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Optimizacion de la amplificacion mediante PCR de la region
promotora 1 del gen shp-1 luego de su tratamiento con bisulfito

E. Martin Giorgio, Barbara J. Chaneton, Pedro D. Zapata

Amplification optimization through PCR for region 1 promoter of gen shp-1 in bisulfite treated region

ABSTRACT

Changes in methylation patterns may contribute to cancer development. Recent studies have shown that shp-1
expression is diminished in prostate cancer. Accordingly, it is relevant to evaluate the methylation pattern of
its promoters. Bisulfite sequencing is the reference technique for these studies. The aim of this paper was the
standardization of the conditions for shp-1 gene Promoter 1 amplification before bisulfite treatment.

Two tissues with differential expression of shp-1 were investigated: buccal epithelial cells and blood. We analyzed
different combinations of PCR component with primers that hybridized in CpG island free zones. The application
of 3 segments of decreased hybridization temperature allowed us to obtain 500pb predicted amplicons for this
fragment of promoter 1.
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RESUMEN

Las alteraciones en los patrones de metilacion de algunos genes pueden contribuir al desarrollo del cancer. Existen
evidencias de cambios en los niveles de expresion de SHP-1 en prostata tumoral, siendo fundamental evaluar el
estado de metilacion de sus promotores. La secuenciacion bisulfito es la técnica de eleccién para establecer el
patrén de metilacion.

El objetivo de este trabajo fue estandarizar las condiciones para la amplificacion del Promotor 1 para el gen shp-1
luego del tratamiento con bisulfito.

Se trabaj6 con 2 tejidos de expresion diferencial para SHP-1: mucosa yugal y tejido sanguineo. A partir de cebadores
que hibridan en sitios libres de islas CpG del promotor 1 del gen shp-1 tratado con bisulfito de sodio se analizaron
distintas combinaciones de los componentes de PCR aplicandose distintas estrategias de ciclado. Un esquema
de ciclado con 3 blogues de temperatura de hibridacion decreciente permitio la obtencién del amplicén de 500pb

coincidente con el esperado para el fragmento del promotor analizado.
PALABRAS CLAVE: epigenoma, tratamiento con bisulfito, PCR, shp-1.

INTRODUCCION

La regulacion epigenética incluye una serie de procesos
que modifican la expresion génica pero que no conllevan
modificaciones de la secuencia de DNA [1]. Estos cambios
son heredables en el patron de expresion de un gen de una
célula a otra, aunque no de un individuo a otro [2]. Estas
modificaciones topoldgicas del DNA incluyen adicidon
covalente de grupos funcionales como metilos, acetilos
y fosfatos, union de proteinas al DNA y modificacion de
proteinas asociadas al DNA.

Los cambios epigenéticos tienen repercusiones en la
regulacion transcripcional modificando la expresién de
genes, pudiendo contribuir al desarrollo de patologias
como el cancer, la esquizofrenia y el asma [1]. Muchos de
estos cambios incluyen la metilacion del DNA en regiones
promotoras de genes, siendo una consecuencia importante
la inactivacion de genes supresores de tumores [2, 3].
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La metilacion es uno de los parametros que regula
la transcripcion, estando asociada la hipermetilacion del
promotor con la ausencia de transcripcion. Sin embargo,
es uno de entre varios eventos reguladores que influyen
en la expresion génica y es aplicable a ambas copias
alélicas de un gen, aunque en ocasiones puede distinguir
alelos maternos y paternos lo que daria diferencias en su
expresion. [4]

La metilacion suele ocurrir en el carbono 5 de las
C precedidas por una G (islas CpG) y es catalizada por
DNA metiltransferasas utilizando S—adenosil-metionina
como dador de grupos metilos [2, 5]. Esta distribucion de
dinucleétidos CpG en el genoma es particular y el proceso
de metilacion podria ser necesario, pero no suficiente, para
regular la trascripcion de un gen [4].

En la actualidad existen pruebas que demuestran la im-
portancia del control epigenético en el desarrollo del cancer,
observandose alteraciones en los patrones de metilacion de
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genes relacionados con procesos de diferenciacion, control
del ciclo celular y adhesion [6-10].

Existen varias estrategias experimentales para evaluar
la metilacién de distintas zonas del genoma, siendo de
especial interés las regiones promotoras [5]. Dos de las
técnicas mas utilizadas son la digestion con enzimas de
restriccion sensibles a metilacion y la PCR metilacién
especifica (MS—-PCR). Sin embargo, en algunos casos el
perfil de hipermetilacion de las regiones promotoras es ca-
racteristico para cada tipo de cancer, mientras que en otros
se han observado perfiles similares o asociados a algun
tipo de tejido [9]. En este sentido, las metodologias citadas
permiten tener una vision parcial del estado de metilacion,
siendo conveniente la secuenciacion del genoma tratado
con bisulfito de sodio la técnica mas sensible y especifica
para establecer el patron de metilacion de determinadas
regiones génicas.

Nephew y Huang [10] proponen un modelo que intenta
explicar la influencia de la metilacién en la iniciacion y
progresion del cancer. Normalmente existen algunas islas
CpG que se encuentran protegidas contra la metilacion
aberrante, este modelo propone la pérdida de esta protec-
cion y la metilacion de novo ocurriria progresivamente en
los sitios flanqueantes a estas islas, lo que resultaria en el
silenciamiento del gen correspondiente. Esta metilacion se
expandiria luego a otros /oci importantes en estados mas
avanzados de un cancer aumentando la densidad de meti-
lacion. De esta manera se plantea un progresivo cambio
en el patron de metilacion durante el avance del tumor que
tendria, como consecuencia, una alteracion en el patron de
expresion génico. Por esta razon es importante establecer el
patron completo de metilacion de una region génica.

A pesar de la relevancia del estudio de las regiones
metiladas en muchos procesos patologicos, tales como el
cancer, en la literatura no existen muchas publicaciones
que reparen en las cuestiones metodoldgicas implicadas
en la puesta a punto del proceso de metilacion, de manera
que permita su posterior replicacion. Teniendo en cuenta lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue estandarizar las con-
diciones metodologicas para la amplificacion de una region
del Promotorl del gen shp—I luego de su tratamiento con
bisulfito para posteriormente iniciar el proceso de clonacion
de la misma y su secuenciacion con fines de caracterizar su
estado de metilacion en diferentes tejidos.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Dado que el objetivo del trabajo es la estandarizacioén
del método de amplificacion de una porcion del Promotor 1
para SHP—1 se trabajo con 2 tejidos de expresion diferen-
cial para esta proteina: mucosa yugal y tejido sanguineo.

Extraccion de DNA

Para la extraccion de acidos nucleicos se utilizé la mo-
dificacion de la técnica de salting out descripta por Miller
et al [11] agregando un paso adicional de purificacion con
acetato de potasio. E1 DNA obtenido fue resuspendido
en agua estéril libre de nucleasas y posteriormente fue
almacenado a —20 °C hasta su utilizacion.

Modificacion quimica de citosinas

El tratamiento del DNA con bisulfito de sodio provoca
la desaminacién de las citosinas no metiladas, generando
uracilo. Esto se realiz6 segun el protocolo descripto por
Herman et al [5] con una modificacion en la metodologia
de purificacidn, que en este caso se realizo con el sistema
DNA PURIFICATION KIT #K0513 (Fermentas). Para
detener la desulfonacion se adicioné6 NaOH 3 M. El DNA
fue precipitado con 0,5 mL de isopropanol durante toda la
noche a 4 °C, se centrifugoé a 12000 rpm por 5 min, se lavd
con etanol 70 % v/v y se resuspendi6 en agua estéril libre
de nucleasas, almacenandoselo a —20 °C hasta el momento
de su utilizacion.

Disefo bioinformatico de cebadores

Para el disefio de los cebadores se utilizo la secuencia
de GeneBank AB079851. Los cebadores fueron disefiados
manualmente utilizando las secuencias modificadas en
todas las citosinas y posteriormente analizados mediante
los programas para disefio y analisis de cebadores Vector
NTI 10.3.0 de Invitrogen Corporation y FastPCR 3.6.68
(Ruslan Kalendar, Institute of Biotechnology, University
of Helsinki, Finland).

Amplificacién por PCR

Las amplificaciones mediante PCR se realizaron utili-
zando buffer de PCR 1X conteniendo KCI o (NH,),SO,,
200 uM dNTPs, y cantidades variables de cada cebador
(OPERON Biotechnologies), MgCl, y Taq polimerasa
(Fermentas). En todos los casos se utilizaron 50 ng de
DNA. Para cada una de las combinaciones resultantes se
aplicaron distintas estrategias de ciclado consistentes en
amplificaciones de T decreciente tipo fouch down (Sam-
brook & Russell, 2001). (Tabla 1)

Los productos de amplificacién fueron separados en
geles de agarosa al 2 % p/v, tefiidos con bromuro de etidio
10 mg/ml, visualizados bajo luz ultravioleta y fotografiados
con camara digital Acer CS—-5531.

En los casos en los que se logré el perfil de amplifica-
cién deseado se realizaron geles desnaturalizantes de polia-
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Tabla 1: Combinaciones analizadas en la mezcla de PCR para la amplificacién del promotor metilado

Tratamiento A1l A2 A3 A4 C1 C2 C3 Ca E1 E2 E3 E4
B1 B2 B3 B4 D1 D2 D3 D4 F1 F2 F3 Fa4
Buffer KCl 0 (NH4)2S04
Mg,Cl 1,5mM 3mm 6 mM
Cebadores 10 pmol 20 pmol 10 pmol 20 pmol 10 pmol 20 pmol
Taq pol 05U 1U 05U 1U 05U 1U 05U 1U 05U 1U 05U 1U
dNTP’s En todos los casos se usaron 200 UM
DNA En todos los casos se usaron 50 ng

Nota: Los tratamientos A, C y E corresponden al buffer con KCI; los tratamientos B, D y F corresponden al buffer (NH,),S0,.

crilamida al 12 %. Los geles fueron tefiidos con nitrato de
plata y digitalizados mediante HP Desjekt F380. De estos
geles se recortaron las bandas de tamafio adecuado y se
resuspendieron en agua libre de DNasas para su posterior
clonacidn y secuenciacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuenciacion bisulfito es el método de referencia
para verificar la presencia de cambios puntuales en el
patron de metilacion, sin embargo un punto crucial de esta
metodologia es la estandarizacion de la amplificacion del
promotor tratado con bisulfito. Habitualmente el tratamien-
to produce una gran cantidad de fragmentos de DNA por
la agresividad quimica del mismo. Simultaneamente se
produce un desequilibrio en el contenido de GC lo que
genera regiones ricas en A 'y T, con la consecuente dismi-
nucion de la especificidad de las secuencias. Todos estos
inconvenientes repercuten en problemas de amplificacion,
siendo necesaria una adecuada estandarizacion de las con-
diciones de PCR. Esto implica el andlisis pormenorizado
del proceso paso a paso, detallandose a continuacion los
resultados para cada uno:

Diseno de cebadores

Con el fin de amplificar todo el promotor de manera
independiente de su metilacidn se disefiaron 4 cebadores,
2 sentidos y 2 antisentidos que hibridarian en el promotor
luego del tratamiento con bisulfito abarcandose un total
de 36 sitios CG que hipotéticamente podrian presentar

cambios en su estado de metilacion. El par denominado
SP1 amplificaria la secuencia mas alejada del punto de
origen de la replicacion entre -847 y -351, mientras que el
par denominado SP2 amplificaria la secuencia mas proxima
incluyendo el nucledtido +1 (-403 a +214). En ambos casos
se eligieron zonas libres de islas CpG (Figura 1) y se anali-
zaron las caracteristicas termodinamicas de los cebadores a
fin de evitar la formacién de dimeros y la autocomplemen-
tariedad (Tabla 2). El analisis bioinformatico no evidencio
problemas de autocomplementariedad del los cebadores ni
formacion de dimeros.

Tabla 2: Caracteristicas de los cebadores disefiados

Nombre Secuencia Ta UEIEND G2t
amplicon
SP1-S 5' GGT TTT TAG GAG AAG GGTTGA T 50,3
SP1-AS 5' ATA CAA ACC CAC CCA CCC A 52,1 456 pb
SP2-S 5" GGT TGA GAG GTT GGA GTG GGT 54,3
SP2-AS | 5'TCC CTC CAA AAC TAA CAA AAA ACT 52,6 617 pb

Estandarizacion de la PCR

Todos los componentes de la mezcla de amplificacion
representan variables a ser consideradas al estandarizar una
PCR. Sin embargo, algunas de las variables pueden mante-
nerse constantes dado su menor influencia. En este trabajo
se planificaron cambios en el tipo de tampdn utilizado y
en las concentraciones de Mg,Cl, cebadores y polimerasa,
disefidndose una combinatoria de reacciones (Tabla 1)
obteniéndose los mejores resultados con el tratamiento
C3. El esquema de ciclado fue otro de los parametros
evaluados, analizdndose distintas estrategias, resumidas
en la Tabla 3.

#
SP1-S

e

SP2-S

Promotor
5" | 2

+1

—
SP2-S

<

SP2-AS

FIGURA 1. Estrategia utilizada para el disefio de cebadores. Referencias: SP1-S: cebador sentido para el fragmento SP1; SP1-AS: cebador antisentido
para el fragmento SP1; SP2-S: cebador sentido para el fragmento SP2; SP2-AS: cebador antisentido para el fragmento SP2.
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Tabla 3: Estrategias de ciclado utilizadas

Estrategia Ciclado N° de ciclos | Resultado

94°C205s;58°C205;72°C 20 s 6
94°C205s;56°C 205s;72°C 20 s 6

1 94°C205s;54°C205s;72°C20's 6 NO
94°C205s;52°C205s;72°C20's 6
94°C20s;50°C20s;72°C20s 20
94°C20s;62°C20s;72°C20s 6
94°C20s;60°C20s;72°C20s 6

2 94°C20s;58°C20s;72°C20s 6 NO
94°C20s;56°C20s;72°C20s 6
94°C20s;54°C20s;72°C20s 20
94°C205s;54°C205s;72°C20s 12

3 94°C205s;52°C205s;72°C 20 s 12 NO
94°C205s;50°C 20s;72°C 20 S 20
94°C205s;58°C205s;72°C20's 10

4 94°C20s;56°C20s;72°C20s 15 Sl
94°C20s;54°C20s;72°C20s 20

Unicamente se logré obtener el amplicon buscado de
500 pb para SP1 con esquemas de ciclado consistentes en
3 segmentos de distintas temperaturas de anneling: 58 °C,
56 °Cy 54 °C, habiéndose realizado diferentes variaciones
en el nimero de ciclos de cada segmento (Figura 2).

Como puede observarse, en ningun caso se obtuvo
un tnico amplicon, pudiendo ser esto consecuencia de

la inespecificidad de las regiones de hibridacién luego
del tratamiento con bisulfito. Teniendo en cuenta estos
resultados, se selecciond el ciclado que permitié obtener
el amplicon de 500 pb con la menor cantidad de otros am-
plicones inespecificos, es decir segmentos de temperatura
de hibridacion decreciente con 12 ciclos a 58 °C, 12 ciclos
a 56 °Cy 20 ciclos a 54 °C.

Considerando que este protocolo de amplificacion sera
utilizado para obtener amplicones para luego purificarlos,
clonarlos y secuenciarlos, se separaron 10 muestras tratadas
con bisulfito y amplificadas en geles de poliacrilamida
(Figura 3), se recortaron las bandas y se reamplifico el
producto obtenido para certificar la unica presencia del
amplicén deseado (Figura 4). Los resultados positivos
obtenidos con estos dos ultimos experimentos demuestran
la utilidad de la estrategia planteada al poner a punto la
amplificacion.

CONCLUSIONES

Se disefiaron dos pares de cebadores (SP1 y SP2) que
hibridan en sitios libres de islas CpG del promotor 1 del

FIGURA 2. Amplificacién mediante el tratamiento C3 del fragmento SP1 con un esquema de ciclado consistente en 94 °C por 20 s, Ta (temperatura
de anneling) variable por 20 s, 72 °C por 20 s; siendo la Ta en cada caso de: A) 58 °C (10 ciclos), 56 °C (15 ciclos) y 54 °C (20 ciclos). B) 58 °C (20 ciclos),
56 °C (12 ciclos) y 54 °C (12 ciclos). C) 58 °C (12 ciclos), 56 °C (12 ciclos) y 54 °C (20 ciclos). M: marcador de peso molecular; 1y 2: sangre; 3: mucosa.

C: control negativo.

- —

BLiLE.

FIGURA 3. Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12%. Las muestras de DNA extraido a partir de sangre fueron amplificadas mediante el tratamiento
C3 del fragmento SP1 con un esquema de ciclado de 58°C (12 ciclos), 56°C (12 ciclos) y 54°C (20 ciclos). Se indica el marcador de peso molecular (M) y
los nimeros correspondientes a cada una de las muestras. Ay B corresponden a dos experimentos distintos.
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FIGURA 4. Reamplificacién mediante tratamiento C3 de los amplicones
obtenidos a partir del PAGE (Figura 5).

gen shp—1 tratado con bisulfito de sodio.

La utilizacién de un esquema de ciclado con 3 bloques
de temperatura de hibridacion decreciente con la mezcla
de PCR C3 permiti6 la obtencion de un amplicon de 500
pb coincidente con el esperado para el fragmento SP1 del
promotor metilado y permitio su aislamiento a partir de
geles de poliacrilamida y posterior reamplificacion.
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Induccion con cobre de la enzima lacasa en el hongo de
pudricion blanca Trametes villosa (sw.: Fr.) Kreisel

César A. Preussler, Ernesto Shimizu; Laura L. Villalba; Pedro D. Zapata.

Copper laccase induction in white rot fungi Trametes villosa (Sw.: Fr.) Kreisel

ABSTRACT

White rot fungi hold great interest for biotechnological applications being at the same time able to produce
extracellular enzymes like laccase. Laccase is a phenoloxidase with molecular weight between 60 and 80 kDa,
with gene inducible expression probably reflecting the different physiological functions of the enzyme. The present
work was focused on the dye oxidizing capacity of T. villosa BAFC 2755 in solid media (discoloration tests) and the
effect of CusO, as inductor on the enzyme secretion capacity and genetic expression in liquid media.
Discoloration tests in solid media showed good degrading capacity against bromophenol blue, malachite green
and black liquor at low pH. Enzyme activity tests from liquid media confirmed extracellular laccase production
induced with CusO,. Total secreted proteins showed a significant increase in the presence of CuSO,. SDS-PAGE
showed an increase in the protein fraction between 60 and 70 kDa. mRNA levels showed a clear increase in the
presence of the inducer.

The results showed that the Cu,+ produced an increase on laccase activity in Trametes villosa. This rise could be
due to an increase in the protein and mRNA

KEY WORDS: white rot fungi, Trametes villosa, laccase, enzyme induction, copper.

RESUMEN

Los hongos de pudricion blanca presentan interés en aplicaciones biotecnolégicas y son capaces de producir
enzimas extracelulares como lacasa. La lacasa es una fenoloxidasa, con peso molecular entre 60 y 80 kDa, cuya
expresion génica puede ser inducible, reflejando probablemente las diferentes funciones fisiologicas de esta
enzima. Este trabajo se enfoca en la capacidad oxidativa de colorantes en medio sélido de T. villosa (ensayos de
decoloracion) y en el efecto del CusO, como inductor sobre la capacidad de secrecion enzimatica y la expresion
génica de lacasa en Trametes villosa BAFC 2755 en medio liquido.

Los ensayos de decoloracion en medio s6lido mostraron una excelente capacidad degradativa frente a azul de
bromofenol, verde de malaquita y licor negro a pH acido. Los ensayos de actividad enzimatica confirmaron la
produccion de lacasa extracelular inducible con CuSO,. Las proteinas totales secretadas mostraron un incremento
significativo en presencia de CusO,, observandose en SDS-PAGE un aumento de la fraccion proteica entre 60y 70
kDa. Los niveles de mRNA mostraron un claro incremento en presencia del inductor.

Estos resultados demuestran que el Cu?+ produce un incremento de la actividad lacasa en Trametes villosa, y que

este aumento podria deberse a un aumento en la cantidad de proteina y mRNA.
PALABRAS CLAVE: Hongos de pudricion blanca, Trametes villosa, lacasa, induccion enzimatica, cobre.

INTRODUCCION

La contaminacion es la introduccion en un medio cual-
quiera de una sustancia o forma de energia con potencial
para provocar dafios, irreversibles o no, en el medio inicial.
[1].

Recientemente han surgido aplicaciones biotecno-
légicos con potencial aplicacion contra las fuentes de
contaminacion de una manera ecoeficiente, e incluyen el
uso de bacterias u hongos, a menudo en combinacién con
procesos fisicoquimicos [2—6].

Los hongos son reconocidos por sus aptitudes superiores
para producir una gran variedad de proteinas extracelulares,

acidos organicos y otros metabolitos, y por su capacidad
para adaptarse a medios ambientes severos, sin restriccio-
nes [7]. Mas alla de la produccion de tales metabolitos, los
hongos han llamado la atencion con creciente interés por el
biotratamiento (eliminacion o destruccion) de ingredientes
de aguas contaminadas tales como metales, nutrientes
inorganicos y componentes organicos [8—11].

La lignina, un polimero heterogéneo de los tejidos
vasculares de las plantas superiores, es el mas recalcitrante
de todos los quimicos organicos producidos naturalmente
[12, 13]. Cualquier enzima o grupo de enzimas capaces
de atacar inicialmente la lignina, deben ser ademas de
extracelulares, inespecificas. Los hongos degradadores de
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lignina son buenos productores de estas enzimas y pueden
ser clasificados dentro de tres categorias basadas en el tipo
de descomposicion de la madera que producen: hongos de
pudricién blanca, hongos de pudricion marron y hongos de
pudricion blanda [14].

Los hongos de pudricion blanca son los que presentan
el principal interés para ser usados en varios procesos uti-
lizando lignocelulosa, pero la mayoria degradan también a
la celulosa y a la hemicelulosa [15—-17]. Esta propiedad esta
basada en la capacidad de producir enzimas extracelulares
con baja especificidad de sustrato capaces de degradar
un amplio rango de componentes xenobioticos [18]. Las
enzimas mas importantes son lacasa (Lac), manganeso
peroxidasa (MnP) y lignina peroxidasa (LiP) [15].

Algunos de los hongos de pudricién blanca producen
todas estas enzimas, mientras que otros hongos producen
unicamente algunas de ellas [15].

La lacasa es una fenoloxidasa, enzima que cataliza la
oxidacion de un amplio espectro de compuestos fendlicos
y aminas aromaticas utilizando el oxigeno molecular como
aceptor de electrones, reduciéndolo a agua [19]. A través de
la utilizacion de ciertos compuestos rédox puede ser capaz
de ampliar su espectro de sustratos, logrando asi la oxida-
cién de porciones no fendlicas de la lignina [20]. Contienen
atomos de cobre y se encuentra ampliamente distribuida en
las plantas superiores, diversas clases de hongos y algunas
bacterias [21]. La actividad de estas enzimas puede ser
incrementada por el uso de mediadores como el ABTS
(2,2°—azino-bis[3—etilbenztiazolina—6—acido sulfénico]),
e intermediarios de la degradacion de la lignina entre los
que se encuentra el alcohol veratrilico [22-23], asi como
iones metalicos como Mn*2 para la enzima MnP y Cu*?
para la enzima Lac [21].

Todas las lacasas son glicoproteinas extracelulares con
pesos moleculares entre 60 y 80 kDa, de los cuales entre el
15 al 20% de su peso molecular estd dado por carbohidratos
[24]. La lacasa fungica (bencendiol-oxigeno oxidorreduc-
tasa) es una fenoloxidasa extracelular producida por el
micelio de los hongos ligninoliticos [25].

La utilizacion de sistemas lacasa—mediador es una
alternativa promisoria para procesos biotecnologicos con
aplicaciones ambientales. Entre ellos, los de blanqueo de la
pulpa de papel [25], la decoloracion de colorantes textiles
[26] y la oxidacion de hidrocarburos polinucleoaromaticos
[27, 28].

La regulacion de la expresion de genes de la lacasa
difiere de un organismo a otro, reflejando probablemente
las diferentes funciones fisioldgicas de estas enzimas en los
hongos. La expresion de genes de lacasa en algunos hongos
puede ser estimulada por inductores, mientras que en otros,
la expresion es sensible a las condiciones del medio de
cultivo y es afectada por las concentraciones de nitrégeno,
fuentes de carbono o presencia de oligoelementos. [29—
35].
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El objetivo del presente trabajo es analizar el efecto del
cobre como inductor en la produccién de la enzima Lacasa
del hongo Trametes villosa (Sw.: Fr.) Kreisel.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

En este estudio se utilizé el hongo de pudricion blanca
Trametes villosa BAFC 2755 proveniente del cepario del
Laboratorio de Biotecnologia Molecular (previamente
cedidos gentilmente por el Departamento de Micologia Ex-
perimental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad de Buenos Aires).

Preparacion de los tacos

Para la preparacion de tacos se utilizaron cultivos
primarios en medio agar/extracto de malta (MEA), en
placas de Petri de 100 mm de diametro, las cuales fueron
inoculadas por puncién con ansa aguja en el centro de la
placa, con el microorganismo en estudio. Se dejo incubar
durante 5-7 dias a 29 = 1 °C en estufa. Este tiempo fue
suficiente para obtener la colonia destinada a la generacion
de tacos para la siembra de todos los experimentos.

Los tacos de agar con micelio se extrajeron a partir de
los margenes de la colonia en crecimiento con la ayuda
de un sacabocados de metal, de forma cuadrangular de 36
mm? de diametro. Los tacos obtenidos de este modo fueron
utilizados para la inoculacion de los medios de cultivo soli-
dos asi como también para los medios de cultivo liquidos.

Medios de cultivo sélido

Los medios de cultivo sélidos utilizados para los ensa-
yos fueron agar malta glucosado (AMG: extracto de malta
12,7 g/L; agar 20 g/L y glucosa 10 g/L) y agar licor negro
glucosado (LN: agar 20 g/L; glucosa 10 g/L; licor negro
6,7 % v/v; pH 11 y pH 4,7). El licor negro fue obtenido
en la planta piloto de la FCEQyN (UNaM) a partir de la
coccidn kraft de maderas de eucalipto. Los colorantes
utilizados para los ensayos en los medios sélidos fueron
el verde de malaquita y el azul de bromofenol a 50 uM.
[36, 37]

Los ensayos en medio de cultivo liquido se llevaron a
cabo en erlenmeyers de 250 mL de capacidad a los cuales
se les adiciond 50 mL de medio compuesto por 12,7 g/L
de extracto de malta, 0,5% de concentrado soluble de
maiz y agua destilada. Estos medios fueron inoculados e
incubados a 29 + 1 °C en estufa de manera estatica durante
un periodo de tiempo comprendido entre 5, 7, 10 y 14
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dias, en todos los casos por duplicado. En cada uno de
los dias antes mencionados se procedi6 a la separacion del
micelio del medio de cultivo liquido por medio de filtracion
mediante Biichner, con filtros de fibra de vidrio (GF/C)
previamente secados en estufa a 80 °C durante 30 minutos,
en cada filtracion se utilizaron 5 mL de agua destilada para
enjuagar. Los sobrenadantes fueron congelados y poste-
riormente utilizados para la determinacidn de la actividad
enzimatica. Los micelios resultantes de la filtracion fueron
congelados para luego proceder a la extraccion de ADN
de los mismos.

Determinacion de la actividad enzimatica

La determinacion de la actividad enzimatica para lacasa
se realizo a partir de los sobrenadantes congelados obteni-
dos por filtracion. La determinacion se basé en el cambio de
absorbancia del sustrato DMP (2,6—dimetoxifenol) adicio-
nado a cada muestra, evidenciado mediante la utilizacion de
un espectrofotometro 8500 II Techcomp siguiendo técnicas
descriptas por Mouse ef al [38]. La actividad enzimatica se
expresa en Unidades Internacionales (UI): pmoles/min x
mL. Una Ul es equivalente a 1 pmol de producto formado
o sustrato degradado, por minuto.

Medicion de proteinas totales

Para la medicién de las proteinas totales de las muestras
se utilizo la técnica de Bradford (Bio—Rad Protein Assay)
de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Electroforesis en poliacrilamida

Las proteinas procedentes de los filtrados fueron sepa-
radas por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida
desnaturalizante (SDS—-PAGE) a 150 V por 45 min en geles
con una concentracion del 10 % en poliacrilamida utilizan-
do el sistema MiniProtean 3D de Biorad. Los resultados
se visualizaron mediante tincidn con plata y se registraron
mediante Scanner HP Deskjet F300 All-in—One series.

Extraccion de ADN

Para proceder a la extraccion del DNA se utilizaron los
micelios congelados que fueron obtenidos anteriormente
por medio del filtrado de los medios liquidos. Estos mi-
celios fueron trozados y macerados con nitrogeno liquido
hasta obtener un fino polvo. Luego se procedio a la diges-
tion durante 45 a 60 minutos a 65° C en buffer conteniendo
TrisHCI 100 mM, EDTA 50 mM, NaCl 500 mM, SDS 1 %,
CTAB 1 % y proteinasa K 0,1 mg /mL. Se purificé con

cloroformo—isoamilico 24:1 y acetato de potasio 3 M frio,
para posteriormente precipitarlo con isopropanol y etanol al
70 %. Luego de redisolverlo en agua destilada estéril, se lo
conservo a —20° C hasta el momento de su utilizacion.

Para corroborar la calidad, el material genético fue
evaluado mediante espectrofotometria y electroforesis en
geles de agarosa al 1 %.

Aislamiento de RNA total

Para el aislamiento de RNA total el micelio filtrado se
lavo 2 veces con Tris 0,1 M, EDTA 0,02 M en frio y pos-
teriormente se digirié 20 min con buffer de lisis (GuSNC
4 M, Tris 0,1 M, EDTA 0,02 M Tritén X 100 1 %) disgre-
gando el micelio con varilla estéril en frio. Posteriormente
se purifico con fenol saturado en TE y cloroformo. Las
proteinas se precipitaron con acetato de potasio 3 M y el
RNA fue precipitado con isopropanol, lavado con etanol
absoluto, secado y resuspendido en agua estéril libre de
RNasas. Para corroborar la calidad del RNA aislado se
realizaron geles de agarosa al 0,8 %.

RT

La retrotranscripcion se realizo en un volumen de 20
pl utilizando 1 pl de Oligo (dT), ANTP's 5 mM, 40u/ pl de
RNAsin y 1000 U de la enzima MMLV (Fermentas SRL)
siguiendo las indicaciones del fabricante. La reaccion se
llevd a cabo durante 60 min a 42 °C. Todas las muestras
fueron previamente digeridas con RQ1 DNAsa 1l por pug
de RNA.

Amplificacion de un fragmento génico por medio de la
técnica PCR

Para llevar a cabo la reaccidn en cadena de la enzima
polimerasa (PCR) se utilizaron 10 pmoles de cada cebador
(sentido y antisentido), 10 mM de dNTPs, 1,5 mM de
ClLMgy 1 U de Taq Polimerasa en buffer al 1 x, ademas de
agua deionizada para llevar a volumen de reaccion deseado.
El programa de ciclado utilizado fue el siguiente: un ciclo
a 94 °C por 2 min; 35 ciclos de 155294 °C, 56 °Cy 72 °C
respectivamente, y finalmente 2 min a 72 °C como paso de
finalizacion de la reaccidn. Los resultados de la amplifi-
cacion fueron corroborados por electroforesis en geles de
agarosa a una concentracion del 2 % utilizando una cuba
electroforética (Sub System 70 de Labnet International
Inc.), tefiidos con Bromuro de Etidio (BrEt) y fotografiados
con camara digital marca ACER.

Los cebadores utilizados en esta técnica fueron los
publicados por D’Souza ef al., 1996, para las lacasas de
otros basidiomicetes [39]:
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FIGURA 1: Referencias: a) Curva de crecimiento-decoloracion en medio agar malta glucosado, () decoloracion en presencia de azul de bromofenol,
(+) crecimiento en presencia de azul de bromofenol, (--) decoloracién en presencia de verde de malaquita, (o) crecimiento en presencia de verde de
malaquita, (=) crecimiento en ausencia de colorantes. b) Curva de crecimiento () y decoloracion () en medio solido con licor negro a pH acido. En todos
los casos las mediciones fueron tomadas entre los dias 3y 14. Se grafica el promedio de dos experimentos similares realizados por duplicado.

LacA —sentido 5~ CAYTGGCAYGGNTTYTTYCA
LacA — antisentido 5"~ RTGRCTRTGRTACCARAANGT

Las bandas amplificadas con los cebadores degenerados
fueron purificadas, secuenciadas y analizadas mediante el
programa BLASTn.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado con el programa
GraphPad Prism version 4.00 para Windows, GraphPad
Software, San Diego California USA, www.graphpad.
com.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para verificar la capacidad oxidativa del hongo Trame-
tes villosa, se realizaron primeramente ensayos de decolo-
racion en medio sdlido. Estos experimentos mostraron una
excelente capacidad degradativa de Trametes villosa frente
a azul de bromofenol, verde de malaquita (Figura 1 A) y
licor negro a pH acido (Figura 1 B).

El crecimiento en presencia de azul de bromofenol
fue similar al del control sin colorante, mientras que en
el caso del verde de malaquita se observd una notable
inhibicién del crecimiento respecto al control desde el 3°
dia de crecimiento (p<0,001). Sin embargo, solo el azul de
bromofenol permitié distinguir diferencias significativas
entre crecimiento y degradacion a los primeros dias de
cultivo (p<0,01), desapareciendo estas diferencias al 7° dia,
probablemente debido a la confluencia de placa.

En el ensayo realizado con el efluente licor negro tanto
el crecimiento como la degradacién mostraron diferencias
significativas respecto al control (p<0,1).

Estos resultados son comparables a los mencionados
en trabajos anteriores por nuestro grupo de investigacion
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utilizando otras especies de hongos de pudricion blanca,
Ganoderma applanatum [36] y Peniophora spp [37] como
asi también en trabajos llevados a cabo por Haglund et al.,
2002 [40].

Los resultados de decoloracién en medio sélido
conteniendo licor negro solo mostraron decoloracion en
condiciones acidas indicando que el pH es uno de los pa-
rametros a considerase en el escalado al aplicar este hongo
a desechos industriales.

Los ensayos de actividad enzimatica para lacasa
confirmaron que 7. villosa produce lacasa de manera
extracelular con un maximo de 81 U/L a los 10 dias de
cultivo sin estimulacion en medio liquido malta glucosado.
Al suplementar el medio con 1 mM de CuSO, se produjo
un incremento de la actividad enzimatica, alcanzando va-
lores 10 veces superiores en comparacion con el obtenido
en condiciones sin inductor a iguales tiempos de cultivo
(Figura 2).

Otros hongos también muestran induccién de la acti-
vidad lacasa en presencia de cobre. Mouso et al., 2003
[38], observaron un incremento de la actividad lacasa en
el hongo de pudricion blanca Stereum hirsutum, utilizando
CuSO,. Otros resultados concordantes en cuanto al au-
mento de la actividad enzimatica de lacasa también han
sido descriptos por Haglund et al., 2002 [40], con el hongo

1000
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_, 600

E /

> 400 /
200
0-4-4'/.4/..\9—

0 5 7 10 14
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FIGURA 2: Niveles de actividad enzimética de Lacasa en funcién del
tiempo en presencia (M) y ausencia (-e-) del 1 mM de CuSO,.
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Trametes trogii. En contraposicion a nuestros resultados,
trabajos llevados a cabo por Gomez Dorado et al., 2005
[41], no han podido correlacionar el efecto del CuSO,
como inductor de la actividad enzimatica de lacasa en el
hongo Trametes versicolor, atribuyendo dicha observacion
a la naturaleza del efluente utilizado en su trabajo ademas
de la presencia de otras enzimas con actividad oxidativa
como manganeso peroxidasa (MnP).

Existe evidencia de la presencia de promotores sensi-
bles a metales en genes de enzimas ligninoliticas [31, 33].
Sin embargo, los metales también pueden actuar estabili-
zando el mensajero o activando el procesamiento, trafico
y plegamiento proteico [42]. Algunos trabajos sugieren la
presencia de isoenzimas de lacasa de respuesta diferencial
ante iones metalicos. Yaver et al., 1995, han reportado dos
isoenzimas correspondientes a lacasa, de unos 63 kDa, una
de expresion constitutiva y la otra de expresion inducible
[33]; mientras que Han et al., 2005, en Trametes versicolor,
solo han podido aislar una lacasa constitutiva de un tamafio
aproximado a los 97 kDa [43].

Para determinar el comportamiento de los hongos es-
tudiados, se evalu¢ el efecto del agregado de CuSO,, sobre
las proteinas secretadas y sobre el mRNA.

Los niveles de proteinas totales secretadas mostraron
un incremento significativo en presencia de CuSO,
(Figura 3A). Al visualizarse este incremento en geles de
SDS-PAGE se observa un aumento de la fraccion proteica
comprendida entre 60 kDa y 70 kDa aproximadamente,
rango de peso dentro del cual se encuentran las isoenzimas
de lacasa publicadas en la literatura (Figura 3 B).

Para evaluar los niveles de mRNA producidos se utili-
zaron cebadores degenerados para lacasa y se ajustaron las
condiciones de la RT-PCR utilizando diferentes cantidades
de RNA total de partida de modo que permita diferenciar un
cambio de expresion del mensajero buscado. Para verificar
si el producto de amplificacidn correspondia efectivamente
a un fragmento del gen de lacasa se aisld6 DNA, se ampli-

a)

Proteinas secretadas (mg/mL)

0 T T T T T 1
5 7 9 1 13 15
Dias de cultivo

fico, secuencio y analizd mediante el programa BLASTn,
comprobandose una homologia del 80 % con la secuencia
génica 149376 publicada para lacasa de Trametes villosa
(clon LCC1).

Secuencia obtenida:

TCGTGACCAGTGCCCGATCTCGCTCGGGNA-
ATTCGTTCCTGTCACAATTTCCCGGTTCCT-
GACCAGGCNGGTAAGNGCGCCTCGTA

El analisis de los productos de amplificacion obtenidos
partiendo de DNA y RNA mediante el uso de estos cebado-
res degenerados también permitié visualizar el intrén de 50
pb publicado por Yaver et al., 1995 (datos no mostrados).
[33].

Una vez comprobada la identidad del amplicon hallado,
para la técnica de RT-PCR se utilizaron las muestras de
RNA total extraidas correspondientes a los dias 5, 7, 10
y 14 de cultivo con y sin tratamiento con CuSO, ImM
visualizandose un claro incremento en la produccion de
mensajeros ante la presencia del inductor desde el dia 5, e
intensificandose a dias posteriores de cultivo. (Figura 4)

CONCLUSIONES

Los ensayos de decoloracion en medio sdlido demos-
traron ser un método eficiente para develar la capacidad
degradativa del hongo estudiado.

Los ensayos de actividad enzimatica confirmaron que
el hongo Trametes villosa BAFC 2755 produce una enzima
lacasa extracelular inducible con CuSO,. Las proteinas
totales secretadas mostraron un incremento significativo
en presencia de CuSO,, observindose en SDS-PAGE un
aumento de la fraccion proteica entre 60 y 70 kDa. Los
niveles de mRNA mostraron un claro incremento en pre-
sencia del inductor.

FIGURA 3: Referencias: a) proteinas totales en funcion del tiempo en presencia () y ausencia () de 1 mM de CuSO,; b) SDS-PAGE. Carril 1y 5:
marcador de peso molecular; carril 2 sin CuSO,; carril 3y 4 con 1 mM de CusO,. La flecha indica la banda correspondiente a 78 kDa aproximadamente.

En todos los carriles se colocaron 20 ug de proteinas.
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FIGURA 4: RT-PCR para un fragmento del gen lacasa. Las reacciones
fueron llevadas a cabo con 3 ug de RNA total de partida aislado de
cultivos de 5, 7, 10 6 14 dias con (+) 0 sin (-) tratamiento de 1 mM de
CusO,. Referencias: M: marcador de peso molecular, C(-):control negativo
(sin RNA). La flecha indica el amplicon de 150 pb esperado.

Estos resultados promisorios son un punto de partida
para iniciar estudios que contemplen las aplicaciones
de produccién de la enzima lacasa a partir de hongos de
pudricién blanca utilizando el cobre como inductor de su
produccion.
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Aislamiento, clonado y expresion de la proteina recombinante para
el factor de crecimiento fibroblastico 8 (FGF-8) de Rhinella (= Bufo)
arenarum

Enrique V. Paravani, Maria G. Acosta, Javier E. Diaz Zamboni, Victor H. Casco.

Isolation, cloning and expression of the recombinant protein for the fibroblast growth factor 8
(FGF-8) of Rhinella (=Bufo) arenarum

ABSTRACT

Embryological studies have demonstrated that the origin of organs in vertebrates involves complex cellular
interactions in different tissues. Biochemical and molecular evidence suggests that endogenous signal in the apical
ectodermical ridge (AER) are exerted by Fibroblastic Growth Factor 8 (FGF-8). This Factor is essencial in the initiation
of the limb development processes in vertebrates. The main objective of the present work was to use molecular
techniques to obtain a recombinant protein to FGF-8, from the isolation of the Rhinella arenarum toad gene, and
to analyze their nucleotidic sequence using bioinformatic tools. It was possible to express the recombinant FGF-8
in a soluble form and also to study the evolutionary relationship with different vertebrate species. The results
reflect a near evolutionary relation with other homologous vertebrates genes, especially with the amphibians. The
obtencion of the recombinant protein gave us the possibility of carrying out structural and physiologycal studies
about the role of FGF-8 during the limb development in our experimental animal model (R. arenarum). A secondary
objective was to produce specific polyclonal antibodies which allowed for the search of other possible locations
and roles of this factor during vertebrate development.

KEY WORDS: Fibroblast Growth Factor 8 (FGF-8), Recombinant protein production, bioinformatics tools.

RESUMEN

Los estudios embriolégicos han demostrado que el origen de los érganos de vertebrados involucra complejas
interacciones celulares de diferentes tejidos. Las investigaciones bioquimicas y moleculares, sugieren que las
senales enddgenas en la cresta ectodérmica apical (AER) ejercidas por el Factor de Crecimiento Fibroblastico 8
(FGF-8), son claves en los procesos de iniciacion del desarrollo de los apéndices pares en vertebrados. El objetivo
del presente trabajo fue obtener una proteina recombinante para el FGF-8 empleando técnicas moleculares, a partir
del aislamiento del gen de Rhinella arenarum y analizar la secuencia nucleotidica con herramientas bioinformaticas.
Los resultados reflejaron una estrecha relacion evolutiva con genes homologos de otros anfibios. La obtencion de
la proteina recombinante, nos brinda la posibilidad de llevar a cabo estudios estructurales y fisiologicos del FGF-8
durante el desarrollo de los miembros en nuestro modelo animal (R. arenarum). Un objetivo secundario fue producir
anticuerpos policlonales para buscar otras posibles localizaciones y roles de este factor durante el desarrollo.

PALABRAS CLAVE: Factor de Crecimiento Fibroblastico 8 (FGF-8) — Produccion de una proteina recombinante —
Herramientas de bioinformatica.

INTRODUCCION

La iniciacion en el desarrollo de los miembros de
vertebrados es uno de los mejores modelos para estudiar
interacciones celulares durante los procesos de morfogé-
nesis. Los estudios embrioldgicos han demostrado que el
origen de los miembros involucra complejas interacciones
celulares entre varios tejidos. Los estimulos iniciales para
el desarrollo de los miembros atin no han sido identifi-
cados. Se ha propuesto que la posicion de las células en
el primordio del miembro es la responsable de especificar
los tres ejes principales: proximo—distal, antero—posterior
y dorso—ventral, como en un sistema de ejes cartesianos. El

primordio del miembro emerge como resultado de un en-
grosamiento de la capa somatica de la ldmina mesodérmica
lateral, como consecuencia de la disminucion selectiva de
la proliferacion en esta region [1]. Asi, el crecimiento y la
diferenciacion dependerian de las interacciones inductivas
que se dan entre la cresta ectodérmica apical (AER) y las
células mesenquimaticas de las regiones presuntivas. La
AER seria asi la responsable de mantener a las células me-
senquimaticas en un estado indiferenciado y proliferativo
y como consecuencia de esto, se produciria la elongacion
del miembro [2, 3]. La AER expresa diferentes genes que
parecen jugar un rol importante en el crecimiento; entre
éstos se destacan algunos de los miembros de la familia de
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los Factores de Crecimiento Fibroblasticos (FGFs) [4]. La
aplicacion exogena de FGF—8, FGF—4, o FGF-2 pueden
rescatar el desarrollo del primordio del miembro cuando
la AER ha sido removida experimentalmente [5]. A pesar
de estas evidencias, los mecanismos de sefializacion de los
FGFs en la cresta y su relacion con la funcion de la zona de
progreso (ZP) atin no han sido caracterizados en detalle. La
inhibicion de la expresidon continua de FGF—8 durante la
embriogénesis por infecciones virales, causa alteraciones
en el desarrollo del esqueleto de los miembros anteriores
y posteriores [6]. Estos resultados sugieren que el FGF-8
no solo estéd involucrado en la iniciacion, crecimiento y
modelado del miembro, sino también en la formacion del
eje antero—posterior del organismo.

El objetivo del presente trabajo ha sido emplear técni-
cas moleculares para obtener una proteina recombinante
para el FGF-8, aislando el gen de Rhinella arenarum y
posteriormente analizar por medio de herramientas bioin-
formaticas su relacion con otros miembros de esta familia
de moléculas en vertebrados. Con este estudio se sientan las
bases moleculares para llevar a cabo estudios estructurales
y fisioldgicos para comprender mejor el rol que cumpliria
este factor en el desarrollo de los apéndices pares de
vertebrados. Ademas nos brinda la posibilidad de obtener
un anticuerpo policlonal heterdlogo para emplear como
herramienta de estudio en el desarrollo de los apéndices
pares en la especie Rhinella arenarum.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Los embriones de Rhinella arenarum fueron obtenidos
por fertilizacion in vitro segun los métodos descriptos por
Casco y col. (1992) [7]. Los distintos estadios se obtu-
vieron manteniéndolos en solucion Holtfreter, en acuarios
apropiados a 20 + 2 °C, fotoperiodo de 12 hs. luz: 12 hs.
oscuridad. La clasificacion de los estadios embrionarios y
larvales fue realizada conforme a la clasificacion de Gosner
(1960) [8].

Aislamiento y purificacion de ARN total

El aislamiento de ARN total fue realizado tomando
como base los protocolos de Sive y col. [9]. La concen-
tracion y calidad de la solucidn fue determinada midiendo
la relacion densidad éptica (DO) 260/280. El ARN fue
almacenado como una solucién acuosa a -80 °C hasta el
momento de uso.
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Obtencion del ADN copia

La reaccion fue llevada a cabo colocando simultanea-
mente 1 pl de las enzimas transcriptasa inversa y ADN
polimerasa, junto con 1 pl de cada uno de los cebadores
(RaFGF-8fo: gAATTC ATg AAC TAC ATC ACC TCC AT
y RaFGF-8re: AAg CTT CAT CCg AgA ACT TgA ATA
TC; Biodynamics®); 0,2 mM de cada desoxirribonucledti-
do; 1,5 mM de MgCl,; solucion buffer 10X; agua estéril y
aceite mineral. Para el disefio de los cebadores, fue tomada
la secuencia del ARN mensajero que codifica para el FGF8b
de Xenopus laevis de la base de datos Medline. Acc. N° NM
001090435, a los que se les adicionaron en sus extremos
5’ sitios de restriccion Eco Rl 'y Hind 111 respectivamente.
(Biodynamics®). La reaccion de sintesis de las primeras
hebras del ADN copia a partir del ARN mensajero fue rea-
lizada durante 45 minutos a 48 °C; a continuacion se realizé
la PCR durante 32 ciclos. El programa seleccionado en el
termociclador fue el siguiente: 1 minuto a 90 °C, 90 se-
gundos a 65 °C y 2 minutos a 72 °C. Finalizada la reaccioén
de amplificacion, se realizo la separacion electroforética
en geles de agarosa al 1% para confirmar la presencia y
calidad del producto amplificado. Una vez amplificado, el
producto fue identificado, purificado y guardado a -20 °C
hasta el momento de su uso.

Plasmidos empleados

Para el clonado del fragmento amplificado por PCR se
utilizo el vector pCR-2.1 TOPO (Invitrogen®) y para la
expresion de la proteina recombinante el vector pMAL—c2
(Biolabs®).

Transformacion de las bacterias competentes

El proceso de transformacion de las células competentes
fue realizado segun lo descripto por Chung y col. [10]. Las
distintas transformaciones se hicieron realizando todos los
controles correspondientes.

Clonado del fragmento de PCR en el vector pCR 2.1-TOPO

El fragmento de ADN amplificado por PCR, fue ligado
al vector pCR 2.1-TOPO (Invitrogen®) para obtener la
construccion [pCR 2.1-TOPO/RaFGF-8]. Las construccio-
nes fueron sembradas en una placa conteniendo LB—agar
mas ampicilina, X—Gal e IPTG. Las colonias blancas obte-
nidas fueron replicadas en una nueva placa numerada para
identificar cada colonia transformada. Fueron elegidas 5
colonias blancas al azar y purificados los ADN plasmidicos
correspondientes.
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Construccion [pMal-c2/RaFGF-8]

Los plasmidos con la construccion [pCR 2.1-TOPO/
RaFGF-8] fueron digeridos con las enzimas de restriccion
Eco Rl'y Hind 111 (Biodynamics®). Los productos de la
mezcla de digestion fueron separados electroforéticamente
en un gel de agarosa al 1%. El fragmento liberado de la
colonia 6 fue purificado del gel de agarosa y ligado al
vector pMal—c2 (Biolabs®) previamente digerido con las
mismas enzimas de restriccion.

Expresion de la proteina recombinante

Bacterias BL 21 (DE3) transformadas con la construc-
cién [pMAL—c2/RaFGF-8] fueron cultivadas en medio LB
suplementado con ampicilina (100 pg/ml) durante toda la
noche a 37 °C en agitacion a 180 g. El cultivo fue diluido
a una concentracion 1/100 e incubado en las mismas con-
diciones hasta alcanzar una DO= 0,5 - 0,6. La expresion
de la proteina fue inducida mediante el agregado de IPTG
(concentracién final ImM), seguida de la incubacién por
5 horas a 37 °C. Las bacterias fueron cosechadas por
centrifugacion a 5000 g durante 15 minutos. El pellet fue
resuspendido en solucion de sonicado (Tris—HCl 20 mM
pH 8, NaCl 200 mM, EDTA 1mM). La ruptura celular fue
llevada a cabo usando un procesador ultrasénico de TM
alta intensidad Vibra—cell VCX—600 (Sonics & Materials
Inc.) con pulsos de 2,5 - 10 segundos durante 1 minuto.
Posteriormente fue centrifugada a 4 °C y 5000 g durante
15 minutos. Tanto el sobrenadante como los pellets fueron
recolectados y almacenados a -20 °C hasta el momento
de ser utilizados. La electroforesis en geles de poliacri-
lamida en condiciones desnaturalizantes (SDS—PAGE)
fue realizada segun el método descrito por Laemmli U.
K. [11], utilizando como soporte geles discontinuos de
poliacrilamida al 15%.

Secuenciacion del ADN y analisis Bioinformatico

La secuenciacidon del ADN de la construccién [pCR
2.1 TOPO/RaFGF-8] colonia 6 fue realizada siguiendo
el método de extension de cebadores simples, empleando
un Termociclador BigDyeTM, y el producto purificado
por medio de etanol, fue secuenciado usando el equipo
Secuenciador Automatico 3730x1. [12] Para el analisis
bioinformatico de los resultados de la secuenciacion del
ADN se empled un alineamiento heuristico simple con la
herramienta BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) del
NCBI. Adicionalmente se realizé un analisis de alineamien-
to multiple con el programa ClustalX 2.0.11, enfrentando la
secuencia del gen traducida para el FGF-8 de Rhinella are-
narum con proteinas para el mismo factor de otras especies
de vertebrados cuyas secuencias se encuentran en la base

de datos del NCBI. Para realizar el analisis filogenético
primero se realiz6 una busqueda en la base de datos Gen-
Bank de secuencias proteicas para FGF—8 pertenecientes
a diferentes especies (Xenopus laevis, Xenopus tropicalis,
Danio rerio, Gallus gallus, Homo sapiens, Mus musculus).
Con estas secuencias se armé un unico archivo FASTA que
sirvio como entrada para el programa. En primer lugar, el
programa realizd un alineamiento multiple de las secuen-
cias con el programa MUSCLE. Este alineamiento multiple
fue depurado mediante el programa Gblocks para preservar
solamente los bloques conservados entre las secuencias, los
que representaron las regiones con informacion 1til para el
analisis filogenético. Posteriormente fue construido el arbol
filogenético. Para ello fue utilizado el programa PhyML
que emplea el método de Méaxima Verosimilitud (Maximum
Likelihood), usando célculos probabilisticos para encontrar
el arbol que mejor se ajusta a la variacion observada de
las secuencias. Como ultimo paso, el arbol generado fue
visualizado mediante el programa TreeDyn.

RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion del fragmento que codifica el FGF-8 Rhinella
arenarum

El gen que codifica para el Factor de Crecimiento Fibro-
blastico 8 de Rhinella arenarum (RaFGF-8) fue amplificado
por PCR usando como cebadores RaFGF-8fo/RaFGF—-8re
(Biodynamics®) a partir de ADN copia de Rhinella are-
narum. En la Figura 1 se muestra una electroforesis en gel
de agarosa al 1% donde puede observarse el fragmento de
ADN amplificado de 636 pb.

1000 bp

700 bp

500 bp

FIGURA 1: Electroforesis en gel de agarosa al 1 %. 1- Calle 1, producto de
PCR utilizando los cebadores FGF8fo/ FGF8re. 2- Calle 2, Marcador de Peso
Molecular (DNA Ladder 1Kb Plus, Invitrogen®).
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FIGURA 2: SDS-PAGE al 15 %: productos proteicos obtenidos en el sobrena-
dante y pellet de diferentes cultivos de bacterias E. coli Top 10 [pMal-c2/
BaFGF-8] inducidas. 1: Calle 1, pellet colonia 6. 1: Calle 2, sobrenadante
colonia 6. 3: Calle 3, pellet colonia 8. 4: Calle 4, marcador de masa molecular
(Pharmacia®). 5: Calle 5, sobrenadante colonia 8. é: Calle 6, pellet colonia 4. 7:
Calle 7, sobrenadante colonia 4. 8: Calle 8, lisado de células Top 10.

Expresion de FGF-8 a partir de E. coli BL21 (DE3) [pMal-c2/
RaFGF-8]

Para la expresion del FGF—8 se seleccionaron tres colo-
nias transformantes al azar. (Figura 2) La masa molecular
de la proteina de fusion fue estimada en 66 kDa, como era
de esperar (43 kDa corresponden a la proteina de union
a la Maltosa (MBP) y 23 kDa a la FGF-8 de Rhinella
arenarum). La colonia 8 expreso la proteina recombinante
en forma soluble, por lo que fue la escogida para continuar
con los estudios de purificacion.

Secuenciacion del ADN y andlisis Bioinformatico

La secuenciacion del ADN de la construccion [pCR 2.1
TOPO/RaFGF-8] colonia 6, confirma la identidad del gen
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FIGURA 3: Andlisis Bioinformatico empleando el programa Nucleotide BLAST
2. Alineamiento entre el gen del FGF-8 de Rhinella arenarum obtenido en el
presente trabajo y el gen FGF-8b de Xenopus laevis publicado por Fletcher
y col., 2006.
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FGF-S8, el cual se publicd en la base de datos del PubMed
cuyo numero de acceso es FJ 225795. Del analisis del
alineamiento realizado con la secuencia correspondiente
a Xenopus laevis (Figura 3) se observé una identidad del
98%, esto implica que 625 nucleodtidos se encuentran con-
servados y en la misma posicidn relativa con respecto a los
636 nucleotidos totales. El porcentaje de gaps a lo largo
del alineamiento fue nulo y por tanto, el valor E fue de
0.0. Puede concluirse que el gen FGF-8 obtenido a partir
de Rhinella arenarum posee un altisimo grado de identidad
con el publicado por Fletcher y col. (2006) para Xenopus
laevis [13].

Como muestra la Figura 4, fue posible observar que
la secuencia de aminoacidos para el FGF-8 de Rhinella
arenarum posee un alto grado de homologia con secuencias
de aminoacidos para el mismo factor de otras especies
analizadas, demostrando que existe una relacion evolutiva
muy proxima con los genes analizados. El empleo de esta
herramienta fue til para construir un arbol filogenético
(Figura 5).

El resultado obtenido fue un dendrograma que muestra
la relacién evolutiva entre las especies analizadas y una
cierta probabilidad asociada a esa relacion. Como se puede
observar en la Figura 5, el gen de FGF-8 perteneciente a la
especie analizada en este trabajo (Rhinella arenarum) mos-
tro una estrecha relacion con sus homoélogos de Xenopus
laevis y Xenopus tropicalis.

La actividad de FGF-8 esta regulada por empalme alter-
nativo y éste proceso se ha verificado en humanos, ratones,
pollos y Xenopus (Fletcher y col., 2006 [13]; Crossley &
Martin, 1995 [14]; Gemel y col., 1996 [15]; Ghosh y col.,
1996 [16]; Haworth y col., 2005 [17]; MacArthur y col.,
1995 [18]). El ARNm alternativamente empalmado, da
origen a isoformas proteicas que difieren en la longitud
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FIGURA 4: Andlisis Bioinformatico empleando el programa ClustalX 2.0.11.
Alineamiento multiple para los productos del gen FGF-8 de Rhinella arenarum
(F1225795) y distintos organismos cuyas secuencias de aminoacidos han
sido publicadas previamente en el NCBI. Xenopus lagvis (NM_001090435.1);
Xenopus tropicalis (NM_001008162.1); Gallus gallus (NM_001012767.1);
Danio rerio (NM_131281.2); Homo sapiens (NM_006119.3); Mus musculus
(NM_008004.4). Referencias: (*) Indica residuos de aminoacidos idénticos
completamente conservados; () Indica que existe una fuerte identidad entre
grupos; (.) Indica que existe una débil identidad entre grupos.
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FIGURA 5: Dendrograma del arbol filogenético construido con el programa Phylogeny. Se pueden observar las estrechas relaciones evolutivas entre las
diferentes especies analizadas y la probabilidad asociada a dicha relacion. Rhinella arenarum (F1225795); Xenopus laevis (NM_001090435.1); Xenopus tropicalis
(NM_001008162.1); Gallus gallus (NM_001012767.1); Danio rerio (NM_131281.2); Homo sapiens (NM_006119.3), Mus musculus (NM_008004.4).

y/o secuencia del extremo N, algunos de los cuales in
vivo, poseen actividades diferentes ( Fletcher y col., 2006
[13]; MacArthur y col., 1995 [18]; Blunt y col., 1997 [19];
Olsen y col., 2006 [20]; Song y col., 2000 [21]). El uso de
un pequefio numero de modelos animales tradicionales es
insuficiente para comprender la evolucion de la diversidad
morfologica por lo que resulta de sumo interés ampliar el
uso de modelos alternativos, morfoldgicamente divergentes
para dilucidar los mecanismos moleculares que subrayan
las diferencias morfologicas entre las especies (Cretekos y
col. 2007 [22]).

El alto grado de homologia exhibida entre el gen que
codifica para FGF—8 de Xenopus laevis y Rhinella are-
narum permite sugerir que los mecanismos de regulacion
de su expresidn serian muy semejantes, soportando la
hipotesis que se trata de un gen altamente conservado en
vertebrados y, de este modo, permitira continuar nuestras
investigaciones tendientes a dilucidar su rol especifico
durante el desarrollo de los miembros de vertebrados.

CONCLUSION

En el presente trabajo se ha logrado obtener, empleando
herramientas clasicas de biologia molecular, la proteina
recombinante para el Factor de Crecimiento Fibroblastico 8
de una especie de anfibios autoctonos (Rhinella arenarum)
ampliamente usada en estudios de biologia del desarrollo
de vertebrados en nuestro pais. La expresion de la proteina
se obtuvo en forma soluble, lo que permite su purificacion a
partir de una columna de amilosa. Se pudo comprobar que
dicho gen posee un alto grado de similitud de secuencia con
los otros Factores de Crecimiento Fibroblastico publicados
por diferentes autores en otras especies. Del analisis del
dendrograma, se puede concluir que el gen codificante
para el FGF-8 obtenido de Rhinella arenarum mostrd
una estrecha cercania con sus homdlogos de Xenopus
laevis y Xenopus tropicalis, a pesar de que las relaciones
evolutivas entre estos anfibios aparece muy distante. Con
estos resultados, se pudo depositar la secuencia para el

FGF-8 de Rhinella arenarum en la base de datos NCBI,
cuyo nimero de acceso es: FJ225795. Desde un punto tec-
nolodgico, resulta muy importante contar con esta proteina
recombinante, ya que brinda la posibilidad de llevar a cabo
estudios estructurales y fisiologicos tendientes a compren-
der mejor el rol que cumpliria el FGF-8 en el desarrollo de
los apéndices pares de vertebrados. Adicionalmente a partir
de ésta proteina recombinante, se intentara la obtencion
de anticuerpos policlonales heterélogos generados a partir
de una secuencia génica de Xenopus laevis en una especie
de interés bioldgico ecoldgico de amplia distribucion en
la region y que constituye uno de los principales modelos
experimentales de vertebrados en nuestro pais.
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Ensayos preliminares in vitro de la capacidad aflatoxigénica de

Aspergillus flavus aislados de mani
Maria E. Schapovaloff, Isabel A. Sefiuk, Maria C. Vedoya, Martha G. Medvedeff.

In vitro preliminary assessment of aflatoxin ability of Aspergillus flavus from peanuts

ABSTRACT

In the present peanut study fungi level contamination, morphological characterisation of Aspergillus flavus
populations and their aflatoxins production in a medium with an indicator were determined. A thousand postharvest
peanuts were placed in groups of five in Petri dishes for fungi development. Fungi were isolated in Czapeck agar
for Aspergillus species identication.

To determine aflatoxins presence in Aspergillus populations, a coconut agar medium was used. A 52% of the seeds
showed fungi contamination, from which 57 A. flavus were isolated. Aflatoxin—producing colonies were detected
under long-wave UV light (365 nm) by blue fluorescence around the colonies, 12 % of A. flavus strains showed to
be aflatoxin producers.

KEY WORDS: Aspergillus flavus, aflatoxins, peanut.

RESUMEN

En el presente trabajo se determind, en semillas de mani el nivel de contaminacion flingica, caracterizacion
morfologica de poblaciones de Aspergillus flavus y la produccion de aflatoxinas en un medio indicador. Se ensayaron
mil semillas de mani poscosecha distribuidas en grupos de cinco por placa de Petri, para la exteriorizacion de los
hongos. Las especies de Aspergillus se aislaron en agar Czapek para su identificacion. La produccion de aflatoxinas
de las poblaciones de A. flavus, se evalud con el medio de agar coco. El 52% de las semillas present6 contaminacion
fungica y se obtuvieron 57 aislamientos de A. flavus. Mediante visualizacion de un halo azul fluorescente bajo luz
UV, un 12% de las cepas de A. flavus manifestaron ser productoras de aflatoxinas.

PALABRAS CLAVE: Aspergillus flavus, aflatoxinas, mani.

INTRODUCCION

El mani (Arachis hypogaea L.) es uno de los cultivos
leguminosos mas importante del mundo. Su origen esta
en Sudamérica, donde el género Arachis estd ampliamente
distribuido en Brasil, Paraguay, Bolivia, Argentina y
Uruguay [1].

El mani tiene importancia como alimento por su valor
energético y nutricional. Es una fuente rica en proteinas
(25 % de la masa de los granos) y vitamina E (antioxidan-
te), ademas de contener vitaminas del complejo B, acido
félico, y minerales como calcio, fésforo, potasio y zinc
[2].

Participa con 10 % de la produccion mundial de aceite
comestible, siendo los principales productores: India, China,
Estados Unidos, Nigeria, Indonesia y Senegal [3]. La Argen-
tina es el segundo exportador de mani después de EE.UU.,
principalmente para consumo humano directo [4].

El mani esta expuesto a contaminacién por hongos. La
contaminacion o la invasién por estos microorganismos
pueden ocurrir en el suelo, durante el proceso de formacion
de las semillas, en la colecta y también en las fases de

secado y almacenamiento [5, 6, 7, 8, 9]. Los mohos respon-
sables mas frecuentes pertenecen a los géneros Aspergillus,
Penicillum y Rhizopus [10].

En condiciones favorables, varias especies fingicas
pueden producir micotoxinas que son metabolitos secun-
darios con potencial para causar toxicosis en el hombre
y en los animales; cuando las semillas contaminadas son
destinadas a la alimentacion. En el grupo de estas sustan-
cias, las mas encontradas en los granos de mani y en sus
derivados son las aflatoxinas B, B,, G, y G, (AFB,, AFB,,
AFG |, AFG,) [11, 12]. Estas micotoxinas son producidas,
principalmente, por cepas toxigénicas de Aspergillus flavus
Link y por Aspergillus parasiticus Speare [13].

La presencia de aflatoxinas es mayor en mani respecto
a otras especies, debido a la alta afinidad del género As-
pergillus por el cultivo, principalmente en condiciones de
estrés hidrico hacia fines del ciclo [14], o elevada humedad
durante la cosecha [15].

La presencia de micotoxinas en los alimentos conlleva
a efectos toxicos agudos o cronicos en la salud humana y
animal, lo que ha determinado la regulacion de sus niveles
tanto nacional como internacionalmente. El control sanitario
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es factor condicionante de la comercializacion de los granos
[16].

Los objetivos que motivaron este estudio consistieron
en la determinacion del nivel de contaminacion fungica,
caracterizacion morfologica de poblaciones de Aspergillus
Sflavus en semillas de mani destinadas a consumo humano,
asi como también la produccion de aflatoxinas, in vitro, en
un medio indicador.

MATERIALES Y METODOS

Se procesaron mil semillas de mani producidas y
comercializadas en diferentes zonas de la provincia de
Misiones.

Areas de estudio

Las muestras estudiadas fueron obtenidas de seis mu-
nicipios productores de mani de la provincia de Misiones:
Dos de Mayo, Leandro N. Alem, Apdstoles, Montecarlo,
San José y Posadas.

El clima de estas areas es subtropical sin estacion seca,
con abundantes precipitaciones de una media anual de 1700
mm (Tabla 1).

Tabla 1. Coordenadas geograficas, altitud, temperatura y precipitacio-
nes de los sitios de origen de las muestras procesadas.

Coordenadas U EEUTEE
Localidad e Altitud medias Precipitaciones
geograficas -
Estival | Invernal
27°23"0'S . .
Posadas 55° 53 0' W 124 m 27°C 16°C 2000 mm
) 27°46"12'S . .
San José 55° 46" 49' W 172 m 25°C 15°C 1650 mm
) 27°54"51'S . .
Apostoles 55° 45" 18' W 151m 24°C 14°C 1600 mm
27°36"0'S . .
Leandro N. Alem 55° 19" 0' W 290 m 21°C 14°C 1788 mm
27°1"12'S . .
Dos de Mayo 54° 41" 4' W 555 m 25°C 16°C 1700 mm
26°33"0'S . .
Montecarlo 54° 44" O' W 175 m 28°C 15°C 1750 mm

Método de incubacion en papel de filtro

Para detectar los hongos asociados a las semillas de
mani, se utilizo6 la técnica de Neergaard [17]. Se seleccio-
naron 50 semillas, aparentemente sanas, de cada una de
las veinte muestras obtenidas y estas fueron transferidas,
asépticamente, en grupos de cinco a placas de Petri. En la
base de cada placa se dispuso papel de filtro esterilizado
y embebido en agua destilada estéril. Las semillas, conve-
nientemente distribuidas en las placas, fueron incubadas
en estufa a temperatura de 25 °C £ 2 °C por un periodo
de 7 a 14 dias para la exteriorizacién y desarrollo de los
hongos [18].
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Identificacion de los hongos

Tras la visualizacion del desarrollo fingico en las
semillas de mani, se procedio al aislamiento de las dife-
rentes especies para la posterior identificacion en base a las
caracteristica macro y microculturales [19].

Determinacion de las especies Aspergillus

Se aislaron los Aspergillus de color verde oliva ama-
rillento, tipico del grupo 4. flavus. Para la identificacion
presuntiva de 4. flavus se utilizé el medio diferencial 4.
flavus y A. parasiticus agar (AFPA) [20]. En este medio,
esta especie produce una coloraciéon naranja—amarillenta
caracteristica en el reverso de la colonia luego de 48 h de
incubacion a 30 °C. La mayoria de las caracteristicas fueron
observadas a los 7 dias de incubacion. La identificacion
definitiva de las cepas se realizo de acuerdo con la clave de
Klich y Pitt (1988) [21] y Pitt y Hocking (1997) [20].

Presencia de aflatoxinas

Para determinar la presencia de aflatoxinas en las
poblaciones de A. flavus, las cepas se sembraron en medio
rapido de deteccion agar coco (AC) y se incubaron durante
5 dias a 25 °C. Tras el desarrollo fungico las placas de AC
se observaron bajo luz ultra violeta (365 nm). La presencia
de un halo fluorescente azul alrededor de la colonia indica
produccion in vitro de la toxina [22].

RESULTADOS Y DISCUSION

De las muestras de semillas de mani analizadas, el 52 %
presentd contaminacién fungica y fueron identificados los
siguientes géneros: Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Rhizopus y Sclerotium. Dentro de los géneros encontrados,
se aislaron hongos de almacenamiento como de suelo [23].

El analisis sanitario de las semillas contaminadas acusé
una ocurrencia simultanea de mas de una especie fungica en
la misma semilla. Asociaciones de A. flavus, R. stolonifer'y
A. niger fueron frecuentes. Se debe tener en cuenta que la
humedad relativa, la presencia de agua y las variaciones de
temperatura, durante el proceso de formacion y desarrollo
de las semillas, son factores determinantes en la intensidad
de la infeccion y contaminacion por estos microorganismos
[24].

Del 52 % de las semillas de mani procesadas, que
presentaron contaminacidn fungica, se aislaron 57 cepas
de A. flavus. Especies de Aspergillus son consideradas
iniciadoras del deterioro de las semillas y granos, causando
dafio, decoloracion y alteraciones nutricionales [6].
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Es importante destacar que las condiciones ambienta-
les que favorecen el desarrollo de los hongos no son las
mismas que favorecen la formacion de aflatoxinas. La
temperatura optima de crecimiento, especialmente para
A. flavus, esta entre los 36 °C y 38 °C, con registros de
actividad entre los 8 °C y 44 °C, con humedad relativa
superior al 80 %. Mientras que la produccion maxima de
aflatoxinas se registra en el intervalo de 25 °C a 28 °C [25].
En Misiones, estas condiciones climaticas son habituales,
no s6lo en temporada estival sino incluso durante periodo
invernal.

De las 57 cepas de A. flavus analizadas, el 88 % (50/57)
no produjeron halo azul fluorescente bajo luz UV en agar
coco a los 5 dias de incubacidn, el 12 % (7/57) fue fuerte-
mente fluorescente. La incubacion de A. flavus en agar coco
y su posterior exposicion bajo luz UV, ha sido una prueba
rapida y efectiva en la deteccion de cepas aflatoxicogénicas
[26]. Davis ef al. (1987) confirmaron por analisis quimico
la produccion de aflatoxinas de las cepas que producen
halo azul fluorescente en este medio de cultivo. Las que
producen halo intenso son potentes productoras de afla-
toxinas [22]. Inquieta la frecuencia de aislamiento de 4.
flavus, los cuales frente a factores ambientales especificos
pueden producir las AFB, y AFB,, potentes metabolitos
teratogénicos y carcinogénicos [21, 27, 28, 29, 30].

CONCLUSIONES

Se constatd la presencia de los siguientes hongos aso-
ciados a las semillas de mani: Aspergillus spp., Fusarium
spp., Penicillium spp., Rhyzopus spp. y Sclerotium spp.

Del 52 % de las semillas que presentaron contamina-
cion fingica, se obtuvieron 57 aislamientos de Aspergillus
flavus.

El estudio de la capacidad aflatoxigénica in vitro, de las
cepas de A. flavus fue de un 12 %.

Los cuidados en el almacenamiento, en especial en el
control de humedad y temperatura, ayudarian a la preven-
cion de la contaminacion fingica en las semillas de mani,
tanto para el consumo “in natura” como para productos
industrializados.
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Aeromonas spp. involucradas en infecciones extraintestinales
diagnosticadas en centros de salud de Posadas, Misiones

Marina, Quiroga; Maria Teresa Lezcano; Bibiana Martin Talavera

Aeromonas spp. involved in extraintestinal infections diagnosed in health centers of Posadas,

Misiones
ABSTRACT

We studied 21 Aeromonas strains involved in extraintestinal infections diagnosed in health centers of Posadas in the
period 2002-2006. A 90.5 % of the isolations were coming from skin, wounds and bone infections. The average age
of the patients was 53 years old, with predominance of males. The susceptibility to different antimicrobial agents
was determined. Hydrolysis on B-lactams and the presence of B-lactameses were investigated by the iodometric
method on agar and by phenotypic methods, respectively.

All of the strains showed hydrolytic activity in front of two or more B-lactams. By phenotypic methods, the
production of inducible B-lactamases was detected but no BLEE and metallo-B-lactamases were detected.

Our results support the hypotheses that it would be possible that the resistance acquired in Aeromonas spp. is
associated to the use of antimicrobial agents and mediated by enzymatic mechanisms and selective pressure
caused by excess of prescriptions.

KEY WORDS: Aeromonas, extraintestinal infections, susceptibility, antimicrobial agents.

RESUMEN

Estudiamos 21 cepas de Aeromonas involucradas en infecciones extraintestinales diagnosticadas en centros de
salud de Posadas en el periodo 2002-2006. El 90,5 % de los aislamientos provenian de infecciones de piel, partes
blandas y hueso. La edad promedio de los pacientes fue de 53 afios, con predominio del sexo masculino.

Se determind la sensibilidad a diferentes antimicrobianos. La hidrdlisis de B-lactamicos y la presencia de
B-lactamasas se investigaron por el método iodométrico en agar y por métodos fenotipicos, respectivamente.
Todas las cepas mostraron actividad hidrolitica frente a dos 0 mas B-lactamicos. Se detect6 fenotipicamente la
produccién de B-lactamasas inducibles no asi la de BLEE ni de metalo-B-lactamasas.

Nuestros resultados apoyan las hipotesis de que seria posible que la resistencia adquirida en Aeromonas spp.
esté asociada al uso de antimicrobianos y mediada por mecanismos enzimaticos y presion selectiva causada por

exceso de prescripciones.

PALABRAS CLAVE: Aeromonas, infecciones extraintestinales, susceptibilidad, antimicrobianos.

INTRODUCCION

Los miembros de la familia Aeromonadaceae han sido
reconocidos hace mas de 100 afios. Durante muchos afios,
el mayor foco de atencion respecto a esta familia se centr
en su rol como patdgenos de reptiles, anfibios y en especial,
peces.

En 1968, una publicacion de Von Graevenitz y Mensch
[1] hizo que el estudio de estos microorganismos derivara
hacia su rol como potenciales patégenos humanos.

Actualmente, la participacion de estos microorganismos
en gran variedad de infecciones humanas ha sido docu-
mentado mundialmente [2, 3], sugiriendo una etiologia
compleja en que las cepas poseen una variedad de factores
de virulencia en diferentes asociaciones [4].

De entre los sindromes clinicos documentados destacan:
bacteriemias y septicemias en pacientes inmunodeprimidos

[5, 6, 7]; meningitis tanto en nifios como en adultos [8];
peritonitis [9]; infecciones de tejidos blandos y huesos [6];
infecciones del tracto respiratorio en inmunocompetentes
[10] e inmunocomprometidos [11,12]; raras infecciones
oculares [13, 14]; y sindrome urémico hemolitico [15].

En los ultimos afios, ha sido informado su aislamiento
en prostatitis y shock séptico [16]; fascitis necrotizante
[17]; traqueobronquitis [18]; cistitis [19], entre otras
infecciones humanas.

Respecto a su resistencia a antimicrobianos, diversos
autores han propuesto que las especies de Aeromonas son
capaces de adaptarse rdpidamente a las drogas usadas
comunmente en medicina, representando un riesgo a la
salud publica [20].

Por otra parte, ya ha sido informado [21, 22] que en
estos microorganismos el indculo bacteriano y la produc-
cién de multiples B—lactamasas, que se caracterizan por ser
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inducibles, es critica para la manifestacion de un fenotipo
de resistencia.

En la altima década, han aumentado los informes
acerca de una alta mortalidad relacionada a infecciones
extraintestinales causadas por Aeromonas spp., en especial
en pacientes inmunocomprometidos [17, 23, 24].

Algunos microbiologos [25] opinan que esto podria
ser debido al poco conocimiento existente acerca de los
patrones de resistencia que exhiben estas cepas extraintes-
tinales, lo que impediria establecer un tratamiento empirico
exitoso.

Por lo antes expuesto, hemos desarrollado este trabajo
con el objetivo de conocer algunos rasgos epidemiologicos,
estudiar la sensibilidad a antimicrobianos y detectar la
presencia de enzimas B—lactamasas en cepas de Aeromonas
involucradas en infecciones extraintestinales diagnosticadas
en pacientes internados en distintos centros de salud de la
ciudad de Posadas, Misiones, Argentina.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

Se incluyeron en el estudio 21 cepas de Aeromonas
spp. aisladas de infecciones extraintestinales en el periodo
2002-2007, en pacientes internados en el Hospital Central
“Dr. Ramo6n Madariaga” y sanatorios privados de la ciudad
de Posadas, Misiones.

Las cepas, conservadas en agar blando (caldo tripticasa
soya, CTS + 7 0/00 agar—agar) a temperatura ambiente y
en la oscuridad, fueron transferidas a placas de agar san-
gre, con técnica para aislamiento, a fin de corroborar su
viabilidad y pureza.

La identificacion bioquimica se realizd segiin metodo-
logia convencional [26].

Estudio de sensibilidad a antimicrobianos

Se determind la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) por el método de dilucion en medio liquido segun
normas y puntos de corte definidos por el CLSI [27].

Se ensayaron los siguientes antimicrobianos (droga
pura de potencia conocida): ampicilina (AMN), genta-
micina (GEN), trimetoprima—sulfametoxazol (TMS) y
ciprofloxacina (CIP) de laboratorios Bago, sulbactama (en
asociacion con ampicilina) (AMS) y cloranfenicol (CMP)
de laboratorios Pfizer, cefalotina (CTN) y ceftazidima
(CAZ) de Glaxo, cefotaxima (CTX) de Hoechst Marion
Roussel, cefepima (FEP) y amicacina (AKN) de Bristol—
Myers Squibb e imipenem (IMP) de Merck—Sharp and
Dohme, todos ellos de Argentina.

Como controles se utilizaron cepas patrones: Esche-
richia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218 y
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Los ensayos se
realizaron por duplicado.

Estudio de la actividad hidrolitica frente a B-lactamicos

Los ensayos de hidrdlisis de 3—lactamicos de las cepas
en estudio se realizaron por el método iodométrico en agar
[28] trabajando con extractos enzimaticos crudos.

Para la obtencion del extracto enzimatico, una ansada de
un cultivo de 24 hs de cada microorganismo fue transferida
a un tubo estéril conteniendo 5 ml de caldo tripticasa soya
(CTS) el que se incub6 en incubador Shaker a 120 r.p.m,
35 °C durante 6 hs. Luego del periodo de incubacion, 1 ml
del CTS fue transferido a un tubo cénico estéril contenien-
do 9 ml de CTS fresco que se incubd a 120 r.p.m, 35° C
durante 18 hs adicionales.

Cumplidos estos pasos se procedio a centrifugar los
tubos a 5000 r.p.m. durante 20 minutos, con enfriamiento
a4 °C cada 5 minutos.

El sobrenadante fue descartado y el sedimento se
resuspendi6 en 5 ml de buffer fosfato 20 mM, pH 7 y se
reiterd el proceso de centrifugacion descrito.

Se descarto el sobrenadante y los pellets fueron
resuspendidos en 3 ml de buffer fosfato 20 mM, pH 7 y
sometidos a agitacion con vortex.

La ruptura celular se realizé por un proceso de con-
gelacion (-20 °C)/descongelacion (temperatura ambiente),
10 veces.

Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a
12000 r.p.m. a 4 °C durante 15 minutos.

Los extractos enzimaticos crudos fueron alicuotizados
y conservados a —20° C hasta su utilizacion.

Para realizar el método iodométrico en agar [28], a
20 ml de medio de agar—almidon (0,5 gr de almiddn soluble
+ 1,5 gr de agar—agar en 100 ml de buffer fosfato 0,1 M
pH 7,0), fundido y termostatizado a 45 °C, se adiciond el
substrato en concentracion adecuada y 320 ul de una solu-
cionde I, /I (2 % I, 55 % IK). La mezcla se homogeneizo
y se volco en placas de vidrio de 9 cm de diametro. Una
vez solidificado, se sembraron en cada placa 20 pul de los
extractos enzimaticos crudos. Las placas fueron incubadas
a 4 °C, al abrigo de la luz durante 18 hs. Las lecturas se
realizaron cada 4 hs.

Se ensayaron los siguientes substratos (concentracion
final): ampicilina (AMN, 500 pg/ml), cefalotina (CTN,
500 pg/ml), oxacilina (OXA, 500 pg/ml), cefoxitina (FOX,
1000 pg/ml) e imipenem (IMP, 1000 pg/ml).

La formacion de un punto de decoloracion en el sitio
de depdsito de la gota, debida a la reduccién del iodo en
presencia de los productos originados por la hidrdlisis
enzimatica de los distintos antibioticos, fue considerada
indicativo de la presencia de enzimas B—lactamasas en los
extractos (reaccidn positiva).

Los ensayos se realizaron por duplicado.
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Busqueda de B-lactamasas

La busqueda de la presencia de 3—lactamasas se realizo
por métodos fenotipicos.

Los discos de antimicrobianos utilizados CTN (30 pg),
FOX (30 pg), CAZ (30 ng), CTX (30 pg), cefotaxima —cla-
vuldnico (CTX—clav, 30/10 pg) y ceftazidima—clavulanico
(CAZ—clav, 30/10 pg) asi como los discos con los inhibido-
res acido etilendiaminotetracético (EDTA, 372 pg) y acido
boroénico (BOR, 300 pg) fueron provistos por Laboratorios
Britania, Argentina. Los discos de IMP fueron provistos
por OXOID, Argentina y los de amoxicilina—clavulanico
(AMC, 20/10 pg) por BBL, Argentina.

Como control positivo se utilizd la cepa Aeromonas
hydrophila AE036.

La produccién de B-lactamasas inducibles tipo AmpC
se investigod con la técnica propuesta por Sanders [29] con
discos de IMP y FOX, y el ensayo de sinergia con acido
bordnico [30] con discos de CTN y FOX.

Para la busqueda de 3—-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) se utilizaron: la metodologia descripta por Jarlier
[31] con discos de CAZ, CTX y AMC; y la propuesta por
el CLSI con discos de CTX, CAZ, CTX—clavy CAZ—clav
[32].

La busqueda de metalo—(—lactamasas se realizo utili-
zando el ensayo de Hodge modificado [33] con discos de
IMP; el método descripto por Yong con discos de IMP ¢
IMP/EDTA [34] y el ensayo de sinergia con discos de IMP
y EDTA [33].

RESULTADOS

Durante el Periodo 2002—-2006 se recuperaron, de
muestras clinicas extraintestinales, 21 cepas de Aeromonas
spp. En el 76,2 % de dichas muestras, Aeromonas spp. fue
el tinico microorganismo recuperado.

Diecinueve aislamientos (90,5 %) provenian de
infecciones de piel, partes blandas y hueso: 6 de heridas
cortantes, 6 de traumatismos déseos, 3 de ulceras infectadas,
2 de heridas quirtrgicas y 1 de pie diabético. En 1 caso
solo se informo herida sin mayor especificacion. Las cepas
restantes fueron recuperadas, 1 de liquido abdominal y 1
de absceso pulmonar.

La edad promedio de los pacientes involucrados fue
de 53 afios (rango 11-71 afios), predominando los de sexo
masculino (81 %).

Se identificaron: 19 4. hydrophila (90,4 %), 1 A. jan-
daei (4,8 %) y 1 A. schubertii (4,8 %).

Los resultados obtenidos en los estudios de sensibilidad
(CIM,,) se muestran en la Tabla 1.

Todos los extractos enzimaticos de las cepas en estudio
mostraron actividad hidrolitica frente a dos o mas B—lacta-
micos. AMN, IMP, OXA y FOX fueron los antimicrobianos
mas afectados.

El 100 % de los extractos hidrolizaron a AMN e IMP
simultaneamente. De ellos, 11 (52,4 %) hidrolizaban tam-
bién OXAy FOX, 3 (14,3 %) CTN, OXAy FOX, 2 (9,5 %)
CTNy OXA, 1 (4,8 %) FOX y 1 (4,8 %) CTN (Tabla 2).

Tabla 1. CIM, a distintos antimicrobianos de 21 cepas extraintestina-
les de Aeromonas spp.

Antimicrobiano CIM90 (ug/ml) Rango (pg/ml)
AMN 128 32-256
AMS 64/32 4/2-128/64

CEF 256 8-512

CTX 0,25 0,015-0,5
CAZ 0,5 0.015-2

FEP 0,125 0,03-0,5
IMP 1 0,06-4

CIP 0,5 0,004-1
CMP 2 0,25-2

T™S 0,5/9,5 0,008/0,15- 8/152
GEN 1 0,125-1

AKN 1 0,06-1

AMN: ampicilina, AMS: ampicilina-sulbactama, CEF: cefalotina, CTX: cefotaxima,
CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, IMP: imipenem, CIP: ciprofloxacina, CMP:
cloramfenicol, TMS: trimetoprima-sulfametoxazol, GEN: gentamicina, AKN:

amicacina.

Tabla 2. Hidrdlisis de B-lactamicos por el método iodométrico de
extractos crudos de 21 cepas extraintestinales de Aeromonas spp.

N° de % de Antimicrobianos
cepas que cepas que
hidrolizaron* | hidrolizaron* | AMN CTN OXA FOX IMP
n="11 52,4 + + + +
n=3 14,3 + + + + +
n=3 14,3 + +
n=2 9.5 + + + +
n=1 4,8 + + +
n=1 438 + + - R N
Total (%) 21(100) | 6(28,6) | 16 (76,2) |15 (71,4) | 21 (100)

*método iodométrico, AMN: ampicilina, CTN: cefalotina, OXA: oxacilina, FOX:
cefoxitina, IMP: imipenem, +: positivo, -: negativo.

Utilizando FOX e IMP como inductores, en 12/21
(57,1 %) de los aislamientos se detectd la presencia de
f—lactamasas inducibles, comportandose FOX (10/12;
83,3 %) como mejor inductor que IMP (6/12; 50 %). Cua-
tro (4) aislamientos dieron resultado positivo con ambos
antimicrobianos.

La sinergia con acido boronico y cefalotina (11/21,
52,4 %) fue mejor indicador de la presencia de 3—lactamasas
inducibles que dicha sinergia con cefoxitina (6/21, 28,6 %).
Cinco (5) de estos aislamientos dieron un resultado positivo
con ambos antimicrobianos.

Ninguna de las cepas de deromonas estudiadas
mostraron fenotipicamente la produccion de BLEE ni de
metalo—f—lactamasas.

DISCUSION

Aeromonas spp., microorganismos ubicuos de medios
acudticos, presentan una distribucién mundial.

Son agentes etioldgicos de enfermedades en peces,
reptiles y anfibios, siendo recuperados frecuentemente de
agua, suelos y alimentos [2, 35].

El rol de estos microorganismos en gran variedad de
infecciones humanas ha sido documentado mundialmente
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[2, 36, 37], siendo poco frecuente su aislamiento en infec-
ciones extraintestinales tanto adquiridas en la comunidad
como hospitalarias.

A pesar de las dificultades que implica su caracteriza-
cion fenotipica [38], la diferenciacion de cepas individuales
de Aeromonas a nivel de especie es de importancia clinica
y epidemioldgica dada la variabilidad inter—especie en sus
factores de virulencia, en los perfiles de susceptibilidad a
antimicrobianos y en la distribucién geografica [39].

La identificacion de los aislamientos incluidos en este
estudio coincide con lo referido en la literatura, donde se
informa que so6lo cinco especies: Aeromonas hydrophila,
Aeromonas caviae, Aeromonas veronii biotipo sobria 'y
biotipo veronii, Aeromonas jandaei y Aeromonas schu-
bertii, han sido incuestionablemente establecidas como
patoégenos humanos, en virtud a su aislamiento (en cultivo
puro) de infecciones extraintestinales. De ellas Aeromonas
hydrophila, Aeromonas caviae y Aeromonas veronii bio-
tipo sobria representan mas del 85 % de los aislamientos
clinicos [2].

Analizando los resultados, observamos que la edad
promedio de nuestros pacientes (53 afios, rango 11-71
afios) coincide con lo referido por otros autores [40, 41].
Por otro lado, el predominio de las infecciones en hombres
en nuestro trabajo (81 %), también es coincidente con lo
relatado en la literatura [40, 41, 42, 43].

Esta relacion de infecciones extraintestinales por Aero-
monas, edad adulta y sexo masculino, podria deberse a la
mayor posibilidad, en dicha franja etaria y género, de sufrir
enfermedades malignas y enfermedades de base asociadas
como enfermedades cronicas del higado y cirrosis [44].

El mayor porcentaje (90,5 %) de nuestros aislamientos
provenian de infecciones de piel, partes blandas y hueso.
Probablemente, los principales factores de riesgo pueden
haber sido las lesiones en contacto con agua contaminada,
el suelo o cuerpos extrafios. Hallazgos que han sido am-
pliamente descriptos en la literatura [45, 46].

En nuestro estudio, s6lo en el 23,8 % de los casos,
Aeromonas spp. se encontraban asociadas a otros microor-
ganismos. Dicho porcentaje es menor a otros informes de
la literatura [40, 45, 47].

La sensibilidad a antimicrobianos tanto de aislamien-
tos clinicos, particularmente de origen intestinal, como
ambientales de Aderomonas spp. ha sido ampliamente
estudiada [35, 48, 49] presentandose como intrinsecamente
susceptible a todos los antimicrobianos activos frente a
bacilos Gram negativos no fastidiosos, con excepcion de
los B—lactamicos.

En este estudio, la sensibilidad de los aislamientos ex-
traintestinales refleja lo informado por otros autores [2, 49,
50]. Los hallazgos mostraron ser uniformemente resistentes
a ampicilina y susceptibles a las cefalosporinas de 3°y 4°
generacion, carbapenemes, aminoglucdsidos, cloranfenicol
y ciprofloxacina, presentando un bajo nivel de resistencia a
trimetoprima—sulfametoxazol y alta resistencia a cefalotina
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y al inhibidor sulbactama.

En cepas de Aeromonas ha sido descripta la presencia de
multiples B—lactamasas (cefaloporinasas de clase molecular
C, oxacilinasas de clase molecular D, metalo—3-lactamasas
de clase molecular B) [51, 52, 53], cada una de las cuales
muestra selectividad frente a distintos sustratos, pero que
al expresarse en conjunto se superponen.

La presencia de mecanismos enzimaticos participantes
en la resistencia a B—lactamicos de nuestras cepas, también
fue observada en este estudio.

Se demostro la presencia de B—lactamasas inducibles,
por métodos fenotipicos, en mas del 50 % de las cepas.

Ya ha sido descrito [54, 55] que muchas especies bac-
terianas, entre ellas Aeromonas spp., poseen 3—lactamasas
cromosomicas inducibles que normalmente se expresan
a muy bajos niveles. Sin embargo, en presencia de un
inductor dicha produccion enzimatica se incrementa.

Los antibidticos B—lactamicos difieren en su poder in-
ductor, siendo cefoxitina e imipenem los mas potentes. En
este estudio, cefoxitina se comportd como mejor inductor
que imipenem.

El aspecto clinico mas importante de este fendmeno,
es la emergencia de cepas resistentes que se asocian a
fallas terapéuticas, ya que, por presion antibiotica, podrian
emerger mutantes resistentes con sintesis de B—lactamasas
genéticamente desreprimida [56].

Respecto a la produccion de BLEE en cepas de 4ero-
monas, no es un evento frecuente. En la Argentina, recién
en el afio 2007, se realizo el primer informe de aislamiento
de Aeromonas spp. portadora de BLEE [57], hecho que no
hemos detectado en este estudio.

Los extractos celulares mostraron actividad hidrolitica
frente a penicilinas, cefalosporinas e imipenem, lo que
indicaria la presencia de al menos dos enzimas diferentes,
entre ellas una capaz de hidrolizar imipenem.

Esta conclusidn se basa en el hecho de que en Aeromo-
nas spp., las enzimas capaces de hidrolizar imipenem son
consideradas verdaderas carbapenemasas, ya que poseen
escasa actividad hidrolitica frente a sustratos diferentes a
los carbapenemes [21].

La ausencia de su deteccion fenotipica podria deberse
a que la expresion de metalo—B—lactamasas en Aeromonas
tiene niveles basales, siendo necesaria su induccién 6
desrepresion para detectarlas fenotipicamente, aspecto que
hemos observado en nuestras cepas [58] y que fuera ya
descrito por otros autores [59].

CONCLUSIONES

Nuestros resultados apoyan las hipdtesis de otros autores
quienes refieren que seria posible que la resistencia adquirida
en Aeromonas spp. esté asociada al uso de antimicrobianos
[60] y mediada por mecanismos enzimaticos y presion
selectiva causada por un exceso de prescripciones [20].
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Si bien las infecciones extraintestinales por Aeromonas
spp. no son frecuentes y las enzimas que producen, al ser
de origen cromosomico, no resultan particularmente preo-
cupantes todavia, la amplia difusion de estos microorga-
nismos en el medio ambiente los transforma en excelentes
reservorios.

Por otra parte, el uso de antibidticos no ha disminuido,
menos aun en areas en desarrollo, por lo que no seria
descabellado imaginar un futuro donde la presion selec-
tiva nos enfrente a aislamientos multirresistentes, con el
consecuente problema terapéutico.
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Enfermedad Invasiva Neumocacica (EISPn) en Pediatria: cinco anos
de vigilancia de la resistencia a p-lactamicos en Misiones, Argentina

Sandra L. Grenon, Gladis Z. Ayala, Lorena B. Leguizamon, Marcelo C. Salvi, Martha H. von Specht

Invasive Pneumococcal Disease (IPD) in children: five years of surveillance of resistance to

penicillin in Misiones, Argentina

ABSTRACT

This work presents the results of the surveillance (2004-2008) for b-lactam resistant Streptococcus pneumoniae
(Spn) in children with IPD (1 month to 14 years old) admitted at the Paediatric Hospital “Dr. Fernando Barreyro”.
One isolation for patient was considered. Minimal inhibitory concentration for penicillin (MICpen) and cefotaxime
(MICctx) was performed according to the Clinical and Laboratory Standards Institute 2009.

The number of cases diagnosed amounted 129, with peaks in Winter and Spring. By 2008 a significant decrease
(6,5 cases/year, r2 = 0,85) was observed. Fifty two percent were younger than 2 years old, 57.4 % being males.
The isolates were from blood (79, 58.1 %), pleural (32, 23.9 %), cerebrospinal (13, 9.7 %), articular (4, 3.1 %) and
others fluids (4, 3.1 %). Pneumonias were the most frequent (88 cases, 65 %, 34 of whom had empyema and 52
bacteraemia), followed bymeningitis (23, 18 %), sepsis (9, 7 %) and others.

Ninety-five strains (73 %) had CIMpen < 0.06 mg/ml, 21 (16,3 %) between 0.12 - 1 mg/ml and 11 (8.5 %) of 2 mg/ml.
The highest levels were detected in youngest children, no isolation had MICpen > 2 mg/ml or MICctx > 0,5 mg/ml.
A decrease in levels of resistance to penicillin by 2008 was observed.

To maintain an active surveillance in the region is a clear need, so as to guide therapeutic policy and to control
the spread of b-lactam resistant Spn.

KEY WORDS: Streptococcus pneumoniae, b-lactam resistance, surveillance.

RESUMEN

Este trabajo presenta los resultados de la vigilancia de Streptococcus pneumoniae (Spn) resistente a p-lactamicos
en nifos internados en el Hospital Pediatrico “Dr. Fernando Barreyro” entre enero de 2004 a diciembre de 2008.
Fueron incluidos nifios de 1 mes a 14 afios con EISPn. Se considerd un aislamiento por paciente. Se realiz6
Concentracion Inhibitoria Minima a penicilina (CIMpen) y cefotaxima (CIMctx) de acuerdo al Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2009. Fueron diagnosticados 129 casos, con picos en invierno y primavera. Se observo un
descenso de 6,5 casos por afo (r2 = 0,85) hacia 2008. Cincuenta y dos por ciento eran menores de 2 afos, 57,4 %
eran varones. Los aislamientos fueron de sangre (79, 58,1 %), liquidos pleurales (32, 23,9 %), cefalorraquideos (13,
9,7 %), articulares (4, 3,1 %) y otros (4, 3,1 %). Predominaron las Neumonias (88 casos, 65 %, 34 con empiemay 52
con bacteriemia), seguidos de meningitis (23, 18 %), sepsis (9, 7 %) y otros. Noventa y cinco asilamientos (73 %)
presentaron CIMpen < 0.06 pug/ml, 21 (16,3 %) entre 0.12-1 ug/mly 11 (8,5 %) de 2 pug/mi, detectandose los mayores
niveles entre los mas pequefos. Ningln aislamiento tuvo CIM>/= 4ug/ml, ni CIMctx > 0.5ug/ml.

Se observé una disminucién en los niveles de resistencia a penicilina hacia 2008.

Se evidencia la necesidad de mantener una vigilancia activa en la region para orientar conductas terapéuticas y
controlar la diseminacién de Spn resistente a p-lactamicos.

PALABRAS CLAVE: Streptococcus pneumoniae, resistencia a p-lactamicos, vigilancia.

INTRODUCCION

La enfermedad invasiva por Streptococcus pneumoniae
(Spn) constituye un serio problema de Salud Publica por
las tasas elevadas de morbi—mortalidad, particularmente en
paises en desarrollo. [1, 2, 3, 4, 5].

Aunque afecta a personas de todas las edades, su mayor
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incidencia se registra en nifios menores de dos afios y causa
mas de 1 millén de muertes en menores de 5 afios en todo
el mundo. Son frecuentes los casos de neumonia adquirida
en la comunidad y es un importante agente etioldgico de
meningitis aguda en pediatria. [6, 7, 8, 9].

Se estima que mas del 80 % de los nifios con infeccio-
nes respiratorias agudas que fallecen tienen neumonia y
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aproximadamente la mitad corresponden a Streptococcus
pneumoniae. El mayor nimero de muertes se concentran
en los paises en desarrollo, donde las tasas son de 4 a
100 veces mas elevadas que en paises desarrollados,
como Canada o los Estados Unidos. [4, 10, 11, 12, 13]
La colonizacion nasofaringea precede tanto a la enfer-
medad no invasora como a la invasora. Generalmente,
la infeccidn se produce poco después de la colonizacion
por un nuevo serotipo. El estado de portador constituye
el unico reservorio de la enfermedad, y contribuye a la
seleccidn de resistencias bacterianas cuando las cepas
resistentes que colonizan la nasofaringe, son sometidas
a tratamientos antibidticos (casi siempre injustificados)
durante las infecciones de vias respiratorias altas de los
niflos. [14, 12, 13, 15].

Desde el advenimiento de la era antibiotica, Spn ha
tenido un bajo nivel de resistencia a penicilina, siendo
la terapéutica de eleccidn por su inocuidad y bajo costo.
[12].

En la década del 60 se iniciaron reportes internacionales
acerca de la emergencia de cepas resistentes a penicilina,
hecho que tuvo una amplia diseminacion en las dos décadas
siguientes [11, 16, 17].

Este dramatico incremento de la resistencia antibidtica,
se extendiod a otras drogas, complicando el manejo de la
infeccidon neumococica y diseminandose a todos los paises
del mundo, se convirtidé en un problema grave de salud
publica. [11].

El mecanismo de resistencia a los beta—lactamicos
es cromosdmico y se expresa con multiples cambios en
las proteinas de unidn a penicilina (penicillin-binding
proteins, PBP), permaneciendo como uno de los pocos
patogenos a los que nunca se ha descripto produccion de
beta—lactamasas. [18, 19, 20, 21, 22].

Se acepta que la presion selectiva incrementada por el
uso imprudente de antibioticos, particularmente entre los
nifios, ha afectado en forma preocupante a cefalosporinas
de tercera generacion. Modificar esta situacion, sdlo podria
lograrse mediante la implementacion de politicas de restric-
cion del uso de antimicrobianos. [23, 11, 24, 25, 26, 27].

Si bien Streptococcus pneumoniae ha sido bastante
sensible a otros antibidticos, en las Gltimas décadas se han
reportado en forma progresiva cepas resistentes, incluso
multirresistentes expresando diferencias regionales en
la diseminacion de las mismas. En nuestra provincia se
reportd para el periodo 1998-2001 un 39 % de sensibilidad
disminuida a penicilina (SDP), como también resistencia
a cefotaxime (25 %), eritromicina (6,8 %), cloranfenicol
(11 %) trimetoprima—sulfametoxazol (48 %) y tetraciclina
(22 %), no detectandose resistencia a vancomicina, rifam-
picina ni ofloxacina. [28]

Ante los multiples 1lamados lanzados por la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) sobre la importancia
de promover y adoptar estrategias en la prevencion y el
control de las infecciones por este microorganismo [5, 9,

12, 11, 29] y con el objetivo de conocer los niveles de
resistencia a betalactamicos en nuestra zona llevamos a
cabo este trabajo.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion de la poblacion y criterios de inclusion

Se presentan los resultados de la vigilancia de la resis-
tencia a penicilina y cefotaxima desde enero de 2004 hasta
diciembre de 2008.

Pacientes

Los criterios basicos de inclusion y exclusion fueron es-
tandarizados para el grupo de estudio como nifios de 1 mes
a 14 afios de edad con infeccidn invasiva por S. pneumo-
niae (EISPn) internados en el hospital. Se ha considerado
“enfermedad neumococica invasiva” a todo aislamiento de
S. pneumoniae en sangre, liquido cefalorraquideo y otros
lugares normalmente estériles de pacientes con la clinica
correspondiente. [30, 28, 30].

Los casos se detectaron mediante la revision diaria de
los resultados de cultivos del laboratorio de Bacteriologia,
considerandose un asilamiento por paciente. Una vez iden-
tificado el paciente, se obtuvieron datos epidemioldgicos y
clinicos que se volcaron en una ficha confeccionada para
tal fin. Se recabaron en cada caso datos de edad, sexo, y
diagnéstico de egreso.

Se conformaron los siguientes grupos etarios: lactan-
tes (</ =2 afios), pre escolares (> 2-4 aflos) y escolares
(5-14 afios). [28].

Aislamiento e Identificacion de S. pneumoniae

Todos los neumococos fueron recuperados mediante
aislamiento en agar sangre al 5 % (Base Britania, Ar-
gentina). Los microorganismos se caracterizaron por la
morfologia directa (coloracion de Gram) y de las colonias,
hemolisis alfa, reaccion catalasa, susceptibilidad a Opto-
quina y solubilidad en sales biliares. La conservacion de las
cepas se realizé en hisopo seco a -20 °C. [28].

Sensibilidad a penicilina y cefotaxima

Se evalu¢ la resistencia a penicilina y cefotaxima me-
diante Concentracion Inhibitoria Minima (CIMpen, CIMctx
respectivamente). El test fue llevado a cabo e interpretado
en base a las recomendaciones de macro dilucién en caldo
Mueller Hinton (Britania, Argentina) del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Los aislamientos
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fueron clasificados en base a su resistencia e interpretados
segun CLSI 2009 (Tabla 1). [31, 32, 33].

Tabla 1. Streptococcus pneumoniae. Puntos de corte considerando
infeccion meningea y no meningea segun CLSI 2009.

Sensible |Intermedio | Resistente
pg/mi pg/mi pg/mi
Penicilina (infeccion no meningea) <2 4 >8
Penicilina (infeccion meningea) <0,06 >0,1
Cefotaxima/Ceftriaxona <1 2 >4
(infeccion no meningitis)
Cefotaxima/Ceftriaxona (meningitis) <0,5 1 >2

Control de calidad

Se trabajé con la cepa Streptococcus pneumoniae ATCC
49619 como microorganismo patron. Los aislamientos
fueron enviados al centro Nacional de Referencia INEI
ANLIS Dr. Carlos Malbran para confirmacion de especies
y de resistencia a penicilina y cefotaxima.

Andlisis estadistico

Todos los datos fueron ingresados y verificados
mediante el programa Epi—Info 6.0. Los graficos fueron
construidos en el programa Excel 06 con el cual se realizo
la evaluacion de tendencias mediante analisis de correla-
cion.

RESULTADOS
Numero de aislamientos por afio

Durante el periodo de estudio se diagnosticaron y
documentaron el laboratorio 129 casos de EISPn, con
variaciones anuales que oscilaron entre 39 y 14 casos. La
tasa para todo el periodo fue de 871/100000 egresos en el
hospital.

Estos casos confirmados, se produjeron durante todos
los meses del afio con picos definidos entre ellos. La mayor
recuperacion se produjo en invierno y primavera para los
afios 2004/2005. En 2006 se observé un descenso signifi-
cativo que persistié durante los afios siguientes de 6,5 casos
por afio con un 12 de 0,85 (Figura 2).

Pacientes, origen de los aislamientos y diagnéstico clinico

El 57,4 % de los nifios era de sexo masculino, siendo
de 1,34:1 la relacion vardén mujer. La edad media fue de
3 afios y 8 meses y la mediana de 2 afios (intervalo 1 mes
a 14 afios). El mayor porcentaje de casos correspondi6 a
nifios de 1 afio o menores, 34 %, con una edad media de
presentacion de 6 meses (desviacion estandar [DE]: 3;
mediana: 7 meses). Al considerar a los menores de 2 afios,
este porcentaje ascendio al 52 % y a los menores de 5 afios
alcanzo el 70,5 %.

Ademas, los aislamientos se recuperaron de sangre
(79 casos; 58,1 %), liquidos de puncidn pleural (32 casos;
23,9 %), liquidos cefalorraquideos (13 casos; 9,7 %),
liquidos articulares (4 casos; 3,1 %), y otras muestras (4
casos; 3,1 %).

Las manifestaciones clinicas mas comunes fueron las
neumonias (88 casos, 65 %, 34 de ellos con empiema y 52
con bacteriemia), seguidas de meningitis (23 casos; 18 %),
sepsis (9 casos; 7 %) y otros. Las neumonias predominaron
en todos los grupos etarios (Tabla 2).

Tabla 2. Streptococcus pneumoniae aislados de infecciones invasivas,
Hospital de Pediatria de Misiones. Distribucién de los principales diag-
nésticos entre grupos etarios. Periodo (2004-2008) (N=129).

Grupos etarios Neumonia Meningitis Sepsis Ootros (*)
Lactantes (N= 66 ) 42 13 7 5
Preescolares (N= 25) 18 4 1 2
Escolares (N= 38) 28 6 2 2
Totales 88 23 10 9

Referencias: (*) Otros diagnosticos: peritonitis (2 lactantes), fiebre sin foco: 3
lactantes y artritis: 3 lactantes y 1 pre escolar.
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FIGURA 1: Distribucion estacional de las infecciones invasivas neumocéccicas en el Hospital de Pediatria de Misiones. Periodo 2004-2008, (N=129). Referencias:

Ver: verano, oto: otofo, inv: invierno, pri: primavera. 04: Ano 2004.
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Sensibilidad a penicilina y cefotaxima

Los neumococos sensibles predominaron en todo el
periodo de estudio. De los 129 aislamientos, 95 (73 %) fue-
ron sensibles a Penicilina, presentando CIMpen < 0,06 pg/
ml, 21 (16,3 %) tuvieron CIMpen entre 0,12—1 pg/ml y
11 (8,5 %) CIMpen = 2 ng/ml. Ningtn aislamiento tuvo
CIMpen mayor o igual a 4 pg/ml. Tres aislamientos no pu-
dieron ser evaluados por pérdida de viabilidad al momento
del ensayo.

Todos los aislamientos tuvieron CIMctx menores o
iguales a 0,5 pg/ml, por lo que fueron interpretados como
sensibles.

Durante los afios de estudio se observo un descenso en
el nivel de resistencia a penicilina hacia 2008 (Tabla 3).

Tabla 3. Streptococcus pneumoniae aislados de infecciones invasivas,
Hospital de Pediatria de Misiones. Distribucién anual de la resistencia
a penicilina. (N=126).

- CIM a penicilina
Ano Totales
</=0,06 pg/ml | 0,12-1 yg/ml | >/=2 pg/ml | >/=4 pg/mi
2004 28 3 5 0 36
2005 25 1 3 0 39
2006 16 5 1 0 19
2007 12 5 1 0 18
2008 13 1 0 0 14
Total 94 21 11 0 126

Los mayores niveles de resistencia se observaron entre
los mas pequefios, y en los aislamientos provenientes de
meningitis (Tablas 4 y 5 respectivamente)

Tabla 4. Streptococcus pneumoniae aislados de infecciones invasivas,
Hospital de Pediatria de Misiones. Distribucién resistencia a penicilina
entre grupos etarios. (N=126).

CIM a penicilina

Grupo etareo

</=0,06 pug/ml

0,121 pg/mi

>/=2 pg/mil

Lactantes

39

15

0

Pre escolares

34

1

0

Escolares

21

5

0

Totales

94

21

1"

Tabla 5. Streptococcus pneumoniae aislados de infecciones invasivas,
Hospital de Pediatria de Misiones. Distribucién de la resistencia a
penicilina entre los principales cuadros clinicos. Periodo (2004-2008).

(N=126).
Diagnostico Concentracion inhibitoria minima
</=0,06 pg/ml 0,1-1 pg/ml >/=2 pg/ml
Neumonia 65 10 1
Meningitis 16 6 -
Sepsis 8 2
Otros (*) 6 3

Referencias: (*) Otros: 4 casos de Artritis (CIMpen </= 0,06 ug/ml), 2 casos de
peritonitis (uno con CIMpen</= 0,06 pg/mly otro CIMpen=1 pg/ml), 3 casos
de Fiebre sin foco (1 con CIMpen </= 0,06 ug/mly 2 de 0,125 pg/ml).

DISCUSION

El Hospital provincial de pediatria, “Dr. Fernando
Barreyro” de la provincia de Misiones, es un hospital
monoclinico de 105 camas, con un nivel de complejidad
I11. Atiende en promedio: 76.000 consultas ambulatorias
y genera 4.500 egresos por afio. Recibe derivaciones del

departamento capital y la red provincial siendo el tinico
hospital pediatrico de la region y el de mayor complejidad.
[34].

El laboratorio de bacteriologia de este nosocomio, in-
tegra desde 1994 el Programa de Vigilancia de Infecciones
Invasivas por Streptococcus pneumoniae en nifilos menores
de cinco afios, que constituye el primer estudio colaborativo
implementado a nivel nacional en la Argentina. Se aporta-
ron datos que fueron presentados a eventos internacionales
y publicados en diversas oportunidades. [13, 10, 6, 14].

Teniendo en cuenta las diferencias regionales sefialadas
por numerosos autores y ya citadas en una publicacién
anterior [28], encaramos este nuevo analisis de la realidad
provincial.

La vigilancia en este periodo presentd un promedio
de 26 casos de EISpn/afio, inferior a los 34 casos por afio
detectado durante 1998-2001. [28].

Numerosos reportes internacionales, dan cuenta de la dis-
minucién del nimero de casos de EISpn, tras la introduccion
de la vacuna heptavalente en sus calendarios [35, 15, 24, 25,
20, 36]; sin embargo, esto no podria explicar dicho fenémeno
en Misiones, ni en otras provincias del pais [37] donde es
casi nula la inmunizacion con vacunas conjugadas debido
a sus altos costos. Una explicacion que deberia continuar
siendo estudiada podria ser la implementacion, por parte del
Ministerio de Salud Provincial, del programa IRA (Infeccio-
nes Respiratorias Agudas) en el sistema de atencidn primaria
de la salud, cuyo objetivo es educar al personal sanitario
sobre la sospecha, diagndstico y conducta de tratamiento
de las infecciones respiratorias en nifilos menores de 6 afios,
implementada desde el afio 2003 [40].

Como fuera descripto, la EISPn se declara a lo largo de
todo el afio, aunque muestra una estacionalidad con mayor
frecuencia en los meses de invierno (Figura 1) [11, 38]. El
hacinamiento en el hogar o en las escuelas y la polucién
ambiental que se dan en esos meses del afio podrian con-
tribuir a esa distribucion.

El predominio masculino en este trabajo, es también
reportado por otros investigadores [7, 13, 10, 11].

La enfermedad invasiva por este germen puede darse en
cualquier edad, sin embargo, las mayores tasas de ataque se
detectan entre los menores de 5 afios. Se ha propuesto que
la mayor susceptibilidad de los lactantes menores de 2 afios
a estas infecciones se debe a la inmadurez de su sistema
inmune, que es incapaz de responder de forma efectiva a
los antigenos polisacaridos. Esto, reportado por numerosos
autores coincide con lo que hemos descripto, ya que los
nifios menores de 2 afios fueron los mas afectados por
todas las formas cinicas constituyendo el grupo de mayor
preocupacion, dado que concentran las mayores tasas de
letalidad por EISPn [10, 11].

A pesar de que la documentacion bacteriologica por
hemocultivos se logra en bajo porcentaje [10], estas mues-
tras en nuestros estudios y otros similares, son las que mas
aportan a la recuperacién de Spn [30, 39, 6, 28].
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La localizacion pulmonar (neumonias) presento el
mayor porcentaje de casos en todos los grupos etarios
(Tabla 2). En paises en desarrollo, las IRA en especial
neumonias, son causa reconocida de morbi—mortalidad,
particularmente entre los menores de 5 afios. [13].

Reportes nacionales e internacionales dan cuenta del
aumento de cepas de Spn resistentes a penicilina y otros
B-lactamicos [3, 5, 7, 8, 10, 11], hecho que no refleja la
realidad local. La disminucion en el porcentaje global y la
distribucion anual de los aislamientos con declinacién de
la resistencia hacia el afio 2008 nunca antes fue observada
en nuestro Hospital. [28].

La sensibilidad disminuida a Cefotaxima, que habia
aumentado en forma progresiva en todo el mundo a partir
de los 90, incluso en nuestro nosocomio [28, 13, 11] no fue
detectada en el presente.

Creemos que estos hallazgos podrian reflejar el impacto
de programa de IRA provincial, en cuanto al uso racional
de antibidticos en cuadros respiratorios pediatricos [40].

Los mayores niveles de CIMpen entre los mas peque-
fios, también fueron confirmados por otros investigadores
(Tabla 4). [23, 10, 12, 41].

Como expresan Lynn et al [42], el impacto clinico
del aumento de la resistencia en neumococo es dificil de
evaluar. Fallas terapéuticas fueron publicadas para menin-
gitis, otitis media e infecciones respiratorias agudas baja
causadas por cepas resistentes. Sin embargo, la relacion
entre nivel de resistencia y falla en la terapia empirica no
han sido convincentemente establecidas [42, 43, 44].

De acuerdo a los nuevos valores de corte propuestos
por CLSI 2009, los aislamientos provenientes de cuadros
no meningeos, anteriormente con diferentes grados de
resistencia ante CIMpen > 0.06 ug/ml, se categorizan como
sensibles a penicilina, lo que avala la eleccion de estos
antibidticos como terapias empiricas iniciales en nuestro
hospital. [13, 45, 42].

Entre las meningitis, sin embargo, resulta alarmante el
aumento de la resistencia al aplicar los mismos, corres-
pondiendo en este estudio a un 37.5 %. De modo similar,
rangos considerablemente mayores son reportados en
las evaluaciones de vigilancia de otros autores para esta
patologia. [42]. La concentracidn que alcanza la penicilina
en el LCR es muy inferior a las concentraciones séricas, y
los fracaso terapéuticos con penicilina se producen cuando
la CIM es > 0,125 pg/ml, el uso de esta droga en estos
cuadros no estaria avalado en nuestro nosocomio. [27].

A pesar de esto, cefotaxima y ceftriaxona, continian
siendo los tratamientos de eleccidn para las meningitis
adquiridas en la comunidad en las que se sospeche etiologia
neumococcica.

Los resultados de este estudio indican la necesidad
de mantener una vigilancia activa de los patrones de
susceptibilidad locales, que permitan orientar conductas
terapéuticas, el uso prudente de antibidticos y el control
de la diseminacién de Sprn resistente a f—lactamicos.
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CONCLUSIONES

El nivel de resistencia a penicilina disminuy6 en forma
progresiva y significativa hacia 2008.

Los nuevos valores de corte propuestos por CLSI
categorizan como sensibles a penicilina a la totalidad de
aislamientos provenientes de neumonias y otros cuadros no
meningeos, siendo esta la droga de eleccidn, cuyo nivel de
resistencia en cuadros de meningitis, sin embargo, resulta
alarmante. Para estos, las cefalosporinas de tercera genera-
cidn constituyen el tratamiento antibidtico adecuado.
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Evaluacion de géneros micotoxigénicos en yerba mate elaborada
Gladis Jerke, Marta A. Horianski, Karina A. Salvatierra

Evaluation of mycological genera in manufactured yerba maté

ABSTRACT

The quality and care of the processing of yerba mate is crucial to maintain the product organoleptic and
microbiological qualities unchanged.The objective of this work was the study the mycological contamination of
manifactured yerba maté, evaluating the presence of micotoxigenic genera. Thirty six samples of manifactured
yerba maté commercialized in Posadas, Misiones, were processed during 2005. Both the fungal count and the
characterization of genera present were carried out. The fungal count was of 6.1 x 103 UFC/g, in average, with a
higher incidence of moulds (89 %) than of yeasts. We isolated 24 genera of fungi with a predominance of Aspergillus,
Penicillium, Fusarium and Emericella among others. Six yeasts genera were characterized by a predominance of
Rhodotorula and Candida. The incidence of mycotoxigenic genera was 83 % for Aspergillus spp, Penicillium spp
26 % and 15 % for Fusarium spp. The results are consistent with previous studies on the same substrate and similar
ones as black tea.

KEY WORDS: Elaborated yerba mate, fungal count, moulds, yeast, mycotoxigenic genera.

RESUMEN

La calidad y el cuidado del procesamiento de yerba mate, es decisivo para que el producto mantenga inalterables
sus cualidades organolépticas y microbiolégicas. El objetivo de este trabajo fue estudiar la contaminacién micolégica
de yerba mate elaborada, evaluando la presencia de géneros micotoxigénicos. Se procesaron 36 muestras de yerba
mate elaborada comercializadas en Posadas, Misiones durante el afio 2005. Se realizaron recuentos fungicos y
caracterizacion de géneros presentes. El recuento flingico fue de 6,1 x 103UFC/g, en promedio con mayor incidencia
de mohos (89 %) que levaduras. Se aislaron 24 géneros de mohos con predominio de Aspergillus, Penicillium,
Fusarium y Emericella entre otros. Se caracterizaron 6 géneros de levaduras con predominio de Rhodotorula y
Candida. La incidencia de géneros micotoxigénicos fue de 83 % para Aspergillus spp, 26 % para Penicillium spp y
15 % para Fusarium spp. Los resultados obtenidos son coincidentes con estudios previos sobre el mismo sustrato

y similares como té negro.

PALABRAS CLAVE: Yerba mate elaborada, recuento flngico, mohos, levaduras, géneros micotoxigénicos.

INTRODUCCION

La Yerba mate, llex paraguariensis Saint Hilaire, es una
planta que crece en forma silvestre en el norte de Misiones
y Paraguay, a partir de la cual se obtiene la yerba mate
elaborada. Con este producto se prepara el mate que es
una bebida popular en América del Sur y ampliamente
consumida en Europa y Estados Unidos [3]. Su consumo
puede llevarse a cabo de acuerdo a diversas modalidades:
el mas tradicional en Argentina es en un recipiente especi-
fico al que se le agrega la yerba mate y agua caliente para
succionar la infusiéon mediante una bombilla. En épocas
de altas temperaturas el agua agregada puede ser fria.
También puede beberse en taza, preparandose en este caso
la infusion de forma similar al té, con producto en saquitos
o bien con yerba mate molida [3, 17].

A nivel global, la yerba mate se produce con impor-
tancia econdmica solo en tres paises: Argentina, Brasil y
Paraguay. Argentina es el pais que mas superficie cultivada
aporta con alrededor de 180.000 ha (60 %), mientras que

Brasil aporta 85.000 ha (28 %) y Paraguay 35.000 ha
(12 %). La produccion Argentina se desarrolla en dos
provincias: Misiones con el 85 % de superficie cultivada y
nordeste de Corrientes con el 15 % [3, 16, 17].

La yerba mate es una planta rica en vitaminas, produce
una sensacion de bienestar, vigor y lucidez intelectual, ba-
sado en la presencia del alcaloide mateina (xantina similar
a la cafeina) [14, 22]. Es diurética, digestiva y optimiza la
absorcién nutricional del organismo regulando en general
todas sus funciones de asimilacion. También posee propie-
dades laxantes debido a su contenido en colina [14, 22].

Tradicionalmente fue utilizada por los indigenas que
habitaban las regiones de Paraguay, nordeste de Argentina
y norte de Uruguay. Hoy en dia su uso se ha difundido
ampliamente y es utilizada por millones de personas en
varios paises sudamericanos, Europa y Estados Unidos
[3, 16, 17]. El consumo de yerba mate forma parte de la
cultura popular, siendo consumida diariamente por la po-
blacion adulta e infantil en sus variadas formas: como mate
caliente, mate cocido sélo o con leche o mate frio (tereré).
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Actualmente se observa un empleo de yerba mate elaborada
muy diverso, como ser en la elaboracion de cosméticos, por
sus propiedades antioxidantes [2, 4] o como ingrediente en
bebidas energizantes [21].

Hasta el presente se han realizado pocos estudios de la
microflora natural presente en yerba mate elaborada. Paises
del MERCOSUR tales como Paraguay y Brasil poseen
normas que reglamentan el contenido microbiano en yerba
mate elaborada [5, 19, 20], mientras que en Argentina se
propone el perfil de control microbiolégico minimo para el
producto en el afio 2004, a los fines de su control higiénico
y sanitario, publicado como Norma IRAM 20517:2004 [6]
y revisada en el afio 2007 [7]. La calidad y el cuidado del
procesamiento de la yerba mate son decisivos para que el
producto mantenga inalterables sus cualidades organolép-
ticas y microbioldgicas. La elaboracion de la yerba mate,
comprende seis etapas fundamentales: sapecado, secado,
canchado, estacionamiento, molienda y envasado. En el
Sapecado las hojas de yerba mate son expuestas a la accion
directa del fuego vivo durante unos segundos para detener
los procesos enzimaticos, preservando asi su caracteristico
color verde. En el Secado se realiza la eliminacion de la
humedad a través de calor seco hasta obtener un contenido
de humedad del 3 % que garantiza la buena conservacion
por un lado y la transformacion por el otro de la yerba
mate para su estacionamiento. El Canchado es la trituracion
gruesa de la yerba mate seca en hoja. El Estacionamiento
es una de las etapas mas importantes en la cual la yerba
mate adquiere su sabor, aroma y color caracteristico. Dura
entre 6 a 24 meses lo cual uniforma y evita variaciones en
su calidad final. El estacionamiento se realiza a granel en
depositos especialmente acondicionados. En la Molienda
diferentes lotes de yerba estacionada son mezclados en dis-
tintas proporciones con el objeto de determinar y mantener
constante las caracteristicas de los productos terminados.
El envasado es de fundamental importancia, ya que un
envase mas hermético conserva mejor las propiedades del
producto. Se emplean envases de papel o papel encerado
[14, 16].

Dadas las caracteristicas del proceso de elaboracion de
la yerba mate que involucra una etapa de sapecado, en con-
tacto con el fuego directo pero por un tiempo muy breve,
otra etapa de secado con temperaturas no muy elevadas
(entre 80—100 °C) pero por un tiempo mas prolongado;
es logico pensar que la bacterioflora sea practicamente
eliminada, mientras que la micoflora que, por una parte
puede resistir estas condiciones y por otra, puede llegar
al producto durante su estacionamiento, es con mucho,
el parametro microbiolégico mas importante a evaluar
en yerba mate. Ademas es importante conocer, no sélo el
recuento micolégico del producto sino también el tipo de
hongos que lo contaminan, por la potencial presencia de
micotoxinas en el mismo. Mas atn considerando que el
consumo del mate, es una cultura muy arraigada en los
paises Sudamericanos en todos los estratos sociales y que
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llega a todas las edades incluso a los mas pequefios con el
tereré (mate frio) [3].

El objetivo del presente trabajo fue realizar la eva-
luacidon micoldgica de yerba mate elaborada, mediante el
recuento fungico total (mohos y levaduras) y la caracteri-
zacion de géneros fingicos contaminantes, destacando la
presencia de géneros micotoxigénicos.

MATERIALES Y METODOS

Se procesaron 36 muestras de yerba mate elaborada
correspondientes a diferentes marcas comerciales prove-
nientes de establecimientos yerbateros Argentinos de las
Provincias de Misiones, Corrientes y Buenos Aires. El
muestreo se realiz6 al azar, durante el afio 2005, a partir de
gondolas en diversos comercios céntricos y periféricos de
la ciudad de Posadas, Misiones, Argentina.

Se realizo el recuento fingico total empleando el mé-
todo de diseminacion en superficie en agar—cloranfenicol
de acuerdo con la metodologia propuesta en la Norma
IRAM 20517:2004 [6, 7]. El método consiste en pesar 10
gr de la muestra y diluirla en 90 ml de solucion fisiologica
peptonada (SFP) obteniéndose asi la dilucion 1/10, a partir
de la cual, se realizaron sucesivas diluciones decimales. Se
inocul6 0.1 ml de cada una de las diluciones, en placas de
Petri conteniendo medio de cultivo agar—cloranfenicol y se
disemind el inoculo empleando una espatula de Drigalsky.
Las placas se incubaron en estufa de cultivo a 25 £ 1 °C,
durante 5 a 7 dias y se evaluaron realizando el recuento de
mohos y levaduras y caracterizacion de géneros fungicos.
Los resultados de los recuentos fueron sometidos a analisis
estadisticos, estableciendo su valor promedio, maximo,
minimo y mediana.

La identificacidon genérica de las cepas de hongos
filamentosos se realiz6 sobre la base de la macro—micro-
morfologia de las colonias de acuerdo a claves taxondmicas
[10, 12, 18]. Las cepas de levaduras aisladas se analizaron
observando las caracteristicas de crecimiento en diversos
medios de cultivo acorde a las claves publicadas por Pitt
y Hocking [18].

Se evaluo el porcentaje de incidencia genérico (PIG) de
las cepas fuingicas caracterizadas, resaltando la contamina-
cion con hongos de los tres géneros de mayor importancia
micotoxigénica: Aspergillus, Penicillium y Fusarium. El
PIG se calculd empleando la siguiente formula (1):

N° de muestras infectadas con el género evaluado
PIG = x100 (1)
N° total de muestras evaluadas
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del recuento fingico total y de los
géneros fingicos caracterizados en las muestras de yerba
mate elaborada, se muestran en la Tabla 1.

El recuento fungico total presenté un promedio de
6,1 x 10> UFC/g, con un maximo de 6,1 x 10* UFC/g,
minimo de 1,8 x 102 UFC/g y mediana 1,2 x 103 UFC/g.

Hasta el presente no se hallan reglamentados a nivel
nacional los limites microbioldgicos para el producto,
si bien se halla en estudio un valor limite de 2,5 x 103
UFC/g [8]. En Paraguay el limite superior permitido es
de 1,5 x 10° UFC/g [5], mientras que Brasil establece un
valor de 5 x 103 UFC/g [19,20]. Teniendo en cuenta estas
reglamentaciones 44 % de las muestras superan el valor de
la reglamentacion paraguaya [5], 22 % superan el valor de
la reglamentacion brasilera [19, 20] y el 33 % superaria el
valor maximo propuesto en Argentina [8].

En un estudio comunicado por Marucci [13] en el afio
2003, trabajando con 51 muestras de yerba mate elaborada
en Misiones, Argentina, se refieren valores inferiores pero
del mismo orden de magnitud, en el recuento fungico total
con una media de 2 x 103 UFC/g, maximo de 8,3 x 103
UFC/g, minimo de 2 x 102 UFC/g y mediana de 1,35 x 103

UFC/g. En un estudio comunicado por Lang en el afio 2005
[11] trabajando con 14 muestras de yerba mate elaborada
en Santa Catarina, Brasil; el recuento fiingico total presento
una media de 1 x 10° UFC/g, méaximo de 9,4 x 10° UFC/g,
minimo de 4 x 10" UFC/g y mediana 2,5 x 10?2 UFC/g. El
promedio del recuento fungico total supera en dos ordenes
de magnitud al obtenido por investigadores argentinos.
No obstante, el autor aclara que dicho valor se debe a 2
muestras muy contaminadas con recuentos del orden de 10°
y del total de muestras analizadas solo un 28,57 % superan
la reglamentacion brasilefla. Ademas, si comparamos
las medianas obtenidas por los investigadores, podemos
observar que en todos los casos el valor de las mismas no
supera el valor limite de las reglamentaciones vigentes.
Podemos apreciar que la mediana refleja mejor que el
promedio, el grado de contaminacién microbiana de una
serie de muestras analizadas en un producto alimenticio,
tal como lo sugieren diversos autores [1, 15].

En todas las muestras procesadas hubo desarrollo fungi-
co observandose que el desarrollo de hongos filamentosos
fue cuantitativamente mas importante con un 89 % de
mohos y 11,9 % de levaduras en promedio. Las 36 muestras
(100 %) presentaron contaminaciéon con mohos, mientras
que en so6lo 17 muestras (47 %) desarrollaron levaduras.

Tabla 1. Cuantificacion y caracterizacion de mohos y levaduras de yerba mate elaborada.

b orcentaje relativo géneros de mohos orcentaje relativo de levaduras
N° RFT % M % L P taj lati é) d h P taj lativo de | d
1]59%x10% | 75 25 74 % Aspergillus, 1 % Penicillium 18 % Rhodotorula, 7 % Sacharomyces
2 5x 103 93 7 88 % Aspergillus, 2 % sin identificar, 3 % Mucor 6 % Rhodotorula, 1 % Trichosporon
3 | 35x10%2 | 100 97 % Aspergillus, 3 % Mucor

4 | 2x10? 100 100 % Aspergillus

5 | 1,2x10* | 100 80 % Aspergillus, 8 % Penicillium, 4 % Cladosporium, 4 % Fusarium, 4 % Micelia esterila

6 | 3,2x10% 96 4 93 % Aspergillus, 1 % Mucor, 1 % Syncephalastrum, 1 % Micellia esterila 4 % Candida

7 | 45x102 90 10 80 % Aspergillus, 10 % Rhyzomucor 10 % Streptomyces

8 | 1,1x10* | 100 99 % Aspergillus, 1 % Syncephalastrum

9 | 1,7x103 30 70 22 % Aspergillus, 5 % Trichophytum, 3 % Epidermophyton 70 % Rhodotorula

10 | 4,9x10% 24 76 7 % Aspergillus, 17 % Emericella 10 % Candida, 66 % Rhodotorula
11| 3,0x10% | 100 100 % Aspergillus

12 2x103 100 82 % Aspergillus, 9 % Penicillium 9 %, Cunninghamella,

13 | 7,3x102 94 6 76 % Aspergillus, 6 % Emericella, 6 % Fusarium, 6 % Pseudollescheria. 6 % Rhodotorula

14 | 6,1%10% | 100 81 % Aspergillus, 19 % Penicillium.

15 | 4,8x10% | 100 98 % Aspergillus, 2 % Cunninghamella

16 | 2,6 x 104 99 1 93 % Aspergillus, 2 % Emericella, 2 % Cunninghamella, 2 % Basidiobolus. 2 % Rhodotorula

17 | 2x102 100 50 % Fusarium, 50 % Chrysosporium

18 | 1,8x 102 100 100 % Fusarium

19 | 6x102 100 100 % Aspergillus
20| 2x10% 100 50 % Fusarium, 50 % Micellia esterila
21 8 x 102 100 63 % Aspergillus, 25 % Periconia, 12 % Emericella
22 | 3x103 100 100 % Aspergillus.
23 | 1,6x10% | 100 91 % Aspergillus, 9 % Penicillium
24 | 1,2x103 | 100 98 % Aspergillus, 2 % Micelia esterila
25 | 53x103 99 % Aspergillus; 1 % Micellia esterila
26 | 2,7x102 93 17 42 % Aspergillus, 25 % Pestalotia, 16 % Periconia 17 % Rhodotorula
27 | 2,3x102 80 20 20 % Paecilomyces, 20 % Sporotrichum, 20 % Aureobasidium, 20 % Cladosporium, 20 % Rhodotorula

28 | 5x10? 82 18

37 % Aspergillus, 9 % Penicillium, 9 % Fonsecae pedrosoi, 9 %,
Aureobasidium , 9 % Trichophytum, 9 % Streptomyces

18 % Rhodotorula

29 | 1,8x102 80 20

40 % Aspergillus, 20 % Emericella, 20 % Pestalotia

20 % Kloeckera

30 | 3,6x10% | 100

61 % Cladosporium, 13 % Penicillium, 13 % Scopulariopsis, 13 % Epicoccum

31| 1,3x10° 89 12

85 % Aspergillus, 4 % micelio esteril

4 % Candida, 4 % Rhodotorula, 4 % Kloeckera

32 | 1,2x10% | 100

50 %. Aspergillus, 15 % Monilia, 10 % Pestalotia, 15 % Scopulariopsis, 10 % Micellia esterila

33 | 2,5x10? 60 40

20 % Trichophytum, 20 % Epicoccum, 20 % Cladosporium

40 % Rhodotorula

34 | 2,5x102 | 100

40 % Penicillium, 20 % Aureobasidium, 20 % Trichophytum, 20 % sin identif.

35 | 8,6x10? 42 58

32 % Aspergillus, 5 % Mucor, 5 % Penicillium

48 % Rhodotorula, 10 % Candida

36

2,3 x 102

80

20

20 % Paecilomyces, 20 % Aspergillus, 20 %, Cladosporium, 20 % Aureobasidium

20 % Rhodotorula

Nota: RFT: Recuento fingico total, % M: porcentaje de mohos, % L: porcentaje de levaduras.
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Resultados similares fueron comunicados por Marucci,
2003 [13] con la totalidad de las muestras presentando
contaminacion con mohos, y 26 muestras (51 %) con
levaduras. En cambio en muestras analizadas por Lang se
observo que la contaminacion por levaduras fue superior a
la de los hongos filamentosos [11].

Todos los géneros fungicos caracterizados en las mues-
tras de yerba mate elaborada con sus respectivos porcenta-
jes de incidencia genérico se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de incidencia de los géneros fungicos que conta-
minan la yerba mate elaborada.

Mohos Levaduras
Género . I_’orce_n e c!e_ Género . I_’orce_ntaje d'e_
incidencia genérico incidencia genérico

Aspergillus 83 Rhodotorula 34

Penicillium 26 Candida "

Fusarium 15 Kloeckera 5

Emericella 14 Sacharomyces 3

Cladosporium 12 Streptomyces 3

Trichophyton 12 Trichosporon 3
Mucor 11
Aureobasidium 1
Cunningamella 8
Pestalotia 8
Zyncephalastrum 5
Epicoccum 5
Periconia 5
Rhyzomucor 3
Pseudoallescheria 3
Chrysosporium 3
Epidermophiton 3
Basidiobolus 3
Paecilomyces 3
Sporotrichum 3
Streptomyces 3
Fonsecae pedrosoi 3
Scopulariopsis 3
Monillia 3

Micelia esterila

=
o

Los géneros de levaduras con un PIG superior al 5 %
correspondieron a tres de los seis géneros caracterizados,
Figura 1, siendo Rhodotorula el de mayor incidencia encon-
trandose en el 75 % de las muestras en las que se aislaron
levaduras. Resultados similares fueron comunicados por
Marucci y col (13).

Fueron aislados 24 géneros diferentes de hongos fila-
mentosos contaminantes en yerba mate elaborada, Tabla 2.
En la Figura 2 se grafican los PIG de los géneros fingicos
de mohos que se aislaron en mas del 10 % de las muestras
de yerba mate elaborada.

Dentro de los géneros de mohos micotoxigénicos el
mayor porcentaje de incidencia le correspondi6 al género
Aspergillus spp (86 %), seguido de Penicillium spp (26 %)
y Fusarium spp (15 %). Los resultados son coincidentes
con estudios anteriores en sustratos similares, tales como
té negro (9).

En base a los resultados obtenidos podemos apreciar
que la yerba mate es un sustrato favorable para la contami-
nacidn fingica resaltando la importancia de la realizacion
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de controles microbioldgicos periddicos en el producto,
considerando que un porcentaje importante de las muestras
analizadas, superaron los valores permitidos por la regla-
mentacion de paises vecinos y la de nuestro pais que esta
en fase de aprobacion e implementacion.

La presencia de géneros micotoxigénicos, debe alertar-
nos ante la posibilidad de hallar micotoxinas en yerba mate
con el consiguiente riesgo para la poblacidn, perteneciente
a todos los grupos etarios, que habitualmente la consume.

La elevada incidencia de mohos del género Aspergillus
nos alerta de la necesidad de estudiar su capacidad mico-
toxigénica y la busqueda de la presencia de aflatoxinas y
ocratoxinas en yerba mate elaborada.

Kloeckera

Candida

Rhodotorula

O =
5]
-
o
-
o
N
o
N
a
w
o
w
a
IS
o

FIGURA 1. Géneros fungicos de levaduras con PIG mayor al 5 % en yerba
mate elaborada.

Aureobasidium

Mucor

Trichophyton

Cladosporium

Emericella

Fusarium

Zigomycetes

Penicillium

Aspergillus

PIG

FIGURA 2. Géneros fungicos de mohos de mayor incidencia en yerba mate
elaborada. (Los géneros de Zygomicetes corresponden a Cunningamella,
Zyncephalastrum 'y Rhyzomucor).
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Relacion entre degradacion de colorantes y oxidacion de lignina
residual causados por Ganoderma applanatum y Pycnoporus

sanguineus en el licor negro kraft

Ernesto Shimizu, Jorge O. Velez Rueda, Pedro D. Zapata, Laura L. Villalba

Dye degradation and residual lignin oxidation relationship caused by Ganoderma applanatum

and Pycnoporus sanguineus in kraft black liquor

ABSTRACT

Kraft pulping for paper production has a significant impact on the environment with the generation of highly colored
and toxic effluents. Because white rot fungi (WRF) have a distinctive capacity for efficiently degrading wood lignin
by the extracellular enzymes action, they are considered as a growing alternative in biotechnology.

The growing and degrading ability of two WRF, Ganoderma applanatum and Pycnoporus sanguineus from Misiones
(Argentina) in dyes and kraft black liquor was analyzed as a prospective application on bioremediation processes.
Black liquor is a kraft pulping process effluent containing solubilized lignin, the primary organic by-product from
the chemical digestion of lignocellulosic raw materials. Dye decolorization experiments (solid culture) and black
liquor degrading studies (solid and liquid cultures) were conducted. Decolorization experiments in solid culture
were conducted with bromophenol blue, malacchite green and black liquor at acid and alkaline pH. Liquid culture
studies were quantified by UV spectrometric measurements. Residual lignin degradation was confirmed as a result
of the change in absorbance by spectral scanning over the wavelength range from 200 to 400 nm Decolorization and
degrading experiments validated the dye and lignin degrading ability of both fungi in solid and liquid cultures.

KEY WORDS: Dye decolorization, white rot fungi, lignin, degradation.

RESUMEN

INTRODUCCION

El pulpado kraft para la obtencion de pulpa para papel es un proceso de gran impacto ambiental, generando
efluentes, toxicos y altamente coloreados. Los hongos de pudricion blanca (WRF) son capaces de degradar
eficientemente la lignina contenida en la madera mediante la accion de enzimas extracelulares, razon por la cual
son considerados como una alternativa creciente en biotecnologia. En este trabajo se analiz6 la capacidad de
crecimiento y decoloracion de dos WRF autdctonos de la Provincia de Misiones (Pycnoporus sanguineus cepa
1226 y Ganoderma applanatum cepa F) sobre colorantes y licor negro para evaluar la posibilidad de aplicacion en
procesos de biorremediacion. El licor negro es un efluente del proceso kraft que contiene lignina solubilizada, el
principal subproducto de la digestién de material lignocelulésico.

Se llevaron a cabo ensayos de degradacion de colorantes (medios sélidos) y ensayos de degradacion de licor
negro (medios soélido y liquido). Los ensayos de decoloracién en medio solido se realizaron en presencia de azul
de bromofenol, verde de malaquita y licor negro a pH acido y alcalino. Los estudios en medio liquido se realizaron
mediante barridos espectrofotométricos desde 200 hasta 400 nm de medios conteniendo licor negro a pH acido
tratados con el hongo. Los ensayos de crecimiento y decoloracidn demuestran que ambos hongos utilizados poseen
una buena capacidad degradativa que podria ser aprovechada en aplicaciones biotecnologicas para la industria
de la celulosa y el papel.

PALABRAS CLAVE: Decoloracion de colorantes, hongos de pudricién blanca, lignina, degradacion.

generando efluentes, tdxicos y altamente coloreados, con
alto contenido de materia organica, los cuales presentan

Para la fabricacidn de pulpa para papel es necesario
separar la celulosa y la hemicelulosa de la lignina, y
producir la pasta o pulpa, siendo necesario la utilizacion
de métodos quimicos, mecanicos y/o una combinacion
de ambos [1]. La aplicacidon de estos procesos hace que
la industria papelera contribuya a la polucion ambiental,
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una alta demanda bioquimica y quimica de oxigeno (DBQ
y DQO) [2]. Mientras que algunos de estos compuestos
contaminantes se encuentran naturalmente en la madera,
otros xenobiodticos (ligninas cloradas, fenoles, dioxinas, fu-
ranos) se generan durante los procesos industriales, siendo
en su mayoria recalcitrantes a la degradacion y persistentes
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en la naturaleza [2]. Para eliminar estos agentes contami-
nantes, los efluentes son tratados por oxidacion biologica
en lagunas o sistemas de lecho fluido, reduciendo el DBQ y
el DQO pero no el color. Esto hace evidente la necesidad de
nuevas tecnologias que disminuyan la demanda de energia
y sean eficientes en la detoxificacion de efluentes, con los
consiguientes beneficios para el ambiente.

La utilizacién de hongos que degradan la madera para
la solucién de problemas ambientales es una alternativa
de creciente expansion en biotecnologia. Los hongos de
pudricién blanca (white rot fungi o WRF) son capaces de
degradar eficientemente la lignina contenida en la madera
mediante la accion de enzimas extracelulares [3, 4]. Los
primeros estudios acerca de la capacidad degradativa de
estos hongos fueron realizados por Kirk y Yang en 1979
sobre el basidiomicete Phanerochaete chrysosporium [5].
El interés acerca de este grupo de hongos y especialmente
en sus enzimas ligninoliticas aumenté cuando Bumpus
et al., [6], demostraron que P. chrysosporium era capaz
de oxidar compuestos xenobioticos recalcitrantes como
los compuestos aromaticos policiclicos, cloroaromaticos
y tinturas poliméricas. Los estudios actuales demuestran
que el tratamiento de efluentes con hongos ligninoliticos
no soélo produce decoloracion (hasta el 80 %) sino también
detoxificacion [7], razon por la cual los WRF ofrecen una
opcidn innovadora para minimizar el impacto ambiental de
los procesos contaminantes.

La aplicacion de WRF y otros organismos en procesos
biotecnoldgicos requiere previamente demostrar su poten-
cial poder degradativo y su adaptacion para el crecimiento
en presencia de agentes toxicos [8, 9]. Trabajos previos de
nuestro grupo demuestran que algunos hongos xiléfagos
autoctonos de la Provincia de Misiones podrian ser apli-
cados a procesos de biorremediacion porque producen una
cantidad razonable de enzimas oxidativas [10, 11]. En este
trabajo se analiza la capacidad de crecimiento y decolora-
cion de dos WRF autdctonos de la Provincia de Misiones
(Pycnoporus sanguineus y Ganoderma applanatum) sobre
colorantes y licor negro para evaluar la posibilidad de
aplicacion en procesos de biorremediacion.

MATERIALES Y METODOS
Oorganismos utilizados

Se utilizo la cepa 2126 del hongo Pycnoporus sangui-
neus, provista por la Catedra de Micologia Experimental de
la Universidad de Buenos Aires, y la cepa F de Ganoderma
applanatum, provista por el cepario de la Facultad de
Ciencias Forestales de Eldorado, Universidad Nacional
de Misiones. Ambos hongos se sometieron a los mismos
tratamientos para comparar sus respectivas actividades en-
zimaticas, realizandose todos los ensayos por duplicado.

Medios de cultivo y método de inoculacion

Para el cultivo primario se utiliz6 agar—malta (agar
20 g/L, extracto de malta 12,7 g/L) a partir del cual se
extrajeron tacos de agar con micelio para la inoculacion de
cada experimento. Los tacos fueron extraidos de placas con
hongos de 57 dias de incubacion, mediante sacabocados
metalico, cuadrangular, de 36 mm?, incubandose en todos
los casos en estufa a 29 + 1 °C.

Ensayos de decoloracion

Los ensayos de decoloracién fueron realizados en
agar—malta glucosado (AMG: agar 20 g/L, extracto de
malta 12,7 g/L y glucosa 10 g/L) y en agar—papa glucosado
(PGA: agar 20 g/L, glucosa 10 g/L y papa rayada 300 g/L).
Los colorantes utilizados fueron rojo fenol 50"uM, verde
de malaquita 50"uM (VM) y azul de bromofenol 50"uM
(AB). Los controles negativos de degradacion fueron los
medios de cultivo con el colorante sin indculo. Todos los
ensayos se realizaron por duplicado sobre placas de Petri
de 9 mm de diametro.

Ensayos de decoloracion de licor negro

Para estos ensayos se utilizo el licor negro (subproducto
viscoso de color oscuro del proceso kraft, compuesto
principalmente por residuos de lignina, agua y quimicos
inorganicos utilizados en el proceso) obtenido en la Planta
Piloto de la FCEQyN-UNaM a partir la coccidn alcalina
de chips de madera (coccion Kraft).

Los ensayos de decoloracion de licor negro en medio
solido se realizaron en agar glucosado (agar 20 g/L y gluco-
sa 10 g/L) a diferentes diluciones del licor negro, 1:1, 1:2,
1:4, 1:15 y 1:30 (v/v) a pH"11 (habitual del licor negro)
y pH”*4,7 (por adicion de H,SO, 4N). Todos los ensayos
se realizaron por duplicado sobre placas de Petri de 9 mm
de diametro.

El medio utilizado para los ensayos de decoloracion
de licor negro en medio liquido contenia 1 % glucosa y
licor negro a una dilucién de 1:15 v/v pH”"4.7 ajustado
con H,SO, 4N. Se realiz¢ el filtrado del total del medio
de cultivo y se realizo un barrido espectral entre 200 y
400 nm mediante espectrofotometro Techcomp 8500 II,
comparando el medio inoculado con un control sin indculo
y determinando el cambio de absorbancia.
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FIGURA 1. a) curva de crecimiento—-decoloracion de P. sanguineus en medio agar malta glucosado (AMG). b) curva de crecimiento—decoloracion de
P. sanguineus en medio agar papa glucosado (PGA). Referencias: M decoloracion en AB, [ crecimiento en AB, @ decoloracion en VM, O crecimiento en VM,

A crecimiento sin colorantes. Se grafica la media de 2 experimentos similares.
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FIGURA 2. a) curva de crecimiento—decoloracion de G. applanatum en medio agar malta glucosado (AMG). b) curva de crecimiento—-decoloracion de
G. applanatum en medio agar papa glucosado (PGA). Referencias: B decoloracion en AB, [J crecimiento en AB, @ decoloracion en VM, O crecimiento en VM,

A crecimiento sin colorantes. Se grafica la media de 2 experimentos similares.

RESULTADOS Y DISCUSION

Primeramente se realizo un ensayo de capacidad oxi-
dativa utilizando medios con colorantes y posteriormente
se relaciond esto con la deslignificacion evaluando la
capacidad de ambos hongos para decolorar el efluente
industrial licor negro.

Pycnoporus sanguineus mostré un comportamiento
similar en ambos medios utilizados (AMG y PGA), no
observandose diferencias significativas entre el crecimiento
sin colorante con el crecimiento en presencia de AB, sin
embargo el colorante VM produjo una considerable inhi-
bicion para el desarrollo del hongo en ambos medios. En
todos los casos no se observaron diferencias significativas
entre el halo de decoloracion observado y el diametro de
crecimiento del hongo. (Figura 1)

Ganoderma applanatum también mostr6 similar com-
portamiento en ambos medios de cultivo, no encontrandose
diferencias significativas entre el crecimiento sin colorante
y en presencia de colorantes, tanto para AB como para
VM. Para este hongo tampoco se observaron diferencias
significativas entre el halo de decoloracién y el didametro
de crecimiento. (Figura 2)

Al comparar la tasa diaria de crecimiento y degradacion
de ambos hongos en presencia de azul de bromofenol
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(representados por las pendientes de la curva lineal en
ambos casos) se puede observar que G. applanatum crece
mas lentamente que P. sanguineus (Figura 3), mientras que
en presencia de verde de malaquita P. sanguineus casi no
produce desarrollo (Figura 1).

Diametro (mm)

Dias de cultivo
(b)

Pendiente Pendiente 95 % Int. Conf. r2
P. sanguineus Crecim. 13.00 = 1.422 8.474 - 17.53 0,965
P, sanguineus Degrad. 14.65 + 1.064 11.26 - 18.04 0,984
G. applanatum Crecim 6.300 + 0.3606 5.153 - 7.447 0,990
G. applanatum Degrad 9.500 + 0.3786 8.295 - 10.70 0,995

FIGURA 3. a) Curva de crecimiento—-decoloracion en presencia de AB. b)
Anélisis mediante regresion lineal. Referencias: B P. sanguineus curva de
decoloracion; I P. sanguineus curva de crecimiento; @ G. applanatum curva
de decoloracién; O G. applanatum curva de crecimiento.
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Ensayos sobre licor negro

Los ensayos en medios sélidos con licor negro mos-
traron desarrollo de los hongos tnicamente con diluciones
de 1:15 a pH”™4,7 (Figura 4) y 1:30 a ambos pH analizados
(Figura 5).

Como se observa, ambos hongos mostraron un compor-
tamiento similar en presencia de azul de bromofenol, asi
como en presencia de licor negro en medio acido, mostrado
por los resultados obtenidos en ensayos con licor negro
en medio so6lido que se correlacionan con los resultados
en cultivos en medio liquido conteniendo el efluente a
una dilucién de 1:15 a pH™4,7. Sin embargo, al evaluar la
decoloracion sobre verde de malaquita y sobre licor negro
a un pH alcalino unicamente G. applanatum fue capaz de
desarrollarse y decolorar, lo que podria indicar la mejor
adaptabilidad de este hongo frente a los contaminantes
xenobioticos.

Otras cepas de Pycnoporus sanguineus ya han sido en-
sayadas con anterioridad por otros autores, estando demos-
trado su potencial biotecnologico [12, 13, 14], razén por la
cual se lo tomd como especie de referencia para comparar
el comportamiento de otras especies no descriptas como
potencialmente utiles en biotecnologia, como es el caso
de G. applanatum. Por otro lado los ensayos de screening
realizados por nuestro grupo con anterioridad sobre estas
cepas indican su posible utilidad tedrica deducida de las
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enzimas producidas por estos hongos y su accidn sobre
Poly R475 [15] corroborada ahora a través de este trabajo
mediante el uso directo sobre el efluente principal de
este tipo de procesamiento industrial. Los resultados de
la barrida espectral realizados en medios liquidos luego
de 10 dias de cultivo del hongo sobre el medio con licor
negro (Figura 6) muestran una disminucidn significativa
de la absorbancia del medio tratado respecto del control
al cual no se realizo la inoculacion con el hongo. Ambos
espectrogramas muestran la misma forma tipica de la
lignina, con un primer maximo a los 220-230 nm y un
segundo a los 270-280 nm originados por grupos fendlicos
no—condensados de la lignina [16].

La forma conservada del espectro del licor negro
inoculado respecto a la de control indica que la estructura
basica del polimero de lignina esta conservada y especifi-
camente la reduccion del pico de 280 nm indica actividad
ligninolitica del hongo.

Se puede observar también que la intensidad de la ab-
sorbancia esta relacionada con la concentracion de lignina,
siendo menor en el caso de las muestras biotratadas.

Estos resultados permiten vislumbrar la posibilidad de
realizar los ajustes a escala piloto e industrial que permitan
iniciar experimentos de cara a una aplicacion biotecnolo-
gica de esta propiedad en el tratamiento de efluentes. En el
caso de plantas de pequefia escala esta alternativa se torna
interesante ya que los costos de instalacion y operacion
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FIGURA 4. Curva de crecimiento en licor negro diluido 1:15 a pH 4,7. Referencias: a) P. sanguineus, b) G. applanatum.
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Figura 5. Curva de crecimiento en licor negro diluido 1:30 a pH 4,7 @y pH 11, W para a) P. sanguineus y b) G. applanatum.
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(@)
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FIGURA 6. Curva de absorbancia para medio conteniendo licor negro tratado: a) P. sanguineus, b) G. applanatum. Referencias: — Medio tratado, - - Medio de

control. Se muestra la media de dos experimentos similares.

asociados a unidades convencionales de recuperacion
quimica son muy elevados.

CONCLUSIONES

Tanto la cepa F de Ganoderma applanatum como la
cepa 2126 de Pycnoporus sanguineus poseen la capacidad
de crecimiento y decoloracidn sobre los colorantes azul
de bromofenol y verde de malaquita, asi como sobre el
efluente de la industria papelera licor negro.

Estos estudios demuestran que ambos hongos poseen
una buena capacidad degradativa que podria ser aprove-
chada en aplicaciones biotecnologicas para la industria de
la celulosa y el papel.
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Calidad microbiologica de té negro en dos formas
comerciales: en hebras y en saquitos

Gladis Jerke, Severino Bargardi, Martha G. Medvedeff, Erenio Gonzales Suarez

Microbiological quality of black tea in two commercial forms: in strands and in teabags

ABSTRACT

The aim of our study was to determine the microbiological quality of black tea sold in strands (BTS) and in teabags
(BTB) in Posadas, Misiones. A hundred samples were studied: 25 of BTS and 75 of BTB. The presence of fungi and
yeasts (RHL), total mesophilic aerobic bacteria (BAMT), total coliforms (RCT), fecal coliforms (RCF) and Escherichia
coli was evaluated. Results of medians and averages in BTS were: RHL 400/738 UFC/g; BAMT 550/763 UFC/g, RCT
23/376 MPN/g, RCF <3/<3 MPN/g respectively and absence of Escherichia coli were found. For BTB, values were:
RHL 885/2149 UFC/g, BAMT 1300/4044 UFC/g, RCT 93/317 MPN/g, RCF <3/22 MPN/g, respectively and absence
of Escherichia coli were found. The counts of RHL, BAMT and RCT were higher for BTB. Escherichia coli was not
detected in any of the samples analyzed. Some samples exceeded the levels allowed, marking the importance of
periodic microbiological monitoring for black tea.

KEY WORDS: Microbiological quality, black tea, tea bags, tea threads.

RESUMEN

El objetivo de nuestro estudio fue determinar la calidad microbiologica de té negro comercializado en hebras (TNH)
y en saquitos (TNS) en Posadas, Misiones. Se estudiaron 100 muestras: 25 de TNH y 75 de TNS. Se evaluaron hongos
y levaduras (RHL), bacterias aerobias mesofilas totales (BAMT), coliformes totales (RCT), coliformes fecales (RCF) y
presencia de Escherichia coli. Los resultados de las medianas y promedios fueron. TNH: RHL 400/738 UFC/g; BAMT
550/763 UFC/g, RCT 23/376 NMP/g, RCF <3/<3 NMP/g, respectivamente y ausencia de Escherichia coli. TNS RHL
885/2149 UFC/g, BAMT 1300/4044 UFC/g, RCT 93/317 NMP/g, RCF <3/22 NMP/g respectivamente y ausencia de
Escherichia coli. Los recuentos RHL, BAMT y RCT fueron superiores para TNS. No se detect6 Escherichia coli en
ninguna de las muestras analizadas. Algunas muestras superaron los niveles permitidos resaltando la importancia

de un control microbiolégico periddico para té negro.

PALABRAS CLAVE: Calidad microbiolégica, té negro, té en saquitos, té en hebras.

INTRODUCCION

Té negro es el producto obtenido por medio de diversos
tratamientos, especialmente por fermentacion y secado,
unicamente a partir de las hojas, brotes y tallos tiernos de
las variedades de la especie Camellia sinensis (Linnaeus)
0. Kuntze, reconocidas como aptas para la preparacion del
té destinado al consumo humano como infusién [1, 2].

En Argentina el cultivo de Camellia sinensis se realiza
unicamente en las provincias de Misiones y Corrientes. La
provincia de Misiones, concentra el 95,2 % de la superficie
plantada del pais. El cultivo y procesamiento del té es una
de las actividades agroindustriales importantes para la
economia de la provincia [1, 2]. E1 95 % del té cosechado
y elaborado en la provincia de Misiones es destinado a la
comercializacion nacional e Internacional [3], representan-
do el 80 % del comercio del té en Sudaméricay el 3,5 %
del comercio mundial. Argentina se ubica en el 9° puesto
como productor y en el 7° como pais exportador [3, 4].

Los cuatro tipos principales de té (negro, verde, rojo y
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blanco) y las multiples variedades de infusiones existentes
dentro de cada categoria, que suman mas de tres mil infu-
siones de tés de todo el mundo, se preparan a partir de la
misma materia prima: brotes y hojas de la especie Camellia
sinensis y son el resultado de los diferentes métodos de
industrializacion de la planta [5]. Tres son los tipos de té de
mayor produccion y consumo mundial: el 78 % es té negro
consumido por paises occidentales, 20 % es té verde que es
comunmente consumido en paises asidticos como China 'y
Japon y 2 % es té Oolong que se produce principalmente
en el sur de China [3, 6].

El té es la bebida que mas se toma en el mundo después
del agua. Se consume frio, caliente, en bolsitas (saquitos) o
en hebras [3, 5]. Sus diversas presentaciones comerciales
son:

* T¢é en saquitos: es la presentacion preferida en Occiden-
te. Este modo de comercializacion representa el 86,2 %
del mercado mundial occidental total [3].

* T¢ en hebras: representa, aproximadamente, el 10 %
del total del consumo mundial occidental. Es el tipo de
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presentacion preferido en Oriente [3].

 T¢ instantaneo: representa el 2—4 % de la producciéon
total. Esta forma de consumo cuenta con una minima
proporcion del mercado mundial. Se consume princi-
palmente en Estados Unidos como polvo soluble en
el agua fria, y en menor medida en el Reino Unido en
forma de polvo soluble en agua caliente [3].

» Refrescos: el té frio nacio en Estados Unidos en 1904,
donde representa el 80 % del total del consumo de este
producto. Representa hoy en dia, un mercado de 11 mil
millones de litros [3].

Entre los constituyentes quimicos que posee la infusion
del té, en cualquiera de sus tipos, destaca la presencia de
flavonoides conocidas genéricamente como catequinas
que ejercen un importante papel antioxidante y son las
responsables de los numerosos efectos beneficiosos que
se han asociado al consumo del té [7-2]. Las catequinas
contenidas en el té presentan la accioén bactericida que
permitiria disminuir la accion de las bacterias del género
Streptococcus en la formacion de la placa dental y de las
caries [13—15]. El elevado contenido en fluor del té se ha
asociado a la prevencion de caries y al fortalecimiento del
esmalte dental [15, 16]. El consumo del té verde o negro,
seglin estudios recientes, reduce los riesgos de cancer [6,
18-21], previene enfermedades cardiovasculares [22, 23],
retrasa el envejecimiento [6], previene la hipertension
arterial [24, 25], la obesidad [25, 26] y la arterioesclerosis
[27]. Estas propiedades saludables, ampliamente estudia-
das, favorecieron la extension del consumo de té desde
2337 AC [28] hasta nuestros dias y en todo el mundo,
siendo considerada la segunda bebida de consumo mundial,
después del agua.

En la actualidad existe una tendencia creciente, en
los consumidores, a exigir calidad en los productos que
consumen tanto en relacidn a las caracteristicas organo-
lépticas del producto como en relacién a su contenido
microbiano.

El control microbioldgico rutinario de alimentos des-
tinados al consumo humano esta tomando cada vez mas
relevancia para productos destinados a la exportacién. Con
el objeto de brindar un producto mas seguro para la salud
del consumidor, es preciso realizar controles microbiol6-
gicos en el producto. ya sea antes, durante o después de su
elaboracion. Para poder establecer la inocuidad y seguridad
del producto es necesario disponer de limites microbiolo-
gicos. Es habitual que los paises establezcan limites para
los productos que producen, consumen y/o exportan. Hasta
el presente pocos paises cuentan con la reglamentacion
de controles microbioldgicos para té. En nuestro pais, al
momento de iniciar el presente estudio, no se disponen
de métodos ni limites para el control microbiologico en
té. Por tal motivo y dado que el 95 % del volimen de la
produccidn local es destinado a la exportacion, nos hemos
propuesto:

1. realizar el relevamiento de la microflora de interés en el
control higiénico—sanitario para determinar la calidad
microbiologica en té negro, en hebras y en saquitos,
comercializado en Posadas, Misiones;

2. participar en la propuesta de un perfil microbiologico
y los métodos para el control microbiologico de té
negro.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron en total 100 muestras: 25 muestras de té
negro en hebras y 75 en saquitos, correspondientes a 12
marcas comerciales de mayor consumo en la provincia de
Misiones, Argentina. El muestreo se realizé al azar con
cinco repeticiones para cada marca comercial. El esquema
de muestreo se establecié considerando la diversidad de
marcas y preferencia de consumo de las dos formas co-
merciales del té negro en nuestra provincia [3]. Existe una
preferencia marcada al consumo de té negro en saquitos en
relacidn al té negro en hebras.

Se realizo el siguiente perfil microbioldgico: el recuento
de hongos y levaduras (RHL), recuento de bacterias ae-
robias mesofilas totales (BAMT), recuento de coliformes
totales (RCT), recuento de coliformes fecales (RCF) y
presencia de Escherichia coli.

El perfil microbioldgico evaluado se realizo acorde a la
norma IRAM 20517:2004 que establece el perfil microbio-
logico y los métodos a emplear para el control microbiano
en muestras de yerba mate canchada y elaborada (28). Este
mismo perfil microbiolégico actualmente se esta propo-
niendo para el té mediante la confeccion del Esquema 1 de
la Norma IRAM 20617:2007 [29].

Cada muestra se proceso por duplicado en la fase
experimental. Se prepararon diluciones decimales y se
sembraron por duplicado. Los métodos y medios de cultivo
empleados fueron:

a. para el RHL empleando el método de diseminacion
en superficie con espatula de Driglasky en medio
Oxytetraciclina Glucosa extracto de levaduras (OGYE),
incubando a 25° C durante 5 a 7 dias;

b. el BAMT se determiné con el método de recuento en
placas de PCA, incubando a 37° C durante 48 a 72
horas;

c. la cuantificacion de los coliformes totales en caldo
Lauril Sulfato Triptona (LST), Método del NMP,
empleando 9 tubos por muestra a 37° C.

d. Los tubos positivos del RCT se repicaron a caldo Verde
brillante rojo bilis (VBBL) para el conteo de coliformes
fecales (en bafio termostatizado a 44,5° C) y para el
ensayo confirmatorio a 37° C.

e. Lapresencia de E.coli se determiné repicando los tubos
positivos del RCF a placas de EMB (Eosina Azul de
metileno) y las cepas aisladas se identificaron mediante
pruebas bioquimicas.
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Tabla 1. Resultado de los recuentos microbianos en té en saquitos.

N° Muestra BAMT BCT BCF Eco HyL N° Muestra BAMT BCT BCF Eco HyL
1 32000 93 <3 - 8900 40 550 9.1 <3 - 590
2 270 <3 <3 - 450 41 2500 <3 <3 - 140
3 270 <3 <3 - 100 42 820 43 <3 - 140
4 11000 23 <3 - 1550 43 1500 3,6 <3 - 140
5 2000 3 <3 - 820 44 1400 7.3 <3 - 140
6 4640 460 <3 - 3370 45 820 <3 <3 - 90
7 3360 1100 <3 - 910 46 370 <3 <3 - 140
8 4910 1100 <3 - 2280 47 200 <3 <3 - 90
9 910 <3 <3 - 1450 43 270 <3 <3 - 140
10 640 <3 <3 - 400 49 180 <3 <3 - 140
1 16410 1100 <3 - 10550 50 8700 <3 <3 - 350
12 3450 <3 <3 - 1000 51 450 <3 <3 - 140
13 2640 460 28 - 760 52 2900 <3 <3 - 500
14 6450 240 43 - 3340 53 1100 <3 <3 - 3000
15 5640 460 43 - 800 54 200 <3 <3 - 860
16 3270 <3 <3 - 700 55 180 <3 <3 - 360
17 820 150 11 - 1810 56 550 3 <3 - 360
18 5820 1100 150 - 2760 57 200 <3 0 - 500
19 9550 460 21 - 640 58 1600 3 3 - 600

20 16270 1100 28 - 640 59 730 <3 0 - 400
21 1000 93 21 - 2640 60 15000 9.1 9.1 - 3400
22 730 15 <3 - 200 61 3700 3,6 0 - 1400
23 640 <3 <3 - 570 62 250 <3 0 - 1000
24 25550 1100 210 - 3860 63 360 <3 0 - 1000
25 270 <3 <3 - 100 64 40 <3 0 - 360
26 1700 23 <3 - 1800 65 100 <3 0 - 21000
27 1300 <3 <3 - 910 66 30 <3 0 - 1700
28 5300 93 36 - 3300 67 200 <3 0 - 2000
29 3600 39 <3 - 4300 68 3600 43 0 - 7500
30 1300 15 <3 - 3800 69 13000 > 1100 0 - 2000
31 12000 240 <3 - 5100 70 24000 <3 0 - 4300
32 2100 <3 <3 - 1500 71 1200 <3 0 - 1500
33 7500 460 <3 - 6900 72 2700 <3 0 - 5300
34 16400 93 <3 - 14000 73 1100 <3 0 - 1200
35 1500 <3 <3 - 2000 74 3500 <3 0 - 4800
36 750 <3 <3 - 570 75 600 <3 0 - 550
37 200 <3 <3 - 410 Mediana 1300 93 0 0 885
38 200 <3 <3 - 250 Promedio 4044 317 22 0 2149
39 360 <3 <3 - 90 Maximo 32000 1100 210 0 21000
Minimo 30 3 0 0 90

Las celdas sombreadas indican recuentos microbioldgicos que superan los valores limites actualmente propuestos en la norma IRAM 20617:2007, nacional (en estudio).

Tabla 2. Resultado de los recuentos microbianos en té negro en hebras.

N° Muestra BAMT BCT BCF Eco HyL N° Muestra BAMT BCT BCF Eco HyL
1 270 <3 <3 - 1700 16 820 <3 <3 0 1670
2 550 23 <3 - 550 17 4360 <3 <3 - 200
3 450 3,6 <3 - 640 18 180 <3 <3 - 640
4 640 <3 <3 - 1000 19 1500 <3 <3 - 250
5 450 <3 <3 - 800 20 270 <3 <3 - 250
6 180 <3 <3 - 100 21 640 <3 <3 - 200
7 270 <3 <3 - 400 22 1100 <3 <3 - 90
8 820 <3 <3 - 600 23 180 <3 <3 - 100
9 550 <3 <3 - 400 24 200 <3 <3 - 50
10 450 <3 <3 - 300 25 100 <3 <3 - 270
11 1920 1100 <3 - 1370 Mediana 550 23 <3 0 400
12 730 <3 <3 - 550 Promedio 763 376 <3 0 738
13 270 <3 <3 - 100 Maximo 4360 1100 0 0 3550
14 910 <3 <3 - 3550 Minimo 100 4 0 0 50
15 1270 <3 <3 - 2670

Las celdas sombreadas indican recuentos microbiolégicos que superan los valores limites actualmente propuestos en la norma IRAM 20617:2007, nacional (en estudio).

El conteo de los parametros microbiologicos se realizo
respetando los tiempos para cada ensayo, se promediaron
los duplicados y se registraron los datos en una tabla.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos de cada uno de los recuentos se
registraron tomando el promedio de los duplicados de la
fase experimental y el conjunto de datos fue sometido
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a un analisis estadistico para determinar su mediana, el
promedio, valor maximo y valor minimo. El promedio de
los duplicados se presentan en la Tabla 1 para las muestras
de té en saquitos y en la Tabla 2 para té en hebras.

Para el té en saquitos, tanto la mediana como el valor
promedio del BAMT, est4 en el orden de 103, y el RHL
presentd un una mediana del orden de 10% y un promedio
del orden de 103. Para té en hebras las medianas y pro-
medios de BAMT y RHL estan en el orden de 10%. Estos
resultados son ligeramente inferiores a los comunicados
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anteriormente en estudios similares locales con un orden
de magnitud superior (30). Cuando observamos el BAMT
podemos notar que el 13 % de las muestras de té en sa-
quitos superan el orden de 10* y el 56 % el orden de 10°.
Ninguna de las muestras de té en hebras supera el orden
de 10 y solo el 20 % de las muestras supera el orden de
103. Para el RHL ninguna de las muestras analizadas en
el presente trabajo supera el orden de 10%, mientras que el
20 % de los datos supera el orden de 103. Los datos para los
recuentos de coliformes totales y fecales arrojan resultados
bajos en general. Del RCT el 18 % de las muestras de té en
saquitos y 1 sola muestra de té en hebras superan del orden
de 102 y del RCF s6lo 2 muestras de té en saquitos superan
este orden de magnitud. En general los promedios de los
recuentos fueron de un orden de magnitud superiores para
el té negro en saquitos con respecto al té¢ en hebras. Esto
nos habla de un mayor manipuleo que incluye un mayor
contenido de polvo en la preparacion del té en saquitos,
responsable de la mayor magnitud de su contaminacion
bacteriana y fungica. E1 RCF fue poco significativo en
ambos casos, y todas las cepas desarrolladas fueron clasifi-
cadas como Klebsiella spp no hallandose E. coli en ninguna
de las muestras analizadas.

Los resultados del presente trabajo y otros relacionados,
han aportado los datos experimentales y la experiencia en el
tema, participando activamente en el Subcomité de Yerba
mate y té, proponiendo el perfil microbioldgico, los métodos
y los limites para control microbiano en té elaborado me-
diante la confeccion de la norma IRAM 20617:2007 [29].

En la norma IRAM 20617:2007 se han propuesto las
mismas determinaciones y métodos para el control micro-
biologico en té que el ya propuesto para Yerba Mate (28),
teniendo en cuenta la similitud del té elaborado con la Yerba
Mate elaborada en varios aspectos: a) Ambos productos son
sometidos a temperaturas elevadas, de entre 80—100 °C,
durante una o varias etapas de su procesamiento, b) El
producto final posee muy baja actividad acuosa, razon
por la cual no habra proliferacion microbiana a menos
que se produzcan acumulaciones locales de humedad, c)
Toma mayor importancia la contaminacion fungica que la
bacteriana en el producto elaborado [33, 34].

Para la propuesta de limites microbioldgicos es habitual
emplear el valor que arroja la mediana antes que el del
promedio, dado que refleja mejor la media de la poblacion
de datos [33]. Nuestros datos estarian sugiriendo limites
similares a los que actualmente se propone en el Esquema 1
de la norma IRAM 20617:2007 [29] que son: Bacterias
aerobias mesofilas totales, 8 x 103 UFC/g; Hongos y
levaduras, 2 x 103 UFC/g; Bacterias coliformes totales,
103 NMP/g, bacterias coliformes fecales, 15 NMP/g, y
Escherichia coli, ausenciaen 1 g.

Cuando comparamos nuestros datos con los actual-
mente propuestos en Argentina, podemos observar que un
importante nimero de muestras (Tabla 3) superaron los
niveles permitidos para los diversos recuentos.

Tabla 3. Evaluacion de la aptitud de las muestras analizadas de acuer-
do al Esquema 1 de la Norma IRAM 20617:2007.

Parametros Muestras de té en saquitos | Muestras de té en hebras
microbiologicos Nimero Porcentaje Nimero Porcentaje
BAMT 12 16 0 0
RHL 21 28 2 8
RCT 7 9 1 4
RCF 9 12 0 0
E. coli 0 0 0 0

Teniendo en cuenta los diversos pardmetros microbiol6-
gicos analizados y comparando con los limites propuestos
por la Norma IRAM 20617:2007, 29 de las 75 muestras
de té en saquitos, y 3 de las 25 muestras de té en hebras,
lo que representa el 37 % y el 12 % respectivamente de las
muestras, no serian aptas para su comercializacion. En las
Tablas 1 y 2 se han sombreado los recuentos microbianos
que superan los valores limites propuestos en la Norma
Argentina.

En ambas formas comerciales el pardmetro critico mas
frecuente fue RHL: 28 % de las muestras de té negro en
saquitos y 8 % de las de té en hebras. Esto era de esperarse
en un producto con baja actividad acuosa y que ha sido
sometido a un tratamiento térmico durante su elaboracion.
Por otra parte 12 % de las muestras de té negro en saquitos
presentd RCF superiores a 15 NMP/gr, sugerido por la
norma Argentina. Este pardmetro no se vio alterado en
muestras de té negro en hebras. Dado que éste parametro
se relaciona con la calidad higiénico—sanitaria del producto,
cabe resaltar la importancia de su determinacion periddica,
en vistas de mejorar las buenas practicas de manufactura
en la elaboracion del producto.

La Unién Europea segtin la reglamentacion vigente, RD
1354/83 [31], propone el siguiente perfil microbiolégico
y fija los siguientes valores limites para té y derivados:
Aerobios mesdfilos, 10° UFC/g; Mohos y levaduras 10*
UFC/g, Escherichia coli, 10 en 1 g; Salmonella 'y Shigella,
ausencia en 25 g; Bacillus cereus, 103 UFC/g, Teniendo en
cuenta los valores sugeridos por la Unidon Europea ninguna
de las muestras super6 los limites establecidos en la R.D.
1354/83 de vigencia actual en Europa para los recuentos
microbianos realizados.

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos podemos concluir
que:

1. La calidad del té negro comercializado en Misiones,
Argentina, en sus dos formas comerciales, se encuentra
dentro de los parametros microbioldgicos exigidos por
normas internacionales y es de excelente calidad.

2. La realizacidn de controles microbiologicos en té
negro se traduce en mejor precio para el té en manos
del productor y exportador con mas divisas para el pais,
revalorizando la calidad del producto.
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3. El perfil microbiolégico y los métodos de recuento
microbiano empleados, por extension al propuesto para
control higiénico—sanitario de Yerba Mate, es apropiado
para el control microbioldgico rutinario del té negro
elaborado.

4. En ambas formas comerciales el pardmetro critico,
segun los limites propuestos por la Norma IRAM
20617:2007 fue el RHL: 28 % de las muestras de té
negro en saquitos y 8 % de las de té en hebras.

RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos marcan la importancia de la
implementacién de un control microbiolégico periddico, me-
diante el perfil propuesto por la Norma IRAM 20617:2007,
para té negro elaborado, previo a su comercializacion, para
asegurar un producto inocuo para el consumidor.
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Aislamiento de Aspergillus aflatoxigénicos en té negro
durante las etapas de su elaboracion tradicional

Gladis Jerke, Karina Alejandra Salvatierra, Severino Bargardi

Aflatoxigenic aspergillus isolates from tea (Camellia sinensis) during its traditional manufacture

ABSTRACT

The aim of this study was to isolate and identify, at genera and species level, strains of Aspergillus spp obtained
from different stages of black tea traditional processing. Strains taxonomically characterized as Aspergillus flavus
and Aspergillus parasiticus were evaluated in terms of their potential biosynthesizing aflatoxins “in vitro”.

A total of 72 tea samples were taken from traditional processing plants from Misiones, Argentina. Out of a total
of 180 strains of Aspergillus spp. isolated, 76 strains (42 %) were characterized as A. flavus, of which 65 strains
(86 %) showed aflatoxicogenic capacity “in vitro”, and 11 strains (14 %) were negative. 47 % of all strains of A.
flavus isolated was able to biosynthesize aflatoxins B, and B, while 35 % only synthesized aflatoxin B,. There were
no strains of A. parasiticus.

KEY WORDS: Aflatoxins, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Black tea.

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue aislar e identificar, a nivel de género y especie, cepas de Aspergillus spp,
obtenidas de las distintas etapas de elaboracion tradicional del té negro. Las cepas taxondmicamente caracterizadas
como Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus se evaluaron en cuanto a su capacidad de biosintetizar aflatoxinas
“in vitro”.

Un total de 72 muestras de té fueron tomadas de plantas de procesamiento tradicionales de Misiones, Argentina.
Sobre un total de 180 cepas de Aspergillus spp. aisladas, 76 cepas (42 %) fueron caracterizadas como A. flavus, de
las cuales 65 cepas (86 %) presentaron capacidad aflatoxicogénica in vitro, y 11 cepas (14 %) resultaron negativas.
El 47 % del total de cepas de A. flavus aisladas, resultd capaz de biosintetizar las aflatoxinas B, y B, mientras que

el 35 % solo sintetizo aflatoxina B,. No se hallaron cepas de A. parasiticus.

PALABRAS CLAVE: Aflatoxinas, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, té negro.

INTRODUCCION

Ciertos metabolitos producidos por hongos contami-
nantes de alimentos son riesgosos para la salud humana y
animal. Estos productos llamados micotoxinas presentan
toxigenicidad variada y algunas de ellas, como la aflatoxina
B, un alto poder cancerigeno. Los hongos productores
de micotoxinas estan ampliamente distribuidos en el
medio ambiente [1, 2] y se los puede encontrar como
contaminantes comunes de una gran variedad de alimentos
vegetales de importancia en la dieta humana y animal.
Se han encontrado en alimentos tales como arroz [3, 4],
yerba mate [5], hierbas aromatizantes [6], girasol [7],
plantas herbaceas [8, 9], maiz [10], café verde [11], cacao
y chocolate [12]. Pueden resultar muy perjudiciales para la
salud humana, ya sea mediante su sola presencia somatica,
dando origen a una infeccidon fingica, o a su capacidad de
producir poderosas toxinas hepatotdxicas, nefrotoxicas e
inmunosupresoras, ocasionando entonces una toxiinfeccion
fungica. El principal riesgo para la salud humana lo cons-
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tituye la ingestidn reiterada de pequefias concentraciones
de la micotoxina que se bioacumula y puede conducir al
desarrollo de carcinomas en diversos 6rganos [1, 2, 13].

Entre las miles de micotoxinas hoy descriptas, las
aflatoxinas se encuentran entre las mas relevantes, ya que
ocurren frecuentemente y con una distribucion mundial
[1, 5-11], siendo su incidencia significativamente mayor
en regiones de clima subtropical como el nuestro, dado
que la temperatura reinante y la elevada humedad relativa
ambiente locales, favorecen la contaminacion fingica de
cualquier sustrato asi como la biosintesis de las toxinas. Las
aflatoxinas son sintetizadas por hongos del grupo “flavi”
pertenecientes a las especies Aspergillus flavus, productora
de las aflatoxinas B, y B,, y Aspergillus parasiticus, capaz
de biosintetizar aflatoxinas B, B,, G,y G, [14]. Estas
toxinas producen cuatro distintos efectos: alteracion hepatica
aguda, cirrosis hepatica, induccion de tumores y efectos
teratogénicos [15—17]. El metabolito principal de este grupo
de micotoxinas, la aflatoxina B, es el carcindgeno natural
mas potente que se conoce en la actualidad [15, 17].
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El cultivo de té Argentino se lleva a cabo en dos
provincias: Misiones y Corrientes. La primera presenta
6.108 explotaciones agropecuarias (EAP) dedicadas a este
cultivo, mientras que la cantidad es de 23 en Corrientes.
Respecto de la superficie nacional total con cultivo de té,
34.899,6 ha de las 36.660,1 ha totales se encuentran en
Misiones (95,2 %) [18, 19, 21].

El procesamiento y elaboracion del té en Misiones se
cuenta entre las actividades agricolas de mayor relevancia
economica regional. Su practica involucra la participacion
de cerca de 9.000 colonos en su mayoria con hasta 10
hectareas de superficie cultivada [19, 20]. El rendimiento
total aproximado es de 300.000 toneladas de brote verde
que se procesa en 70 plantas elaboradoras [18, 21] con la
obtencion de 65.000 toneladas de té negro seco [19, 21].
El 89 % de este volumen se destina a la exportacion repre-
sentando el 3,5 % del comercio mundial. El té elaborado
se exporta a 20 paises, entre los principales importadores
se destacan: EE.UU., Chile, Reino Unido, Rusia, Holanda
y Alemania [21].

La manufactura del té se realiza normalmente mediante
tres métodos de industrializacion. El ortodoxo o tradicional
(realizado manualmente), el Moderno (actualmente auto-
matizado, aunque se reproducen fielmente los pasos del
método tradicional) y el denominado CTC (Crush, Tear
and Curl, que traducido significa: triturado, desmenuzado
y enrulado), aplicado a la elaboracion de tes genéricos o
estandares. En el presente estudio las muestras fueron re-
colectadas de plantas elaboradoras que emplean el método
ortodoxo o tradicional. [18, 19].

El té es la bebida que mas se toma en el mundo después
del agua. Tres son los tipos de té de mayor produccion
y consumo mundial: el 78 % es té negro consumido por
paises occidentales, 20 % es té verde comiinmente consu-
mido en paises asiaticos como China y Japény 2 % es té
Oolong que se produce principalmente en el sur de China
[3, 6]. El consumo tan difundido de la infusion, se debe
a su contenido en taninos, catequinas y flavonoides, que
ejercen un importante papel antioxidante [22-25] y son
los responsables de los numerosos efectos beneficiosos
que se han asociado al consumo del té. Se ha demostrado
su actividad anticariogénica por su accidn bactericida que
permitiria disminuir la accion de las bacterias del género
Streptococcus en la formacion de la placa dental y de las
caries [26-28]. El elevado contenido en fluor del té se ha
asociado a la prevencion de caries y al fortalecimiento del
esmalte dental [29, 30]. El consumo del té verde o negro,
segun estudios recientes, podrian reducir los riesgos de
cancer [31-35], prevenir enfermedades cardiovasculares
[36, 37], retrasar el envejecimiento [23, 33], prevenir la
hipertension arterial [38, 39], la obesidad [40] y la arte-
rioesclerosis [41]. No obstante, para lograr estos efectos
beneficiosos, los investigadores sugieren la ingesta diaria
de 2 a 3 tazas de la infusion [23, 33].

Los objetivos del presente estudio fueron:

1. aislar e identificar a nivel de género y especie cepas
de Aspergillus spp, obtenidas de las distintas etapas de
elaboracion del té negro en Plantas de procesamiento
con tecnologia tradicional

2. evaluar la incidencia de cepas taxondmicamente
caracterizadas como Aspergillus flavus y Aspergillus
parasiticus y evaluar su capacidad de biosintetizar
aflatoxinas “in vitro”.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo y Procesamiento de las muestras

Se estudiaron muestras de té negro (Camellia sinensis)
obtenidas durante las etapas de su procesamiento indus-
trial. El muestreo se realizo en Plantas de procesamiento
de té ortodoxos o tradicionales situados en diferentes
puntos geograficos de la Provincia, recolectandose un
total de 72 muestras. En cada caso se estudiaron mues-
tras tomadas por integrantes de nuestro grupo de trabajo,
correspondientes a:

1. muestras de la materia prima previa a su procesamiento:
hoja verde del té que se tomaron al azar de la plancha
de recepcion realizando tomas de producto en diez a
doce diferentes lugares con distribucidn aleatoria,

2. muestras de las etapas del procesamiento del té: marchi-
tado, enrulado, fermentado, secado. Se realizaron entre
10 y 20 tomas aleatorias de cada etapa para conformar
una muestra analitica. Para las muestras de las etapas
del fermentado y secado se emplearon sondas cilindri-
cas muestreadoras.

3. muestras del producto elaborado y en almacenamiento.
Se tomaron luego del proceso de clasificacion del té,
desde las bolsas apiladas en la planta elaboradora y que
presentaran por lo menos un mes de almacen.

Una vez obtenidas las muestras, de aproximadamente
1000-1500 gr, estadisticamente representativas de cada
etapa del procesamiento del té, fueron trasladadas hasta
nuestro laboratorio dentro de una heladera portatil para ser
mantenidas en cadena de frio.

Se pesé una alicuota de 50 gr de cada muestra y se ho-
mogeneizd con agua peptonada al 0,1 % estéril en licuadora
industrial. Se filtraron los homogenatos a través de gasa
estéril, realizandose diluciones decimales hasta obtener las
diluciones de 103 y 103, Se sembraron por duplicado 100
ul de cada diluciéon en medios de cultivo HyL (hongos y
levaduras con Cloranfenicol). Las placas se incubaron en
estufaa27 £ 2 °C durante 5 a 7 dias. Se realizo el recuento
fingico total de las cepas que desarrollaron y la identifi-
cacion de los géneros presentes [1, 2]. La identificacion
a nivel de géneros se baso en la experiencia de diversos
investigadores dedicados al estudio de la taxonomia fingi-
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ca[l, 2,42-44]. Se procedio al aislamiento de las colonias
cuya macro—micromorfologia fuera coincidente con el
género Aspergillus, de conocida capacidad toxicogénica,
para su caracterizacion a nivel de especies y la deteccion
de la aflatoxicogenicidad de las cepas de las especies A.
flavus y A. parasiticus “in vitro”.

Caracterizacion de las cepas de Aspergillus spp

Las claves de identificacion de las especies de Aspergi-
llus se basaron primariamente en procedimientos estandari-
zados descriptos por diversos investigadores [1, 2, 45, 46].
Mediante el anélisis de las caracteristicas macroscopicas
(diametro y color de las colonias, modo de crecimiento, co-
lor y disposicién de los conidios) y microscopicas (Forma
y tamafio de la vesicula, las fidlides y las conidias) de las
cepas se ingreso6 a la clave de Klich and Maren, lograndose
la clasificacion de las mismas a nivel de especies.

Pruebas de Toxicogenicidad “in vitro”

Para la deteccion de la capacidad aflatoxigénica de las
cepas de A. flavus aisladas, se empleo la Prueba del Mini
Arroz, segin técnica recomendada por Moreno y col [47].
Esta consiste basicamente en sembrar la cepa sobre un
sustrato natural (arroz) de probada sensibilidad para la pro-
duccidn de aflatoxinas. Las cepas aisladas y caracterizadas
como Aspergillus flavus y/o A. parasiticus, se siembran en
erlenmeyer conteniendo un medio preparado con granos de
arroz pulido y cantidad suficiente de agua, logrando una a,,
de 0,98, que permita la biosintesis de aflatoxinas in vitro.
Simultaneamente se procesoé la cepa patron, Aspergillus
parasiticus NRRL 3000. Se incubaron los erlenmeyer
durante 5 dias a 27 °C. Las toxinas fueron extraidas con 15
ml de cloroformo y se evaporo el solvente a sequedad en
bafio de vapor. Se resuspendieron los extractos en 200 pl de
benceno: acetonitrilo (98:2) y se confirm¢ la presencia de
aflatoxinas dada su emision fluorescente en placa de TLC
bajo luz UV, por comparacion con un patrén de aflatoxina
B,,B,,G,yG,.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras analizadas presentaron un porcentaje
importante de contaminacion con cepas de Aspergillus
favus. Se aislaron 76 cepas (42 %) sobre un total de 180
cepas de Aspergillus spp aisladas y caracterizadas a nivel
de especie.

En la Tabla 1 se muestra el nimero de cepas de Asper-
gillus spp y su caracterizacion taxonomica para cada una
de las etapas de procesamiento del té negro proveniente de
las tres plantas elaboradoras estudiadas.

Rev. Cienc. Tecnol. / Afio 11/ N° 12 / 2009

Tabla 1: Identificacion taxonémica de las cepas de Aspergillus spp
aisladas en cada una de las etapas de elaboracién del té, proveniente
de tres plantas elaboradoras con tecnologia tradicional.

Etapa Planta elaboradora | Planta elaboradora | Planta elaboradora
evaluada N° 1 N° 2 N° 3
. 2 A. flavus 1A ﬂqvus 1 A. fumigatus
Materia prima 1 A fumigatus 2 A. niger 1 A niger
. 8 1 A. fumigatus - Mg
Marchitado 6 A. flavus 2 A.flavus 7 A. flavus
1 A. flavus
Enrulado 2 A. flavus 2 A flavus 1 A. niger
1 A. fumigatus
Fermentado | 22 A. flavus 2 A flavus 6 A .ﬂavus'
2 A.japonicus
4 A. flavus 2 A.flavus
Secado 2 A. niger 2 A flavus 2 A fumigatus
9 A f"f”"us 2 A flavus 2 A flavus
Almacenado | 56 A.niger 5 A nicer 5 A niger
26 A. fumigatus -8 -Nig

En la Tabla 2 se presenta la incidencia de las cepas de
Aspergillus flavus aisladas en cada una de las etapas del
procesamiento Industrial del té con tecnologia tradicional.
El mayor numero de cepas de Aspergillus spp se observa
en las muestras obtenidas del té almacenado, corroborando
que, como lo sugiere la bibliografia [48, 49], el género
Aspergillus es un “hongo de almacén”.

Tabla 2: Incidencia de cepas de Aspergillus spp y Aspergillus flavus
aisladas en cada una de las etapas de elaboracién del té.

Etapa Cepas de Cepas_de o ﬂ_avlus_ a2 4 f{al{us
evaluada | Aspergillus spp Aspergillus Aflat_m_(lgemcos Aflatoxigénicos
flavus (Mini arroz) por etapa

Materia prima 9 3 3 100 %
Marchitado 16 16 16 100 %
Enrulado 6 6 3 50 %
Fermentado 32 32 27 86 %
Secado 12 7 5 67 %
Almacenado 106 13 13 100 %
Totales 180 76 66 86 %

En la materia prima se aislaron 9 cepas de Aspergillus
spp, de las cuales 3 resultaron ser A. flavus aflatoxigénicas,
3 fueron Aspergillus fumigatus y 3 A. niger. Durante las
etapas de Marchitado, Enrulado y Fermentado, todas las
cepas de Aspergillus aisladas se caracterizaron como A.
Sfavus, siendo aflatoxigénicas un importante nimero de las
mismas. En la etapa del secado, sobre un total de 12 cepas
de Aspergillus spp aisladas, 7 fueron A. flavus, 3 A. niger
y 2 A. japonicus. Del té almacenado se obtuvo el mayor
numero de cepas de Aspergillus spp, con un total de 106
cepas provenientes de todas las Plantas de procesamiento
tradicionales estudiadas. La distribucion de las especies de
las 106 cepas del género Aspergillus caracterizadas en ésta
etapa, fue la siguiente: 12 cepas (12,5 %) A. flavus, 58
cepas (60,4 %) A. niger'y 26 cepas (27 %) A. fumigatus. La
distribucion de numero total de cepas de Aspergillus spp y
de las especies caracterizadas por cada etapa de elaboracion
del té, se muestran en la Figura 1.

Las 76 cepas aisladas y caracterizadas como Aspergi-
Ilus flavus (Tabla 1) se ensayaron para ver su capacidad
aflatoxicogénica “in vitro”. Se detectaron 66 cepas (86 %)
productoras de aflatoxinas, de las cuales, 32 (49 %) fueron
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FIGURA 1. NUmero total de cepas de Aspergillus spp e incidencia de cepas
de Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus fumigatus, en cada
una de las etapas de elaboracién del té a escala industrial en plantas de
procesamiento tradicionales. Referencias: B Aspergillus spp, O Aspergillus
flavus, B Aspergillus niger, B Aspergillus fumigatus.

capaces de biosintetizar Aflatoxinas B, y B, y 24 (37 %)
sintetizaron Aflatoxina B,.

Se aislaron cepas de Aspergillus con capacidad aflatoxi-
cogénica en todas las etapas de elaboracion del té negro
procedente de plantas elaboradoras con procesamiento
ortodoxo o tradicional.

Otras especies de Aspergillus caracterizadas fueron:
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus y Aspergillus
japonicus. La distribucion porcentual de las mismas se
muestran en la Figura 2.

Si bien existen comunicaciones de estudios en relacion
a la micoflora del té negro elaborado [50] y en las etapas de
su elaboracion [51-56], hasta el presente se han realizado
pocas evaluaciones de la presencia de hongos aflatoxico-
génicos en té negro. Esta es la primer publicacion local
sobre la tematica.

Elshafie analizé 48 muestras de té negro elaborado de
Sultanate, Oman, India. Cinco fueron las especies fungicas
mas aisladas con 4. niger como el hongo dominante en
todas las muestras. Otros hongos aislados por Elshafie
fueron A. flavus, Penicillium spp y Paecilomyces spp.
Ninguna de las 25 cepas de A. flavus analizadas in vitro,
fueron aflatoxigénicas [50]. Al momento de realizarse
el presente estudio, si bien se habian detectado cepas de
A. flavus contaminantes de té negro [50], las mismas no
demostraron capacidad aflatoxigénico in vitro. De modo
que nuestros resultados son los primeros en demostrar la
presencia de 4. flavus con capacidad aflatoxigénicas in
vitro aisladas de té negro.

En estudios previos, se realizd la evaluacidn de la
micoflora del té en su elaboracion desde la materia prima
y en todas las etapas del procesamiento industrial hasta su
almacenamiento [51-55]. Se hall6é contaminacion fungica
en todas las etapas del proceso. Los recuentos fungicos
que se mostraron elevados en la materia prima y todas las
etapas de elaboracion, disminuyen drasticamente [S1-55]

Aspergillus fumigatus 16% Aspergillus japonicus 44%

Aspergillus niger 40% Aspergillus flavus 44%

FIGURA 2. Distribucion porcentual de especies de Aspergillus spp aisladas.

o son eliminados [56] en la etapa del secado. Los géneros
fingicos mas aislados del té negro durante su elaboracion,
en nuestros estudios locales, fueron Aspergillus, Clados-
porium, Scopulariopsis, Penicillium y levaduras de los
géneros Rhodotorula, Candida y Saccharomyces [52-55],
en coincidencia con las comunicaciones internacionales
[50, 56]. Los géneros identificados varian ligeramente
dependiendo de la etapa de elaboracion evaluada.

Cuando analizamos la distribucion de las cepas de
Aspergillus spp durante el procesamiento ortodoxo o
tradicional del té negro, cabe destacar la mayor inciden-
cia de las mismas en las muestras de almacén, con una
marcada presencia de la especie 4. Niger coincidente con
las comunicaciones de Elshafie [50]. Actualmente los
Aspergillus de la seccion “nigri” se asocian a la capacidad
biosintética de Ocratoxina [57], micotoxina de conocida
accion nefrotoxica [58].

Hasta el presente no se encontraron comunicaciones de
la presencia de aflatoxinas en t€ negro. En este sentido se
comunico la contaminacion con Aflatoxinas en 28 muestras
de hierbas medicinales de Tailandia empleando columnas
de inmunoafinidad con limites de deteccién muy bajos.
Los resultados indicaron que 5 muestras (18 %) estaban
contaminadas con Aflatoxinas, con valores entre 1,7 a
14,3 ng/g. Estos valores estan por debajo del limite, de
20ng/g, permitido en Tailandia y en nuestro pais. No obs-
tante es un llamado a la reflexion para el control periddico
de Aflatoxinas en drogas y plantas medicinales. En este
estudio no se incluyeron muestras de té. También en otros
sustratos similares como café verde y cacao [12] se detectd
la presencia de ocratoxinas. Otra micotoxina investigada en
té fue fumonisina. Martins y col. investigaron la presencia
de fumonisinas B, y B, en té negro y plantas medicinales.
Sobre un total de 87 muestras analizadas se detectd fumo-
nisina B, en 55 (65,5 %) de las muestras. El mayor nimero
de muestras positivas se encontro en las 18 muestras de té
negro evaluadas (88,8 %) con niveles de 80 a 280 pg/kg
[59]. Omurtag y col, también detectaron fumonisina B,
en muestras de t€ negro. Fumonisina B, en cambio no se
detect6 en ninguna de las muestras evaluadas [59, 60].

La presencia de géneros potencialmente aflatoxigénicos
en té negro, tanto en las etapas de su elaboracion industrial
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como en el producto comercializado podria implicar la
presencia de aflatoxinas en la infusion, dado que las mis-
mas son termoestables y por lo tanto no son eliminadas en
el proceso térmico del secado ni por el empleo del agua
caliente en su preparacion. Por ello, de hallarse micotoxi-
nas en té, su consumo habitual también podria resultar
un riesgo para la salud. Recordemos que para lograr el
efecto beneficioso de las catequinas, flavonoides, taninos
y demas componentes beneficiosos para la salud [22—41],
los investigadores sugieren la ingesta de 3 a 4 tazas de
té diario [23, 33] que, de contener micotoxinas implicaria
un consumo reiterado y cronico de pequeilas trazas de
las mismas con el consiguiente desarrollo potencial de
micotoxicosis cronicas.

CONCLUSIONES

Las muestras analizadas presentaron un porcentaje
importante de cepas de Aspergillus spp contaminantes
aislados de cada una de las etapas de elaboracion del té
negro en plantas elaboradoras tradicionales.

Las cepas de Aspergillus flavus se aislaron de todas las
etapas de elaboracion del té negro en plantas elaboradoras
tradicionales.

El 86 % de las cepas de 4. flavus present6 capacidad
aflatoxicogénica in vitro. No se hallaron otras especies de
Aspergillus aflatoxicogénicos.

Otras especies de Aspergillus caracterizadas fueron A.
niger, A. fumigatus y A. japonicus

En muestras de té negro almacenado presenta una
incidencia importante el Aspergillus negro de la seccion
“nigri” con potencial capacidad ocratoxigénica.
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