, es sometida a
un proceso de coccion a la temperatura citada [26].

Los parametros cinéticos, determinados a pH y
temperatura 6ptimos, dieron como resultados para Ky
V, .. valores de 1,49 mM y 1.31 pmoles/min*mg respec-
tivamente. El valor de K obtenido es comparable con
los hallados por otros autores y denota una afinidad mas
baja por el sustrato utilizado que la manifestada por otros
representantes de BAL [12, 19]. Sin embargo la V_,
bajo las mismas condiciones de ensayo, resultod superior
a las determinadas en otras cepas de St. thermophilus y
especies de BAL [19].

-
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0,6
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Actividad enzimatica relativa

o

FIGURA 3. Efecto de inhibidores sobre la actividad de Aminopeptidasa N
de Streptococcus thermophilus TW43. Referencias: 1l = EDTA, -@- =
Imidazol, 7" = PMSF, <>~ = o-Fenantrolina.

La actividad enzimatica no fue alterada en el rango de
pH 5-8,6 cuando los ensayos se realizaron en presencia
de PMSF (Figura 3), resultado que indica que no se trata
de una serino-proteasa. Por el contrario o-fenantrolina y
EDTA, ambos agentes quelantes, inhibieron la capacidad
catalitica de la enzima en el rango de pH ensayado y, en
consecuencia, PepN puede clasificarse como aminopep-
tidasa metalodependiente.

También se estudid la influencia de imidazol sobre
PepN, a pesar de no ser considerado un inhibidor es-
pecifico de proteasas o peptidasas. La experiencia se
realiz6 entre pH 6,4-7,2, rango cercano al pKa (6,95) y
como se observa en la Figura 3 se produce un descenso
significativo de la actividad enzimatica. Este fenomeno
se debe a que el imidazol se comporta como un analogo
de la histidina y, en consecuencia, interfiere en la funcion
de este aminoacido que, como sucede en otras metalo-
enzimas, estd comprometido con la union de Zn** en el

sitio activo.

La influencia de los cationes divalentes se estudio a
concentraciones 0.1 mM y 1 mM, en condiciones Opti-
mas de pH y temperatura. Como se observa en la Tabla
1, el Cu™ fue el unico catién que exhibi6 una inhibicion
parcial de la capacidad catalitica, resultado que coincide
con lo expuesto por otros autores, aunque en estos casos
el efecto se manifestd en forma mas evidente [11, 23,
24]. Los cationes Zn"*, Mg"', Fe**, Mn'" y Ca"* cuando
la experiencia se realiz6é a 0,1 mM, aumentaron la ac-
tividad enzimatica de PepN, este fendmeno se repitio,
a excepcion de Ca™, cuando los ensayos se llevaron a
cabo a ImM.

TABLA N° 1: Efecto de cationes divalentes sobre la actividad
de Aminopeptidasa N de Streptococcus thermophilus TWA3.

Actividad Relativa (%)
Cation 0,Tm™m 1mMm
Control 100 100
n* 143,2 99,7
Co+* 472,2 540,1
Mg+ 11,5 105,6
cu 80,1 79,4
Fe+ 126,9 120,1
Mn*+ 120,2 11,2
Ca* 115,9 83,38

El Co™" exhibe resultados contradictorios segun los
distintos autores; mientras que para Motoshima y col.
[23] act@ia aumentando levemente la actividad enzimati-
ca, para Rul y col. resulta un potente inhibidor [24]. En
el caso particular de PepN de St. thermophilus TW43, el
Co"" aumento la actividad de la enzima aproximadamente
5 veces en las 2 concentraciones ensayadas.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que
PepN de St. thermophilus TW43 se trata de una enzima
con caracteristicas bioquimicas similares a las descriptas
por otros autores [11, 23, 24]. Sin embargo, su alta ac-
tividad enzimatica, comparada con la obtenida en otras
cepas y especies [19], resulta un rasgo de interés para su
aplicacion en la elaboracion de quesos. Ademas manifies-
ta, en las condiciones de maduracion (pH 5,0 y 15 °C),
una actividad remanente suficiente como para continuar
con el proceso degradativo de sustratos especificos e
influyendo en la calidad final del producto.

La presencia del i6n Co++ ejerce una gran influencia
en la actividad de la enzima estudiada. La alta afinidad de
la proteina por el cation y/o la influencia que este ejerce
en el sitio activo sugiere algunos cambios en su secuencia
de aminoacidos [23].

Este trabajo fue realizado en el marco del proyecto
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PRESENCE OF AEDES AEGYPTI(LINNEO, 1762) AT THE MUNICIPAL CEMETERY IN THE CITY OF POSADAS,
MISIONES, ARGENTINA

ABSTRACT
The purpose of this work was to determine the presence and seasonal variation of Aedes aegyptiin a
specific area of the city of Posadas, Misiones, Argentina. Sampling was conducted in the municipal cemetery
(La Piedad) from August 2003 to September 2004.
The methodology consisted of systematic sampling of three different areas once a month. These areas were
carefully selected on the basis of diverse habitats for the development of mosquitoes. The three sampling
areas, designated as A, B; and C, were: 1) under-roof; 2) direct sun exposure; and 3) under tree shade. Water
containers were placed in each area and the evaporated water was replaced only in the containers placed
under- roof. Larvae were collected in the 4t state of development and transported immediately to the lab
where they were identified using taxonomic keys (Rossi, 2000 and Consoli & Laurenco de Olivera, 1994).
Aedes aegyptiwas recorded during 13 months out of 14. It was completely absent during September 2003.
Along the course of the experiment, pH in the water containers, ranged from 4.6 to 10.5 and temperatures
from 6.5 °C to 37.5 °C.
The area with best development of Aedes aegyptiwas area C which accounted for 51.2% of the total Aedes
Aegyptiand 48.7% of the total larvae collected.

KEYWORDS: Aedes aegypfti, larva, cemetery, dengue.

RESUMEN
Esta investigacion se realizé en el cementerio municipal “La Piedad” de la ciudad de Posadas desde agosto
de 2003 a septiembre de 2004, con el proposito de determinar la presencia y la variacion estacional de
Aedes aegypti.
La metodologia empleada fue el muestreo sistematico, seleccionando 3 zonas del lugar por presentar
caracteristicas de habitat diferenciales: bajo techo, a sol directo y a la sombra denominadas A, By C res-
pectivamente.
Fueron colectadas larvas de 4° estadio de los diversos recipientes y trasladadas al laboratorio, donde se
identificaron taxonoémicamente usando claves dicotomicas.
De los 14 meses estudiados, Aedes aegyptifue registrado durante 13 meses (93%), ausente en septiembre
del 2003. El rango de pH en los recipientes positivos (aquellos que contenian larvas) fue de 4.6 a 10.5 y las
temperaturas desde 6.5°C a 37.5°C.
El 4&rea con mas éxito reproductivo para el vector fue la zona “C" (con sombra) con el 51,2 % del total de
larvas de Aedes aegyptiy el 48,73 % del total de larvas colectadas.

PALABRAS CLAVES: Aedes aegypti, larvas, cementerio, Dengue, Misiones, Argentina.
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INTRODUCCION

La Ciudad de Posadas, capital de la Provincia de Mi-
siones, esta situada a los 27° 23’ latitud Sur y a los 55° 53’
longitud Oeste. El clima que caracteriza a esta region es
subtropical y sin estacion seca. Las precipitaciones son
abundantes (1.500 a 2.000 mm anuales). Dada su posi-
cion geografica posee una temperatura promedio entre 20
y 30 grados centigrados, en la mayor parte del afio. [1]

Estas caracteristicas hacen del lugar el habitat ideal
para la presencia y desarrollo de innumerables artré-
podos, entre los cuales podemos destacar Dipteros de
importancia sanitaria, tales como Aedes aegypti. Este
puede transmitir (en forma natural o experimental) 5
especies de protozoos, 20 especies de filarias y 103 tipos
de arbovirus. Entre los virus que transmite esta especie
se encuentran el de la Fiebre amarilla urbana y el Dengue
clasico o hemorragico. [2]

Aedes aegypti es nativo del viejo mundo y proba-
blemente fue introducido a América desde Africa occi-
dental durante el trafico de esclavos entre los siglos XV
y XVII. Hoy es considerado un mosquito cosmopolita,
con ocurrencia principalmente en regiones tropicales y
subtropicales. [3]

Como consecuencia de un Programa continental de
erradicacion coordinada por la Organizacion Panameri-
cana de la Salud, en la década del 40 la Region Austral de
nuestro continente fue considerada libre de la presencia
del mosquito Aedes aegypti. Entre 1954 y 1957 la Ar-
gentina certificd la ausencia del vector. Hasta su nueva
deteccion en la Provincia de Formosa (Clorinda y Pilco-
mayo) y en Misiones (Posadas y Puerto Iguaza) en 1986.
En 1991 fue hallado en Quilmes, provincia de Buenos
Aires, 1994 en las Provincias de Jujuy, Salta y Tucuman;
en 1995 en Cérdoba y en las Provincias de Corrientes,
Chaco, Santa Fe y entre Rios en 1998. [4]

Epidemias de Dengue clasico y hemorragico se han
registrado en varios paises de América Central y del Sur
en las ultimas tres décadas, inclusive en la Argentina se
comprobaron casos de dengue clasico desde 1997 [5].

Debido a los habitos antropofilicos del vector es
encontrado en cascos urbanos generalmente dentro de
recipientes artificiales (neumaticos, botellas, canaletas,
latas y floreros) o naturales (huecos de arboles, axilas de
las plantas).

El habito cultural de la poblacion humana de colocar
floreros hacen de los cementerios lugares propicios para
el desarrollo de mosquitos, entre ellos Aedes aegypti.

Las hembras son en general de habitos diurnos, pre-
ferentemente oviponen en las paredes de los recipientes,
pudiendo llegar a 100 huevos por postura. Prefieren las

aguas quietas y limpias; el ciclo dura de 7 a 15 dias de-
pendiendo de las temperaturas, los huevos pueden resistir
periodos desfavorables. [3].

El trabajo se realiz6 en el predio del Cementerio mu-
nicipal “La Piedad” de la ciudad de Posadas, Chacra 60,
delimitado por las Avenidas: Santa Catalina (E), Tomas
Guido (O), Almirante Brown (N) y Cabred (S), que se
halla incluido en el casco urbano de dicha ciudad.

El objetivo de este trabajo fue observar la presencia
y variacion estacional de Aedes aegypti a partir de la
busqueda sistematica de larvas en floreros de distintas
caracteristicas y lugares.

MATERIALES Y METODOS

El Cementerio Municipal consta de un area de 16 hec-
tareas, rodeada de muros de aproximadamente 4 metros
de alto, con nichos periféricos, tumbas y panteones en la
zona central.

La gran cantidad de floreros y las fluctuaciones del
nivel de agua de los mismos brindan las condiciones
optimas para el desarrollo del vector. El agua de los reci-
pientes es provista naturalmente por las precipitaciones
o de forma artificial por los visitantes.

Se eligieron 3 subunidades de muestreo por presentar
particularidades distinguibles:

Zona A: comprende los nichos en los paredones ubi-
cados hacia el oeste y el norte, protegido por una galeria
o techo, el tnico aporte de agua a los recipientes es de
forma artificial.

Zona B: abarca un sector de tumbas a cielo abierto,
en el centro del cementerio.

Zona C: constituye otro sector de tumbas cubiertas
por arboles de mediana altura que las protegen de la
incidencia del sol directo ubicada mas al este y sur con
respecto a las otras dos zonas.

En las zonas B y C la reposicion de agua son de forma
natural y artificial.

Durante el periodo que abarcd agosto de 2003 a
septiembre de 2004, se realizd6 un muestreo mensual
sistematico, registrandose solamente floreros que con-
tenian agua.

Durante cada una de las visitas sistematicas reali-
zadas al lugar de estudio, se revisaron entre 105 a 205
recipientes, de los que se evaluaron y registraron las
siguientes caracteristicas: tipo de recipiente, presencia
de materia organica, turbidez del agua, sedimento, tem-
peratura ambiente. En los floreros positivos, es decir los
que contenian larvas, se registrdé ademas: temperatura del
agua y pH (Testr3-Oakton resolucion 0.01). Se colectaron
las larvas de 4to estadio, mediante el uso de coladores
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y pipetas plasticas. La turbidez del agua se registrd ob-
servando la mano del colector a través de un recipiente
transparente y asumiendo una escala de valores de 1 a 4,
1 transparente, 2 y 3 valores intermedios y 4 opaco. Se
denomind recipientes oscuros a todos aquellos que con
agua limpia no dejaban ver la mano del colector.

Las muestras fueron fijadas en el laboratorio con
A.G.A (alcohol, acido acético, agua destilada y glicerina
en una proporcion 9:1:4:1 respectivamente); y se identifi-
caron utilizando las claves disefiadas por Rossi G. C. [6]
y Consoli & Laurengo de Olivera R. [3].

Las larvas clasificadas se agruparon en dos categorias:
Aedes aegypti y “otras larvas” que involucraban a otros
géneros y especies. Los individuos del genero Culex se
determinaron hasta el nivel de género.

RESULTADOS Y DISCUSION

El total de larvas colectadas entre agosto del 2003 y
septiembre del 2004 fue de 1163; de las cuales 551 Aedes
aegypti (47.37 %) y 612 “otras larvas” que fueron deter-
minadas como Culex sp. y Ochlerotatus fluviatilis.

La presencia de Aedes aegypti se registro de manera
casi continua a excepcion de septiembre del 2003 (Fi-
gura N° 1). El numero de larvas de Aedes aegypti para
las 3 zonas en conjunto tiene una tendencia a disminuir
en el periodo de mayo a julio del 2004, colectandose
solamente una larva en este ultimo mes. Desde octubre
del 2003 hasta abril del 2004 se registré un aumento en
su nimero, con una leve disminuciéon en marzo de 2004
y alcanzando su registro maximo de 102 individuos en
abril del mismo afio.

La presencia estacional restringida de Aedes aegypti
descripta en trabajos similares realizados en otros pun-

tos geograficos del pais por investigadores, tales como:
Campos, R. E. en Quilmes, Bs. As.; Dominguez, M. C.
en Cdrdoba capital; y Garcia, J. J. en La Plata. [7], [5],
[8], no coincide con la dindmica observada para el mismo
vector en el presente trabajo dado que registramos la pre-
sencia de larvas a lo largo de todo el periodo de muestreo,
no observandose diapausa invernal ni estival. Las tempe-
raturas registradas fueron desde 6.5° C a 37.5° C.

El comportamiento de esta poblacion no coincide
con lo registrado en las poblaciones de otras especies.
En ningin momento se observo que Aedes aegypti 'y la
categoria “otros” coincidan en su maxima expresion. 4e-
des aegypti aparece en mayor numero en abril del 2004,
mientras que las larvas de la categoria “otros” muestran
su minima expresion.

En el lugar de estudio las temperaturas minimas no
serian el factor limitante para el desarrollo de los Culici-
dos. Sin embargo, las temperaturas maximas provocando
evaporacion elevada y las escasas precipitaciones si in-
fluirian reduciendo el nimero de criaderos posibles y con
ello el niimero de mosquitos encontrados.

En los meses de enero a marzo y coincidiendo con las
mayores temperaturas, la zona A y C muestran nlimeros
elevados de larvas, no asi la zona B con sol directo, esto
se deberia a que ocurre una mayor evaporacion a causa
de las temperaturas elevadas. (Figura N° 2).

El total de recipientes con agua analizados fueron
1990, de estos 210 (10,55%) contenian larvas, 126 (60%)
fueron positivos para Aedes aegypti, mientras que en los
84 restantes se identificaron otras especies de Culicidos.

Se encontraron asociados en el mismo recipiente (8)
Aedes aegypti y Culex sp. en un 3,8%; Aedes aegypti y
Ochlerotatus fluviatilis en el 2,4% (5) y solamente en
una ocasion se encontrd una triple asociacion (4edes ae-

160

Larvas colectadas

140

120

122
.

100

113
102,

AA
98 85
>
80

89
+

/N

60

72
7
66 //M

73
58

IS
I

X

»

40

ANEANT

Numero de larvas

w
B
{
w
N
o

20 32

20

NI
1

=y

1

-
-

o
-
(=]
o
=y
(5
=y
w

ago-03
sep-03»
oct-03
nov-03
dic-03
ene-04

24
w 12 10

jul-05

feb-04
mar-04
abr-04
may-04
jun-04
ago-04
sep-04

FIGURA 1. NUmero total de larvas colectadas entre agosto/03 y septiembre/04. —&— = larvas Aedes Aegypt;, —m— = otras larvas, —— = larvas totales.

Rev. Cienc. Tecnol. / Afo 8 / N° 8 / 2006



Tricio, Aida E. et al: Presencia de Aedes aegyptiLinneo, 1762 (Culicidae, Diptera, Insecta)...

21

Larvas colectadas en zonas A, By C
120
102
100 /»
91
. \\
©
S 80
1)
: b
T 60
; / \ \ll
]
45
€ a0
=1
20 ] : L4
0 * ‘“e"' . 3 8
[5e] (2] (22 (22 [5e] < < < < < < n < <
e < < < ot < < < Q < o e e e
S § & 3 & ¢ 8 § § § 5 = & %
© n =] c © @ - £ < £ = - © »
FIGURA 2. Distribucion de larvas de Aedes aegypti colectadas en las tres zonas. —&— = Zona A, --e-- = Zona B, —e— = Zona C, il = larvas totales

Aedes aegypti.

gypti, Ochlerotatus fluviatilis y Culex sp). No se registro
que Ochlerotatus fluviatilis y Culex sp compartieron el
mismo florero.

Las larvas de Culex sp., encontradas en 76 recipientes
representan el 36%.

Aedes aegypti mostrd una marcada preferencia por los
recipientes oscuros (Tipo 4) con el 64,2% de los casos sin
tener en cuenta el tipo de material. (Tabla N° 1).

Teniendo en cuenta la distribucion total del numero
de larvas segun las zonas se encontraron 184, 85 y 282
en A, B y C respectivamente.

En la zona A (bajo techo) los meses de mayor regis-
tro de Aedes aegypti fueron de noviembre a mayo, siendo
significativa la presencia del vector Aedes aegypti con
relacion a las otras zonas en los meses de noviembre/03
y marzo/04.

En la zona B (bajo la incidencia de sol directo) los
maximos registros se observaron en diciembre/03, mar-
70, mayo y junio/04. En comparacion con la zona Ay C
predomina en el mes de Diciembre/03 coincidiendo con
el aumento de las precipitaciones.

En la zona C se registraron los mayores numeros en el
periodo entre Enero a Junio/04, con excepcion de Marzo.
En los meses febrero, abril y mayo/04 se registraron los
picos maximos. (Figura N° 2).

Aedes aegypti mostré preferencias por ambientes
sombrios y recipientes oscuros, siendo mas abundante en
la zona de tumbas cubiertas por arboles de mediana altura
protegidos del sol directo (Zona C) y con reposicion de
agua natural y artificial.

CONCLUSIONES

Las lluvias renuevan los reservorios de agua y el

habito cultural de los visitantes en la utilizacion de flo-
reros con agua colaboran con el mantenimiento de los
criaderos.

Dadas las diferencias de habitat dentro del cemente-
rio municipal “La Piedad”, Aedes aegypti encuentra las
condiciones que permiten su reproduccion durante el afio.
Al presentarse como desfavorable alguna de las zonas,
el vector posee otro hébitat alternativo para mantenerse
presente.

TABLA N° 1: Comparacion de recipientes positivos 0scuros y
transparentes para Aedes aegypt.

T;i‘:g::ﬁi 5 Recipientes Oscuros
Mes Zona A | ZonaB | ZonaC | Zona A | Zona B | Zona C

ago-03 0 0 0 1 1 2
sep-03 0 0 0 0 0 0
oct-03 1 0 0 0 0 1
nov-03 1 0 0 1 2 3
dic-03 0 3 1 1 0 1
ene-04 2 0 3 4 4 6
feb-04 2 0 7 3 0 4
mar-04 2 0 1 1 4 1
abr-04 4 0 3 2 3 9
may-04 3 1 7 0 4 8
jun-04 2 0 1 0 3 7
jul-04 0 1 0 0 0 0
ago-04 0 0 0 0 0 2
sep-04 0 0 0 0 0 3
Totales 17 5 23 13 21 47
TOTAL 45 81

Teniendo en cuenta estos resultados, la distribucion
temporoespacial del mosquito y las condiciones ambien-
tales para el desarrollo del vector del Dengue seria con-
veniente que se refuercen los programas de monitoreo,
vigilancia y control propuestos por la OPS en 1988, 1990
y 1998 [4].
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MICROBIOLOGICAL EVALUATION AND HYGIENIC-SANITARY CONTROL OF MEDICINES MARKETED
WITHOUT CONTROL IN POSADAS

ABSTRACT
The aim of this work was to determine the hygienic quality of drugs by means of the enumeration
of mesophilic aerobes, total coliforms, molds and yeast, and to detect pathogen microorganisms
in pharmaceutical products following techniques of the Food and Drugs Administration (FDA).
These products come from Paraguay, Brazil and Uruguay and are purchased by poor people at
street stands.
Medicines from a manufacturing plant in Posadas- Misiones, delivered at the public hospital and
health centers were also analysed.
Pharmaceutical products from categories 1, 2 and 3 from ANMAT (National Administration of
Medicines, Food and Technology) were also evaluated.
The results obtained showed that such products did not exceed the microbiological standards
established by the National Institute of Drugs (INAME) and by ANMAT. No pathogens
microorganisms were detected in the analyzed products.

KEYWORDS: pharmaceutical products, hyigienic quality, microbiological controls, antibiotic
evaluation.

RESUMEN

El proposito de este trabajo fue determinar la calidad higiénica a través de la enumeracion de
aerobios mesodfilos, coliformes totales, hongos y levaduras, la deteccion de microorganismos
patdgenos en productos farmacéuticos siguiendo técnicas de la Administracion de Alimentos y
Drogas (FDA) y la valoracion de antibidticos obtenidos del comercio ilegal y del sistema provin-
cial de salud. Estos productos provienen de Paraguay, Brasil y Uruguay y son adquiridos por la
poblacion de escasos recursos en puestos callejeros, se analizaron ademas productos de una
planta elaboradora local.

Productos farmacéuticos de las categorias 1, 2 y 3 dispuestas por la Administracion Nacional
de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT), también fueron evaluados. Los
resultados hallados no superaron los estandares microbiologicos establecidos por el Instituto
Nacional de Medicamentos (INAME) y la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica (ANMAT). No se detectd presencia de patdgenos en ninguno de los productos
analizados.

PALABRAS CLAVES: productos farmacéuticos, calidad higiénica, controles microbiolégicos, va-
loracion de antibidticos.
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INTRODUCCION

Los agentes conservantes se incorporan a los medi-
camentos y a los cosméticos para garantizar la seguridad
desde el punto de vista microbiologico, durante su distri-
bucioén y utilizacion.

En efecto, bacterias, hongos y levaduras son capa-
ces de crecer en los medicamentos si se encuentran en
presencia de nutrientes y de agua. Este desarrollo de mi-
croorganismos supone una alteracion de las propiedades
fisicas y organolépticas de la forma farmacéutica y un
riesgo para la salud del paciente. Pero ademas, las enzi-
mas formadas por estos microorganismos pueden produ-
cir la degradacion de las sustancias activas y aumentar la
toxicidad de la forma farmacéutica.

Por lo tanto resulta imprescindible la utilizacion de
los conservantes en:

¢ Medicamentos estériles envasados en recipientes
multidosis, ya que una vez abierto el envase se pierde la
condicion de esterilidad.

4 Medicamentos no estériles y cosméticos: liquidos,
semisolidos, con una fase acuosa y aquellos en estado s6-
lido que, o bien tienen un elevado contenido en humedad,
o bien se regeneran con agua antes de su utilizacion.

Los agentes conservantes solo resultan totalmente
eficaces para evitar la contaminacion microbiana de los
medicamentos y cosméticos si se acompafian de otras
medidas, como la utilizacién de materias primas con una
carga microbiana minima y el mantenimiento de buenas
practicas de fabricacion que reduzcan el riesgo de conta-
minacién microbiana durante el procesamiento [1].

La valoracion microbioldgica de medicamentos se
realiza comparando en idénticas condiciones de ensayo,
la inhibicion de la multiplicaciéon de microorganismos
sensibles producida por concentraciones conocidas de
una sustancia de referencia frente a la inhibicion produ-
cida por diluciones del antibidtico que se esta valorando
[2].

Para determinar si un antibidtico cumple con los
requisitos de potencia especificada en el producto debe
repetirse la valoracion y combinarse los resultados es-
tadisticamente hasta lograr la precision requerida. Esta
debe ser tal que los limites de confianza (P=0,95), expre-
sados porcentualmente, se encuentren dentro del intervalo
de potencia especificado.

Se emplean dos métodos generales: método de difu-
sion en agar en placa y método turbidimétrico o en tubo.
El primero se basa en la difusion del antibiotico desde un
punto de aplicacion sean estos reservorios o cuentas de
porcelanas, cilindros de metal o discos de papel, a través
de una capa de agar inoculado con el microorganismo de
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ensayo. La difusidn origina zonas o halos de inhibicion
del crecimiento de microorganismo; y la medida de ha-
los (didmetro) esta en relacion con la concentracion de
antibiotico; siendo este el método seleccionado en este
trabajo [2].

Ciertos productos farmacéuticos pueden ser esterili-
zados en su envase sin presentar alteraciones posteriores,
presentando una calidad higiénico-sanitaria segiin normas
INAME-ANMAT, para estos fines es indispensable em-
plear en el proceso materia primas estériles y técnicas de
asepsia adecuadas [3].

En la ciudad de Posadas y sus alrededores, zona de
frontera, se comercializan productos medicinales en
lugares no habilitados para tal fin, expuestos a factores
ambientales adversos y polvo. Se suma a esto el desco-
nocimiento de los procesos de elaboracion de los mismos
y si son sometidos o no a controles higiénicos sanitarios,
la posibilidad de deficiencias en el envasado y cierre de
envases que pudieran alterar su calidad.

En vista de que no tenemos conocimiento de la
existencia de trabajos similares, ni antecedentes o pu-
blicaciones disponibles al respecto en nuestra region se
realizo este trabajo con la finalidad de efectuar un aporte
en el control de calidad de medicamentos para la salud
de nuestra poblacion.

El primer objetivo de este trabajo fue investigar la
calidad higiénico sanitaria de estos medicamentos. Como
segundo objetivo realizar el control higiénico sanitario
de medicamentos producidos por una planta de elabora-
cion local, y distribuidos dentro del sistema de Salud de
nuestra provincia.

El tercer objetivo fue realizar la valoraciéon de an-
tibidticos correspondientes a este segundo grupo de
farmacos.

MATERIALES Y METODOS

A- Control Higiénico de Medicamentos

Las muestras fueron tomadas por duplicado y proce-
sadas a su vez por ensayos duplicados, siguiendo técnicas
recomendadas por FDA [4].

En cada muestra se ensay6 inicialmente la actividad
bacteriostatica del producto, empleando para ello cepas
de coleccion Escherichia coli ATCC 25922 y Staphyloc-
cocus aureus ATCC 25923, las cuales fueron incubadas
por 24-48 hs a 35°C en caldo nutritivo [2, 5, 6, 7].

A los productos se le realizaron pruebas de desarrollo
de microorganismos por dos métodos: a) inhibicion del
conservante, empleando Tween 80 como inhibidor y b)
método de dilucion; los ensayos se realizaron empleando
Plate Count Agar (Merck), Agar Malta (Merck), Agar Sa-



Ybarra, Liliana R. et a/: Valoracion microbiolégica y control higiénico-sanitario de medicamentos 25

bouraud (Merck) y Agar Czapeck (Merck); incubandose
en estufa de cultivo durante 24-48 hs y 4-5 diasa 35°Cy
30°C respectivamente [2, 5, 6, 7, 8].

Con aquellos que presentaron actividad bacteriostati-
ca negativa, se investigd la presencia de anaerobios y Sta-
phyloccocus en caldo tioglicolato; recuento de aerobicos
mesofilos totales y recuento de hongos y levaduras.

En los medicamentos que presentaron recuentos
de aerobios mesofilos totales positivos se investigo la
presencia de los siguientes microorganismos patdgenos:
Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Pseudomonas
spp. v Salmonella spp. [9].

TEcNIca UTiLizADA PARA PATOGENOS [9]

Staphyloccocus aureus:

Diluyente agua peptonada al 0,1%.

Medio de cultivo: Agar Baird Parker (Merck).

Meétodo de siembra: en superficie.

Incubacion: 24-48h, a 37°C

Recuento de UFC/gr, colonias negras rodeadas de
zonas claras de 2 a 5 mm.

Pseudomonas aeruginosa:

Diluyente agua de peptona al 0,1%.

Medio de cultivo: Agar Cetrimide (Merck).
Meétodo de siembra: en superficie
Incubacioén: 24-48 h. 35°C.

Determinacion de UFC/gr colonias verdosas.

Salmonella spp:

Precultivo: caldo lactosado- 24 h. 35°C

Medio para enriquecimiento selectivo: caldo Selenito
Cistina y Medio Fluido Tetrationato (Merck).

Bismuto sulfito (Merck): medio diferencial y selecti-
vo para aislamiento de colonias negras o verdes.

Xilosa lisina dexosicolato (Merck): colonias transpa-
rentes o rosadas con halos claros.

Incubacién: 24-48 h. 35°C.

Escherichia coli:

Diluyente: caldo lactosado

Medio de cultivo: Agar Mac Conkey (Merck).

Método de siembra: en volumen.

Incubacién: 24-48 h. 35°C

Pruebas confirmatorias: siembra para aislamiento en
EMB. Colonias negras verdosas con brillo metalico.

B- Valoracion de Antibi6ticos
Método Utilizado para la evaluacidon estadistica:
ANOVA.

ConNDICIONES GENERALES DE ENSAYO

La potencia de los antibioticos se expreso en Unida-
des o pg de actividad. En cada caso, la Unidad o pg de
actividad antibiotica se establece y define internacional-
mente.

Se consideraron los siguientes conceptos:

Potencia declarada o en etiqueta: en el caso de un
producto formulado, es un valor nominal asignado a par-
tir del conocimiento de la potencia del material a granel;
en el caso de material a granel, es la potencia estimada
por el elaborador.

Potencia supuesta o asumida. es la potencia proviso-
riamente asignada de una preparacion muestra que forma
la base del calculo de las dosis que podrian ser Staphyloc-
cocus con las dosis a emplear de la preparacion patron.

Potencia asignada: es la potencia de la preparacion
estandar.

Relacion de Potencias: es la razon de dosis equipo-
tentes de la preparacion patrén y la preparacién muestra,
bajo las condiciones del ensayo.

Potencia estimada: es la potencia a partir de los datos
del ensayo.

Para la valoracion de antibioticos se utiliz6 la técnica
de difusién en placa [1, 4].

Antibidtico ensayado: Cefalexina 500 mg compri-
midos.

Estandarizacion del Patron: se trabajé con el antibio-
tico puro: Cefalexina con fecha de vencimiento conocida
y potencia valorada; como patron Staphyloccocus aureus
ATCC 6538 [3, 9].

Para obtener el intervalo de concentraciones de tra-
bajo se realizé previamente una curva dosis respuesta y
se aplico el método estadistico apropiado.

Medios de Cultivo:

- Los medios de cultivo empleados fueron Agar nu-
tritivo (Merck, Alemania).

- Agar semilla (preparado a partir de los componentes:
peptona 6 g; digerido pancreatico de caseina 4 g; extracto
de levadura 3g; extracto de carne 1,5g; dextrosa 1 g; agar
15g; agua destilada 1000 ml; pH final: 6,5-6,6).

Reactivos.: solucion reguladora (solucion 1): Fosfato de
potasio 1%; fosfato dibasico de potasio 2 g; fosfato mono-
basico de potasio 8 g; agua destilada 1000 ml, pH: 6.

PROCEDIMIENTO

Preparacion del Estandar

Se peso una determinada cantidad del estandar (Ce-
falexina con fecha de vencimiento conocida y potencia
valorada), 10 mg y se calcul6 su potencia multiplicando
el peso por la potencia declarada para dicho estandar, y
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se prepard la solucion madre (10mg/100ml).
Posteriormente, se prepararon tres diluciones en pro-

gresion geométrica (114pg/ml, 76 pg/mly 45ug/ml). Se

emple6 como diluyente la solucion reguladora 1 [3].

Preparacion de la Muestra

El tratamiento inicial al que deben someterse las
muestras depende de su forma farmacéutica. Se asumid
una potencia por unidad de peso o volumen de acuerdo
con la informacién disponible de la preparacion muestra.
Bajo esta hipdtesis se prepard una solucion madre de la
muestra y tres 0 mas diluciones en progresion geométrica
equipotentes con las preparadas de estandar como se es-
pecifica para cada antibidtico (Cuadro 3). Se emplearon
los mismos diluyentes que se indican para la sustancia
de referencia [3].

Para la realizacion de la curva dosis-respuesta se
partié de una solucién conocida de concentracion 228,7
pg/ml, obteniéndose las concentraciones finales de tra-
bajo [3].

Preparacion del Indculo
Suspension de 24 h de crecimiento

El microorganismo a usar se repico en dos tubos de
ensayo que contenian el medio agar nutritivo en forma de
pico de flauta y se incubd 18 h a temperatura adecuada.
La estria del microorganismo asi obtenido se suspendio
con agregado de solucion fisiologica estéril y la ayuda de
perlas de vidrio estériles.

El volumen de la suspension original a agregar al
medio de cultivo se estandariz6 en un espectrofotometro
Shimadzu UV-240, a una longitud de onda de 580 nano-
metros, llevando a una transmitancia del 25%. Se utilizo
solucion fisiologica como blanco. Se ajusto el volumen
de esta suspension original a agregar a 100 ml de medio
de cultivo (siembra en volumen).

Preparacion del medio de cultivo

Se fundi6 una cantidad suficiente de medio de cultivo
estéril (Agar Semilla), se enfrio a 45°C, se inoculd el
medio con el microorganismo de prueba y se agitod por
rotacion hasta lograr una suspension homogénea. Sobre
una superficie nivelada y en placas de Petri de 9 cm de
diametro, se vertieron 18 ml del medio ya inoculado para
formar una capa uniforme de 2 a 5 mm de espesor, por
cada muestra se prepararon 4 placas: placas A, B, C y D.

La inoculacion del microorganismo se realizo al mo-
mento del vertido del medio en las placas [1].

Difusion en Placa
Se utilizé como reservorio del antibidtico, discos de
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papel de filtro, previamente esterilizados, Wattman N° 2
de 6 mm de diametro [2].

Los discos fueron ubicados sobre la superficie de cada
placa con la ayuda de pinzas de metal esterilizadas a la
llama, y ubicados segtin una distribucion pre-establecida,
para tener tres discos de las diluciones de muestra y tres
discos de las diluciones del estdndar.

Aplicacion del antibiético a procesar

Los discos fueron impregnados utilizando pipeta au-
tomatica, con 0,25 ul de cada dilucidon de antibidtico,
para el estandar y para la muestra. Las concentraciones
utilizadas se observan en el Cuadro 3. Los discos se dis-
tribuyeron sobre la superficie del agar en forma aleatoria,
siguiendo los vértices de un hexagono regular.

Predifusion

Se dejo difundir el antibidtico durante una hora a
temperatura ambiente, en condiciones asépticas antes de
llevarlos a la estufa [3].

Incubacion

Las placas Petri se incubaron como lo indica la téc-
nica, sin invertir a temperatura 35°C £+ 0,5°C durante 18
horas aproximadamente, ademas se ados6 una hoja de
papel de filtro estéril en la cara interior de las tapas, a fin
de evitar la condensacion por humedad sobre el medio
[2,3].

Medicion

Al cabo de la incubacién, empleando calibre, se mi-
dio el diametro de cada halo producidos por las dilucio-
nes del estandar (S) y de la muestra (U) con una precision
de hasta la décima de mm. (Cuadro 3).

RESULTADOS

A) Control Higiénico-Sanitario de Medicamentos:

Se analizaron 33 muestras por duplicado de la Planta
de Elaboracion local y 21 muestras tomadas de la venta
callejera, las que se detallan en los Tablas 1y 2.

De los productos investigados 1 (uno) perteneci6 a
la categoria 1; 3 (tres) a la categoria 2 y los restantes
correspondieron a la categoria 3 del Boletin Oficial de
Salud Publica de la Republica Argentina.

B) Valoracion de Antibioticos

Los resultados de la valoracion de antibidticos
ensayados se detallan en la Tabla 3 y en la Figura 1,
como lectura de los didmetros de halos de inhibicion
de desarrollo y grafico de regresion respectivamente.
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TABLA N° 1: Control higiénico-sanitario de medicamentos, Posadas, Misiones.

Ensayos de actividad | Recuento de hongos |Recuento de microorg.| Recuento anaerobios r elsd:nnctii;' de Conservante del
Producto bacteriostatica, en agar malta, Czapek | Aerobios mesofilos microaerofilicos Caldo mir():roo TGS Medicamento
E. coli; S. aureus y Sabouraud PCA tioglicolato T8
patogenos*
Aspirineta (A) Positvo | e | e Negatvo | -eeeem | e
Jarabe Miracle (P) Posiivo | e s Negativo | = e Benzoato de
sodio
Olina gotas (B) Positvo | e | s Negativo | -eeeeem | e
Memo Vital B12 - .
jarabe () positvo | e s Negatvo | s [ e
Calmol Comp. (P) Negativo Negativo 25 colonias por ml Negativo Negativo A_cetH P
- aminofenol
Calmol comp. (P) Negativo Negativo 20 colonias por ml Negativo Negativo A.C etil p
aminofenol
Z-Cal comp. (P) Negativo Negativo Negativo Negatvo | = | s
B|onalg|(r;§a comp. Negativo Negativo Negativo Negatvo | = | s
Mento z:f)k Jarabe Negativo Negativo Negativo Negatvo | = - | e
Caramelos . . . ' Benzoato de
Miracle (P) Negativo Negativo Negativo Negatvo | = - sodio
Ketoconazol . . . )
Suspension (1) Negativo Negativo Negativo Negatvo | = | e
Sulfato ferroso Positvo | [ Negatvo | s [ s
gotas (L)
Mebendazol . . . )
pastillas (1 Negativo Negativo Negativo Negativo | = - [ e
Sa\buta;go | gotas positvo | e[ e Negativo | = | s
Homatropina . . ) ) )
metil bromuro (U Negativo Negativo 12 colonias por ml Negativo Negativo
Homatropina . . ) . )
metil bromuro () Negativo Negativo 10 colonias por ml Negativo Negativo | = -
Suspension . . . ) )
antiacida (L Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Suspension . ) ) ) )
anticida () Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Metoclopramida . . . )
comprimidos (1) Negativo Negativo Negativo Negativo | = - | s
Acido folico ) . : ' .
comprimidos () Negativo Negativo 6 colonias por ml Negativo Negativo [ = --=--e-
Acido félico ) . ) ) )
comprimidos (L) Negativo Negativo 5 colonias por ml Negativo Negativo | = ---mme-
Acido félico ) . ) )
comprimidos (1) Negativo Negativo Negativo Negativo | = - [ s
Allopurinol 300 ) . . )
mg tabletas () Negativo Negativo Negativo Negativo
Metronidazol -
I positvo | | e | e e[ e
suspension (L)
Piroxican . . . )
comprimidos (1) Negativo Negativo Negativo Negatvo | = | s
Lactato de calcio -
tabletas (L) e Y e e e
Biperideno CLH Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo | = ------mme-
2mg (L)
Rheumazin
forte comp. Positivo Positivo en agar malta Negativo Negatvo | = - | s
Recubiertos
(P)
V\tamlnf(aL,)A crema Positivo Negativo Negativo Negatvo | = - | s
Crema Dr. Selby Negativo Positivo en agar malta Positivo Negativo Negativo | = -----ee-
[(8)] y agar Czapek
Newlge(nAc;I arabe Positivo Negativo Negativo Negativo | = - [ e
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Dolanet tabletas ) Positivo en agar malta ) - .
) Negativo y agar Czapek Negativo Positivo Negativo | = ------m-e-
Butazona célcica . Positivo en agar malta . )
Grageas(B) Negativo y agar Czapek Negativo Negativo |  -eeem | e
Bronco{g)r Jarabe Positivo Negativo Negativo Negativo | = - [ e
BI’OHCOl(IB;? Jarabe Negativo Negativo Negativo Positvo | e | -
Calmadentol . ' ) -
tabletas (P) Negativo Negativo Negativo Positvo | e | s
Regental N.AT . . . .

comp. (°) Negativo Negativo Negativo Negativo
Amoxicilina 250 " ’ ) )

jarabe (U Positivo Negativo Negativo Negativo | = -eem [ s
Cefalexina 250 - ' ) )

jarabe () Positivo Negativo Negativo Negativo | = - [ e
Lascamicetina ) ' . -

jarabe (P) Negativo Negativo Negativo Positvo | e | e
Teofilina tabletas ” Positivo en agar . )

L Positivo Czapek Negativo Negativo | = -eem [ s
Mentolina jarabe " ) ) )
®) Positivo Negativo Negativo Negativo | = - [ e
Cefalexina 500 Negativo Positivo en agar malta Positivo Negativo N YR I—
comp. (L) y agar Czapek
Amoxicilinas00 | [
comp. (L) Positivo Negativo Negativo Negativo | | e
Rifampicina 300 . Positivo en agar malta . " )
capsulas (1) Negativo v agar Czapek Negativo Positivo Negativo | = ------m-ee-
Teofilina jarabe . Positivo en agar malta . )
) Negativo y agar Czapek Negativo Negativo
Pemcrczpm) comp. Positivo Negativo Negativo Negativo | = - [ e
Paracetamol 100 . . . -
comp. (1) Negativo Negativo Negativo Positvo | e | s
Paracetamol 500 Negativo Negativo Negativo Positvo | e | e
comp. (L)
Prednisona . . ) )
comp.() Negativo Negativo Negativo Negativo | e[ e
Cotrimoxaxol " . ) )
comp. (). Positivo Negativo Negativo Negativo | = - [ e
Betametasona
valerato crema al Positivo Negativo Negativo Negativo | = e[ e
0,1% (L)
Enalapril maleato . ) ) .
comp. (L) Negativo Negativo Negativo Positivo

COtrImO_XIaXO| Positivo Positivo en agar Negativo Negativo _____________________

suspension (L) Czapek

Paracetamol ” ’ ) )

gotas (1) Positivo Negativo Negativo Negativo | = -eem [ e
Referencias: A= Argentina, B= Brasil, L =Planta de Elaboracion Local, P= Paraguay, U= Uruguay.
* Estas pruebas fueron realizadas a los medicamentos que presentaron recuentos de aerobios mesdfilos positivos en Agar Plate Count.
Nota: los medicamentos que se encuentran repetidos corresponden a analisis de diferentes nimeros de lotes.

TABLA N° 2: Prueba de crecimiento por inhibicion del conservante*.

PRODUCTO METODO DILUCION METODO INHIBICION CONSERVANTE
Calmol (P) Positivo PCA Positivo PCA
Calmol (P) Positivo PCA Positivo PCA

Homatropina (L) Positivo PCA Positivo PCA
Homatropina (L) Positivo PCA Positivo PCA
Suspension antiacida (L) Positivo agar Malta Positivo agar Malta
Suspension antiacida (L) Positivo agar Malta Positivo agar Malta
Acido félico (L) Positivo PCA Positivo PCA
Acido félico( L) Positivo PCA Positivo PCA
Biperideno CLH 2mg (L) Positivo PCA Positivo PCA
Rheumazin forte (P) Positivo en agar malta Positivo en agar malta
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Crema Dr. Selby (U) Positivo en agar malta Positivo PCA
Dolanet (P) Positivo en agar malta Positivo en agar malta
Butazona célcica (B) Positivo en agar malta Positivo en agar malta
Broncoline (P) Negativo Negativo
Calmadentol (P) Negativo Negativo
Regental (P) Positivo agar Malta Positivo agar Malta
Aspirinetas (A) Negativo Negativo
Miracle (P) Negativo Negativo
Olina (B) Negativo Negativo
Memo vital B12 (P) Negativo Negativo
Sulfato ferroso (L) Negativo Negativo
Salbutamol (L) Negativo Negativo
Metronidazol (L) Negativo Negativo
Lactato de calcio (L) Negativo Negativo

Positivo= crecimiento microbiano en Agar Plate Count (PCA) 0 en Agar Malta respectivamente. Negativo= ausencia de desarrollo.
Referencias: A= Argentina, B= Brasil, L =Planta de Elaboracion Local, P= Paraguay, U= Uruguay.
*Pruebas PCA: recuento aerobios mesofilos. *Pruebas de crecimiento de hongos en Agar Malta.

Se valoraron muestras correspondientes a diferentes lotes
y concentraciones de Cefalexina elaborada en la provin-
cia de Misiones.

Las lecturas de los halos presentaron valores tales,
que permitieron el célculo de valoracion con datos co-
rrelativos.

Las potencias en las muestras investigadas caen
en valores mayores o iguales a 81,84%, los cuales
son considerados aceptables.

TABLA N° 3: Valoracion de Cefalexina. Planta de Elaboracion
local. Posadas, Misiones.

Dosis de la muestra

Diluciones de la
muestra

Diluciones del
estandar

114 76 45 32,7 22,8 11,4

pg/ml | ug/ml | pyg/ml | yg/ml | pg/ml | pg/ml
Placa A 22 17 10 9 9 6
Placa B 20 20 11 6 6 6
Placa C 21 21 20 15 8 6
Placa D 23 21 15 14 14 6

Promedio de la

respuesta 21,5 19,75 14 1 9,25 6

Referencias: Ios nimeros expresan los halos de inhibicion en mm.

25 F

15

Respuesta (mm)

1 12 14 16 18 2 22 24
Log concentracion del antibiético (ug/ml)

FIGURA 1. Curva de regresion: valoracion del antibiético cefalexina
proveniente de una planta de elaboracion local. Posadas, Misiones.
(Ordenada al origen: 12,62; pendiente: 16,55).

Se presenta en la figura la linea de regresion y sus
limites de confianza al 95%, de didmetros de halos en
funcion del logaritmo de la concentracion del antibidtico
evaluado.

DISCUSION

A) Control higiénico

En coincidencia con otros autores [10], en todas las
muestras estudiadas los recuentos obtenidos en las dife-
rentes categorias de medicamentos presentaron valores
aceptables, ajustandose a los estandares microbioldgicos
establecidos por el INAME-ANMAT [5].

Por otra parte, y a pesar de tratarse de sustancias sin
fiscalizacion, no se detecté la presencia de microorganis-
mos patdégenos.

B) Valoracion de antibioticos

Los hallazgos de este estudio (Tabla 3, Fig. 1) de-
mostraron que la concentracion de Cefalexina evaluada,
coincidio con lo declarado en la monografia.

En esta etapa solo se evalu6 Cefalexina, siendo el
Unico antibidtico para el cual se obtuvieron los patrones
de droga pura y patréon microbiolégico de prueba reco-
mendados [2,3].

CONCLUSIONES

La coincidencia de resultados implica que la técnica
desarrollada para este trabajo se ajustd a los requerimien-
tos de la metodologia que se emplea comunmente.

A partir de los analisis realizados, en cuanto a la ca-
lidad higiénico- sanitaria y la valoracion de antibidticos,
se concluy6 que los valores hallados se ajustaban a las
normas legales vigentes como aptos para el consumo
desde el punto de vista microbiologico.
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Al no ser fiscalizados por los organismos oficiales del
pais, no deberia permitirse su comercializacion [5].

Consideramos que los hallazgos de este trabajo
constituyen un aporte para el sistema de salud de nuestra
region, tanto en el control como para la comercializacion
fiscalizada. °
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF CELTIS SPINOSA SPRENG

ABSTRACT

The antimicrobial activity of raw extracts from Ce/tis spinosa Spreng obtained by maceration
and soxhlet with different polarity solvents was assayed. The extracts were confronted to Gram-
positive and Gram- negative bacteria, filamentous fungi and yeasts. To determine antibacterial
activity, the Kirby-Bauer method was used, meanwhile two methods were used for the antimicotic
action, one by diffusion in paper discs and the other by addition of plant extracts in holes made
to the agar. In testing conditions, the antibacterial activity was scanty, while the antifungal effect
was demonstrated in a single method with different results.

KEYWORDS: Celtis spinosa extracts; antimicrobial activity.

RESUMEN

Se ensayo la activad antimicrobiana de extractos crudos de Celtis spinosa Spreng obtenidos por
maceracion y soxhlet con solventes de distinta polaridad. Estos fueron enfrentados a bacterias
Gram positivas y Gram negativas y a hongos filamentosos y levaduriformes. Para determinar
la accion antibacteriana se utilizd el método de Kirby-Bauer, mientras que para la accion anti-
micética se usaron dos métodos, uno por difusién en discos de papel y otro por agregado del
extracto vegetal en pocillos efectuados en el agar. En las condiciones de prueba, la actividad
antibacteriana fue escasa mientras que el efecto antifungico fue demostrado en un solo método
con resultados variables.

PALABRAS CLAVES: Celtis spinosa, actividad antimicrobiana, extractos.
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INTRODUCCION

Desde sus comienzos el hombre aprendi6 a reconocer
diferentes plantas y asi discernir entre las que le servian
para su alimentacion, las que podian usarse como plan-
tas medicinales y también conocer aquellas que eran
toxicas.

En la Provincia de Misiones, asentamiento de los
guaranies, el lider espiritual “fiande ru”y su ayudante
“Tembigwa’i Afietengua” [1, 2], tenian a su cargo la sa-
lud del pueblo con un total conocimiento de las plantas
medicinales locales para utilizarlas terapéuticamente.

En la actualidad, esta costumbre contintia en gran
parte de la poblacion, por la cultura transmitida por
generaciones y también porque son mas accesibles eco-
ndémicamente.

En virtud de ello, la Organizaciéon Mundial de la Sa-
lud, desde la reunion de Alma Ata (Kazajstan, ex URSS),
ha instado a los diferentes gobiernos de todo el mundo
a reconocer y validar aquellas practicas tradicionales
insertas en el acervo cultural de los diferentes paises que
integran el planeta, en aras de llegar a los sectores mas
desprotegidos y carenciados, que constituyen los deno-
minados grupos de riesgo sanitario [3].

El objetivo general de nuestro trabajo es adquirir
un conocimiento amplio de las plantas medicinales, sus
principios activos, usos, aplicaciones, efectos adversos
o0 toxicos e interacciones con otros fitomedicamentos o
productos de sintesis.

El objetivo especifico es hallar actividad antimicro-
biana de extractos obtenidos por diferentes métodos,
a partir de diferentes partes de la planta y llegar a una
identificacion del principio activo.

El hecho de seleccionar plantas autoctonas o nativas
de la region procura validar lo nuestro, la tradicion y lo
cultural.

La especie seleccionada para este trabajo fue Celtis
spinosa Spreng, perteneciente a la familia Ulmaceas. Vul-
garmente se la conoce como tala y/o talera. Su hébitat
son los montes riberefios y serranos en todo el pais. Es
un arbol bajo, con copa globosa, generalmente tortuoso
y espinoso. Las flores son pequeiias, dispuestas en inflo-
rescencias cimosas. El fruto es una drupa lisa, pequeiia,
de forma ovoidal, poco carnosa.

Popularmente se usan las hojas para tratar la diarrea
y el colera. La corteza para heridas y el envés de la hoja,
que es un poco aspera, para raspar el eczema [4, 5, 6].
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MATERIALES Y METODOS

I- Obtencién de extractos vegetales

a) Muestreo: se realizo la recoleccion de las plantas
en diferentes periodos de los afos 2003 y 2004, en las
localidades de 25 de Mayo y Santa Inés. Se recolectaron
hojas, tallos, pedunculos, ramas y frutos.

b) Métodos extractivos: las distintas partes de la
planta fueron secadas durante 10-15 dias a temperatura
ambiente, llevandose posteriormente 40°C en estufa por
72 hs para completar el mismo. Al término del secado
se sometieron a una molienda con un molino a cuchi-
llas y posterior tamizado (mesh50) para homogeneizar
el material. Se pesaron 50, 100, 150 y 200 gramos de
material vegetal por litro de solvente para obtener dis-
tintas concentraciones de extractos crudos, realizandose
la extraccion por medio de los procesos de maceracion y
soxhlet con solventes de distinta polaridad como se indica
en la Tabla N° 1.

TABLA N° 1. Obtencion de extractos. Métodos, concentracion,

solventes.
E;I(f Parte de la planta Ctglc. exfa:clz:ign Solvente
09/03 Hoja y tallo 200 Maceracion Metanol
10/03 | Hoja secay tallo 100 Maceracion Metanol
11/03 Hoja y tallo 100 Maceracion | Sol. hidroalc. 35°
12/03 Hoja y tallo 100 Maceracién | Sol. hidroalc. 60°
13/03 Hoja y tallo 100 Maceracion | Sol. hidroalc 90°
32/03 Hoja y tallo 50 Soxhlet Metanol
1/04 Hoja 150 Soxhlet Metanol
2/04 Hoja 150 Soxhlet Metanol
3/04 | Hojay Pedunculos | 150 Soxhlet Metanol
4/04 Hoja 150 Soxhlet Metanol
6/04 Rama 150 Soxhlet Metanol
8/04 Hoja y tallo 150 Soxhlet Metanol
10/04 Fruto 100 Maceracion Metanol
13/04 Hoja 150 Soxhlet Metanol

II- Ensayos para antimicrobianos

a) Accion antibacteriana: el método empleado fue el
de difusion de Kirby Bauer [6, 7]. Se utilizaron placas
con agar Mueller Hinton (Britania), y discos de papel de
filtro Watman N° 3 de 6 mm de diametro impregnados
con 50 pl del extracto crudo y luego secados a 37°C
durante 24 hs. Se aplicaron los discos en el cultivo y se
incubo a 37°C durante 18-24 hs. Se midieron los halos
de inhibicion en mm.

b) Controles: se impregnaron los discos con 50 ul de
los distintos solventes, solucion hidroalcoholica al 35%,
60% y 90% y metanol. Se probaron en paralelo con los
discos impregnados con extractos.

También se control6 el agar Mueller Hinton con cepas
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(frente a algunos antibidticos) para las cuales los halos
de inhibicion son conocidos. Asi se evalua la calidad de
los discos, medios y metodologia usada. Estas cepas son:
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Las cepas bacterianas utilizadas fueron: Staphylococ-
cus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 66300,
Staphylococcus aureus meti R ATCC 43300, Enterococ-
cus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922,
Enterobacter cloacae ATCC 202, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella Enteritidis EB 1874/88, Acinetobacter Iwoffi,
y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

¢) Accion antimicotica. Se emplearon dos métodos:

El Método Prueba de sensibilidad al extracto por
difusion en discos de papel de filtro (PSEDDi) [7,8]. Se
emplearon discos de papel de filtro Watman N° 3 con
un diametro de 6 mm que fueron cargados con 100 pl
del extracto a ensayar. Se secaron en estufa a 37°C. Se
probaron frente a las cepas inoculadas en agar Sabouraud
controlando a las 72 hs. de incubacidn, la inhibicién del
desarrollo fungico en las inmediaciones del disco im-
pregnado.

El Método Prueba de sensibilidad al extracto por di-
fusioén en pocillos de agar (PSEDPA) [9]. Se inocularon
las placas de agar Sabouraud con las cepas fungicas y se
hicieron pocillos en el agar, agregando en ellos 50 pl del
extracto vegetal.

Las cepas fungicas utilizadas fueron, hongos fila-
mentosos como Aspergillus parasiticus, Aspergillus
niger, Penicillium chrysogenum Thom, Penicillium ci-
trinum Thom, y hongos levaduriformes como Candida
albicans.

RESULTADOS

En las condiciones de prueba se observé actividad
antibacteriana frente a algunas bacterias Gram positivas
y no sobre las Gram negativas.

Se observo actividad antibacteriana cuando se uso el
extracto 3/04 frente a Staphylococcus epidermidis y el
extracto 6/04 frente a Staphylococcus aureus.

Las cepas bacterianas restantes resultaron resistentes
a los otros extractos ensayados.

En cuanto a la actividad antifiingica cabe aclarar que
al usar el método PSEDDi no se obtuvo efecto inhibito-
rio. En lo que respecta al método PSEDPA los resultados
se observan en la Tabla N° 2.

TABLA N° 2. Actividad antimicética de extractos de Celtis
50In0sa Spreng.

Ext. Resultados método PSEDPA (50pl)
N° | ¢ albicans | A. parasiticus | A. niger| P. chrysogenum | P. citrinum

09/03 S - S

v

10/03

11/03

12/03

13/03

32/03
01/04
02/04
03/04
04/04
06/04
08/04
10/04
13/04 S S S

Referencias: R = resistentes; S = sensibles; (-) = no se realizo.

T |Tmnw|lvivw|WW|D ||V |=2O |
il OLO OO O|LV|ZO|WD

V|V |DV|O ||

nwlmlw|T|D[(DW(L|L|DT|(K|[IT |V |

/WD |OOInVIOIO!D

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En las condiciones de prueba la actividad antibac-
teriana fue casi nula ya que solamente dos extractos
metandlicos mostraron actividad, el extracto N° 03/04
frente a Staphylococcus epidermidis y el N° 06/04 frente
a Staphylococcus aureus. Seria necesario aumentar el
numero de experiencias y modificar variables que ase-
guren la ausencia de principios activos con actividad
antibacteriana.

Coincidiendo con otro trabajo de los autores [2],
nuevamente se demostro sensibilidad en bacterias Gram
positivas y no en las Gram negativas. Esto podria deberse
a las diferencias estructurales de las paredes bacterianas
y/o los mecanismos de resistencia de cada una de ellas.

No se observo actividad antimicdtica sobre los hon-
gos filamentosos y levaduriformes, en las condiciones
ensayadas, cuando el método empleado fue el PSDDI. En
cambio hubo significativa actividad inhibitoria al usar el
método PSEDPA especialmente en las cepas de Penici-
lium chrysogenum Thom y Penicillium citrinum Thom.
Las diferencias observadas entre estos dos métodos puede
deberse a que en el método de pocillos hay menos pérdida
de extracto por encontrarse los compuestos con mayor li-
bertad para difundir. En cambio en el método PSDDI, que
es una adaptacion del método de Kirby Bauer, el extracto
se encuentra atrapado en el papel de filtro resultando asi
con menor capacidad de difusion mas atn si se trata de
moléculas grandes.

Llama la atencion la variabilidad en los resultados ob-
tenidos, se podria pensar en la variables muestra o época
de mayor actividad metabdlica de la planta, lo cual sera
necesario comprobar. Por este motivo se propone incre-
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mentar el estudio de la toma de muestra en diferentes
épocas, ajustar las concentraciones y realizar estudios fi-
toquimicos para identificar los compuestos responsables
de la actividad antimicrobiana

AGRADECIMIENTOS

Al Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnologico
(CIDET), por la ayuda y la atencion brindada. °

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Kramer, A. G. M. y colbs.

“Plantas medicinales usadas por los Mbya (Guaranies).
Dpto. Guarani. Informe Ecosur. Version N° 1. 1993/94.
Pcia. Misiones.

2. Bargardi, S.; Kramer, F. L.; Medvedeff, M.; Jorda, G.;
Guida, A.

“Actividad antibacteriana de Peschieria australis
(Miiell) Miers sobre Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis”. Revista de Ciencia y Tecnologia. Afio 4.
Numero 4. Pag: 6-11. Diciembre 2001. Editorial
Universitaria, Universidad Nacional de Misiones.

3. Alonso, J.; Desmarchelier, C.

“Plantas Medicinales Autdctonas de la Argentina” 1*
Edicion. Buenos Aires. Editorial LOLA. 2005.

4. Martinez Croveto, R.

“Plantas utilizadas en medicina popular en el Noroeste
de Corrientes. (Rep. Arg.)” Celtis spinosa Spreng.
Fund. Miguel Lillo. Pag 34 Tucuman 1981.

5. Sawchuk, B.; Galeano, H.

“Descripcion de arboles medicinales de la Selva
Misionera” Celtis spinosa Spreng. Pag 144-145. Ao
1981, Editorial GTZ.

6. Gonzalez Torres, D. M.

“Catalogo de Plantas Medicinales (alimenticias y ttiles)
usadas en Paraguay”, pag. 376-377.

7. Bauer, A. W.; Kirby, W. M. M.; Sherris, J. C.; Turck, M.
1966. Antimicrbial Investigations American Journal of
Clinical Pathology 45: 493-496.

8. “M¢étodo de la OMS” Documento M2-A7

del National Commitee for Clinical Laboratory
Standars (NCCLS) afio 2000. X VI Curso Intensivo

de Actualizacion en Antimicrobianos “Dra. Alicia
Rossi”. X Curso Latinoamericano de Actualizacion en
Antimicrobianos. Servicio Antimicrobianos. Depto.
Bacteriologia. Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas. ANLIS- “Dr. Carlos Malbran”. Bs.As.
Abril de 2002.

Rev. Cienc. Tecnol. / Afo 8 / N° 8 / 2006

9. Negroni, Ricardo

“Actividad inhibitoria in vitro de algunos antisépticos
frente a cultivos de Prototheca wickerhamii. Revista
Argentina de Micologia 22: 5-7. Afio 1998.

10. De Batista, Gabriela; Guida, Adriana; Bargardi
Severino

“Estudio fitoquimico y actividad antibacteriana de
Polygonum punctatum Elliot”. Rev. Mexicana de
Ciencias Farmacéuticas. Vol. 35. N°3, pag 11-14. Jul/
Set. 2004.



Marucci, Raul S. et a/:: Flora fungica en Yerba Mate estacionada en galpones calefaccionados 35

Rev. Cienc. Tecnol.
A0 8/ N° 8 /2006 / 35-38

EVALUACION DE LA FLORA FUNGICA
PRESENTE EN LA YERBA MATE ESTACIONADA
EN GALPONES CALEFACCIONADOS

Marucci, Raul S.; Kanzig, Rodolfo G., Sartori, Patricia

Laboratorio de Analisis Micoldgico y Micotoxinas en Alimentos, Facultad de Ciencias Exactas,
Quimicas y Naturales, UNaM. Av. Mariano Moreno 1375, CP: 3300, Tel/Fax: 54-3752-427687
Posadas, Misiones, Argentina. rmarucci@fcegyn.unam.edu.ar

EVALUATION OF YERBA MATE FUNGAL FLORA, WITH MATURATION IN CALEFACTIONATED PLACES

ABSTRACT

The aim of this work was to identify fungal flora in yerba mate at different periods of time in the
process of storing carried out in heated storehouses with mechanical air circulation, to study
the evolution of contaminating microorganisms under the influence of temperature and humidity
controlled by means of electronic systems. These places have a capacity of 2,500 tons and
are built on a foundation of masonry 1 m high and pipes for hot air distribution in their interior
produced by a sanitary boiler. Walls are 7 meters high, and ceilings are built of galvanized foil
with inner insulation.

Moisture and temperature control showed a strong decrease in microbiological counts compared
with those taken from studies carried out with traditional storing. So, 50 % of the samples showed
yeast belonging to Rhodotorula and predominantly Saccharomyces. The other 50% corresponded
to Aspergillus, Rhizopus, Fusarium, Mucorand Penicillum.

KEYWORDS: fungal, yerba mate, maturity.

RESUMEN

En el presente trabajo se aisl6 e identificd la flora fungica contaminante de la yerba mate con
distintos periodos de estacionamientos en galpones calefaccionados con circulacion mecanica
del aire, controlando la temperatura y humedad mediante sistemas electronicos. Estos galpo-
nes estan construidos sobre una base de material de 1 m de altura y en su interior se distribuye
la cafieria por la que circula el aire caliente producido por una caldera sanitaria. Las paredes y
techos de los mismos son de chapa galvanizada con aislamiento interior. El control sobre la hu-
medad y temperatura mostro una marcada disminucion en los valores del recuento con respecto
a los obtenidos en estudios realizados en el estacionamiento tradicional. El 50% de las muestras
desarrollaron levaduras de los géneros Rhodotorula y de Sacharomices con predominio de esta
ultima, el 50% restante y en orden decreciente correspondieron a los géneros: Aspergillus, Rhi-
zopus, Fusarium, Mucory Penicillum.

PALABRAS CLAVES: Hongos, yerba mate, estacionamiento.
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INTRODUCCION

La yerba mate produce una bebida estimulante, larga-
mente consumida en Argentina como en Brasil, Paraguay
y Uruguay. La forma mas difundida es el mate (infusion
de yerba mate en mate de madera o porongo).

La elaboracion tradicional del Ilex paraguarienses re-
quiere una serie de transformaciones que involucran cam-
bios fisicoquimicos y organolépticos a través de un lapso
de tiempo. El procesamiento clasico de este producto
involucra generalmente etapas como: 1) Tarefa: cosecha
manual de la hoja verde. 2) Sapecado: tratamiento térmi-
co brusco de la hoja verde a temperaturas de 350-450°C
durante aproximadamente dos minutos. 3) Se enfria a
temperatura ambiente durante dos horas. 4) Prosecado:
nuevo calentamiento de la hoja sapecada y enfriada a
una temperatura de 100 a 110°C durante tres minutos.
5) Secado: la yerba mate es sometida a temperatura de
110°C por circulacion de aire caliente hasta alcanzar una
humedad al menos de 5%. 6) Canchado: fragmentacion
grosera de las hojas y ramas secas colocadas en bolsas de
aproximadamente 50 kgr, de arpillera natural o sintética.
7) Estacionamiento: almacenamiento en amplios locales
convenientemente ventilados de seis a veinticuatro me-
ses. 8) Molienda: transformacion y acondicionamiento
por trituraciones, zarandeos, mezclas y envasado

Grupos de investigacion han estudiado los cambios
fisicoquimicos en relacion con las distintas etapas del
proceso, en especial el estacionamiento, con el fin de
acelerarlos y reducir el tiempo total de la elaboracion
del producto. Estos estudios han demostrado que la
accion microbiana directa no aporta a las cualidades de
una buena yerba mate ya que los mecanismos actuantes
son de origen enzimatico foliar [1;2]. Las condiciones de
almacenamiento no son controladas en forma minuciosa
por lo que, dadas las caracteristicas climatologicas impe-
rantes en la zona noreste del pais, es frecuente observar
en las hojas un aumento de la humedad que, con las altas
temperaturas, favorecen la proliferacion de microorganis-
mos contaminantes [3;4]. En esta etapa del proceso existe
mayor riego de desarrollo fungico, lo que ha obligado
a mejorar el sistema de estacionamiento, incorporando
nuevas tecnologias en lo que se refiere a construccion
de los locales y control de estas dos variables para que
el producto adquiera las caracteristicas organolépticas,
color y sabor deseado.

MATERIALES Y METODOS

El muestreo se realiz6 al azar de distintos galpones
y sectores de las estibas totalizando 38 muestras que se
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colocaron en bolsas de papel de 1 kg.

Para determinar el contenido de humedad en las
muestras previa homogeneizacion se pesaron 10 gr em-
pleando un Desecador Infrarrojo “Mettler LP 16”.a 130°C
durante 10 minutos

En la preparacion de las diluciones se tomaron alicuo-
tas de 10 g de cada uno de los paquetes, se adicionaron 90
ml de agua peptonada al 0,1% realizando una homogenei-
zacion manual durante 5 minutos. Se filtraron los homo-
genatos a través de gasa estéril obteniéndose una dilucion
de 1071, a partir de la cual se prepar? la de 10-2.

Las muestras se procesaron utilizando técnicas y
medios de cultivos recomendados por especialistas en
el tema. Se sembraron por duplicado, 100 ul de cada
dilucidon en medios de cultivo OGYE (Agar Oxytetra-
ciclina-Glucosa-Extracto de Levadura) y DRBC (Agar
Dichloran-Rosa de Bengala- Cloramfenicol); mediante
diseminacion en superficie con espatula de Drigalski.
Las placas se incubaron en estufa a 26 + 2°C durante 3
a 5 dias [5].

A los 5 dias se procedié al recuento total de las co-
lonias y la caracterizacion de los principales géneros
de hongos filamentosos y levaduras desarrollados. El
conteo de colonias se realiz6 a “ojo desnudo” y para la
identificacion de las cepas se observaron caracteristicas
macro-microscopicas de las colonias. Se promediaron los
duplicados obtenidos del recuento en OGYE y DRBC
expresandose los resultados en Unidades formadoras de
Colonias por gramo (UFC/g).

La identificacion genérica de las cepas de hongos fila-
mentosos se realizo en base a la macro-micromorfologia
de las colonias comunicadas por diversos investigadores
dedicados al estudio de la taxonomia fiingica. Sus cuer-
pos de fructificacion se clasificaron por las caracteristicas
que presentaban; los cuales se observaron directamente
de las placas de OGYE y/6 DRBC mediante el empleo
del objetivo de 10X de un microscopio, enfocando los
bordes de las colonias donde el micelio estd mas disten-
dido. Las cepas que no fructificaron a los 3-5 dias se de-
jaron crecer hasta que se constato la presencia de micelio
aéreo adulto. En estos casos, la identificacion se realizo
mediante la observacion microscéopica por el método de
la cinta adhesiva [6].

Para la clasificacion genérica de las levaduras con-
taminantes de alimentos se empled la metodologia de
identificacién basada en caracteristicas de crecimiento
de las cepas aisladas en diversos medios de cultivo. Las
cepas de levaduras aisladas en medios de mantenimien-
to, se repicaron en: 1) Agar Extracto de Malta (MEA),
incubado a 25°C, para la observacion de la macro-mi-
cromorfologia de las colonias; 2) Agar MEA, incubado
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a 37°C, mide el crecimiento a temperaturas elevadas;
3) Agar MEA+Acido acético para cepas resistentes; 4)
Agar MEA+ 50% Glucosa, para medir crecimiento a
actividad acuosa reducida; 5) Agar harina de Maiz, para
cepas del género Candida ; 6) Agar Czapeck, para medir
la habilidad de utilizar al nitrato como tnica fuente de ni-
trogeno. El examen de las placas se realizo a los 3-7 dias.
Se registraron la presencia o ausencia de crecimiento, el
tamafio el y color de la colonia en los diversos medios
de cultivo [7, 8].

RESULTADOS Y DISCUSION

La contaminacion fingica de cereales, oleaginosas
y demas productos agricolas se observa principalmente
durante el periodo de almacenamiento donde las condi-
ciones de humedad y temperatura favorecen el desarrollo
de los hongos saprofitos contaminantes; alterando las ca-
racteristicas organolépticas de los productos estacionados
y frecuentemente imposibilitan la comercializacion oca-
sionando graves dafios economicos.

En el proceso de elaboraciéon de la yerba mate los
aspectos técnicos no varian sustancialmente salvo en los
distintos tipos de estacionamiento: tradicional y acele-
rado [1]. En el estacionamiento tradicional el producto
se coloca en bolsas de arpillera de cincuenta kilogramos
de capacidad en galpones comunes por un periodo no
menor a ocho meses. El estacionamiento acelerado acorta
los tiempos a uno o dos meses y se realiza en galpones
con control de temperatura y humedad. [8, 9, 10]. Con el
proposito de mejorar las condiciones del almacenamiento
y lograr un producto de calidad, se disefiaron galpones
con paredes de chapa, cubiertos en su parte interior con
material aislante y circulacion mecénica de aire caliente
generado por una caldera sanitaria. Para el control de la
humedad y temperatura se instalaron sensores electro-
nicos. En la Tabla N° 1 se puede observar los valores
del recuento que son significativamente menores a los
encontrados en los otros tipos de estacionamiento, con
la caracteristica de que no guarda relacion directa con
los contenidos de humedad y tiempo de estacionamien-
to. La distribucion por género de la flora contaminante
fue la siguiente: en el 50% de las muestras desarrollaron
levaduras de los géneros Rhodotorula y de Sacharomices
con predominio de esta ultima, el 50% restante y en orden
decreciente correspondieron a los géneros: Aspergillus,
Rhizopus, Fusarium, Mucor'y Penicillum. Los valores de
los recuentos para ambos medios de cultivo de cada una
de las muestras se promediaron y son los que se detallan
en la siguiente tabla.

TABLA N° 1: Tiempos de estacionamiento, contenido de
humedad y el recuento fungico de las muestras estudiadas.

) Unidades
M“ﬁftra Estag;ansa(rjr?iento Humedad % | Formadoras de
Colonias(UFC/g)
1 16 6,71 200
2 160 4,10 600
3 16 6,86 1000
4 160 6,01 200
5 16 4,79 500
5 16 6,75 200
7 16 4,76 1000
3 78 6,68 200
9 78 6,67 1200
10 648 6,21 1000
1 648 7,03 400
12 830 7,51 300
13 830 7,61 300
14 682 7,10 800
15 317 4,44 200
16 317 6,04 200
17 54 4,82 200
18 317 5,36 900
19 134 4,49 200
20 134 4,42 200
21 317 5,25 200
22 287 4,27 700
23 103 5,08 700
24 287 5,42 100
25 226 5,64 200
26 226 5,47 100
27 226 5,40 100
28 78 6,39 600
29 230 4,58 700
20 47 5,81 1000
31 38 6,08 1500
) 290 517 800
33 290 4,96 400
Y 47 7,13 400
35 106 6,16 1500
36 137 6,09 300
37 137 6,25 1200
38 137 6,50 1000
CONCLUSIONES

El presente estudio trata de demostrar que, controlando
la variables temperatura y humedad, se mejoran las con-
diciones del estacionamiento y disminuye el desarrollo de
microorganismos contaminantes que alteran la calidad del
producto con la consiguiente pérdida econémica [9].

Los valores de los recuentos son inferiores a los ob-
tenidos en los trabajos realizados en los otros tipos de
estacionamiento [10,11]. Se destaca el desarrollo en un
numero importante de muestras de levaduras con conte-
nido de humedad inferior al 5,50% y elevados dias de
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estacionamiento como también la presencia de dimorfis-
mo celular en algunas de ellas, esto se puede atribuir a
influencia de los valores de temperatura y humedad den-
tro de los galpones. °
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PHARMACOEPIDEMIOLOGY OF USE OF TAXANES FOR BREAST CANCER IN THE SOCIAL SECURITY OF
MISIONES, ARGENTINA

ABSTRACT

Taxanes is a new group of antineoplastic agents which is active in several types of cancer. In view
of the fact that paclitaxel has a specific prescription, high cost and potentially severe adverse
effects, its use was studied in the light of the guidelines established by the American Association
of Hospital Pharmacists. The criteria and standards were derived from the literature. A review of
the clinical histories of 55 patients treated with paclitaxel between 2000 and 2004 was carried
out. The results show a clear trend toward considering including the results of clinical trials in
daily practice, which explains deviations in the use of paclitaxel for this prescription (patients had
ovarian, breast or lung cancers) and in dosage (only 40% received the current dosages). Paclitaxel
was shown to be an effective medication, with a response rate of 48% and moderate toxicity.
Nonetheless, pharmaeconomic studies would be interesting because it may greatly increase the
cost of treating breast cancer if used without proper patient selection.

KEYWORDS: Paclitaxel, Docetaxel, cost-effectiveness, Pharmacoepidemiology.

RESUMEN

Los taxanos son un nuevo grupo agentes antineoplasicos con actividad en muchos tipos de can-
cer. Al ser un medicamento con una indicacion especifica, elevado costo y efectos adversos po-
tencialmente graves. Se revisaron las historias clinicas de 54 pacientes que recibieron paclitaxel
entre el afio 2000 y 2004. Los resultados del estudio destacan que existe una clara tendencia a
incorporar a la practica diaria los resultados de los ensayos clinicos, lo que explica las desviacio-
nes del indice encontradas para la indicacion (los enfermos tenian cancer de ovario, de mama
y de pulmon). El paclitaxel se demuestra como un farmaco eficaz con una tasa de respuestas
del 48 por 100 y toxicidad moderada. No obstante, seria deseable la realizacion de estudios de
relacion costo/beneficio, puesto que el alto precio de este medicamento puede disparar el costo
de tratamiento del cancer de mama si se utiliza sin criterios de seleccion de pacientes.

PALABRAS CLAVES: Paclitaxel, Docetaxel, costo efectividad, farmacoeconomia.
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INTRODUCCION

Uno de los objetivos en politica sanitaria es conseguir
un uso racional de los medicamentos, es decir, proporcio-
nar la mejor terapéutica al menor costo y con los minimos
riesgos. Ello redundara en una mejor calidad de vida rela-
cionada con la salud de los individuos. La utilizacion de
medicamentos se considera un indicador sociosanitario,
siendo los estudios de farmacoepidemiologia (EFE) la
herramienta que nos permite su evaluacion y posterior
disefio de estrategias de intervencion. La OMS definid
los estudios de utilizacién de medicamentos como aque-
llos que se ocupan de “la comercializacion, distribucion,
prescripcion y uso de los medicamentos en una sociedad,
haciendo especial énfasis en sus consecuencias médicas,
sociales y economicas” [1]. En esta definicion se plasma
la variedad de aspectos que se pueden abarcar con este
tipo de estudios, de los cuales son parte los EFE.

En 1969 se form¢ el Drug Utilization Research Group
(DURG), vinculado formalmente a la OMS desde 1979,
para la estandarizacion de la metodologia de los EUM.
Sus conclusiones se publicaron bajo el nombre de Studies
in Drug Utilization, y en 1974 se creo el Nordic Council
on Medicines Working Group on Drug Statistics con el
objetivo de lograr una armonizacién en materia de medi-
camentos en el area de los paises nordicos [2].

Los objetivos del presente trabajo se encuadran dentro
de las caracteristicas de un estudio farmacoepidemiolo-
gico descriptivo, transversal y retrospectivo del consumo
de especialidades farmaceuticas que contengan drogas
derivadas de taxanos (paclitaxel y docetaxel). Son objeti-
vos particulares: determinar la frecuencia de diagnosticos
para los cuales se utiliza el tratamiento con taxanos y su
caracteristica de tratamiento de protocolo o de rescate,
Determinar en funcion del seguimiento el tipo de proto-
colo farmacoldgico utilizado en cada caso; si el taxano
se utiliza previa o posteriormente a otros protocolos qui-
mioterapicos, correlacionar los protocolos aplicados con
los diferentes estadios de los pacientes. Determinar la
proporcion representada por los tratamientos con taxanos
en la cépita oncologica total.

MATERIALES Y METODOS

Los estudios de utilizacion de medicamentos cons-
tituyen un instrumento eficaz para conocer el uso de los
medicamentos, teniendo en cuenta que se llevan a cabo
con una metodologia establecida y por lo tanto compa-
rable. Estos estudios permiten analizar el estado actual,
el perfil de uso en el tiempo y las tendencias de consu-
mo. Se requiere establecer el sistema de clasificacion a
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utilizar, asi como las unidades de medida, para realizar
comparaciones en tiempo y espacio. Existen varios
sistemas de clasificacion, aunque la clasificacion ATC
(Anatomic, Therapeutic, Chemical) es la recomendada
por la OMS. En cuanto a las unidades de medida, la Dosis
Diaria Definida (DDD) es la unidad técnica de medida
universalmente aceptada para le evaluacion del uso de los
medicamentos. La DDD se define como la dosis diaria de
mantenimiento de un medicamento, cuando se usa en su
principal indicacion, en adultos. La evaluacion del uso de
medicamentos es el proceso que cierra el circulo natural
del consumo, que empieza con la prescripcion y sigue
con la dispensacion y el cumplimiento. Debe separarse la
evaluacion de la calidad de la prescripcion [3]. Los taxa-
nos (paclitaxel y docetaxel) son farmacos que cumplen
la mayoria de estas razones (son fAirmacos de reciente
comercializacion, con una indicacién muy especifica, un
elevado costo y graves efectos adversos), por lo que se
decidi6 realizar con el un EFE siguiendo la linea marcada
por la ASHP.

Para evaluar el uso de taxanos en nuestra institucion
se procedio6 a la revision retrospectiva de las historias
clinicas de todos los pacientes a los que le fue administra-
do en el periodo comprendido. Para evaluar las historias
clinicas se disefiaron unas hojas que facilitan la recogida
de datos (Figura 1). En estas hojas se recoge informacion
sobre el tipo y estadio del tumor, situacion del paciente
al comienzo del tratamiento con taxanos, esquemas de
quimioterapia recibidos previa y posteriormente por el
paciente, régimen posolédgico. El estadio tumoral se de-
termind siguiendo las clasificaciones generales expresa-
das en materiales de la OMS y el Manual de la American
Cancer Society [13]. La poblacién a estudiar correspon-
di6 a 140.000 afiliados del Instituto de Prevision Social
de la Provincia de Misiones y un total de 646 pacientes
oncologicos. Registrados en el Sistema Informatico de
Auditoria Oncologica (AUDONC); siendo los criterios
de inclusion presentar diagndstico oncoldgico de cancer
y que presentaron protocolos de uso de taxanos durante
los afios 2002, 2003 y primer semestre del 2004. Los
criterios de exclusidon corresponden a historias clinicas
de pacientes sin anatomia patologica o con falta de inte-
gridad en los registros de consumo.

Con respecto al sistema propuesto de utilizacion
del sistema de DDD, se mantiene con el fin de cumplir
los aspectos formales antes detallados de los estudio de
farmacoepidemiologia de acuerdo a ecuacion clasica
—Expresion 1 [2]. Se ha comprobado la coherencia de
los conceptos aplicados si bien desde el punto de vista
especifico de los taxanos (paclitaxel y docetaxel) no se
ha determinado la DDD a nivel mundial, se escoge a tales
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fines la utilizacion del mgr.
Ecuacion DDD = UP x mgr ff/ mgr DDD
Siendo:

UP,= unidades por presentacion comercial
mgr f.f. = mgr por forma farmacéutica
mgr DDD = mgr por dosis diaria definida.

Expresion 1

La cantidad de medicamento vendido se obtiene mul-
tiplicando el nimero de envases vendidos por el nimero
de unidades de cada envase (p ¢j. 30 compr/envase) y por
la cantidad de principio activo contenido en cada unidad
(p- €j. 2,5 mg/compr). Las unidades seran las mismas
que las utilizadas para la DDD. Aunque en la formula se
hace referencia a la cantidad vendida en un afio, también
se puede utilizar otro periodo de tiempo siempre que en
el denominador quede reflejado el niimero de dias corres-
pondientes al periodo elegido. El nimero de habitantes
se refiere a los de la poblacion de estudio.

Los resultados dan un dato de porcentaje de uso de
un medicamento referido a la poblacion total, pero este
puede estar siendo utilizado por grupos determinados de
poblacion. Al hacer comparaciones habria que tener en
cuenta factores en el uso de medicamentos, como edad,
sexo, factores sociodemograficos.

DY 1000 hab/dia =
B 20, x UPNIx mgr {1
mgr / DDD,x 365 dias x n Hab

x 1000 hab

El presente trabajo tiene por objeto realizar el estudio
farmacoeconomico sobre el tratamiento oncologico del
cancer de mama, siendo el factor en estudio la eleccion
de quimiterapicos de ultima generacion como el pacli-
taxel y docetaxel, ambos de un costo muy superior a
los protocolos tradicionales indicados para cada tipo
de enfermedad neoplésica; no existiendo aun bases de
informacion de resultados clinicos a largo plazo que
avalen su resultado efectivo, mas alla del concepto de
“mayor porcentaje de respuesta”. Teniendo en cuenta que
la financiacion para el caso de estos farmacos se realiza
con una cobertura del 100% la Obra Social Provincial.
El punto de observacion es la prescripcion de la droga.
Cabe mencionarse que como variables de dosificacion se
utilizaron las formulas relativas expresadas como mgr/m?
referidas a la superficie corporal. Para la codificacion de
los protocolos quimioterapicos se utilizaron las tablas de
MERCK INDEX 12 Ed.

Se definieron las indicaciones aprobadas y protocolos
de utilizacion de paclitaxel y docetaxel para el cancer de
mama, para lo cual se ha utilizado como orientacion los
definidos como Protocolos Nacionales Convencionales
en Oncologia y Oncopediatria incorporado al Programa
Nacional de Garantia de Calidad de la Atencion Médica
Resolucion 435/2001 -MS.

Para el analisis cualitativo de la prescripcion se defi-
nieron las indicaciones citadas para el uso de taxanos en
cancer de mama presente en los Protocolos Nacionales
Convencionales en Oncologia y Oncopediatria definen
como indicaciones de segunda linea “con dosificaciones
de Paclitaxel 135 mg/m? o Docetaxel 75-100 mg/m?>.
oncologica.

Para el analisis estadistico, partiendo de los bancos ci-
tados anteriormente, se estableci6 un flujo de datos sobre
aplicacion de Access y Visual Basic que analiza un total
de 646 pacientes, y su consumo historico de prescripcion
farmacéutica.

Se informan también dentro de los componentes
epidemioldgicos del estudio: Grafico de frecuencia de
diagnosticos y estadiajes bajo tratamientos de taxanos,
Grafico de frecuencia de dosificacion y esquema utiliza-
dos, Grafico de relacion de costo farmacéutico directo de
tratamientos con taxanos y costo farmacéutico directo de
tratamientos oncologicos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han evaluado utilizando el flujo de datos y tareas
los registro correpondientes al afio 2002, 2003 y primer
semestre del afio 2004. El total de pacientes con cancer
que recibieron paclitaxel o docetaxel en el periodo consi-
derado fue de cincuenta y cuatro (54) pacientes. La edad
media de las pacientes fue de cincuenta y cuatro afios,
con un intervalo de treinta y dos a setenta. Los diagnos-
ticos corresponden a doce (12) casos de tratamientos por
cancer de ovario (22 por ciento) y 33 casos de tratamiento

61%

FIGURA 1. Farmacoepidemiologia del uso de taxanos por diagnostico.
Referencias: 0 = ca mama, M = ca ovario, O = ca pulmon, B = ca cuello,
O=otro.
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por cancer de mama (61 por ciento) Figura 1. Tambien
aparecen cinco (5) casos (9 por ciento) de cancer de pul-
mon de células no pequefias y tres (3) casos de cancer de
cuello (6 por ciento).

USO DE TAXANOS EN TRATAMIENTO DEL
CANCER DE MAMA

Los diagnoésticos de cancer de mama corresponden
a 33 casos del total de los casos (61 por ciento). La fre-
cuencia de protocolos de taxanos utilizada correspondid
a un setenta y cinco por ciento de protocolos de mono-
terapia, siendo un cincuenta y siete por ciento paclitaxel
y dieciocho por ciento docetaxel. El veinticinco restante
de los casos corresponden a protocolos de asociacion de
paclitaxel con otros quimioterapicos. El nimero total de
ciclos de Paclitaxel administrados a cada paciente varid
entre dos y nueve, siendo el numero medio de cinco
ciclos por paciente para tratamientos con ciclos conven-
cionales de 21 o 28 dias.

Se registraron también tres casos de tratamientos con
ciclos semanales en un promedio de 11 ciclos. En general
una serie de estudios clinicos [11] de fase III demostraron
en forma preliminar que un régimen de 80 mgr/m? sema-
nales presentaria un menor indice de efectos adversos que
los protocolos ortodoxos de paclitaxel 175 mgr/m? con
similar eficacia en términos de respuesta y estabilizacion
de la enfermedad. No obstante, globalmente estos regi-
menes semanales implican un mayor consumo en dosis
de los quimioterapicos.

Se ha constatado de los casos revisados que en ge-
neral los taxanos son utilizados en casos de cancer de
mama avanzado, dado que el cincuenta y dos por ciento
corresponden a casos de estadio Il y IV (caracterizados
por metastasis linfaticas o a distancia) y un treinta y nue-
ve por ciento de los casos no presentan una estadificacion
expresada en la historia clinica (dado el tipo de estudio
retrospectivo existen casos con datos incompletos como

43 %

9 %

FIGURA 2. Distribucion de estadios de cancer de mama al inicio del
tratamiento con taxanos. Referencias: Il = estadio Il, (1 = estadio lll, H =
estadio Iv, O = estadio V.
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el TNM exacto o el porcentaje de receptores hormona-
les); en esta porcion de los casos no obstante, como se
ve mas adelante, las pacientes ya habian recibido otros
tratamientos quimioterapicos previos, por lo que pueden
interpretarse como casos de cancer de mama metastatico
o avanzado.

En un noventa por ciento de las pacientes se habian
administrado otros regimenes quimioterapicos previos al
tratamiento con taxanos como tratamientos adyuvantes
hormonales de tamoxifeno y anastrazol o UfT o ciclos
previos de CMF ciclofosfamida, metotrexato, fluoruracilo
o FAC ciclofosfamida, doxorubicina, fluoruracilo.

En el cincuenta y un por ciento de las pacientes se
recurrié a regimenes quimioterapicos posteriores a la
administracion de taxanos. En la mayoria de los casos
este hecho respondid a una progresion de la enfermedad
durante el tratamiento con taxanos. En este caso los
citostaticos mas comunmente utilizados fueron ciclos
accesorios de FAC, CMF o capecitabina .

En un caso se observo el uso subsiguiente de doce-
taxel al uso inicial de 6 ciclos de paclitaxel. Un veinticua-
tro por ciento de pacientes utiliza tratamiento hormonal
posteriormente a la quimioterapia con taxanos.

ASPECTOS GENERALES REFERIDOS AL COSTO
IMPONIBLE AL USO DE TAXANOS

Una variable ouput de estudio farmacoeconémico
metodologicamente adecuada es el valor de DDD/1.000
habitantes/dia —ecuacion -para estudios realizados en el
medio comunitario. Los resultados indican la proporcion
de poblacion que recibe el tratamiento estandar diaria-
mente.

Se determino el indicador antes descripto, para el uso
de taxanos en los afos 2002 a 2004 (Tabla 1).

Por lo tanto se comprueba un incremento anual varia-
ble si bien presenta tendencia a estabilizarse el consumo,
ver Figura 3. La interpretacion mas probable de este tipo
de variacion puede darse en funcion de una condicion de
demanda retenida durante el afio 2002 (consecuencia de
la situacién econdmica reinante en ese afio). Si bien no
se ha incluido en este estudio el consumo de taxanos en
el afio 2001 por falta de integridad del archivo de datos,
algunos meses considerados presentaron una demanda

TABLA N° 1: Indicadores cuantitativos de consumo DDD/1000
habitantes dia para los taxanos.

Afio DDD/1OQO hab/dia DDD/1000 hab/dia
paclitaxel docetaxel

2002 0.0136 0.00194

2003 0.0205 0.0029

2004 0.0215 0.0025
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en unidades mayor que las del afio 2002, demostrando
un principio de retraccion en el uso de taxanos, presumi-
blemente por el alto costo.

/
0,025 /
0,02 —
0,015
0,01
/_\
0,005 T T |
2002 2003 2004

FIGURA 3. Variacion de DDD/1000 hab/dia afios 2002 a 2004.
Referencias: === DDD/1000 hab/dia paclitaxel, == DDD/1000 hab/dia
docetaxel.

El costo de los protocolos de taxanos es superior a
todos los protocolos elegibles para el tratamiento de en-
fermedades oncologicas, si bien esto no deberia afectar
su utilizacion en las indicaciones de primera eleccion
como el carcinoma de ovario o el carcinoma de pulmén
a células no pequeiias, si debe considerarse y tenderse a
reducir en otros tratamientos de segunda eleccion como el
carcinoma de mama avanzado, para los cuales su eficacia
comparada solo se basa en observaciones preliminares de
porcentaje de respuesta pero no en término de supervi-
vencia global. Este tipo de regulacion debe establecerse
en funcién de una adecuada funcion de auditoria y co-
municacion con el profesional prescriptor, buscando un
minimo de confrontacion y el beneficio de la condicion
terapéutica del paciente. Con el fin de graficar este con-
cepto (Figura 4), se ha comparado el costo de protocolos
utilizables en el tratamiento quimioterapico del cancer de
mama avanzado por ciclo (se utilizaron para los calculos
las dosificaciones mas frecuentes para ciclos iv separados
por 21 a 28 dias: Ciclofosfamida 600 mgr/m* Metotrexato
40 mgr/m? Fluorouracilo 600 mgr/m? -CMF; Fluorouraci-
lo 500-600 mgr/m? Adriamicina 50-60 mgr/m? Ciclofos-
famida 500-600 mgr/m? - FAC; Adriamicina 60 mgr/m?
Ciclofosfamida 600 mgr/m? -AC; Fluorouracilo 500-600
mgr/m? Epirrubicina 50-60 mgr/m? Ciclofosfamida 500-
600 mgr/m? - FEC; docetaxel 80 mgr/m?; paclitaxel 150
mgr/m? y los costos promedios extraidos de las listas de
precios al mes de julio 2004) .

Este tipo de disquisicion es importante si se tiene
en cuenta que un sesenta y un por ciento de los pa-
cientes bajo este tipo de tratamiento correspondieron
al tratamiento del cancer de mama, para el cual no esta
adecuadamente determinada su eficacia en términos de
supervivencia global.

En términos de costo general se ha determinado la

proporcion general de estos protocolos en el gasto total
de la prestacion farmacéutica oncologica. Encontrandose
en promedio que el veinte por ciento del costo total de la
prestacion farmacéutica oncologica corresponde al con-
sumo de docetaxel y paclitaxel (32.229 pesos mensuales
promedio para el afio 2003). Sin embargo, la cantidad de
pacientes es minima con respecto al resto del universo
considerado de casos. Desde el punto de vista de varia-
bles como la equidad en la asignacion de recursos esto
determina un dilema dado que analizados los costos de
la prestacion farmacéutica en forma global: los recursos
asignados a estos pacientes son similares al consumo total
de insulina para seiscientos pacientes (30.000 pesos men-
suales promedio para el afio 2003) o para el tratamiento
antirretroviral del HIV de 25 pacientes (27.000 pesos
mensuales promedio para el afio 2003).
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FIGURA 4. Costo comparativo de protocolos de tratamiento de cancer
avanzado de mama (por ciclo).

Con el fin de determinar las diferencias eficacias e
indicaciones de los protocolos utilizados se ha recurrido
a la referencias de metanalisis y estudio estudios clini-
cos de uso de taxanos aplicados al tratamiento de cancer
de mama. Se ha seguido como estrategia una busqueda
predefinida usando como bases Medline, Cancerlit,
NCI Cancer Net (USA), IDIS (Iowa Drug Information
Service), LMS alerts and PharmacoEconomics (ADIS
International) y The Cochrane Library. Los resultados
del estudio de utilizacion de taxanos muestran que:

Existe una tendencia clara a incorporar a la préctica
clinica los resultados de los ensayos clinicos, aun cuando
estos sean parciales, lo que explica un numero elevado
de casos sin indicacion especifica, si bien se observan
escasas desviaciones de los indices encontrados en cuanto
a régimen posoldgico.

Teniendo en cuenta que todavia quedan muchas fa-
cetas de la utilizacion de los taxanos por estudiar, seria
deseable la realizacion de estudios farmacoecondémicos
que ayuden a situar a este farmaco en el tratamiento del
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cancer avanzado de mama, teniendo en cuenta su alto
precio que puede disparar el costo de tratamiento de esta
patologia si se utiliza de forma indiscriminada. En el tra-
tamiento del cancer avanzado numerosos ensayos clinicos
indican que los taxanos constituyen la mejor alternativa
para pacientes que no responden a las antraciclinas, pero
queda la pregunta de si los taxanos son imprescindibles
en esquemas de primera linea para enfermedad metas-
tasica. Ensayos clinicos han demostrado que al aplicar
estos fArmacos se obtienen respuestas superiores a las que
generan otros productos y que también se logra mayor su-
pervivencia. El ensayo del Intergroup- CALGB 9344 que
con 3170 pacientes [11] demuestra una superioridad del
protocolo Adriamicina Ciclofosfamida -Paclitaxel (AC-
T) frente a Adriamicina Ciclofosfamida (AC), aunque la
actualizacion del ensayo solo demuestra una superioridad
en el subgrupo de pacientes con receptores de estrogeno
negativos. Estos datos se encuentran actualmente en
revision dado que otros dos ensayos [11] como son el
NSABP B-28 con gran cantidad de pacientes (3060) que
compara AC-T frente a AC, sin encontrar diferencias y
otro ensayo con menos pacientes, (524) del MD Ander-
son, que tampoco encuentra diferencias comparando 8§
FAC frente 4T-4FAC. En casos de tratamientos de cancer
de mama metastasico, el uso de taxanos se encuentra mas
estudiado desde el punto de vista clinico (dado que los
taxanos presentan su inicial aprobacion para los casos
de estadios avanzados). Refiriéndonos a un reciente
metanalisis [12]. Se identificaron 20 ensayos elegibles
y de 17 de ellos se habian publicado al menos algunos
resultados, mientras que en 12 se habian publicado datos
con respecto al tiempo transcurrido hasta el evento. En
general, no se describio la calidad de la asignacion alea-
toria. Una estimacion de 2659 muertes en 3643 mujeres
asignadas de forma aleatoria demuestran una diferencia
estadisticamente significativa a favor de los regimenes
que contienen taxanos, con un odds ratio (OR) para la
supervivencia general de 0,90 (IC del 95%: 0,84; 0,97;
p = 0,009) y ninguna heterogeneidad significativa. Si se
restringe el analisis a los ensayos de quimioterapia de
primera linea, el OR cambia a 0,92 y deja de ser esta-
disticamente significativa (IC del 95%: 0,84; 1,02; p =
0,12). También hubo una diferencia significativa a favor
de los taxanos con relacion al tiempo para la progresion
(OR general 0,87; IC del 95%: 0,81; 0,93; p<0,0001) y
la respuesta general (OR general 1,29; IC del 95%: 1,13;
1,47; p<0,0001); sin embargo, hubo pruebas estadisticas
solidas de heterogeneidad (P<0,00001), la cual proba-
blemente reflejo la eficacia variable de los regimenes
de comparacion utilizados en los ensayos. Cuando se
consideran todos los ensayos, los regimenes que contie-
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nen taxanos parecen mejorar la supervivencia general,
el tiempo para la progresion y la respuesta general en
mujeres con cancer de mama metastasico. El grado de
heterogeneidad encontrada indica que los regimenes que
contienen taxanos son mas efectivos que algunos, pero no
todos, los regimenes que no contienen taxanos.

CONCLUSIONES

La supervivencia y la calidad de vida son las dos
variables finales con las que se debe evaluar cualquier
tratamiento anticanceroso. En un conjunto de situacio-
nes de alto impacto en cuanto a la proporcion del gasto
farmacéutico, dado que menos a un cinco por ciento de
los pacientes requiere un veinte por ciento del gasto on-
coldgico y con un alto consumo de recursos en aumento
vertiginoso por introducciéon de nueva tecnologia, la
optimizacion de estos recursos nos obliga a ofrecer alta
calidad a bajo costo, usando los conceptos de eficacia,
seguridad, efectividad y eficiencia. Ejemplos paradig-
maticos los encontramos en el uso de taxanos en tanto el
agente financiador (Seguridad Social) no discrimina estos
aspectos en sus tareas de auditorias.

El analisis de la inversion realizada y proyectada en
salud en la Argentina expresada como gasto en salud, en
porcentaje del producto bruto interno (PBI), indica que
esta ha aumentado en forma consistente en las ultimas
décadas, sin embargo, no se ha visto reflejada cabalmente
en la mejoria de varios de los indicadores del area. Cla-
ramente, los medicamentos tienen una relaciéon menor
costo-efectiva que otros procedimientos terapéuticos. El
considerar el analisis farmacoecondmico en cualquiera
de sus facetas (minimizacion de costos, costo-efectivi-
dad, costo-utilidad y costo-beneficio) muchas veces se
contrapone con el pensamiento volcado en la practica
y educacion médicas en las cuales se prioriza la aplica-
cion del tratamiento o procedimiento mas eficiente sin
importar su costo. Sin embargo, al analizar la definicion
de costo como aquello que hay que sacrificar como con-
secuencia de tomar una decision, se desprende que esta
eleccion priva a otros pacientes de esos recursos con las
consecuencias adversas esperadas. En el caso particular
del uso de taxanos, los resultados a largo plazo o en
términos estrictos de supervivencia no demuestran una
superioridad o efectividad definida (si bien presentan
resultados relativos positivos en estudios clinicos), no
obstante, se incorpora rapidamente a las prestaciones
oncoldgicas usuales, respetando la indicacion primaria
de uso en cancer de mama avanzado. Los esquemas de
utilizacién en quimioterapia adyuvante o en casos tem-
pranos presentan una casuistica limitada, constatandose
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en general un adecuado criterio de utilizacion de estas
drogas de alto costo.

El analisis farmacoecondémico y los estudios farma-
coepidemiologicos fueron incorporados al proceso de in-
vestigacion, desarrollo y seguimiento de uso de nuevos
farmacos, por lo que estos no solamente deben demostrar
ventajas en cuanto a la eficacia y seguridad respecto de
los tratamientos estandares, sino que también deben po-
seer una mejor relacion de costo-efectividad. Es decir,
que deben demostrar un espectro total de beneficios mas
alla de los estudios de eficacia y seguridad.

Las conclusiones de amplios estudios farmacoepide-
miologicos sobre situaciones de alta prevalencia como
el cancer de mama avanzado nos pueden ayudar a con-
feccionar guias clinicas que contemplen el tratamiento
especifico de mejor eficacia en términos globales, en este
sentido el uso de taxanos en el tratamiento del cancer de
ovario o de pulmoén no presenta controversias en cuanto
a su uso, otros casos como el del tratamiento del cancer
de mama avanzado (sin embargo, con una casuistica
importante) deberia establecerse pautas de tratamiento
limitadas a los protocolos de costo mas eficiente en be-
neficio de las utilidades bajo un principio econdmico de
restriccion presupuestaria [2]. Desde el punto de vista
del calculo de costo por proceso, los estudios de farma-
coeconomia y calidad de vida, nos permitiran desmitificar
posturas topicas de “criterio médico hegemonico” [2] o
de encarnizamiento terapéutico.

El componente de ahorro generado por este tipo de
analisis puede permitir la disminucion de la capita onco-
logica de las prestaciones, respecto a otras prestaciones
especiales como diabetes, atencion primaria, etc. °
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ACTIVITY OF CROTON URUCURANA BAILL RAW EXTRACTS ON ESCHERICHIA COL/

ABSTRACT
The objective of this research work was the study of the effect of ethanolic extracts, metabolic
and aqueous extracts of dried bark of Croton urucurana Baill at different concentrations over
Escherichia coli ATCC 25922.
Results showed that raw extracts are active on £. co/idepending on their concentration; at higher
concentrations they have a lethal effect and at low concentration they do not.
The replacement of ethanol for physiological solution does not affect the sensitivity of £scherichia
colf ATCC 25922 assayed.
The activity of ethanolic extract concentrated seven times as much, incorporated to the culture
medium of agar infusion brain heart, has a lethal effect for this bacterium.
Croton urucurana Baill is known as “sangre de drago” in the ethnomedicine of Misiones. Popular
use mentions it in different treatments, from small injuries to more severe infectious diseases;
and other non-infectious ones as a healing medicine in ulcers, injuries, snakes bites, etc.

KEYWORDS: E. coli sensitivity, plant extracts concentrations, Croton urucurana Baill extract.

RESUMEN
El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de los extractos etandlicos, metandlicos y acuo-
sos de corteza desecada de Croton urucuranaBaill a distintas concentraciones sobre Escherichia
coli ATCC 25922.
Los resultados demostraron que los extractos crudos son activos sobre £. coli dependiendo de
la concentracion, a mayor concentracion tienen un efecto letal y baja concentracion no tiene
esta actividad.
El cambio del etanol por solucion fisioldgica no afecta la sensibilidad de £. co/i ATCC 25922 en-
sayada.
La actividad del extracto etandlico seis veces concentrado incorporado al medio de cultivo de
agar infusion cerebro corazon, tiene un efecto letal para esta bacteria.
Croton urucurana Baill se conoce en la ethomedicina misionera como sangre de drago. El uso
popular la cita para diversos tratamientos, desde pequefias heridas hasta enfermedades infec-
ciosas mas severas, y otras no infecciosas como cicatrizante en ulceras, heridas, mordeduras
de viboras, etc.

PALABRAS CLAVES: Sensibilidad de £. colia extractos; Diferentes concentraciones de extractos
vegetales; Croton urucurana Baill.
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INTRODUCCION

La OMS [1] estima que el 80% de la poblacion mun-
dial utiliza hierbas medicinales, o popularmente llamadas
“yuyos”, en la atencion primaria de la salud. Se avanzé
mucho en este sentido, mejorando los margenes de segu-
ridad de las especies empleadas debido a la investigacion
cientifica, los estudios toxicoldgicos, nuevos métodos
extractivos y ensayos in vitro e in vivo puestos en prac-
tica en los centros de produccion cientificos a nivel de
grandes laboratorios, pero se esta lejos de llegar a las
comunidades rurales en paises en via de desarrollo.

A través del Ministerio de Salud Publica de la Provin-
cia de Misiones, se empieza a emplear en forma oficial
las hierbas medicinales, especialidades medicinales de-
rivados de ellas, en las farmacias, segun lo publicado en
un matutino local [1] [2].

La actividad farmacologica citada en la bibliografia
que se dispone, se refiere mayormente a C. /echleri, que
no se encuentra en nuestra region, y a la cual mayormente
se hacen referencias aqui, pero solamente como antece-
dentes. Croton urucurana Baill, fue confundida durante
muchos afios [3] con otras especies derivadas de otros gé-
neros y familias como por ejemplo Calamus, Pterocarpus
draco, Dracaena draco. A todas ellas y algunas otras, se
las menciona como “sangre de drago”.

Safrin y colbs. en 1994 [4] mencionan la actividad
inhibitoria sobre virus herpes tipo 1 y 2, incluyendo los
resistentes a drogas antivirales conocidas como el aci-
clovir y foscarnet. Al zumo “rojo vinoso” extraido por
incision en la corteza del arbol le atribuyen una actividad
inmunomoduladora muy grande o potente accion inhibi-
dora del complemento, tanto en la via clasica como en la
via alternativa; ademas sobre la proliferacion de células
T, la fagocitosis y actividad antioxidante.

Otros autores [5] hacen referencias a que facilita y
ayuda en la cicatrizacion de heridas, tanto en piel como
mucosas debido al alcaloide taspina, 3°-4-O-dimetilce-
drusina, catequisas y a las proantocianidinas.

El uso popular [4] [5] [6] [7], lo relaciona con el
tratamiento de enfermedades de naturaleza infecciosas
de origen bacteriano y viral. También con otras enfer-
medades no infecciosas como hemostatico, astringente
y para obturar caries dentales calmando el dolor, para
curar llagas bucales de los nifios en forma de buches,
cicatrizante en ulceras, heridas externas, bronquitis,
asma, hemorragias internas, anemia, trastornos renales,
disenterias, lavados vaginales.

Existen numerosos trabajos de investigacion sobre
la actividad antimicrobiana de extractos vegetales de
diversas especies vegetales, tanto de nuestro pais como

del extranjero [8] [9] [10] [11] [12] [13] [14], sefialando
esta actividad en aceites esenciales de frutos, semillas,
hojas, y otras partes de la planta.

La especie que empleamos en este trabajo fue Crofon
urucurana Baill que pertenece a la familia de las Euphor-
biaceae, y al género Croton,

En nuestro pais esta especie se desarrolla en forma
natural principalmente en islas y costas de los rios Uru-
guay, Parana y Paraguay en las provincias de Misiones,
Formosa, Chaco, Corrientes, Entre Rios y Santa Fe pero
también en los paises limitrofes como Brasil, Paraguay y
Uruguay. Aunque se menciona que el area de dispersion
de esta especie se ubica en zonas tropicales y subtropi-
cales de América del Sur [5].

El arbol que encontramos en nuestra region llega a
una altura de 7-8 metros de altura y presenta una copa
redondeada, tronco recto cilindrico, de corteza gris-ver-
dosa.

El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad
de extractos crudos de Crofon urucurana Baill sobre E.
coli, que es una bacteria aerébica de desarrollo rapido
cuya presencia es causa reconocida de enfermedades e
infecciones. Esta y otras bacterias [11] [15] aparecen en
alta frecuencia en pacientes intra y extra hospitalarios.

En el presente trabajo se estudio la actividad antibac-
teriana in vitro de extractos crudos de la corteza desecada
de Crofon urucurana Baill, frente a la cepa patron de E.
coli ATCC 25922, suministrada por INEI- ANLIS “Dr.
Carlos G. Malbran”.

Se empled con este proposito el método conocido y
estandarizado de Kirby-Bauer [16]. También se ensayo
el extracto etanodlico concentrado de la corteza de C.
urucurana Baill, como un componente basico del Agar
infusion cerebro corazoén [17].

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de corteza se obtuvieron por incision y
cortes de la corteza de arboles en pie ubicados en la zona
costera del Rio Parand proxima a la ciudad de Posadas
(Misiones). Esto se realizé de acuerdo a las costumbres
de los lugarefios. Una vez recolectadas se colocaron en
bolsas plasticas y se transportaron al laboratorio.

La corteza recolectada se sometio a un secado natural
en lugar fresco y seco durante 15 dias y posteriormente
en estufa a 45°C durante 48 hs, se llevo a molienda en un
molino a cuchillas tipo Willey. Se conservo en recipientes
apropiados en lugar seco.

Para la obtencion de los extractos, se sometieron 10
gramos de corteza seca molida (Cs) a maceracion en 100
ml de etanol de 96° a temperatura ambiente, durante 72
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horas con agitaciones periddicas; también se obtuvieron
extractos metanolico al 10%, con el mismo procedimien-
to.

Se filtr6 por papel Whatman N°1 en un embudo
Biishner y el filtrado se conservo fraccionado en tubos
estériles, a —20°C, hasta su empleo.

Con estos extractos se realizaron los siguientes en-
sayos:

A) Sensibilidad por el método de Kirby-Bauer.

B) Actividad de extractos etanolicos con cambio de
solvente.

C) Ensayos con extractos concentrados al séxtuplo
como componente de medio de cultivo en agar infusion
cerebro corazon (AICC).

D) Extractos concentrado al séxtuplo con cambio
de solvente.

A) Para realizar las pruebas de sensibilidad se empled
el método de Kirby-Bauer de difusion en discos. Se apli-
¢6 este método tanto para extracto etanolico conservado
a —20°C de 0,123 mg/ml de concentracion, como para
extracto metanolico de 0,210 mg/ml, determinados en
10 ml de cada uno de ellos llevados a sequedad hasta
peso constante.

Se emplearon discos de papel de filtro Whatman N°
3 de 6 mm de didmetro impregnados con 25ul, 50ul,
100ul y 200 pl de extractos etanolicos, colocados sobre
una lamina de papel metalizado puesta sobre una plancha
térmica graduable, a una temperatura de 80°C. El mismo
procedimiento se empled con los extractos metanélicos.
El uso de esta plancha térmica nos permiti6 eliminar el
solvente de los discos en forma rapida y conservarlos en
frascos estériles a temperatura ambiente.

Se empled como cepa de prueba el cultivo joven de
24 horas de E. coli ATCC 25922. a una concentracion
equivalente a 0,5 Mc Farland N°1. Se disperso esta sus-
pension sobre una placa de Agar Miieller Hinton (AMH)
previamente preparada y se dispusieron sobre ella cada
uno de los discos preparados con extractos etanolico y
metabdlico, y se incubd todo en estufa a 37°C durante 18
horas. Al cabo de este tiempo se obtuvo como resultado el
desarrollo de E.coli ATCC 25922 alrededor del disco sin
formacion de halo de inhibicion, para ambos extractos.

A raiz de este resultado de sensibilidad se decidio
continuar el trabajo utilizando solamente extractos eta-
nélicos y la E.coli que resulté resistente que de ahora en
adelante se la llamo E. coli R.

Para esto se sembraron dos tubos de agar nutritivo
pico flauta (ANPF), para la cepa resistente, E. coliR, y
la E. coli ATCC 25922 (=patron).

Con los extractos etanolicos se realizaron los siguien-
tes ensayos:
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A) Con un tubo (T1) conteniendo extracto etandlico
se realizo el primer ensayo para determinar la sensibili-
dad de la cepa patron E.coli ATCC 25922 por el método
de Kirby-Bauer ya descrito. Como resulto6 resistente al
mismo (=E.coli R), se separ6 para realizar el ensayo B).
Para esto se sembr6 la misma cepa en otro ANPF como
control de viabilidad de la cepa, y la cepa patron E.coli
ATCC 25922 en ANPF. Posteriormente se incubaron a
37°C por 18 horas. Se observo desarrollo en ANPF de
los dos controles.

B) Para este segundo ensayo se emple6 otro tubo (T2)
de extracto etanolico conservado a —20°C. Se evapor? el
etanol y llevo a sequedad, luego se reemplazo el etanol
por solucion fisiologica estéril. Se sembrd la cepa E. coli
R obtenida en (A) directamente en el extracto y en un
ANPF para control de viabilidad de la cepa, no se obser-
v6 desarrollo en el extracto y si en ANPF.

C) En el tercer ensayo se empled otro tubo (T3) de
extracto etanolico se llevo a bafio Maria hasta concentrar
6 veces en valor inicial. Posteriormente en una placa es-
terilizada se mezcld este extracto concentrado con Agar
infusion cerebro corazon (AICC), y una vez solidificado
el medio y evaporada el agua de condensacion, se sembrd
en ella la cepa E. coli R y la cepa patron E.coli ATCC
25922. Se incubo a 37°C durante 18 horas. No se observo
desarrollo de ninguna de las bacterias sembradas.

E) En el cuarto ensayo se uso otro tubo (T4) con ex-
tracto conservado a —20°C, se llevo a sequedad en baifio
Maria y se redisolvio en solucion fisiologica estéril, con
lo cual se cambib el solvente. La cepa E. coliR se sembrd
directamente: 1) en el extracto redisuelto, 2) en AICC y
3) en caldo nutritivo (CN). La cepa E.coli ATCC 25922
se sembrd en CN y AICC. Se incubaron a 37°C durante
18 horas y se obtuvo como resultado la falta de desarro-
llo de E.coli R en el extracto concentrado pero si hubo
desarrollo en CN y AICC. Con la cepa E.coli patréon hubo
desarrollo en CN y AICC, que actudé como control de
viabilidad de la cepa.

RESULTADOS

En las condiciones de pruebas se obtuvieron los si-
guientes resultados:

Con el método de Kirby-Bauer, la prueba difusion en
agar con discos de diferentes concentraciones la sensibi-
lidad la cepa de E. coli ATCC 25922 resulto resistente al
extracto crudo sin concentrar.

En los ensayos restantes se puedo observar que la
cepa E. coli R y la cepa E. coli ATCC 25922 resultaron
sensibles en presencia extracto con y sin cambio de sol-
vente a solucion fisioldgica.
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Las cepas E. coliR y la cepa E. coli ATCC 25922 re-
sultaron sensibles al extracto seis veces mas concentrado,
tanto por accion directa del extracto sobre la cepa, como
en el medio AICC+ extracto concentrado al séxtuplo.

DISCUSION

Observamos que E. coli ATCC 25922, tiene un com-
portamiento de sensibilidad variable segun cual sea la
concentracion del extracto y en las condiciones en que
este se encuentra.

Esto se observo cuando la bacteria se enfrent6 a ex-
tractos crudos de C.urucurana en distintas condiciones
de trabajo:

a) La resistencia de E.coli a extracto colocado en
disco, atin cuando estos contengan 200 pl, casi 8 veces
mas concentrado, nos result6 paradodjico ya que no sucede
lo mismo cuando colocamos la bacteria directamente en
extracto crudo sin concentrar (B) o concentrado 6 veces
(E) o mezclado como componente del medio AICC (C)
donde tampoco desarrolla.

También podemos decir que ¢l o los agentes activos
no sufren cambios de actividad al cambiar el solvente
organico por solucion fisioldgica, lo que nos indicaria
que la solubilidad es la misma tanto en etanol y metanol
como en el agua o solucidn fisiologica.

Notamos también que la variacion de comportamiento
del extracto puede estar en el momento de la obtencion de
la muestra que difiere de otras estudios sobre el tema [3]
[4], pero aqui debemos observar que el uso popular es del
zumo y no la corteza como se empled en este trabajo.

Debemos sefialar que se debe seguir investigando
debido a que segun otros trabajos [7] [10] los extractos
de Croton tienen actividad antifungica.

CONCLUSIONES

En las condiciones de prueba los extractos de corteza
desecada de Croton urucurana Baill, obtenidos por el
método de maceracion con metanol o etanol 96° tuvieron
actividad sobre E. coli ATCC 25922 y el cambio de etanol
por solucidn fisioldgica no modifica este comportamien-
to. Estos nos sugiere que los extractos poseen agentes
bioactivos que son solubles en los tres solventes polares
ensayados.

Para realizar un medio selectivo e inhibidor, emplea-
mos el Agar Infusion Cerebro Corazén que normalmente
es un medio enriquecido que favorece el desarrollo de
bacterias exigentes. Fue posible transformar este medio,
de nutritivo a selectivo e inhibidor, cuando se incorporo
el extractos de corteza desecada de C. urucurana Baill,
como constituyente del medio de cultivo, al inhibir total-

mente a E.coli ATCC 25922.

Es necesario profundizar los estudios sobre esta
especie vegetal para encontrar los componentes activos
de los extractos y ampliar los ensayos a otras bacterias
y hongos.
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GUIA PARA AUTORES

I. ALCANCE DE LA REVISTA

1) La Revista de Ciencia y Tecnologia (Rev. cienc.
tecnol.) publica articulos originales que representan una
contribucioén para el desarrollo cientifico-tecnologico.
Incluye trabajos de investigacion basica y aplicada y de
desarrollo tecnologico, revisiones bibliograficas de alto
impacto, notas técnicas y, eventualmente, estudios de
casos que por su relevancia ameriten publicarse'.

2) Las areas de incumbencia de la revista son las cien-
cias exactas, quimicas y naturales con su correspondiente
tecnologia. La decision tltima sobre la incumbencia de
un articulo presentado, quedara a cargo del Consejo de
Direccion (CD).

3) Los autores interesados en publicar articulos en la
Rev. cienc. tecnol., deberan enviar sus trabajos de acuer-
do con las normas que se estipulan mas abajo.

4) Los articulos sometidos para publicaciéon no de-
beran tener “Derechos de Autor” otorgados a terceros,
a la fecha de envio del articulo. Caso contrario, el autor
debera gestionar, ante quien corresponda, la autorizacion
por escrito para su nueva publicacion en la Rev. cienc.
tecnol.

5) Los conceptos y opiniones vertidos en los articulos
publicados y del uso que otros puedan hacer de ellos,
son de exclusiva responsabilidad de los autores, la cual
se asume con la sola presentacion del articulo enviado
por los autores para su publicacion. Los articulos se pu-
blicardn en castellano o inglés, con resumenes, titulos y
palabras clave en ambos idiomas.

Il. PRESENTACION Y REVISION DE ARTiICULOS

6) Los idiomas oficiales de la Rev. cienc. tecnol. son
castellano e inglés. Los manuscritos en castellano deberan
ajustarse a las normas y usos gramaticales que establece
el Diccionario y la Gramatica de la Lengua Espafiola de
la Real Academia Espaiiola en sus ultimas ediciones. Se
debe evitar el uso de términos en otros idiomas, si existe

uno equivalente en castellano. Los manuscritos en inglés
deberan ajustarse a las normas y usos gramaticales que
establece el Longman Dictionary of Contemporary En-
glish 4th Edition, aplicandose, aqui también, lo expresado
respecto del espaiiol.

7) El manuscrito se presentara en 1 (una) copia im-
presa y en formato electrénico como archivo tipo Word
(en disco o anexo por correo electronico) en las oficinas
del Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnologico
(CIDeT)>.

8) Los trabajos presentados para publicar seran some-
tidos a una primera evaluacion interna de incumbencia,
calidad general y categoria a cargo del CD y posterior-
mente a una evaluacion externa de pertinencia y calidad
cientifica por miembros del Consejo de Edicion, (CE).
El CE esta integrado por reconocidos especialistas en los
temas de incumbencia de la Rev. cienc. tecnol.

9) El proceso general de evaluacion consiste en una
exhaustiva revision critica de los contenidos y la estructu-
ra del articulo, la recomendacion, o no, de su publicacion
y eventuales correcciones.

10) E1 CD se reserva el derecho de rechazar el trabajo
por no ajustarse a las areas involucradas, no cumplir las
normas establecidas o no poseer la calidad cientifica re-
querida. También se reserva el derecho de realizar modifi-
caciones menores de edicion para una mejor presentacion
final del trabajo.

11) El CD notificara al autor la aceptacion o rechazo
del articulo. De ser necesario, le solicitara que realice las
modificaciones recomendadas para proceder a los trami-
tes pertinentes previos a su publicacion.

12) Los autores deberan realizar las correcciones
y modificaciones requeridas por el CD y el CE en el
plazo de 30 dias. Los autores podran solicitar al CIDeT
aclaraciones a las correcciones. E1 CD decidira sobre el
particular, y realizara la revision del trabajo modificado.

13) La aceptacion del trabajo en su forma definitiva
sera comunicada por escrito a los autores. A partir de este
momento no se aceptaran modificaciones, salvo solicitud

1- Un articulo se considera trabajo cuando representa el resultado y las conclusiones de una investigacion completa. Este tendra
categoria de nota técnica cuando trate de cuestiones como calibraciones, propuestas metodologicas, opiniones sobre normas, reso-

lucion de problemas operativos, etc.

2- Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnolégico, Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales - Universidad Nacional de

Misiones, Félix de Azara 1552 (3300) Posadas, Misiones, Argentina.
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explicita y fundamentada al CD.
14) Los trabajos originales quedaran en poder del
CIDeT, se publiquen o no.

Il. NORMAS DE ELABORACION DE ORIGINALES

15) Los articulos completos deberan tener como
maximo 6.000 palabras, 12 figuras y hasta 20 paginas.
El CD podra aceptar trabajos de mayor extension en
casos especiales. Las notas técnicas no deberan superar
las 10 paginas. En todos los casos debera utilizarse letra
tipo Arial tamaio 11 puntos, y formato de hojas tipo A4,
numeradas en el margen inferior derecho, con interlinea-
do doble, sin separacion automatica de silabas al fin de
linea y con los cuatro margenes de 2,5 cm.

16) Las tablas y figuras deberan insertarse en el texto
del articulo y deberan ubicarse lo mas cerca posible del
sitio en el que son mencionadas. De acuerdo con su ta-
mafio, podran presentarse por separado, correctamente
identificadas. Las figuras escaneadas deberan estar en
formato TIFF y EPS, con 300 dpi de resolucion. E1 CD
podra pedir a los autores, una vez aceptado el trabajo, que
entregue las imagenes y los graficos del articulo, con el
formato, tamarfio, dimensiones, resolucion, etc. necesarios
para la edicion.

17) Los articulos cientifico-técnicos se organizaran
siguiendo el esquema general en orden sucesivo: titulo
en castellano, nombres del (los) autores, nombres y di-
recciones de la institucion a la que pertenecen, titulo en
inglés, resumen y palabras clave en inglés, resumen y
palabras clave en castellano. Posteriormente, en el idioma
que corresponda, introduccion, materiales y métodos, re-
sultados y discusion, (juntos o separados), conclusiones,
lista de abreviaturas (si corresponde), agradecimientos,
referencias y apéndices o anexos (si corresponde).

18) Titulo en castellano: Debera ser breve (no mayor
de 15 palabras), conciso y reflejar aspectos especificos del
trabajo. Debera corresponderse con el titulo en inglés.

19) Autores: Se colocaran los autores separados por
punto y coma, situando primero el o los apellidos segui-
dos de una coma, y a continuacion, el primer nombre e
inicial del segundo con un punto.

20) Direccién: Debajo de los autores se indicara la
institucion a la que pertenecen o donde fue llevado a
cabo el trabajo. Si los autores pertenecen a distintas ins-
tituciones, luego de cada nombre se colocara un nimero
entre paréntesis, estableciéndose asi la referencia a las
instituciones y sus respectivas direcciones. Se sugiere

incluir los nombres de las secciones y dependencias im-
prescindibles. Sefalar, entre paréntesis, las direcciones
electronicas personales.

21) Titulo en inglés: Deberd ser breve (no mayor de
15 palabras), conciso y reflejar aspectos especificos del
trabajo. Debera corresponderse con el titulo en castella-
no.

22) Resumen en inglés (abstract): Debera ser una con-
densacion de todas las partes del trabajo en 150 palabras
como maximo, sintetizando los objetivos, los métodos,
los resultados y las conclusiones. Debe corresponderse al
contenido del Resumen en castellano.

23) Palabras clave en inglés (Key words): El articulo
debera contener 5 palabras clave en idioma inglés, que
serviran para catalogarlo en las bases de datos.?

24) Resumen en castellano: Debera ser una conden-
sacion de todas las partes del trabajo en 150 palabras
como maximo, sintetizando los objetivos, los métodos,
los resultados y las conclusiones. Debe corresponderse al
contenido del Resumen en inglés.

25) Palabras clave en castellano: El articulo debera
contener 5 palabras clave en idioma castellano, que ser-
viran para catalogarlo en las bases de datos.’

26) Introduccién: Debe presentar claramente el tema,
haciendo solamente referencia a los antecedentes biblio-
graficos de interés. Los objetivos y las hipotesis deberan
estar adecuadamente explicados.

27) Materiales y Métodos: El trabajo debera describir
en forma completa los materiales y metodologias utili-
zados. Las normas reconocidas deberan ser citadas pero
no explicadas. Las técnicas publicadas deberan presentar
en forma resumida sus caracteristicas principales y las
referencias correspondientes. Deberan detallarse todas las
modificaciones efectuadas a cualquier norma o técnica.*

28) Resultados y Discusion: Estas dos secciones podran
incluirse juntas o separadas. Los resultados se expondran
con estilo conciso y facilmente entendible. La discusion
de los resultados incluira la comparacion con resultados
previos (propios o de otros autores, con las referencias
correspondientes). Se debera evitar la duplicacion de
informacion en tablas y gréficos.

29) Conclusiones: Deben presentarse en parrafos
cortos y concretos. No deben hacer referencia a trabajos
futuros ni a hipdtesis no incluidas en el trabajo.

30) Agradecimientos: Podran incluirse a los organis-
mos que financiaron el trabajo, asi como a los colabora-
dores y al personal técnico o especializado, especificando
las tareas realizadas por cada uno. Como referencia ins-

3- Si la disciplina que trata el articulo posee tesauros publicados, se sugiere utilizarlos para la definicion de las palabras clave.
4- El criterio general es que con los datos de este item se pueda replicar correctamente el trabajo experimental.
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titucional de los autores se colocara el nombre completo
de la entidad y la sigla entre paréntesis, por ejemplo,
Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
(FAPESP).

31) Referencias: Las citas bibliograficas deberan
consignarse con numeros correlativos colocados entre
corchetes o paréntesis, de tamafio igual al del texto. El
texto puede incluir nombres de autores, pero conjun-
tamente figurar el nimero de referencia bibliografica
correspondiente. En el item correspondiente, se consig-
naran segun el orden en que aparezcan en el texto. No
se incluiran referencias que no figuran en el texto. Las
referencias se colocaran segun el estilo de la disciplina
correspondiente, figurando, en todos los casos: apellido
e iniciales de los nombres de los autores en ese orden;
nombre de la publicacion peridédica completo o con las
abreviaturas oficiales; volumen; nimero, paginas inicial
y final, afio de publicacién®. En el caso de libros: nombre;
capitulo; editorial, paginas y afio de edicion. Las paginas
web deberan tener la fecha de consulta.

Ejemplos orientativos:

1. Atanassov, Z; Zheringe, P.; Wharton, D. Evaluation
of Wheat Response to Fusarium Head Blight Bases on
Seed Set. Appl. Environm, Chem. 48. P. 993-998.1994.

2. Cole, R.J. y Cox R.H. Handbook of Toxic Fungal
Matabolites. Assoc.Press, New York. P. 356-379.1981.

3. Cotty, PJ. Agriculture, Aflatoxins and Aspergillus
in The genus Aspergillus. K.A. Powll, Editor. Plenum
Press, New York. P. 1-27.1994.

4. National Agricultural Statistics Service (1997)
Crops county data [Online]. Available at http://
usda.mannlib.cornell.edu/data-sets/crops/9X100 (verified
30 Nov. 1998).

32) Apéndices o Anexos: Se reservan para detallar
técnicas originales utilizadas o analisis tedricos que
impedirian seguir fluidamente el trabajo si se incluyeran
en el texto. Las tablas de los apéndices pueden llevar
numeros correlativos con los del texto o comenzar otra
numeracion.

33) Figuras: Las figuras (graficos, cuadros, fotogra-
fias, otros) deberan numerarse correlativamente en orden
de aparicion en el texto y deberan incluir un breve titulo
explicativo en la parte inferior de la figura. Las imagenes
y fotografias se designaran como figuras.

34) Tablas: Las tablas deberan numerarse correlativa-
mente segun su orden de aparicion en el texto y en forma
independiente de las figuras. Deberan incluir un titulo
explicativo en su parte superior. De ser necesario se agre-
garan al pie notas explicativas para detallar abreviaturas,
signos, medidas, otros, de tal manera que el lector pueda
comprender su contenido sin recurrir al texto.

35) Formulas: Las formulas y expresiones matemati-
cas deberan ser escritas dejando dos espacios sobre, de-
bajo y entre cada una de ellas. Las formulas se ajustaran
al margen izquierdo y serdn numeradas correlativamente
y entre paréntesis sobre el margen derecho. Debe quedar
definido el significado y las unidades utilizadas en cada
término de las expresiones.

36) Unidades: Debe utilizarse el sistema internacional
de unidades (SI).

37) Presentar ademas: Un titulo resumido del trabajo,
de 9 palabras como maximo.

Datos de los autores: Apellido y Nombres; Titulo de
Grado; Estudios de Posgrado; Cargo / Posicion en el lu-
gar de trabajo; Categoria en el Sistema de Incentivos a los
Docentes-Investigadores (si es argentino) o similar.

5- Ademas de las que poseen signatura, se podran colocar referencias inéditas o en prensa (indicando la revista en que se publi-

caran), comunicaciones personales y paginas web.
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GUIDE FOR CONTRIBUTORS

I. SCOPE OF THE JOURNAL

1) The Science and Technology Journal (Rev. cienc.
tecnol.) publishes original articles which represent a
contribution to scientific and technological development.
It includes basic and applied research and technological
development works, bibliography reviews of high impact,
technical notes, and occasionally, case studies deserving
being published because of their relevancel.

2) The areas of coverage of the Journal are the exact,
chemical and natural sciences with their corresponding
technology. The ultimate decision about the pertinence of
an article submitted, will be in charge of the Board of
Director (BD).

3) Contributors interested in publishing articles in the
Rev. cienc. tecnol. will submit their work in accordance
with the norms specified below.

4) The articles submitted for publication should not
have “copyright” granted to third party, to the date of
submission of the article. If so, the contributor will have
to obtain, before whom it may concern, the written au-
thorization for this new publication in the Rev. cienc.
tecnol.

5) The concepts and opinions expressed in the articles
published and the use others could make of them are of
exclusive responsibility of the contributors, which is as-
sumed from the contributors solely submitting the article
for its publication. The Journal will be published in Span-
ish and English, with titles, abstracts and keywords in
both languages.

Il - SUBMISSION AND REVIEW OF ARTICLES

6) The official languages of the Journal are Spanish
and English. The manuscripts in Spanish will follow the
grammar rules and usage established by the latest edition
of the Diccionario de la Real Academia Espafiola. Terms
in foreign languages must be avoided, if an equivalent
expression in Spanish exists. The manuscripts in English

will follow the grammar rules and usage established in
the Longman Dictionary of Contemporary English 4th
Edition, being applied here what is mentioned about the
Spanish language.

7) The original will be submitted in 1 (one) printed
copy and in electronic format as a Word file (in a disk or
as an attachment by e-mail) in the office of CIDeT?.

8) The works for publication will be submitted to a
first internal evaluation of pertinence, general quality and
category in charge of the BD, and subsequently to an
external evaluation of relevance and scientific quality by
members of the Editing Board (EB). The EB is made up
of well-known specialists in their corresponding fields
from the Rev. cienc. tecnol.

9) The general process of evaluation consists of a
detailed critical review of the contents and the structure
of the article, the recommendation or not of its publica-
tion, and occasional corrections.

10) The BD reserves the right to reject the work
which does not belong to the areas involved, does not
follow the norms established or does not have the scien-
tific quality required. Also, it reserves the right to carry
out minor modifications of edition for a better final pres-
entation of the work.

11) The BD will notify al author the acceptance or
rejection of the article. If necessary, they will be re-
quested to carry out the modifications suggested to pro-
ceed to the pertinent procedures prior to publication.

12) Contributors will carry out the corrections and
modifications required by the BD and the EB within 30
days. Contributors will be able to request explanations
for the corrections to the CIDeT. The BD will decide in
this case, and will carry out the review of the rewritten
work.

13) The acceptance of the work in its definitive form
will be communicated to the contributors in written form.
Since then, modifications will not be accepted, except
explicit and justified request before the BD.

14) The original works will remain at the CIDeT,

1- An article is considered a piece or work when it presents the result and the conclusions of a complete research work. This will
have the category of technical article when it treats issues like calibrations, methodological proposals, opinions on norms, resolution

of operative problems, etc.

2- Center for Research and Technological Development. School of Exact, Chemical and Natural Sciences, National University of
Misiones. 1552 Felix de Azara St. (3300) Posadas, Misiones, Argentina
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whether published or not.
Il - MANUSCRIPT WRITING RULES

15) The maximum number of words for each article
is 6.000 words, 12 figures and up to 20 pages. The BD
could accept longer contributions in special cases. The
technical notes should not be over 10 pages. In all cases,
Arial font 11, and sheet size A4 should be used, num-
bered on the right lower margin, double spaced and the
four margins of 2.5 cm.

16) Tables and figures will be inserted in the text and
located as close as possible to the place where they are
mentioned. According to their size, they could be pre-
sented separately, appropriately identified. The scanned
figures will be in TIFF and EPS, and with 300 dpi of
resolution. The BD could ask contributors, once the work
has been accepted, to submit the figures and the graphs
of the article, with the format, size, dimensions, and
resolution, etc., necessary for editing.

17) The scientific-technical articles will be organized
following the general plan in successive order: title,
names of contributor/s, names and addresses of their in-
stitution, title, abstract, summary, keywords in English,
summary and keywords in Spanish. Afterwards, in the
corresponding language: introduction, materials and
methods, results and discussion (together or separate),
conclusions, list of abbreviations (if pertinent), acknowl-
edgements, references and appendices or attachments (if
pertinent).

18) Title in Spanish: It will be brief, (no longer than
15 words), concise and it will reflect specific aspects of
the work. It will correspond to the title in English.

19) Contributors: Names of contributors will appear
separated by semicolons, mentioning surname/s first fol-
lowed by a comma, next the first name and initial of the
middle name followed by a stop.

20) Address: Under the name of the author, the name
of the institution of the contributor or the place where the
work was carried out will appear. If they belong to dif-
ferent institutions, a number between brackets after each
name will indicate their institutions and their respective
addresses. The inclusion of the names of essential
departments/organizations is recommended. Also, per-
sonal e-mail addresses will be included between brack-
ets.

21) Title in English: It will be brief (no more than 15
words), concise and will reflect specific aspects of the

work. It will correspond to the title in Spanish

22) Abstract in English: The abstract will reflect the
content of the work written in English.

23) Key words: Key words must be expressed in
English.?

24) Summary in Spanish (resumen): All parts of the
work will be condensed into no more than 150 words,
summarizing the objectives, the methods, the results and
the conclusions. It will correspond to the abstract in Eng-
lish

25) Key words in Spanish (palabras clave): The arti-
cle will include 5 key words in English and Spanish
which will make it possible to catalogue it in the data-
bases’.

26) Introduction: It will clearly present the topic,
making reference only to bibliographic references of in-
terest. The objectives and hypotheses of the work will be
properly described.

27) Materials and Methods: The contribution will
thoroughly describe materials and methods used. Well-
known rules will be cited only but not explained. The
published techniques must briefly present the main char-
acteristics and the corresponding references. Modifica-
tions made to any technique will be fully detailed.*

28) Results and Discussion: Both sections can be in-
cluded together or separately. The results will be shown
with a concise and easily comprehensible style. The dis-
cussion of the results will include the comparison with
previous results (own or of other authors’ results, with the
corresponding references). Duplication of information in
charts and graphs will be avoided.

29) Conclusions: They will be presented in concrete
short paragraphs. They will refer neither to future works
nor to hypotheses not included in the work.

30) Acknowledgements: Organisms financing the
work may be included, as well as collaborators, and spe-
cialized or technical personnel, specifying the task per-
formed by each of them. In the contributor’s affiliations,
the full name of the entity with its acronym between
brackets, for example, Fundacdo de Amparo a Pesquisa
do Estado de Sao Paulo (FAPESP) will be admitted.

31) References: The bibliography will be mentioned
and numbered with the number between round or square
brackets, with the same font of the text. Names of authors
may be included in the text but together with the corre-
sponding bibliographic reference number. In the corre-
sponding item, they will be mentioned in the order of
appearance in the text. References not used in the text

3- If the article belongs to a discipline with publisher tesauri, they should be used for the definition of key words
4- General criteria assumes with data from this item experimental work could appropriately replicated
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will not be included. As regards the reference format,
they will appear according to the corresponding disci-
plines, appearing in all cases, the surname and the initials
of the names of the authors will be mentioned in this
order; full name of the journal or their official abbrevia-
tions; issue, number, first and last pages, year of publica-
tion®. In the case of books: name; chapter; publisher, page
number and editing year. Web pages will contain date of
access.
Guiding examples:

1. Atanassov, Z; Zheringe, P.; Wharton, D. Evaluation
of Wheat Response to Fusarium Head Blight Bases on
Seed Set. Appl. Environm, Chem. 48. P. 993-998. 1994,

2. Cole, R. J. and Cox, R.H. Handbook of Toxic Fun-
gal Matabolites. Assoc. Press, New York. P. 356-379.
1981

3. Cotty, P. J. Agriculture, Aflatoxins and Aspergillus
in The genus Aspergillus. K. A. Powll, Editor. Plenum
Press, New York. P. 1-27. 1994,

4. National Agricultural Statistics Service (1997)
Crops county data [Online]. Available at http://
usda.mannlib.cornell.edu/data-sets/crops/9X100 (verified
30 Nov. 1998)

32) Appendices or Attachments: they are reserved to
give details on original techniques used or theoretical
analyses which could hamper understanding of the work,
should they be included in the text. The tables in the ap-
pendices can follow the numbering of the text or they can
have a different numbering.

33) Figures: (diagrams, graphs, photographs and oth-
ers) will have a running numbering in the order they
appear in the text and they should include a brief ex-
planatory title below. Photographs will be considered
figures.

34) Tables: they will have running numbers according
to the order in which they appear in the text and inde-
pendently from the figures. They will include an ex-
planatory title above them. If necessary, footnotes will
appear to give more details about abbreviations, signs,
measures and others, in such a way that the reader can
understand their content without going to the text.

35) Formulae: formulae and mathematical expres-
sions will be written leaving double space over, below
and between them. Formulae will be on the left margin
and they will have running numbering between brackets
on the right margin. The meaning and the units used will

be clearly defined in every term of the expressions.

36) Units: the international system of units (IS) must
be used.

37) Also submit:

-A summarised title of the work in no more than nine
words.

-Contributors’ details: Surname and Names; Graduate
Degree; Post-Graduate Studies; Place of Work; Position;
Category in the Incentive System — Researchers (if he/she
is Argentinean) or alike.

5- Besides the ones having catalogue number, unpublished references or in press (indicating the journal where they will be pub-
lished), personal communications and web pages will possibly be added.
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