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Influencia de Fumonisina B1 sobre la flora
intestinal de ratas Wistar
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RESUMEN: Se estudid la influencia de una dosis subcrénica de Fumonisina B1 (300 ppm) sobre la flora intestinal de ratas hembras
Wistar. Para ello, se determing el incremento del peso corporal y la ingesta caldrica de las ratas. En materia fecal se midi6 ef pH y se
efectud el recuento de los siguientes grupos microbianos: Bacterias aerobias totales, Bacterias anaerobias totales, Enterobacterias,
Enterococos, Bifidobacterias, Lactobacilos, Bacterias sulfito reductores (totales y esporuladas) y Mahos y Levaduras. Con la dosis
ensayada se observo un menor incremento del peso corporal y una menor ingesta calorica respecto del lote de ratas control. No hubo
cambios en el aspecto macroscopico de las heces y la variacion del pH no fue significativa. De los microorganismos estudiados, no
se observaron variaciones relevantes en los recuentos, excepto la disminucion de Mohos y Levaduras. Se debe destacar que la flora
gmbiﬁtjca (Bifidobacterias y Lactobacilos) no varié cuantitativamente, si bien el recuento de Bifidobacterias mostrd una tendencia a
isminuir.

SUMMARY: The influence of a subchronic dose of Fumonisine B1 (300 ppm) on the intestinal flora of female Wistar rats was studied
by determining their body weight increase and caloric intake. Stool samples were used to carry out pH measurements and counts of
the following microbial groups: Total Aerobic Bacteria, Total Anaerobic Bacteria, Enterobacteria, Enterococci, Biphidobacteria,
Lactobacilli, Sulphite-reducing Bacteria (total and sporulated), Molds and Yeasts. The assayed dose produced a body weight increase
and a caloric intake lower than those of the control group. No change was observed as regards the macroscopical aspect of stools
and pH variations were not significant, No relevant variations were detected in counts of the microorganisms studied, except for Molds
and Yeasts. It has to be noted that the probiotic flora (Biphidobacteria and Lactobacilli) did not vary quantitatively, although
Biphidobacterium counts tend to diminish.

Introduccion sente trabajo fue estudiar la posible influencia de
FB1 sobre esta microflora y en especial sobre los
Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas ~ microorganismos probidticos.
producidas por el Género Fusarium, fundamental-

mente por el £ moniliforme. La presencia de esta

micotoxina en maiz es una contaminacién que se  Materiales y métodos
ha encontrado en Argentina (1, 2).
La Fumonisina B1 (FB1) ejerce su accion téxi-  Animales y Dietas

ca interfiriendo en la sintesis de los esfingolipidos
por inhibicién competitiva sobre la enzima ceramida
sintetasa, lo cual trae como consecuencia modifi-

Se utilizaron 12 ratas, cepa Wistar, de peso
inicial 191,2 + 0,9 g, mantenidas en un bioterio a

caciones a nivel de membrana (3).

El efecto toxicologico de la FB1 varia segun la
especie animal que la consuma (4). En ratas ejerce
fundamentalmente una accion nefrotéxica y hepa-
totéxica (5, 6).

Si bien la via de intoxicacién con esta micoto-
xina es por ingestion, al presente no se ha descripto
la accidn de la misma sobre el aparato digestivo.

Dada laimportancia que se atribuye al mante-
nimiento del equilibrio de la flora intestinal para
preservar la fisiologia digestiva, el objetivo del pre-

Este trabajo es parte del Proyecto CAl+D/96 N°178 .

23+2°C, con ciclos de luz —oscuridad de 12 horas
y libre acceso a una dieta balanceada (Roedores 3,
Nutrimento S. A., Argentina) durante una semana
para su aclimatacién. La dieta presenta una compo-
sicidn porcentual de; Hidratos de carbono 61,5;
Lipidos 3,5; Proteinas 20; Fibras 10; Vitaminas 1 y
Minerales 4.

Los animales se dividieron al azar en 2 grupos
iguales y recibieron la siguiente alimentacion; *Lote
1: la dieta balanceada adicionada con 10% de maiz
colorado molido (libre de Tricotecenos, Ocratoxi-
nas, Aflatoxinas, Zearalenona y Fumonisinas), *Lote
2: idem al anterior donde el 10% de maiz colorado
molido (con las mismas caracteristicas) esta mez-
clado con maiz contaminado con FB1 en proporcion
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adecuada para obtener una concentracién final de
300 mg de FB1 / Kg de dieta.

Obtencion del maiz contaminado

La cepa de Fusarium moniliforme productora
unicamente de FB1, se cultiv a 25°C durante 2
semanas en Agar Papa Dextrosa. Se sembraron 2-3
porciones de 1 cm de lado de este cultivo a erlen-
meyers de 1| que contenian cada uno aproximada-
mente 400 g de maiz colorado estéril y se incubd 4
semanas a 25°C. Posteriormente el maiz contami-
nado se seco a 60°C durante 48 horas.

La produccion de FB1 se cuantificé por un Test
ELISA (Kit Veratox para Fumonisinas), lograndose
en el maiz una concentracion original de 6000 ppm.
En las condiciones de incubacién utilizadas, esta
cepa no produce otros metabolitos toxices conoci-
dos. Esta cepa de Fusarium moniliforme fue gentil-
mente cedida por el Dr. A, Logiecco (ITEM 1015,
Istituto Tossine e Micotossine, Bari, Italia).

Diseiio experimental

Durante el transcurso del experimenta (8 dias)
se controld diariamente el aspecto de los animales,
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el peso corporal y laingesta cal6rica de los mismos.
Alfinalizar la experiencia se anestesiaron los anima-
les con étery se recolectd en condiciones asépticas,
el contenido fecal del recto para el analisis bacterio-
légico y del colon descendente para la medicion del
pH.

Medicion del pH

El contenido fecal se diluyé 1:5 con agua
destilada y se midi6 inmediatamente con un pHme-
tro previamente calibrado (Orion Research Digital
lonalyzer/601).

Analisis microbiolégico

La muestra rectal se transporté y diluyé 10
veces en buffer fosfato 0,1M, pH = 7,2 que conte-
nia 0,05% de clorhidrato de cisteina y 0,1% de agar
(7, 8). La misma se analizé dentro de los 30 minu-
tos. Las sucesivas diluciones decimales para el
recuento bacterioldgico se realizaron en agua de
peptona 0,1% con clorhidrato de cisteina 0,05%.

Los diferentes grupos microbianos contados,
las condiciones de incubacién y los medios de
cultivos utilizados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Medios de cultivos y condiciones de crecimiento utilizados para contar los diferentes grupos

microbianos.
Microorganismos estudiados Medios de cultivo Atmdsfera Tiempo y temperatura

de incubacion
Bacterias aerobias totales AST Aire 3 dias - 37°C
Bacterias anaerobias totales AST/ MRS Anaerobiosis!"! 3 dias - 37°C
Bifidobacterias MRS-LP Anaerobiosis!'! 3 dias - 37°C
Lactobacilos MRS-B Aire 3 dias - 37°C
Enterococos KF Aire 3 dias - 37°C
Enterobacterias VRBD Aire 1 dlas - 37°C
Mohos y Levaduras DRBC Aire 3 dias - 30°C
Bacterias sulfito reductores totales ISA Airel®) 1 dias - 37°C
Bacterias sulfito reductores esporuladas®® ISA Airel 1 dias - 37°C

AST: agar soya triplicasa, MRS: agar seqin Man, Rogosa, Sharpe (10), MRS-LP: agar MRS + cloruro de litio + propionato de sodio (1),
MRS-B: agar MRS + bilis (11), KF: agar KF para Enterococos (12), VRBD: agar violeta cristal - fojo neutro —bilis —glucosa (13), DRBC:
agar dicloran - rosa de bengala - cloranfenicol {14), 1SA: agar sulfito hierro.
1] Anaerobiosis: En jarra Oxoid con generadores de anaerabiosis bioMérieu,

2] Previo choque térmico a 80°C durante 10 minutos.
[3] Con fapén de agar,
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La mayoria de los recuentos se realizaron en
placa, excepto los de Bacterias anaerobias sulfito
reductores totales y esporuladas que se realizaron
en tubos.

Las siembras para los recuentos de Mohos y
Levaduras se efectuaron en superficie, las demas
se realizaron en profundidad. Para las Enterobacte-
rias se empled una doble capa de medio de cultivo,

Estudios estadisticos

Los datos de los distintos parametros estudia-
dos fueron procesados estadisticamente mediante
el software SPSS VER: 6.1.3/95. Para cada lote de
ratas se trabajé con un intervalo de confianza del
95%. Para analizar si existe diferencia significativa
entre las medias poblacionales (para los distintos
parametros estudiados) se realizé un test de hipé-
tesis paramétrico (test t para la igualdad de medias
donde Ho: p contral = W tratado VS H1: pt control 1t =
iratado). Ademas, se realizé un test no paramétrico
(test U Mann Whitney para muestras inde-
pendientes), pues el tamario de los lotes (n = 6) es
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pequeio. Se trabajé en todos los casos con los
valores exactos de p y al coincidir las conclusiones
entre ambos test, se informaron las conclusiones
paramétricas. Los resultados obtenidos fueron ex-
presados como media aritmética + error esténdar
(X = SEM) (9).

Resultados y Discusion

Todos los animales concluyeron la experiencia
y no se observé comportamiento anormal en nin-
guno de los lotes. El consumo promedio de FB1 por
las ratas tratadas fue de 24 mg. Kg rata” dia”.

En la Tabla 2 se observa que las ratas que
ingirieron FB1 muestran una significativa reduccion
de la ingesta caldrica lo que se refleja en el menor
incremento del peso corporal de los animales. Otros
autores no detectaron disminucién de estos para-
metros para ingestas menores a 15 mg FB1. Kg
Rata™' (5,6). Sin embargo, nuestros resultados son
coinchantas para el consumo de 35 mg FB1. Kg
Rata™" encontrados por otros autores (6).

Tabla 2. Efecto de la ingesta de FB1 sobre el peso corporal y la ingesta calrica en ratas, expresado

como X + SEM, para lotes de seis animales cada uno.

Loles
Pardmetros 1 2 p-value @
(Control) (FB1 300 ppm)
Peso inicial (g) 1902 +£1.3 1923+14 0,5330
Peso final (g) 2047 +17 197,3+£16 0,0413*
Incremento del peso 1,95+0,19 0,62 +0,14 0,0198*
(g/ dia.rata)
Ingesta calérica 838+103 586+14 0,0005*
(Kcal / dia.rata)

* Significativo al 5% de confianza.

@ valor exacto del p asociado al estadistico de prueba de un test t para diferencia de medias de lotes independientes.

En la Tabla 3 se observan los pardmetros
estudiados en materia fecal. De todos ellos sélo se
destaca una disminuci6n significativa en el recuento
de Mohos y Levaduras. En ninguno de los casos
hubo modificaciones importantes en el aspecto
macroscopico de las heces. Dado que no se halla-
ron datos de ofros investigadores que relacionen el

efecto de las Fumonisinas sobre la flora intestinal de
mamiferos, solo se la puede comparar con el estu-
dio realizado con ofras micotoxinas. Asi el efecto de
los tricotecenos (Fusarenona-x) a dosis menores y
tiempo menos prolongado de exposicidn produce
alteracion de la flora intestinal (7).
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Tabla §. Efecto de la ingesta de FB1 sobre el pH y Ia flora microbiana de materia fecal en ratas, expresado

como X + SEM, para lotes de seis animales cada uno.

Parédmetros Lotes
1 2 p-value®
{Control) (FB1 300 ppm)
pH 528+0,19 577+0,14 0,075
Microorganismo
{log1o UFC/gramo heces)
Bact, Aerobias totales 8,09+0,14 767032 0,287
Bact. Anaerobias totales®™ 8,47 +0,09 7,85+0,33 0,128
Bact. Anaerobias totales’® 8,44 +0,13 7,88+ 0,31 0,155
Bifidobacterias 7,95+0,19 725+025 0,059
Lactobacilos 8,33 £ 0,08 7.73+0,36 0,179
Enterococos 7,86+0,16 7.54+0,33 0,433
Enterobacterias 397+0,15 3,75+£039 0,381
Mohos y Levaduras 7.16+0,14 6.06 0,23 0,0035*
Bact. Sulfito red. Totales 4,310,239 5,34 +0,49 0,148
Bact. Sulfito red. Esporul. 2,75+0,14 2,59 10,51 0,789

* Significativo al 5% de confianza.

@ valor exacto del p asociado al estadistico de prueba de un test t para diferencia de medias de lotes independientes.

®) Gultivado en AST.
© Cultivado en MRS,

Conclusiones

En este trabajo se observa que la ingesta de
FB1 en concentraciones de 300 ppm durante 8 dias,
produce un significativo rechazo del alimento. Este
efecto y la reduccién en la ganancia de peso, son
los principales sintomas asociados con la ingesta
del alimento contaminado con FB1 en las condicio-
nes estudiadas.

Si bien no son relevantes las modificaciones
de los parametros estudiados en materia fecal, la
tendencia del aumento del pH y de diminucién del
recuento de Bifidobacterias (con p-value proximos
a 0,05) nos tendria que alertar sobre la accién que
ejerce esta micotoxina en la disminucién de la flora
probiética y su consecuente accién protectora. En
funcién de estos resultados es importante continuar
el trabajo ensayando mayores concentraciones de
FB1 o tiempos més prolongados.
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