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RESUMEN: Numerosos autores han descripto las propiedades hemoliticas de toxinas bacterianas, siendo escasa la bibliografia
respecto de esta propiedad por parte de las toxinas fongicas,

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la actividad hemolitica de extractos de Penicillium y Aspergifius aislados a partir de alimentos
y buenos productores de citrinina,

Los hongos fueron cultivados sobre medios ecolégicos y los extractos se obtuvieron con una solucidn de acetona - agua (80:20). Se
aplico el test de la hemdlisis a cada uno de los extractos obtenidos y a la toxina pura. La produccién de citrinina se determind por TLC
{thin-layer chromatography).

El 84% de los extractos produjo efecto hemolitico. A pesar de que algunas cepas resultaron hemoliticas y produjeron citrinina
simultaneamente, no pudo asociarse la hemdlisis con esta micotoxina.

Se concluye que la hemdlisis detectada en los extractos fungicos estudiados podria deberse a la presencia de otro/s metabolito/s o
bien a la accion sinérgica de algunofs de ellos con la citrinina.

SUMMARY: The aim of this work was to study the haemolytic ability of citrinin-producing Peniciflium and Aspergifius strains isolated
from food. Fungi were cultured on ecological media and extracts were obtained using an acetone/water (80:20) mixture. The haemolysis
test was applied to both each of the extracts obtained and the pure toxin. Gitrinin production was assessed by means of TLC (thin-layer
chromatography).

A high percentaje (84 %) of the extracts produced a haemolytic effect. Even though some strains resulted to be haemolytic
-simultaneously producing citrinin- no relationship could be established between haemolysis and the mycotoxin.

We conclude that the haemolysis produced by the extracts could be due to either other metabolites or the synergistic action of one (or

some) of them with citrinin.

Introduccidn

Desde hace muchos afios, en nuestro labora-
torio se investigan hongos contaminantes de ali-
mentos. Entre los estudios que se realizan se analiza
el comportamiento de sus metabolitos frente a gl6-
bulos rojos humanos y se determina si son cepas
productoras de toxinas (1 - 3).

Numerosos autores han demostrado la exis-
tencia de diferentes tipos de toxinas bacterianas con
propiedades hemoliticas y han determinado su re-
lacion con enfermedades toxi-infecciosas (4 - 8).

Si bien se ha descripto actividad hemolitica de
diferentes soluciones de antibidticos de origen fun-
gico (9 ), son escasos los datos que aporta la
bibliografia en relacion a los efectos hemoliticos de
otros metabolitos fungicos y, particularmente, de
las micotoxinas.

Este frabajo se llevé a cabo con el subsidio de un proyecto CAI+D
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Por otra parte, Aspergillus y Penicillium, son
dos de los géneros que habitualmente contaminan
los alimentos y, por consiguiente, son frecuente-
mente aislados a partir de los mismos. Algunas de
sus especies, han sido descriptas como producto-
ras de una micotoxina denominada citrinina. Esta
toxina, de color amarillo, reportada como producto-
ra de necrosis tubular del riién y nefropatia porcina
(10), es una de las més importantes y frecuente-
mente detectada.

El objetivo del presente trabajo fue determinar,
in vitro, la actividad hemolitica, de extractos de
Aspergillus y Peniciflium contaminantes de alimen-
tos y buenos productores de citrinina.

Materiales y Métodos

Los hongos fueron identificados segun lo pro-
puesto por Booth (11), Ellis (12), Pitt (13,14) y
Raper and Fenell (15).

Se aislaron 19 cepas (n= 19) de Penicillium y
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Aspergillus, posibles productoras de citrinina (16 ),
a partir de maiz, trigo y sus subproductos. Los
extractos fueron obtenidos con una solucién de
acetona-agua (80:20 v/v ), a partir de los hongos
cultivados sobre medios ecolégicos, segun la me-
todologia descripta en trabajos anteriores (1- 3).

Se aplico la técnica de Scott (17). Los croma-
togramas (TLC) se realizaron utilizando placas de
silicagel comerciales (Kieselgel 60}. La siembra de
los extractos y el testigo de citrinina (marca SIGMA,
lote 76H404) se efectud en banda, utilizando capi-
lares de vidrio. Se ensayaron los dos sistemas de
solventes propuestos por la técnica: TEF ( tolueno-
etilacetato-90% 4cido formico; 6:3:1) y BMA ( ben-
ceno, metanol, 4cido acético; 24:2:1). La observa-
cién de los cromatogramas se realizd a |a luz visible
y a la luz UV antes y después del spray con el
reactivo revelador ( 0,5 ml de p-anisaldehido en 85
ml de metanol al que se le agregé previamente 10
ml de &cido acético glacial y 5 ml de 4cido sulfri-
co); el calentamiento de la placa se efectud a 130°C
durante 10 minutos.

En aquellos extractos que presentaron bandas
con Rf y color compatible con citrinina, en coinci-
dencia con el testigo, se confirmé su presencia
tratando a la placa cromatografica con vapores de
amoniaco (18).

Se aplico el test de la hemolisis, a los extractos
de los hongos estudiados (3).

Se utilizaron policubetas descartables con po-
cillos de 300 pl de capacidad.

Para cada una de las muestras a estudiar, se
realizaron diluciones sucesivas al medio. Para ello,
se colocaron en cada pocillo 50 ul de solucion
fisiol6gica. Al primero de cada fila se le adicionaron
50 pl de la solucion en acetona-agua del extracto y
se efectuaron diluciones hasta el valor 1/256. Todos
los pocillos recibieron 5 ul de una suspension (al
10% en solucion fisiologica) de hematies humanos
lavados.
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Idéntica metodologia se llevé a cabo con una
solucion de 20 pg/ pl de citrinina (marca SIGMA,
lote 76H404).

Se trabajo con dos blancos: un extracto del
medio de cultivo sin sembrar (en la solucién de
acetona-agua) y la solucién de acetona-agua.

Cada una de las muestras, la toxina pura y los
blancos, se procesaron por duplicado.

Luego de 5 hs. de incubacion a 35 + 2°C, se
determin6 la maxima dilucién que presentaba acti-
vidad hemolitica.

Con el objeto de eliminar factores inespecifi-
cos que pudieran interferir, se consideraron como
resultados significativos las hemdlisis obtenidas en
1as diluciones superiores al medio.

La medicion de los pH de todas las soluciones
ensayadas se llevd a cabo con un peachimetro,
marca Checker, cuyo rango de medicion es 0,00 -
14,00 con una resolucion de 0,01 pH y una preci-
sion de + 0,2 pH, que admite trabajar dentro de un
rango de temperatura comprendido entre 0-50°C y
que, debido a sus pequenias dimensiones (66 x 50
x 25 mm), permite la medicion del pH en volimenes
de 1 ml.

Resultados y discusion

Entre los 19 hongos aislados se identificaron:
P citrinum (3 cepas), P notatum (11 cepas), P
viridicatum (1 cepa), P steckii (1 cepa) y A. terreus
(3 cepas).

Respecto a P citrinum y R steckii, algunos
autores los consideran sindnimos o los diferencian
por su capacidad de producir o no citrinina (14, 19).
En este trabajo fueron considerados como especies
diferentes, ambas posibles productoras de dicha
micotoxina (16).

Los resultados de la actividad hemolitica y de
la produccién de citrinina, de los hongos estudia-
dos, se observan en la tabla 1.

Tabla 1. Produccién de citrinina y actividad hemolitica "in vitro“de los extractos fangicos

e Citrinina sl NO TOTAL
Hemdlisis .
sl 10 16
NO 3 3
TOTAL 13 19

Referencias: 19 cepas fingicas en total, clasificadas sequn su actividad hemolitica y la produccidn de citrinina
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El 84% de los hongos, resultd hemolitico vy el
68,4% productor de citrinina. Entre las cepas hemo-
Iiicas, el 62,5% presento niveles detectables de
citrinina por TLC.

Aplicado el test exacto de Fisher (20,21) a los
valores de la tabla 1 con una significancia del 5%,
se obtuvo un p=0,295. Este valor, permite afirmar

Grafico 1. Especies flngicas y su actividad hemolitica

Nro. de cepas
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que la presencia de cifrinina es independiente de la
hemolisis, con el nivel de significancia determinado.
Elensayo realizado con la solucion de 20 pg/ul
de citrinina no produjo hemdlisis, lo que corrobora
la hipétesis de la independencia de las variables.
En el grafico 1 puede observarse la actividad
hemolitica para cada especie.

12-
10-

Hemoliticos

Referencias: Especies fingicas:

3 4 5

Especies fingicas

B No hemoliticos

1.-A terreus; 2.- P citrinum, 3.- P notatum, 4.- P stecki, 5.- P viridicatum

Entre las cepas productoras de hemdlisis, no
evidenciaron niveles detectables de citrinina por
TLC dos P notatum, un P, viridicatum, dos A. terreus
y un P citrinum.

P notatum fue la especie mas frecuentemente
aislada; el 73 % de sus extractos fueron hemoliticos
y se les detectd la toxina. S6lo una cepa produjo
citrinina y no fue hemolitica. Las dos cepas restan-
tes no produjeron citrinina pero sus extractos hemo-
lizaron los glébulos rojos.

P, steckii resulté productor de citrinina y no de
hemélisis. Por el contrario, a P, viridicatum no se le
detectd citrinina y si efecto hemolitico.

En las condiciones de nuestro estudio, sélo un
A. terreus y dos P citrinum resultaron productores
de citrinina.

Tal como se seiiala en la infroduccion, desde
hace muchos afios nuestro equipo de trabajo se ha
abocado ala busqueda de métodos in vitro, rapidos,

para detectar efectos toxicos producidos por toxi-
nas de los hongos contaminantes de alimentos.
Una de las pruebas que frecuentemente resultd
positiva en nuestros ensayos y sobre la que existen
escasas referencias bibliogréficas, es la de la he-
mélisis. Por otra parte, la citrinina es una de la
micotoxinas mas frecuentemente detectada, entre
las producidas por algunas cepas de hongos en
nuestras condiciones de trabajo.

Nuestro interés fue corroborar si existia alguna
correlacion entre la produccion de estatoxinay esos
efectos tan frecuentemente encontrados.

Segan Remington (9), el fenémeno de la he-
malisis no se produciria por un Gnico mecanismo
de accion, pudiendo estar involucrados factores
tales como el pH que, en nuestro caso, quedaria
descartado ya que el correspondiente a las solucio-
nes estudiadas estuvo comprendido entre 6,04 y
7.5.
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Conclusiones

Considerando los resultados obtenidos, puede
concluirse que la lisis de los glébulos rojos huma-
nos es independiente de la presencia de citrinina.

Debido a que el 77% de las cepas productoras
de esta micotoxina manifestaron propiedades he-
moliticas, surge como hip6tesis la posibilidad de
que exista algin otro metabolito como causa de
hemolisis o que actue sinérgicamente con la toxina
detectada.
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